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Einleitung

1  Einleitung

1.1 Das native und adaptive Immunsystem

Der menschliche Organismus ist mit der Geburt einer Vielzahl von pathogenen
Mikroorganismen wie Viren, Bakterien, Pilzen und Parasiten ausgesetzt. Im
Mutterleib, durch die abgeschlossene Fruchtblase geschutzt, muss mit der
postpartalen Zeitrechnung beim S&augling ein funktionierendes Immunsystem
existieren, welches den Menschen vor aul3eren Einflissen schitzt, da nicht mehr
direkt auf das ausgereifte Immunsystem der Mutter zuriickgegriffen werden kann.
Dabei wird zwischen Pathogenen und Kommensalen differenziert, denn nicht alle
Mikroorganismen schaden dem Menschen. So sind insbesondere die Haut, die
Mundschleimhaut, die Konjunktiven und der Gastrointestinaltrakt permanent von
Mikroorganismen besiedelt, die in Symbiose mit dem menschlichen Organismus
zusammenleben und als Mikrobiome bezeichnet werden. Das menschliche
Immunsystem muss in diesem Zusammenhang verschiedene Aufgaben
wahrnehmen. Es muss Pathogene erkennen, sie bekampfen bzw. eliminieren,
mdogliche Rickstdnde beseitigen und ein immunologisches Gedachtnis bilden,
wahrend gleichzeitig eine Toleranz gegeniber den Kommensalen und den
eigenen Zellen gewahrt bleiben muss, um Autoimmunreaktionen zu vermeiden.
Das menschliche Immunsystem kann grob in zwei verschiedene Bereiche
unterteilt werden. Das angeborene (native) Immunsystem und das erworbene
(adaptive) Immunsystem. Beide Teile sind essenziell, um verschiedenste
Pathogene abzuwehren und eine ausreichende Immunantwort zu gewéhrleisten,
damit die Homdostase des menschlichen Organismus nicht dauerhaft in sich
zusammenbricht. Das angeborene Immunsystem hat die Besonderheit direkt auf
Pathogene reagieren zu kénnen. Dies geschieht in der Regel unmittelbar nach
Kontakt mit den Pathogenen. Gleichzeitig ist es selbst eine wichtige
Komponente, um den extrem effektiven und zielgerichteten zweiten Weg der
Immunantwort, die adaptive Immunabwehr, in Gang zu bringen. Hierzu zahlen
die Lymphozyten, welche sich in B- und T-Lymphozyten aufteilen. Diese sorgen
fur eine gezielte Immunabwehr, brauchen jedoch im Vergleich mit dem
angeborenen Immunsystem, Tage bis Wochen, um aktiv in das Geschehen

eingreifen zu konnen (Murphy and Weaver, 2017).
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Die B-Lymphozyten besitzen einen Antigen Rezeptor (BCR), welcher den
Antikdrpern im Aufbau stark ahnelt. Aufgabe der B-Lymphozyten ist es nach ihrer
Aktivierung Antikorper zu bilden, welche fur eine gezielte Immunabwehr bendtigt
werden. Nach der Aktivierung der B-Zelle proliferiert sie und bildet eine
Plasmazelle aus. Einige Plasmazellen differenzieren zu Gedachtniszellen aus,
welche im Falle einer neuen Infektion mit demselben Pathogen eine schnellere,
gezielte Immunabwehr gewahrleisten (Murphy and Weaver, 2017).

Die T-Lymphozyten werden in die Klassen der zytotoxischen T-Zellen, T-
Helferzellen und regulatorischen T-Zellen unterteilt:

Zytotoxische T-Zellen eliminieren andere, in der Regel kdrpereigene Zellen,
welche mit Pathogenen, wie z.B. Viren infiziert sind. T-Helferzellen unterstitzen
das Immunsystem bei einer gezielten Antwort. So kénnen Sie in Form von
Zytokinausschittung andere Immunzellen aktivieren und so unter anderem die
Antikdrperproduktion der B-Lymphozyten ankurbeln, bzw. Makrophagen in der
Elimination von Pathogenen unterstiitzen. Regulatorische T-Zellen haben die
Aufgabe die Immunantwort im Koérper zu regulieren, um so eine Uberaktivierte
Immunantwort zu verhindern, damit es nicht zu grél3eren Schaden an den
korpereigenen Zellen im Rahmen der Pathogenabwehr kommt (Murphy and
Weaver, 2017).

1.2 T-Lymphozyten und MHC-Klassen

T-Lymphozyten besitzen einen T-Zell-Rezeptor (TCR). Dieser auf der
Zelloberflache befindliche Rezeptor besteht aus zwei verschiedenen Ketten und
diese Ketten wiederrum aus zwei verschiedenen Regionen.

Bei den Ketten unterscheidet man die a-, B-, y- und &-Kette. Diese Ketten
charakterisieren die T-Lymphozyten in Ihrer Funktion. Jede dieser Ketten besteht
aus einer konstanten Region (Fc-Region) und einer variablen Region, welche die
Antigenbindungsstelle darstellt. Die variable Region kann im Gegensatz zur Fc-
Region aus einer unvorstellbar gro3en Kombination aus Aminosauresequenzen
bestehen, um so eine grof3e Heterogenitat zu gewahrleisten, damit moglichst

viele verschiedene Antigene von T-Zellen gebunden und erkannt werden kénnen.
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Erst die Kombination der beiden TCR-Ketten bildet eine Bindungsstelle. Die
Besonderheit im Vergleich zu B-Lymphozyten liegt darin, dass T-Lymphozyten
mit ihrem TCR kein Antigen direkt binden koénnen. Es konnen nur kurze
Peptidfragmente erkannt werden, welche Uber Haupthistokompatibilitatskomplex
(engl. major histocompatibility complex (MHC)) Moleklle an der Zelloberflache
einer menschlichen Kérperzelle prasentiert werden. Humane MHC-Gene werden
in drei verschiedene Klassen eingeteilt (MHC Klasse I-1ll). Dabei wird im
Menschen oft anstatt der Begriff MHC, die Bezeichnung human leukocyte
antigens (HLA) verwendet. In der MHC Klasse | wird zwischen drei MHC Klasse-
| a-Ketten Genen (HLA-A, -B und -C), in der MHC Klasse-Il a- und B-Ketten-Gen-
Paare (HLA-DR, -DP und -DQ) differenziert (Horton et al., 2004; Murphy and
Weaver, 2017).

Die membranstandigen MHC-I-Moleklile bestehen aus einer a-Kette mit drei
Domanen und einem nicht kovalent gebunden B2-Mikroglobulin, wohingegen
MHC-I1I-Molekile aus einer a- und B-Kette mit jeweils zwei Domé&nen bestehen.
Sowohl MHC-I- als auch MHC-II-Molekule erzeugen durch Ihren biochemischen
Aufbau eine Furche, in der Peptide gebunden werden kdnnen, welche dann
wiederum von T-Lymphozyten erkannt werden (Huang and Moody, 2016; Murphy
and Weaver, 2017).

MHC-Klasse-I-Moleklle werden im Koérper in unterschiedlicher Auspragung auf
allen korperlichen Zellen exprimiert. Eine Ausnahme stellen die Erythrozyten dar.
Hier wird MHC-1 nur schwach oder gar nicht exprimiert. Dies hat allerdings z.B.
fur eine Virusinfektion keine Auswirkung, da Erythrozyten kernlos sind und
dadurch nicht als Replikationsort fuir Viren dienen kdnnen (Murphy and Weaver,
2017).

MHC-Klasse-lI-Moleklle werden nur auf Zellen des Immunsystems exprimiert.
Dazu zahlen dendritische Zellen, B-Lymphozyten und Makrophagen. Durch die
Bindung des TCR an ein Uber MHC préasentiertes Peptid kommt es zur
Aktivierung der intrazellularen Signalkaskade und daraus resultierend zur
gesamten Aktivierung der T-Zelle. Dabei erkennt der TCR sowohl das am MHC
Moleklul gebundene Peptid, wie auch das MHC Molekll, an welches dieses
gebunden ist (Chothia, Boswell and Lesk, 1988; Murphy and Weaver, 2017).
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Auch hier ist zu erwdhnen, dass der TCR spezifisch fur sein jeweiliges Peptid
und dem dazugehérigen MHC Molekdl ist (MHC Restriktion). MHC Molekiile
weisen einen hohen Grad an Polymorphie auf (Murphy and Weaver, 2017).

Jeder Mensch exprimiert mindestens 6 MHC-Molekile (mindestens 3
verschiedene MHC-Klasse-I- und 3 bis 4 MHC-Klasse-II-Molekle). Aufgrund des
hohen Grades an Polymorphismen auf dem Genlocus fir MHC-Moleklile ist die
Wahrscheinlichkeit sehr gering, dass auf beiden homologen Chromosomen das
gleiche Allel vorhanden ist. Dies fuhrt dazu, dass die menschliche Bevolkerung
fast ausschlie3lich heterozygot fur die Gene der MHC-Klasse-I- und II-Molekiile
sind und definiert das Repertoire an Peptiden, welche Uber diese Molekile

prasentiert werden kénnen (Murphy and Weaver, 2017).

Die Bildung von T-Zellprogenitorzellen findet im Knochenmark aus multipotenten
hamatopoetischen Stammzellen statt. Von dort aus migrieren die Zellen in den
Thymus und werden dort einer Selektion unterzogen. In diesem Stadium werden
die T-Zellen noch als doppelt negativ bezeichnet, da sie noch keine Co-
Rezeptoren CD4 oder CD8 exprimieren (Murphy and Weaver, 2017; Wagner,
2007).

Im Thymus angelangt, werden die reifenden T-Lymphozyten auf das Erkennen
von eigenen MHC-Molekulen getestet. Nur die Zellen, die kdrpereigene MHC
Molekiile erkennen, erhalten ein Uberlebenssignal (positive Selektion). Bindet
der TCR nicht, wird bei diesem die Apoptose eingeleitet. T-Lymphozyten mit
TCRs, die kdrpereigene Peptide zu stark binden, werden ebenfalls der Apoptose
zugefuhrt (negative Selektion), um autoreaktive Prozesse zu vermeiden
(Wagner, 2007). Nach der T-Zellreifung im Thymus zirkulieren die naiven T-
Lymphozyten in den lymphatischen Geweben des menschlichen Organismus
(Murphy and Weaver, 2017).

Grundsatzlich werden MHC-Klasse-I-Molekile von CD8* (zytotoxischen) T-
Lymphozyten erkannt und MHC-Klasse-II-Molekile von CD4* T-(Helfer)-Zellen.
Diese dienen bei der Bindung als Co-Rezeptoren, welche fur die Aktivierung der
jeweiligen T-Zellen bendtigt werden. CD4 besteht aus einem Protein, welches

nur eine einzige Kette mit vier immunglobulinahnlichen (Engl. Abkirzung.: Ig-like)
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Domanen aufweist. Dem gegeniber gestellt besteht CD8 aus zwei Ketten (a und
B), welche jeweils eine einzelne Ig-like Doméne aufweisen, die durch eine

Disulfidbriicke miteinander verbunden sind (Murphy and Weaver, 2017).

1.3 T-Zell-Rezeptor-Generierung durch somatische DNA-

Rekombination

Um eine moglichst grol3e Anzahl verschiedener T-Zell-Rezeptoren zu generieren
bedarf es einer Technik, die aus vorhandenen ,Bausteinen“ neue T-Zell-
Rezeptoren generiert, da eine separate Kodierung jedes maoglichen
Antigenrezeptors (theoretisch ca. 108 unterschiedliche T-Zell-Rezeptoren, in
Wirklichkeit einige Potenzen weniger) die Lange des gesamten Genoms (ca.
3*10° Nukleotide) bei weitem tbersteigen wirde. Aus diesem Grund hat die Natur
das ,gene rearrangement® entwickelt. Es existieren proteincodierende
Genabschnitte fur zwei Hauptregionen: Einen flur die variable (V) Region des
TCR und einen fur die konstante (C) Region. Zuzatzlich gibt es die D-Region, die
weitere Diversitat der B und d-Ketten ermdglicht (Murphy and Weaver, 2017).
Der variable Teil der Rezeptorkette ist wiederum in verschiedene Genbereiche
aufgeteilt. Man unterscheidet ein V-Gensegment (,variable®, a- oder 3-Kette), mit
dem mehrere J- (,joining“, a- und B-Kette) und D- (,diversity”, nur p-Kette)
Gensegmente  kombiniert werden  kdonnen. Das  ,rearrangement®
(Neukombination) erfolgt nicht einfach durch Bruch der Gene an Sollbruchstellen
und nachfolgender Verknipfung, sondern durch Bruch innerhalb einer relativ
breiten Genregion und Neuverkntpfung nach Einfligen einer zufélligen Anzahl
zufallig gewéhlter DNA Bausteine (Nukleotide). Die entstehenden Abschnitte sind
daher nicht keimbahncodiert, sondern fur jede Zelle einzigartig. Der T-Zell-
Rezeptor-alpha- (TRA) Ketten Lokus liegt auf Chromosom 14 und beherbergt ca.
70-80 V-, sowie 61 J-Segmente, allerdings keine D-Segmente. Der TRB (T-Zell-
Rezeptor-beta Ketten) Lokus sitzt auf Chromosom 7 und besteht aus 52 V-, 13
J- und 2 D-Segmente. Aus diesen Zahlen ergibt sich rein rechnerisch eine
Gesamtzahl von ca. 10*8 verschiedenen Maglichkeiten der aB-TCR-Kombination
(Murphy and Weaver, 2017).
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Rekombinationssignalsequenzen (recombination signal sequences, RSS) liegen
auf konservierten, nicht-codierenden Genabschnitten und kdnnen dort von den
Rekombinationsaktivierungsgenen 1 und 2 (recombination-activating gene,
RAG) codierten Enzymen erkannt werden. Diese erzeugen dann einen Bruch
innerhalb der codierenden DNA-Sequenz und sorgen dadurch fir eine
Moglichkeit der Umlagerung von V(D)J-Gensegmenten. Die dabei entstehenden
DNA-Ringstrukturen werden auch als T-Zell-Rezeptor-Exzisionsringe (T-cell
receptor excision circles, TRECs) bezeichnet (Murphy and Weaver, 2017;
Schatz, 2004).

1.4 Complementary-determining region (CDR)

Wie in 1.3 bereits beschrieben, kommt es aufgrund der Rekombination der V-, D-
und J-Gensegmente zu neuen, nicht keimbahncodierten, einzigartigen
Neukombinationen. Wie bei den Immunglobulinen, besitzen auch T-
Lymphozyten neben diesen sogenannten CDR3-Regionen, die ausschliellich
die von MHC Molekilen prasentierten Antigene erkennen, noch
complementarity-determining region (CDR) 1 und 2, die stark konserviert fur die
Bindung an das MHC Molekil verantwortlich sind. Im Gegensatz dazu ist die
CDR3-Region eine hypervariable Region innerhalb der Rezeptorkette. CDR1 und
CDR2 sind Keimbahn codiert und liegen im V-Gensegment (Murphy and Weaver,
2017).

In TCR a- und y-Ketten wird die CDR3-Region durch die Verbindung von einem
V-und einem J-Gensegment gebildet, in TCR B- und &-Ketten durch Kombination
von einem V-, einem J- und einem oder 2 D-Gensegmenten (Davis and
Bjorkman, 1988).

Die CDR3-Region liegt im Zentrum des Bereichs flr die Antigenbindung und legt
die rdumliche Struktur fest. Gleichzeitig erlaubt die hohe Variabilitat bei der
Neuordnung nahezu unendliche Madglichkeiten unterschiedlicher TCR
Bindungsregionen (Gorski et al., 1994; Murphy and Weaver, 2017). CDR1 und
CDR2 flankieren die Bindungsregion (Murphy and Weaver, 2017).
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1.5 aB-TCR tragende Lymphozyten

Bei dem ap-TCR handelt es sich um ein Heterodimer bestehend aus zwei
verschiedenen Polypeptidketten, einer a- und B-Kette, welche Uuber eine
Disulfidbricke miteinander verbunden sind. Jede Kette besteht in ihrem
extrazellularen Bereich wiederrum aus zwei Immunglobulindomanen, (Engl.
Abk.:lg domain) die wie oben beschrieben als variable (V) bzw. konstante (C)
Region bezeichnet werden (s. Abb. 1). Insgesamt ahnelt der strukturelle Aufbau
des TCR der Fragment-antigen-binding(-Fab) -Region von humanen Antikdrpern
(Chothia, Boswell and Lesk, 1988; Murphy and Weaver, 2017).

Kohlenhydrat

a-Kette p-Kette
NIPAN

| variable
Region (V)

- konstante
Region (C)

~ -

ol L Stielsegment
7 —
| Transmem-
branregion

cytoplas-
. ) matischer
Disulfidbricke Schwanz

Abb. 1: Schematischer Aufbau eines af-T-Zell-Rezeptors.

Der T-Zell-Rezeptor besteht aus einer a- und B-Kette, welche liber die Transmembranregion in
das Zytoplasma des T-Lymphozyten hineinragt. Jede Kette besteht aus einer konstanten (C) und
variablen (V) Region. Die Bindung des Liganden erfolgt ber den variablen Teil der jeweiligen
Transmembranglykoproteinketten. Die Ketten sind durch eine Disulfidbricke miteinander
verbunden, an der Cystein beteiligt ist. Entnommen aus Murphy, K. M. and Weaver, C. (2018) mit
freundlicher Genehmigung von Springer Nature (Lizenznummer: 4594110493985).
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1.6 yO-TCR tragende Lymphozyten

Die yd-T-Lymphozyten stellen eine kleine Subpopulation der T-Lymphozyten im
Vergleich zu den af3-T-Lymphozyten dar (Murphy and Weaver, 2017).

Sie kommen vorrangig in epithelialen Geweben vor, also neben dem
lymphatischen Gewebe, auch in der Haut und dem weiblichen Genitaltrakt, dem
Intestinaltrakt und dem Respirationstrakt (Groh et al., 1998; Murphy and Weaver,
2017; Vantourout and Hayday, 2013). Im Gegensatz zu ap-T-Lymphozyten
konnen yd-T-Zellen Antigene direkt ohne die Bindung an MHC-Molekile
erkennen (Adams et al., 2008; Chien, Jores and Crowley, 1996).

Ein Vorteil dieses Bindungsverhaltens kdnnte es sein, schneller und direkt auf
Antigene reagieren zu konnen, welche durch verschiedene Zellen prasentiert
werden. Viele Liganden, die durch yd-T-Zellen erkannt werden kdnnen, wie unter
anderem die MHC-Klasse-I-ahnlichen MIC-Proteine (MICA und MICB), scheinen
bei Zellstress vermehrt exprimiert zu werden. Das Erkennen dieser Molekiile ist
der Grund, warum man yd-T-Zellen nicht ausschlief3lich zum angeborenen oder
erworbenen Immunsystem einordnet. Kristallografisch weist die Struktur von y&-
T-Zell-Rezeptoren im Vergleich zu ap-T-Zell-Rezeptoren eine hohe Ahnlichkeit
auf, zeigt jedoch deutliche Unterschiede in der raumlichen Orientierung im
direkten Vergleich bei Bindung, beispielsweise an dem nichtklassischen MHC-
Klasse-I-Molekil T22 (Murphy and Weaver, 2017).

1.6.1 Entwicklung und Diversitat des yd-TCR

Die Organisation der TCRy- und TCR®-Loci ahnelt stark denen des TCRa- und
TCRB-Locus. Allerdings gibt es auch deutliche Unterschiede. Besonders
erwadhnenswert ist in diesem Zusammenhang, dass sich die codierenden
Gensegmente fur die d-Kette innerhalb des TCRa-Lokus zwischen den Vo- und
Ja-Gensegmenten befinden (s. Abb. 2) (Chien et al., 1987; Murphy and Weaver,
2017). Daraus resultierend fuhrt jegliches Rearrangement im a Lokus
unweigerlich zu einem Verlust des 8-Lokus (s. Abb. 3). Sowohl der TCRy, wie
auch TCR®& weisen deutlich weniger V-Gensegemente im Vergleich zu TCRa und
TCRp auf, was allerdings durch eine erhdhte junktionale Variabilitat kompensiert

wird. Die J-Region codiert fur die Aminoséuren der Epitopbinderegion des TCR.
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Da yd-TCRs im Gegensatz zu ap-TCRs nicht MHC restringiert sind, kdnnen diese
direkt mit Liganden interagieren, also unabhangig von Antigenprasentierenden
Zellen (APC) binden und darauf reagieren (Allison and Havran, 1991;
Champagne, 2011; Murphy and Weaver, 2017).

Loci der @- und der d-Kette
L1 V1 L2 v,.2 L3 V3 LV, x70-807

-

verstreut liegende V- und V;-Gen-Segmente

D;x3 Jsx4 Cs [1,x61] C,

AHHHHHH HI-— -

Loci der y-Kette

L1 V)1 L2 V,2 L3 V,3 L V, x12
7 THI-
J}. X3 C}. 1 J}. X2 C}. 2

—— HH - — H

Abb. 2: Schematische Darstellung der Loci fiir die y- und &-Kette beim

humanen TCR.

Sowohl y- wie auch 6-Kette besitzen V-, D-, J-Gensegmente, wie auch C-Gene. Hervorzuheben
ist die Einzigartigkeit, dass der codierende Anteil fir die &-Kette vollstédndig im Locus fiir die a-
Kette liegt. So liegen die Ds-, J5- und Cs-Gensegmente zwischen dem Cluster von Vg und Jo-
Gensegmenten. Der TCRy- und TCRB-Locus ist nahezu identisch und weist jeweils 2C- mit
jeweils 3 davor geschalteten J-Gensegmenten auf. Erwdhnenswert ist zudem, dass der TCR&-
Locus der Maus umfangreicher ist, als der des Menschen. Entnommen aus Murphy, K. and
Weaver, C. (2018) mit freundlicher Genehmigung von Springer Nature (Lizenznummer:
4592561457558).
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Abb. 3: Verlust des TCR®-Locus bei Verbindung von Vea- und Ja-

Gensegmenten.

Kommt es aufgrund von Genrekombinationen zu einer Verbindung von V4 und J.-Gensegmenten
fuhrt dies unweigerlich zu einem vollstandigen Verlust des TCR&-Locus. Daraus resultierend
verhindert dies die Ausbildung einer -Kette und in Folge die Bildung eines yo-T-Zell-Rezeptors.
Entnommen aus Murphy, K. and Weaver, C. (2018) mit freundlicher Genehmigung von Springer
Nature (Lizenznummer: 4592561457558).

1.6.2 Aufbau und Vorkommen der yo-TCRs

Der Aufbau des yo-TCR &hnelt dem des aB-TCR und weist ebenfalls eine
heterodimere Struktur auf. Auch die kristallografische Struktur des yd-TCR &hnelt
der eines ap-TCR, weist jedoch bei genauerer Betrachtung Unterschiede im
Aufbau der TCR-Gene auf. So beinhalten der TCRy- und TCR&- Locus weniger
V-Gensegmente, welche allerdings eventuell durch die erhohte
Verknupfungsvariablitdt in den d-Ketten des TCR kompensiert werden. Aus
diesem Grund nutzen yd-T-Zellen die Moglichkeit der N-Nukleotid Insertion um
eine hohe Verbindungsvielfalt an bis zu 3 V/D/J-Verbindungsstellen zu erzeugen
und bilden damit die complementarity-determining region 3 (CDR3), welche eine
hohere Ahnlichkeit mit der variablen Region von Immunglobulinen als mit dem
ap-TCR aufweist (Murphy and Weaver, 2017).

Im postnatalen Thymus machen Vd1- und Vd2-Subpopulationen mit einem tber
die Lebenszeit nahezu konstanten Anteil von 80% und 15% den grof3ten Anteil
an Vo-Ketten der yd-T-Zellen aus (Casorati et al., 1989; Parker et al., 1990;

Schilbach et al., 2008). Anders sieht es im Blutkreislauf aus, wo der prozentuale
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Anteil der V&2-Subpopulationen von 25% im Nabelschnurblut auf Gber 70% im
Blutkreislauf des Erwachsenen ansteigt und damit den gro3ten Anteil der yd-T-
Zellen in diesem Kompartiment ausmachen. Dem gegenuber steht der Anteil an
V&1-Subpopulationen, welcher in den gleichen Kompartimenten von 50% auf
weniger als 30% sinkt (Borst et al., 1989; Casorati et al., 1989; Haas, Pereira and
Tonegawa, 1993; Parker et al., 1990). Hervorzuheben ist, dass die Vd1-
Subpopulationen einen Anteil von 70-90% der yd-T-Zellen im Epithel des
Intestinaltraktes ausmacht (Groh et al., 1998) und sich zum Grol3teil
gewebsstandig aufhalten. In diesem Zusammenhang ist beeindruckend, dass der
Anteil von im Blut zirkulierenden yd-T-Zellen auf eine bedeutende Gesamtmenge
(bis zu 60% Gesamtmenge aller T-Lymphozyten) wahrend einer Infektion
ansteigen kann (Balbi et al., 1993; Bertotto et al., 1993; Chien, Meyer and
Bonneville, 2014; Hara et al., 1992; Maria et al., 1992; Perera et al., 1994; Poquet
et al., 1998; Raziuddin et al., 1992; Scalise et al., 1992; Sumida et al., 1992).
Dieser Proliferationsreiz konnte durch antigene Faktoren getriggert sein, die vom
Pathogen exprimiert werden (Bertotto et al., 1993). Der Vollstandigkeit wegen
muss jedoch erwahnt werden, dass es auch einzelne Hinweise gibt, welche auf
eine Reduktion, insbesondere der V&2-T-Zellen bei einer Infektion hindeuten
(Carvalho et al., 2002).

1.6.3 Antigenerkennung von yd-TCRs

Im Gegensatz zu ap-TCRs, die Peptide primar tuber MHC-I- oder MHC-II-
Molekulen prasentiert bekommen, besitzt nur ein kleiner Prozentsatz yo-Ketten
tragender TCRs diese Eigenschaft (Murphy and Weaver, 2017). yd-T-Zellen
binden Antigene tberwiegend direkt (MHC-unabh&ngig), um eine entsprechende
Immunantwort einzuleiten. Zu diesen Molekilen gehdren unter anderem
ungewohnliche  Nucleotide (,unorthodox nucleotides®), Phospholipide,
Hitzeschockproteine (,Heat-Shock-Proteins“, HSP), MHC-Klasse-1b-Molekiile,
Non-Peptide-Ligands, wie beispielsweise phosphorylierte Molekile oder
Lipidantigene der Mycobakterien oder kurze Tetanustoxinpeptide (Guo et al.,
1995; Holoshitz et al., 1992; Kozbor et al., 1989; Murphy and Weaver, 2017).
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In 1.6.2 wurde bereits erwahnt, dass humane yd-T-Zellen aus zwei grof3en
Familien bestehen: V&1*- und V&2*-Ketten exprimierende yd-T-Zellen (Haas,
Pereira and Tonegawa, 1993).

Im Peripherblut zirkulierende Vd2-T-Zellen weisen einen invarianten TCR auf und
besitzen fast ausschliel3lich den identischen Vy9* V62* T-Zell-Rezeptor (Morita
et al., 2007). Diese erkennen zudem die MHC-Gen assoziierten Molekile
BTN3ALl (Harly et al., 2012; Rhodes et al., 2001) und RAET1E/ULBP4 (Kong et
al., 2009; Naruse et al., 2011). Wie in Kapitel 1.7 naher beschrieben sind Vd1*
yd T-Lymphozyten in der Lage MIC-Proteine wie MICA und MICB (MHC class |
polypeptide-related sequence A and B) zu erkennen und zu binden (Groh et al.,
1996; Groh et al., 1998; Groh et al., 1999; Steinle, Groh and Spies, 1998; Wu,
Groh and Spies, 2002). Weitere spezifische Liganden sind unter anderem CD1-
Molekile. Bei diesen kann die Bindung unabhangig von Lipiden bzw.
Glykolipiden erfolgen (,unbeladen®), jedoch kdénnen auch beladene CD1
Molekule erkannt werden, wie beispielsweise CD1d prasentierte Sulfatide (Davey
et al., 2018; Luoma et al., 2013; Spada et al., 2000; Uldrich et al., 2013). Weitere
identifizierte Liganden fir y&-TCRs konnen der Tabelle Tab. 1 entnommen

werden.

Tab. 1: Ubersichtsdarstellung bisher bekannter, aktivierender Liganden fir

yd T-Lymphozyten in der Maus und im Menschen.

BTN3A1 scheint fiir die Erkennung der ,,Phosphoantigene® HMB-PP und IPP essentiell zu sein
und damit kein direkter, sondern ein indirekter Ligand fur yd T-Lymphozyten zu sein (Vermijlen et
al., 2018). Entnommen aus Murphy, K. M. and Weaver, C. (2018) (Verlag: Springer Nature,
Lizenznummer: 4600771291161) und modifiziert nach Dai et al., 2012; Kemal Aydintug et al.,
2014; Rellahan et al., 1991; Romain et al., 2013; Schild et al., 1994, Vermijlen et al., 2018; Vidovic¢
et al., 1989; Willcox et al., 2012; Willcox and Willcox, 2019; Zeng et al., 2014.

yd -T-Zellen aktivierende Liganden
Liganden Spezies yd Untergruppe
T10/T22 (MHC-Klasse Ib) Maus Verschiedene
I-EX (MHC Klasse 1) Maus Klone
Cardiolipin Maus Verschiedene
Keratinocyten Maus dETC-Vy5Vol
HSV-gl (I6sliches Protein) Maus Vy2V68
Skint-1 (Butyrophilin ahnliches Maus Vy5Vvol
Molekul))
I-A9 (MHC Klasse II) Maus Klone
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Qa-1 (MHC Klasse | ahnlich) Maus yo-T-Zell
hybridoma

Insulin B:9-23 (freies Peptid) Maus yo-T-Zell
hybridoma

Cyanine 3 (Hapten)

Maus / Mensch

Verschiedene

4-hydroxy-3-nitrophenyl acetyl
(Hapten)

Maus / Mensch

Verschiedene

Phycoerythrin (I6sliches Protein)

Maus / Mensch

Verschiedene

BTNL1-BTNL6 & BTNL3-BTNLS

Maus / Mensch

Vy7(Maus)
Vy4 (Mensch)

MIC-A/MIC-B (MHC-ahnlich) Mensch Klone
ULBP4 (Oberflachenprotein) Mensch Vy9Vé2
CD1-Sulfatid (CD1c, CD1d) Mensch Vy1
EPCR (Endothelprotein-C- Mensch Vy4Vo5
Rezeptor)

Alkylamine Mensch Vy9Vé2
HLA-B'5802 Mensch Klone
Schwere Beta2-Mikroglobulin freie | Mensch Vy9Vo3
HLA Ketten (MHC Klasse )

BTN3AL (Butyrophilin &hnliches Mensch Vy9Vo2
Molekiil)

hMSH2 (Oberflachenprotein) Mensch Vo2
EphA2 (Oberflachenprotein) Mensch Vo2nes
Annexin Al (Oberflachenprotein) Mensch Vo2nes
Annexin A2 (Oberflachenprotein) Mensch V&3
Histidyl-tRNA synthetase (l6sliches | Mensch Vy3Vo2
Protein)

[HMB-PP (“Phosphoantigen”)] Mensch VyoVvo2
[IPP (“Phosphoantigen”)] Mensch Vyo9Ve2
R-phycoerythrin Mensch Vol

1.6.4 Funktionen und Aufgaben von yd-TCR tragenden Lymphozyten
Erstmalig fanden yd-TCRs Erwdhnung im Jahr 1986 durch Brenner et al.
Allerdings war zu diesem Zeitpunkt die Aufgabe und Funktion dieser T-Zell-
Subpopulation noch voéllig unbekannt (Brenner et al., 1986). Auch Uber 30 Jahre

spater ist diese Frage noch nicht abschlielend geklart, allerdings hat sich

gezeigt,

zytotoxische bzw. zytolytische Eigenschaften besitzen (Haas, Pereira and
Tonegawa, 1993; Lang et al., 1995; Munk, Gatrill and Kaufmann, 1990; Subauste
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et al., 1995; Tsukaguchi, Balaji and Boom, 1995). So kann es, unter anderem in
der Maus bzw. dem Menschen, zur Ausschittung von Thl-typischen Zytokinen
wie IFN-y und Interleukin-2 (IL-2), wie auch Th2-typischen Zytokinen wie
Interleukin-4 (IL-4), sowie Tumornekrosefaktor- a (TNF-a) bei Kontakt mit
spezifischen Krankheitserregern oder Oberflachenproteinen auf virusinfizierten
Zellen kommen (Brandes, Willimann and Moser, 2005; Chien, Meyer and
Bonneville, 2014; Ferrick et al., 1995; Follows et al., 1992; Lang et al., 1995;
Munk, Gatrill and Kaufmann, 1990; Nishimura et al., 1995; Skeen and Ziegler,
1995; Subauste et al., 1995; Tsukaguchi, Balaji and Boom, 1995). Des Weiteren
wurde bei GvHD nach Hauttransplantation die Produktion von IL-17A durch Vy4*
yo-T-Zellen beobachtet (Li et al., 2017). yd-T-Zellen zeigen ebenfalls
antigenprasentierende Eigenschaften, welche sowohl in der Potenz und Effizienz
denen von Dendritischen Zellen und damit bekannten antigenprasentierenden
Zellen (engl.: ,antigen presenting cells (APC)*) ahneln (Moser and Brandes,
2006).

Zudem scheinen yd-T-Lymphozyten auch regulatorische Eigenschaften auf die
menschliche Homdostase zu besitzen. Die Depletion von yd-T-Zellen flhrte in
friheren Knock-out-Experimenten zu einer generell effizienteren antiviralen und
antitumoralen Immunantwort (Kaufmann, 1996). Daneben beeinflusst die
Anwesenheit von yd-T-Lymphozyten unter anderem die Sekretion von TNF-a
durch Makrophagen in der Maus positiv bei Kontakt mit Lipopolysacchariden
(Nishimura et al., 1995). Die Eigenschaft, dass yd-T-Lymphozyten primér auf bei
Zellstress exprimierte Molekile reagieren kodnnen, aber auch direkt auf
Pathogene, fuhrte dazu, dass diese T-Lymphozyten als ,transitionale Immunitat*
bezeichnet werden. Dies verdeutlicht, dass eine genaue Zuordnung in das
angeborene bzw. adaptive Immunsystem nicht mdglich ist und sich bei dieser

Zellpopulation ein Mischbild zeigt (Murphy and Weaver, 2017).

28



Einleitung

1.6.5Die Rolle von yo-TCR tragenden-Lymphozyten bei
Knochenmarkstransplantation (BMT) bzw.
Stammzelltransplantationen (HSCT) und Transplantatabsto3ungen

(GVHD)
Wie in 1.6.4 bereits néher erlautert, haben yd-T-Lymphozyten vielfaltige

Aufgaben in der Immunabwehr von Pathogenen, sodass eine genaue
Einordnung in angeborene oder erworbene Immunabwehr schwierig erscheint
(Murphy and Weaver, 2017). Die bisherigen Publikationen zum Thema yo-T-
Lymphozyten und ihre Rolle bei Knochenmarkstransplantationen (BMT: Bone
marrow transplantation) bzw. Stammzelltransplantation (HSCT: Hematopoietic
stem cell transplantation) und Transplantatabstoungen (GvHD: Graft-versus-
Host Disease) lassen kein einheitliches Bild zu (Pabst et al., 2007).

So gibt es Versuchsstudien an Mausen, welche einerseits einen protektiven
Effekt von yd-T-Lymphozyten gegen GvHD zeigen, wenn im Verlauf af-T-
Lymphozyten zwei Wochen nach Stammzelltransplantation infundiert wurden
(Drobyski, Vodanovic-Jankovic and Klein, 2000). Diese Befunde werden
untermauert durch Beobachtungen, die zeigen, dass eine erniedrigte
Gesamtzahl von yd-T-Zellen nach humaner Knochenmarkstransplantation das
Risiko fur eine GVHD steigert (Yabe et al., 1994).

Kontrastiert werden die Befunde von Berichten, in denen eine letale GvHD
beschrieben wird, nachdem y&-T-Lymphozyten infundiert wurden, (Blazar et al.,
1996) bzw. eine erhohte Anzahl von yd-T-Lymphozyten im Wirtsorganismus
vorhanden waren (Maeda et al., 2005; Pabst et al., 2007; Viale, Ferrini and
Bacigalupo, 1992). Als dritte Moglichkeit wird eine fehlende Korrelation zwischen
Vorkommen von yd-T-Lymphozyten und GvHD erwahnt (Anderson et al., 2004).
Perko et al. (2015) resumieren nach ihrer Studie, dass eine erhdhte Anzahl an
yO-T-Lymphozyten eine signifikante Reduktion von Infektionen nach einer HSCT
zur Folge hat. Godder et al. (2007) geben eine um den Faktor 4 verbesserte
Chance an, krankheitsfrei zu bleiben, nach einer fehlangepassten
Stammzelltransplantation bei akuten Hochrisiko-Leukdmien, wenn eine erhéhte

Gesamtzahl von zirkulierenden yd-T-Lymphozyten vorliegt, ohne das Risiko einer
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GvHD zu erhdhen. Diese Beobachtung deckt sich mit den Ergebnissen von Lamb
et al. (1996).

Auch wenn heute abschlielBend noch keine endgultige Aussage Uber einen
Vorteil oder Nachteil einer erhohten Gesamtzahl von im Organismus
zirkulierender y&-T-Lymphozyten nach HSCT getroffen werden kann, so fassen
Minculescu and Sengelov (2015) in ihrer Ubersichtsarbeit zusammen, dass nach
bisherigen Gesichtspunkten yd-T-Lymphozyten hinsichtlich antiviraler und
antileukamischer  Aktivitat in  zukinftigen  Transplantationsbedingungen,
insbesondere in der frihen Phase der Immunregeneration, durchaus vorteilhafte

Effekte haben kdnnten.

1.7 Das MHC class | polypeptide-related sequence A (MICA)
und MHC class | polypeptide-related sequence B (MICB)

MICA und MICB sind von lhrem biochemischen Aufbau prinzipiell der Familie der
MHC-Molekdle (s.1.2) zuzuordnen. Im Menschen sind bisher sechs MIC-Gene
identifiziert worden, von denen allerdings bisher nur MICA und MICB eine
Funktion zugeordnet werden konnten. Bei den verbliebenen vier handelt sich um
Pseudogene (Frigoul and Lefranc, 2005).

Sowohl mica wie auch micb sind auf Chromosom 6 an Position 6p21.3 lokalisiert.
Dabei weist mica eine Grol3e von 46,4 Kilobasen (kb) und micb eine Gréf3e von
70kb auf (Bahram et al., 1994; Mizuki et al., 1997). Mica und micb werden
besonders in Fibroblasten und Epithelien des Gastrointestinaltraktes exprimiert.
In diesem Zusammenhang geht man davon aus, dass MIC-Proteine besonders
bei Zellstress, wie zum Beispiel durch Virusinfekte induziert, an der Oberflache
hochreguliert werden (Bahram et al., 1994; Groh et al., 1996; Groh et al., 1998).

1.7.1 Aufbau und Vorkommen von MICA

Bei MICA handelt es sich um ein hoch glykosiliertes Protein, welches ohne die
Anwesenheit von Peptiden oder Beta-2-Microglobulin gebildet werden kann. Es
prasentiert selbst keine Antigene (Xu et al., 2011) und findet sich primar in der

basolateralen Membran in intestinalem Epithel (Groh et al., 1996), wie auch in
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geringen MaRRen im Thymus (Groh et al., 1999; Hie et al., 2003) und wird zudem
in Epithel assoziierten Tumoren gebildet (Groh et al., 1999; Vetter et al., 2004),
MICA ist vornehmlich in der Zellmembran in Bereichen von Lipid Rafts
konzentriert, dabei handelt es sich um Cholesterin und Sphingolipid reiche
Abschnitte in der Plasmamembran (Eleme et al., 2004).

Das Mica Gen besteht aus sechs Exons und funf Introns. Bei Exon 1 handelt es
sich um das Signalpeptid (L-Region) mit einer Lange von 70 bp. Gefolgt von
einem sehr langen Intron mit 6840 bp. Exon 2 und Exon 3 besitzen eine Lange
von 255 bp, bzw. 288 bp und codieren fur die G-Alphal-Like-Domain mit 85
Aminosauren bzw. G-Alpha2-Like-Domain mit 96 Aminosauren. Getrennt werden
beide Exone durch ein Intron mit 274 bp. Nach Exon 3 folgt ein Intron mit einer
L&ange von 587 bp. Exon 4 codiert mit einer L&nge von 279 bp die C-Like-Domain
mit 93 Aminosauren und wird durch ein Intron von 99 bp lange von Exon 5
getrennt. Eine Sonderstellung besitzt das Exon 5. Es weist eine Variable Lange
von 132 bp bis 150 bp auf und codiert daraus resultierend fir 44 bis 50
Aminosauren. Der Grund liegt in einem Mikrosatellitenpolymorphismus. Dort
findet man eine variable Menge der Basenabfolge GCT — codierend fiir Alanin
(insgesamt 4-10-mal). Exon 5 codiert fur die Connecting-Region (12
Aminosauren), Transmembrane-Region (19-25 Aminosauren, aufgrund des
Mikrosatellitenpolymorphismus)  und  Intrazytoplasmatische-Region (13
Aminosauren). Exon 6 codiert mit einer Lange von 125 bp bzw. 42 Aminosauren
fur die Intrazytoplasmatische-Region. Exon 5 und 6 werden durch ein 2551 bp
grofl3es Intron voneinander getrennt. Insgesamt codiert mica fur maximal 1149
bis 1167 Nukleotide bzw. 383 bis 389 Aminosauren. Der Grund fur die variable
Lange der Gensequenz von MICA findet sich im Exon 5, aufgrund der
unterschiedlichen Anzahl des GCT-Repeats (s. Abb. 4) (Carillon et al., 2005;
Frigoul and Lefranc, 2005; Lefranc, 2003; Lefranc et al., 2015).
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MHC-Klasse-I-dhnlich
MICA

Ex1 Ex2 Ex3 Ex4 Ex5 Ex6
5° ' — — 3
70 255 288 279 132-150 125
6840 274 587 99 2551

MHC-Klasse-I-dhnlich

MICB

Ex1 Ex2 Ex3 Ex4 Ex5 Ex6
Y —_ _— 3

70 255 288 279 132 125

7352 271 591 99 2250

MHC-Klasse-1
HLA-A

Ex1 Ex2 Ex3 Ex4 Ex5 Ex6  Ex7 Ex8 polyA
5 . | | EY

73 270 276 276 117 33 48 2 6

129 241 599 99 438 142 169 400
Farbe | Regionen und Doménen
L-Region
G-Domain
C-Like-Domain

Connecting-Region

Transmembrane-Region

Intrcytoplasmatic-Region

Abb. 4: Darstellung der intramolekularen Organisation von Exons und

Introns von mica, micb und hla-a im Vergleich.

Intron/Exon-Organisationsstruktur von mica, micb und hla-a im Vergleich. Die Lange von mica
Exon 5 variiert von 132-150 bp aufgrund des Polymorphismus eines Mikrosatelliten in diesem
Bereich (Fodil et al., 1999).

Angabe der Exon- und Intronlange in Basenpaaren (bp). Die Farben entsprechen der IMGT
(International ImMMunoGeneTics)  ,Color menu  for regions and  domains”
(http://www.imgt.org/IMGT ScientificChart/RepresentationRules/colormenu.php#GENE).
Abbildung modifiziert nach Frigoul and Lefranc (2005).

Die Gensequenzen codierend fur MICA und MICB sind zu ca. 91% identisch in
ihrer Sequenz (Bahram et al., 1994). Das codierende Gen fur MICB besteht aus
sechs Exons und funf Introns. Exon 1, welches gleichzeitig die L-Region darstellt,
besitzt wie mica eine Lange von 70 bp. Es folgt ein Intron mit einer Lange von
7352 bp. Exon 2 und Exon 3 bilden die G-Alphal-Like-Domain und G-Alpha2-
Like-Domain mit einer Lange von 255, respektive 288 bp. Getrennt durch ein

Intron mit einer Lange von 271 bp. Exon 3 und Exon 4 werden durch ein Intron
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mit einer Lange von 591 bp getrennt. Exon 4 bildet mit einer Lange von 279 bp
die C-Like-Domain. Es folgt ein Intron mit einer Lange von 99 bp. Exon 5 bildet
mit 132 bp die Connecting-Region, Transmembrane-Region und einen Teil der
Intrazytoplasmatischen-Region. Exon 5 und Exon 6 werden durch ein Intron mit
einer Lange von 2250 bp voneinander getrennt. Exon 6 bildet den restlichen Teil
der Intrazytoplasmatischen-Region mit einer Lange von 125 bp. Insgesamt
codiert das Gen micb fir maximal 1149 Nukleotide bzw. 383 Aminoséauren (s.
Abb. 4) (Carillon and Frigoul, 2005; Lefranc, 2003; Lefranc et al., 2015).

1.7.2 Funktion und Aufgaben von MICA

Wie in 1.7 bereits erwahnt wird mica bei Zellstress vermehrt exprimiert. Dabei
scheint die Regulation der mica-Expression von heat shock motifs in der
Promoterregion abhangig zu sein, wie sie bereits in HSP70-Genen gefunden
wurden (Groh et al., 1996; Groh et al., 1998; Hunt and Morimoto, 1985).

Eine erhdhte mica Expression konnte bisher unter anderem bei Endothelzellen
und Fibroblasten im Rahmen einer Infektion mit dem humanen Zytomegalievirus
(CMV), Mycobakterium tuberculosis und Escherichia coli Bakterium beobachtet
werden (Das et al., 2001; Groh et al., 1996; Groh et al., 2001; Tieng et al., 2002).
Allerdings wurde auch in Tumoren eine vermehrte Expression von mica
nachgewiesen (Groh et al., 1999).

Der bekannteste identifizierte Rezeptor fur MICA ist NKG2D (Bauer et al., 1999;
Li et al., 2001; Wu, Groh and Spies, 2002). Der NKG2D-Rezeptor wird an den
Zelloberflachen von natirlichen Killerzellen (NK), sowie CD8* af T-Lymphozyten
und yd T-Lymphozyten exprimiert (Groh et al., 2001). Es wird davon
ausgegangen, dass der NKG2D-Rezeptor durch Bindung von Liganden auf
menschlichen NK-Zellen sowohl Zytotoxizitat, wie auch die Ausschittung von
Zytokinen vermittelt (Vivier, Tomasello and Paul, 2002).

Als Besonderheit zeigt sich, dass MICA auch direkt von T-Lymphozyten, ohne
die Anwesenheit von NKG2D erkannt werden kann (Li et al., 1999) und ein
Ligand von V&1* y® T-Lymphozyten ist, wobei die genaue Rolle dieser T-
Lymphozyten noch nicht bekannt ist (s. 1.6.4) (Groh et al., 1999; Steinle, Groh
and Spies, 1998; Wu, Groh and Spies, 2002).
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1.7.3 Der mica Polymorphismus

Bis zum 18.01.2017 sind insgesamt 107 verschiedene mica Allele in der IPD-
IMGT/HLA Datenbank des European Bioinformatics Institute als Teil der
European Molecular Biology Laboratory (EMBL-EBI) identifiziert und publiziert
worden. Allerdings werden auch hier Varianten berlcksichtigt, die auf
Sequenzebene zum Teil unterschiedliche Basenabfolgen aufweisen, jedoch
keine Anderung der Aminosauresequenz nach sich ziehen. Zum genannten
Zeitpunkt werden 85 verschiedene mica Allele unterschieden, die fir jeweils
unterschiedliche Proteinsequenzen codieren. In der Datenbank sind diese Allele
fortlaufend durchnummeriert (von MICA *001 bis *087), wobei die
Bezeichnungen MICA*003 und MICA*021 keinen Datenbankeintrag besitzen
(Robinson et al., 2006; Robinson et al., 2013; Robinson et al., 2015).

Frigoul and Lefranc haben im Jahr 2005 mit Ihrer umfangreichen Publikation
,MICA: Standardized IMGT allele nhomenclature, polymorphismus and disease”
die Forschungsentwicklung von MICA in den 90er- und 2000-er Jahren naher
beleuchtet und die Nomenklatur vereinheitlicht.

Die ersten funf Varianten von MICA (MICA*001 bis MICA*005) wurden erstmalig
von Bahram et al., 1994 beschrieben. Im Jahre 1996 kamen durch Fodil et al. die
Varianten MICA*006 bis MICA*016 hinzu, gefolgt von Mizuki et al. im Jahr 1997.
In dieser Publikation wurden die Besonderheiten des Exon 5 beschrieben. Hier
kann es an Position 295 zu einer Insertion von Guanin(G) kommen, was eine
Leserasterverschiebung (engl. frame shift) zur Folge hat. Dieser frame shift kann
im Verlauf zu einem Stopcodon und damit folgend zu einem vorzeitigen Abbruch
der Proteinsequenz fuhren.

Das verklrzte MICA Protein zeigt gednderte Eigenschaften, da ein Teil der
intrazytoplasmatischen Basensequenz und daraus resultierend des Proteins
fehlt. Daraus ergibt sich, dass bei der Variante MICA*008 das Protein in gel6ster
Form vorliegt und nach posttranslationalen Modifikationen entweder mittels GPI-
Anker an der Zellmembran adhériert oder via Exozytose freigesetzt wird (Ashiru
et al., 2013).

Wie schon in 1.7.1 beschrieben findet sich hier ebenfalls ein

Mikrosatellitenpolymorphismus. Ab Position 293 findet man ein Short Tandem
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Repeat (,STR*) von 4,5,6 oder 9 Basentripletts ,GCT*, die flr die Aminosaure
Alanin (Ala, A) codieren. In den darauffolgenden Jahren wurden durch zahlreiche
Arbeitsgruppen weitere mica Allele gefunden (unter anderem durch Ban et al.,
2001; Fodil et al., 1999; Komatsu-Wakui et al., 1999; Mitsuishi Y, 1999; Obuchi
et al.,, 2001; Perez-Rodriguez et al., 2000; Perez-Rodriguez et al., 2002;
Petersdorf et al., 1999; Quiroga et al., 2004; Robinson et al., 2001; Rueda et al.,
2002; Visser et al., 1999; Yao et al., 1999; Zwirner NW, Molinero LL, Fuertes MB
and Fainboim L., 2003).

Eine Auflistung der einzelnen SNPs mit ihren Positions-, Basen- und
Aminosaurenaustausch ist den unten aufgefuhrten Tabellen zu entnehmen
(Tab. 4, Tab. 5, Tab. 6, Tab. 7, Tab. 8).

Bei der Sequenz mica Exon 5 ist auf einige Besonderheiten hinzuweisen. Hier ist
es moglich, dass man an der Position 295 die Insertion eines Glycins(G) feststellt.
In der Folge kommt es zu einer Verschiebung des Leserasters und damit zu einer
Anderung der nachfolgend codierten Aminosauren. An der Insertionsstelle wird
aus einem GCT ein GGC(T), was eine Anderung der codierten Aminoséure von
Alanin (A) zu Glycin (G) nach sich zieht.

Ebenfalls findet man ab der Position 297 (s. Abb. 37) eine Besonderheit. Hier
kann es zur Insertion eines oder mehrerer GCT-Repeats kommen, welche fur die
Aminosdure Alanin (A) codieren. Bisher bekannt ist eine maximale
Wiederholungsfrequenz in Hohe von sechs GCT-Repeats. Hierbei kommt es

allerdings zu keiner Verschiebung des Leserasters.

1.7.4 Der micb-Polymorphismus

Bis zum 18.01.2017 sind 31 (von MICB*001 bis MICB*031) verschiedene mich
Allele in der IPD-IMGT/HLA Datenbank des European Bioinformatics Institute als
Teil der European Molecular Biology Laboratory (EMBL-EBI) verzeichnet.
Insgesamt werden zum genannten Zeitpunkt 39 verschiedene micb Allele
unterschieden, allerdings werden auch hier Varianten bericksichtigt, die auf
Sequenzebene zum Teil unterschiedliche Basenabfolgen aufweisen, allerdings
keine Anderung der Aminosauresequenz nach sich ziehen (Robinson et al.,
2006; Robinson et al., 2013; Robinson et al., 2015).
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Eine Auflistung der einzelnen SNPs mit ihren Positions-, Basen- und
Aminosaurenaustausch ist den unten aufgefuhrten Tabellen zu enthnehmen
(Tab. 9, Tab. 10, Tab. 11, Tab. 12, Tab. 13).

1.7.5 Die Rolle von MICA bei Autoimmun- und Tumorerkrankungen
Mit Beginn der Entdeckung von MICA und der Frage nach der Funktion dieses
Proteins, haben sich sehr schnell Theorien Uber die Assoziation mit
Autoimmunerkrankungen gebildet (Choy and Phipps, 2010; Frigoul and Lefranc,
2005). Eines der ersten autoimmunen Krankheitsbilder, die in diesem
Zusammenhang ins Gesprach gebracht wurden, war der Morbus (M.) Behcet.
Hierbei handelt es sich um eine Multisystemerkrankung im Rahmen einer
leukozytoklastischen Vaskulitis, welche Arterien und Venen befallt und in ca. 70%
mit HLA-B51 assoziiert ist (Herold, 2016). Erstmals wurde ein starkes
Kopplungsungleichgewicht (engl. linkage disequilibrium) zwischen MICA und
HLA-B im Jahr 1997 von Mizuki et al. beschrieben. Im weiteren Verlauf der
Forschung zeigten sich in verschiedenen anderen Populationen ebenfalls
Assoziationen mit HLA-B51 und MICA hinsichtlich Morbus Behcet (Gonzalez-
Escribano et al., 1999; Mizuki et al., 1999; Wallace et al., 1999; Yabuki et al.,
1999).

Allerdings zeigte ebenfalls Mizuki et al. im Jahr 2000, dass M. Behcet auch nur
durch das alleinig erkrankte Gen HLA-B51 zur Auspragung kommt. Im weiteren
Verlauf kamen hier ebenfalls andere Studien zu dem Ergebnis, dass es zum Teil
zu starken Assoziationen zwischen MICA und M. Behcet kommt, allerdings an
der Krankheitsentwicklung vermutlich primar HLA-B51 beteiligt ist (Cohen et al.,
2002; Salvarani et al., 2001). Reviews und Metanalysen aus dem Jahr 2016 mit
zum Teil Uber 1500 an M. Behcet erkrankten Patienten und dber 2000
Kontrollpatienten kommen zu dem Schluss, dass MICA und hier insbesondere
das Vorliegen des variablen Alles mica*A6 (sechs GCT/AGC-Wiederholungen)
in der Transmembranregion des Exon 5 in Populationen mit selektiver ethnischer
Herkunft (Bevdlkerung im Nahen Osten, sowie ostasiatische und kaukasische
Populationen) als Risikofaktor angesehen werden kann an M. Behcet zu
erkranken. Allerdings sei in den nachsten Jahren weitere Forschung notwendig,
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um die genauen Zusammenhange besser zu verstehen (Wei, Zhang and Li,
2016; Zhang et al., 2016).

Weitere Erkrankungen wie zum Beispiel Rheumatoide Arthritis (Achour et al.,
2014; Groh et al., 2003; Kirsten et al., 2009), Colitis Ulcerosa (Orchard et al.,
2001), Zoliakie (Hue et al., 2004; Lopez-Vazquez et al., 2002), Diabetes mellitus
Typ | (Gambelunghe et al., 2000; Gupta et al., 2003), Spondylitis ankylosans
(Amroun et al., 2005), Psoriasis-Arthritis (Gonzalez et al., 1999), Morbus Addison
(Gambelunghe et al., 1999), Sjorgen-Syndrom (Carapito et al., 2017) und
Systemischer Lupus Erythematodes (Yoshida et al., 2011) werden ebenfalls mit
MICA in Verbindung gebracht.

Allerdings zeigen sich in anderen Studien oftmals gegenteilige Ergebnisse in
Hinblick auf Assoziation zwischen MICA und den einzelnen Erkrankungen
(Bilbao et al., 2002; Choi et al., 2000; Schrambach et al., 2007).

Ebenfalls wird MICA unter anderem als protektiver Faktor bei rheumatoider
Arthritis diskutiert (Kirsten et al., 2009).

Groh et al., 1999 und Vetter et al., 2002 berichten beide von einer erhthten
Expression von mica auf der Zelloberflache von epithelialen Tumorzellen. Auch
ca. 20 Jahre nach den ersten Erkenntnissen kommen Zhao et al. im Rahmen
ihrer Metaanalyse zu der Schlussfolgerung, dass die Oberflachenexpression von
mica ein prognostischer Marker fiir das Uberleben von Patienten sein kénnte, die
an verschiedenen Malignomarten erkrankt sind. Allerdings wird auch hier auf die
Limitation dieser Metaanalyse hingewiesen. Dem entgegen steht eine Studie von
Ghadially et al. aus dem Jahr 2017, die ebenfalls Uber eine starke Expression
von mica in Bezug auf Tumorzellen berichten, allerdings nicht auf der

Zelloberflache, sondern intrazellular.

1.7.6 Die Rolle von MICA bei Graft-versus-Host Reaktion (GvHD)

Aufgrund der Verknipfung von MICA mit Autoimmunerkrankungen (s. 1.7.5) liegt
der Verdacht nahe, dass MICA auch bei AbstoRungsreaktionen, insbesondere
nach Stammzelltransplantationen (engl Abk. HSCT) eine Rolle spielen kdnnte.
Dabei  schadigen alloreaktive  T-Lymphozyten des Organ-  bzw.
Knochenmarkspenders die Organe des Empfangers. Differenziert wird zwischen
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akuter (innerhalb von 100 Tagen) und chronischer (langer als 100 Tage) GvHD
nach Transplantation (Herold, 2016).

Verschiedene Arbeiten zeigten in den letzten Jahren (unter Betrachtung geringer
Fallzahlen), dass MICA einen Einfluss auf die Entstehung und die Auspragung
von GVHD, insbesondere bei HSCT, trotz HLA-Matching, haben kann (Askar et
al., 2014; Boukouaci et al., 2009; Isernhagen et al., 2015; Parmar et al., 2009).
Im Zusammenhang mit Organtransplantationen, insbesondere
Nierentransplantation, sind in der Vergangenheit mehrere Arbeiten entstanden,
die einen Zusammenhang zwischen Anti-MICA-Antikérpern und akuten, sowie
chronischen AbstofRungsreaktionen bzw. Transplantatversagen vermuten lassen
(Cox etal., 2011; Lu et al., 2011; Panigrahi et al., 2007; Sanchez-Zapardiel et al.,
2013; Zou et al., 2006).

Anderson et al. gaben in lhrer Untersuchung im Jahr 2009 an, dass sie davon
ausgehen, dass MICA keine Relevanz bei GvHD besitzt. Allerdings muss die
Aussagefahigkeit aufgrund der Patientenauswahl und Patientenzahl (n=38
Spender-Empfanger-Paare) kritisch betrachtet werden.

Die zum Zeitpunkt der Verotffentlichung bisher gréRte Studie mit tber 900
Spender-Empfanger-Paaren von Carapito et al. aus dem Jahr 2016 kommt
aufgrund ihrer Ergebnisse zu dem Schluss, dass die Sequenz von mica als
zusatzlicher Marker zum ,matchen® von Transplantatspender und -empfanger

herangezogen werden sollte.

1.8 Fragestellung

MICA ist ein Molekul, welches von Zellen vermehrt bei Zellstress exprimiert wird.
Dabei ist es irrelevant, ob dieser ,Stress“ durch ein Bakterium oder einen Virus,
bzw. Dysfunktion oder Transformation ausgeldst wird. In den letzten Jahren
verdichteten sich zudem die Hinweise auf eine Beteiligung von MICA und yo-T-
Lymphozyten hinsichtlich Autoimmunerkrankungen (Achour et al., 2014; Amroun
et al., 2005; Carapito et al., 2017; Chen and Freedman, 2011; Choy and Phipps,
2010; Freedman et al., 1991; Frigoul and Lefranc, 2005; Gambelunghe et al.,
1999; Gambelunghe et al., 2000; Gonzalez et al., 1999; Gonzalez-Escribano et
al., 1999; Groh et al., 2003; Gupta et al., 2003; Hie et al., 2004; Kirsten et al.,
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2009; Lopez-Vazquez et al., 2002; Mizuki et al., 1997; Mizuki et al., 1999;
Orchard et al., 2001; Papotto et al., 2018; Shiromizu and Jancic, 2018; Wallace
et al., 1999; Wei, Zhang and Li, 2016; Yabuki et al., 1999; Yoshida et al., 2011;
Zeine et al., 1998) sowie GVHD (Askar et al., 2014; Boukouaci et al., 2009; Cox
et al., 2011; Drobyski, Vodanovic-Jankovic and Klein, 2000; Isernhagen et al.,
2015; Lu et al., 2011; Maeda et al., 2005; Minculescu and Sengelov, 2015; Pabst
et al., 2007; Panigrahi et al., 2007; Parmar et al., 2009; Sanchez-Zapardiel et al.,
2013; Viale, Ferrini and Bacigalupo, 1992; Yabe et al., 1994; Zou et al., 2006).
Da MICA ein Ligand fur V61-yd-TCR ist, stellt sich die Frage, ob MICA im
Zusammenspiel mit y&-T-Lymphozyten flr mdgliche Transplantatabstof3ungen
(GvHD), insbesondere nach Stammzelltransplantation, verantwortlich sein
konnte. Bisher konnte durch Studien noch keine sichere Aussage dazu getroffen
werden, ob eine hohe Expression von zelloberflachenstandigem mica eine
AbstoRRung triggert und ob aus diesen Griinden ein ,Matching“ zwischen Spender
und Empfanger auf die exprimierte MICA-Variante Sinn machen konnte.
Aufgrund von Vorarbeiten der Arbeitsgruppe unter der Leitung von Frau Prof.
Schilbach konnten Probanden identifiziert werden, deren Vd1*-T-Lymphozyten
einen identischen y&-TCR aufweisen. Auf Basis dieser Voraussetzungen konnte
eine Analyse auf die MICA-Variante der Probanden stattfinden und der Versuch
unternommen werden, eine in silico Modellierung von individuellem TCR und
MICA-Ligand durchzufiihren. Aufgrund von potenziell zukinftig autkommenden
Fragestellungen wurden die Probanden ebenfalls auf ihre individuelle micb-
Sequenz hin untersucht.

Es stellt sich nun die klinisch und wissenschaftlich relevante Frage, ob es mdglich
ist, eine computerbasierte Analyse zu etablieren, mittels derer sich das
Bindungsverhalten von individuellen TCRs mit autologem und allogenem MICA
anhand der freiwerdenden Energie bei Eingehen einer Bindung von Rezeptor
und Ligand erfassen lasst und ob diese Energie sich signifikant interindividuell
unterscheidet. Dieses Ergebnis kdonnte dazu beitragen, die Wahrscheinlichkeit
einer potenziellen GvHD bereits vor Transplantation zu berechnen bzw.

vorherzusagen und daraus resultierend mogliche Komplikationen nach
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Transplantation zu vermeiden, sowie die Relevanz eines Matchings von spender-

und empfangerindividuellen MICA bei Transplantationsplanung vorzunehmen.
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2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien und Reagenzien

5x DNA Loading Buffer Blue
Biocoll Separating Solution
GelRed® Nucleic Acid Gel Stain
Heparin-Natrium 25.000
Hi-Di™Formamid
HyperLadder™ 50bp
JumpStart Tag ReadyMix (s. 2.8.2)
BD Pharm Lyse™ (Lysepuffer)
Primer (s.2.8.1)

SeaKem® LE Agarose

TAE Puffer (10x)

Trypanblau (0,4%)

Water Molecular Biology Reagent
W4502

2.2 Gerate

3130xI Genetic Analyzer

Beheizbares Wasserbad
Eismaschine
Gefrierschrank
Labex® 95)
GeneAmp® PCR System 9700 (PCR)

-20° (Froster
Kuhlschrank (FKU-1800)
Laborwaage BP121S

Microzentrifuge
Mikrowelle

Bioline GmbH (Luckenwalde,
Deutschland)
Biochrom GmbH (Berlin,

Deutschland)
Biotium (Fremont, Kalifornien, USA)
Ratiopharm® (Ulm, Deutschland)

Life  Technologies™  (Carlsbad,
Kalifornien, USA)
Bioline GmbH (Luckenwalde,

Deutschland)

Sigma-Aldrich® (St. Louis, Missouri,
USA)

Becton, Dickinson and Company
(Franklin Lakes, New Jersey, USA)
Eurofins Genomics GmbH
(Ebersberg, Deutschland)
Biozym® (Hessisch
Deutschland)
AppliChem
Deutschland)
Sigma-Aldrich® (St. Louis, Missouri,
USA)

Sigma-Aldrich® (St. Louis, Missouri,
USA)

Oldendorf,

GmbH (Darmstadt,

Applied Biosystem® (Foster
Kalifornien, USA)

Kottermann (Uetze, Deutschland)
Scotsman® (Veron Hills, Illinois, USA)
Kirsch (Willstadt-Sand, Deutschland)

Citiy,

Applied Biosystem® (Foster Citiy,
Kalifornien, USA)

Liebherr (Biberach an der RIif3,
Deutschland)

Sartorious AG (Gottingen,

Deutschland)
Carl Roth® (Karlsruhe, Deutschland)
De’Longhi (Treviso, Italien)
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Mini Electrophoresis Power Supply
E132

Minicell EC370M (Electrophoretic
Gel System)

NanoDrop 2000

Odyssey Fc Imager

PerfectBlue™
Minigelsystems
Pipettierhilfen
Pipetboy acu

Horizontal

Accu-Jet®

PowerPac 1000 Electrophoresis
Power Supply

Vortexer REAX top

Waage CPA22025-0CE

Werkbank Hera safe (steril)
Zentrifuge 5424R

Zentrifuge Biofuge Fresco

Zentrifuge Rotanta 46 RSC
Zentrifuge Rotixa 50 RS

2.3 Verbrauchsmaterialien

BD Microlance TM 3 20G
Flat PCR Tube 8-Cap Strips 0,2ml
Handschuhe Nitrile Powder-Free

Kanule Sterican®

MicroAmp® Optical 96-Well
Reaction Plate

MicroAmp® Optical 96-Well
Reaction Plate (Gen-
Sequenzierung)

Parafilm M

PCR Reaktionsgefalie
Thermo-Strups™
8-Tube Strips, white

Consort, Cleaver Scientific (Rugby,
Warwickshire, Vereinigtes Konigreich)
EC Apparatus Corporation (Nicht
bekannt)

ThermoFisher Scientific
(Waltham, Massachusetts, USA)
Li-Cor Biosciences® (Lincoln,
Nebraska, USA)

Peglab Biotechnologie
(Erlangen, Deutschland)

Inc.

GmbH

Integra Biosciences AG (Biebertal,
Deutschland)

Brand® (Wertheim, Deutschland)
Bio-Rad Laboratories, Inc. (Hercules,
Kalifornien, USA)

Heidolph (Schwabach, Deutschland)
Sartorius AG (Gottingen,
Deutschland)

Heraeus GmbH (Hanau, Deutschland)
Eppendorf AG (Hamburg,
Deutschland)

Heraeus GmbH (Hanau, Deutschland)
Hettich (Tuttlingen, Deutschland)

Becton, Dickinson and Company
(Franklin Lakes, New Jersey, USA)
Bio-Rad Laboratories, Inc. (Hercules,
Kalifornien, USA)
Abena® GmbH
Deutschland)

B. Braun Melsungen AG (Melsungen,
Deutschland)

(Oberderdingen,

Applied  Biosystem®  (Waltham,
Massachusetts, USA)

Applied Biosystem® (Foster Citiy,
Kalifornien, USA)

Bemis Company Inc. (Neenah,
Wisconsin, USA)

Peqglab Biotechnologie GmbH

(Erlangen, Deutschland)
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Pipetten:

P2, P10, P20, P100, P200, P1000
0,5-10 pl (Reference®)

2-20 ul (Transferpette®-12)
Pipettenspitzen (10 pl, 20 pl, 100 pl,
200 pl, 1000 pl)

Plate Septa 96-Well
Reaktionsgefale (1,5ml, 2,0ml)
Reaktionsgefalie (15ml, 50ml)
Safety-Multifly®-Kantle

Spritze BD Plastipak TM (50 ml)
Spritze BD Platikpak TM (50ml)
Stabpipetten Corning® Costar®
Stripette® (Iml, 5ml, 10ml, 25ml)
Sterile Spritzen (2, 10, 20 ml), Luer

Solo
Verschiedene Glaswaren

2.4 Kits

BigDye™ Terminator v.3.1 Cycle
Sequencing Kit
DNA Clean & Concentrator-25

DNA Sequencing Clean-up Kit

MinElute PCR Purification Kit
QIAamp DNA Mini Kit

Bio-Rad Laboratories, Inc. (Hercules,
Kalifornien, USA)

Gilson® Inc. (Middleton, Wisconsin,
USA)
Eppendorf
Deutschland)
Brand® (Wertheim, Deutschland)

AG (Hamburg,

Biozym® (Hessisch Oldendorf,
Deutschland)

Starlab International GmbH
(Hamburg, Deutschland)

Applied Biosystem®  (Waltham,
Massachusetts, USA)

Eppendorf AG (Hamburg,

Deutschland)

Greiner Bio-One International GmbH
(Frickenhausen, Deutschland)
Sarstedt AG & Co. KG (Numbrecht,
Deutschland)

Becton Dickinson and Company
(Franklin Lakes, New Jersey, USA)
Becton, Dickinson and Company
(Franklin Lakes, New Jersey, USA)
Sigma-Aldrich® (St. Louis, Missouri,
USA)

B. Braun Melsungen AG (Melsungen,
Deutschland)
Schott  Duran®
Deutschland)

(Wertheim/Main,

ThermoFisher Scientific Inc.
(Waltham, Massachusetts, USA)
Zymo-Research (Irvine, Kalifornien,
USA)

Zymo-Research (Irvine, Kalifornien,
USA)

Qiagen N.V. (Venlo, Niederlande)

Qiagen N.V. (Venlo, Niederlande)
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2.5 Isolierung von PBMCs aus Vollblut gesunder menschlicher

Spender

Die experimentelle Durchfiihrung der Versuche erfolgte nach Zustimmung durch
die Ethik-Kommission an der Medizinischen Fakultat der Eberhard-Karls-
Universitdt und am  Universitatsklinikum  Tdbingen  (Aktenzeichen:
105/2017BO2). Den zur freiwilligen Blutspende eingewilligten gesunden
Spendern wurde durch geschultes Personal unter sterilen Bedingungen ca. 5-
20 ml Vollblut mit Hilfe einer Butterflynadel abgenommen. Die zur Blutabnahme
verwendete Spritze wurde zuvor durch die Aspiration von Heparin prapariert, um

die Gerinnung des Blutes zu vermeiden.

2.6 Dichtegradientenzentrifugation

Die Dichtegradientenzentrifugation dient der Isolierung von mononuklearen
Zellen aus dem peripheren Blut. Dieses Trennverfahren nutzt das
unterschiedliche Sedimentationsverhalten von Blutbestandteilen in einem
Dichtegradienten.

Das Vollblut wurde im Verhaltnis 2,5-4:1 mit 1-fach PBS gemischt. AnschlieRend
wurde das Gemisch vorsichtig auf Ficoll im Verhéltnis 1:2-3, 1 Teil Ficoll zu 2-3
Teilen PBS-Blut-Gemisch geschichtet. Die so hergestellte Schichtung aus Ficoll
und PBS-Blut-Gemisch wurde anschlieRend fir 15 Minuten bei 799 g ohne
Bremse zentrifugiert, damit es zu keiner  Zerstorung des
Konzentrationsgradienten kam. AnschlieRend wurde der Uberstand mittels
Absaugeinheit bis ca. 1,5 cm oberhalb des Buffy Coats abgesaugt. Bei dem Buffy
Coat handelt es sich um einen Lymphozytenring, welcher durch die
Dichtegradientenzentrifugation deutlich vom Blutplasma und den Erythrozyten
abzugrenzen ist und die gewiinschten mononukleéren Zellen enthalt. Mit einer
Pipette wurde der Lymphozytenring abgenommen und in ein 50 ml Falcon Tube
Uberfuhrt. Danach wurde das Falcon Tube mit PBS bis zur 50 ml Marke aufgefulit.
Das Lymphozyten-PBS-Gemisch  wurde nun  zentrifugiert (450 g,
Raumtemperatur (RT), 12 Minuten). Nach dem Waschen wurde der Uberstand
erneut bis zum Zellpellet abgenommen. Durch Hinzugabe von 1-fach

konzentriertem Lysepuffer zum Zellpellet und abwarten einer zweiminttigen
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Inkubationszeit wurden die vorhandenen Erythrozyten lysiert. Anschlie3end
wurde das Falcon-Tube auf ein Volumen von 10 ml mittels PBS aufgefillt und bei
RT fir 10 Minuten bei 250 g zentrifugiert. Nach dem Waschen wurde der
Uberstand erneut verworfen und das Zellpellet in ca. 2 ml PBS resuspendiert.
Nach dem Anfarben der Zellen mittels Trypanblau wurde die Zellzahl mit Hilfe

einer Neubauer Zahlkammer unter dem Mikroskop bestimmit.

2.7 Gewinnen von genomischer DNA

Die Gewinnung von gDNA anhand von PBMNCs erfolgte anhand des ,Appendix
B: Protocoll for Cultured Cells“, QlAamp DNA Mini and Blood Mini Handbook
02/2015, Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland.

Maximal 5*10° der wie in Abschnitt 2.6 gewonnen Zellen wurden in 200 pl Puffer
AL in einem 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefal3 gelost und fur 15 Sekunden
gevortext. AnschlieBend wurden die Zellen fir 10 Minuten bei 56°C inkubiert.
Danach wurden 200 yul 100% Ethanol hinzugegeben und das Ganze durch
kurzes Vortexen miteinander vermischt. Der Alkohol sorgt dafir, dass die DNA
prazipiert und an der anschliel3end verwendeten Anionenaustauschersaule (Mini
spin column) bindet.

Das Zelllysat wurde anschlieRend auf ein QIAamp Mini spin column pipettiert,
welches sich in einem 2 ml Sammelgefall befand und bei 6000 g fur eine Minute
zentrifugiert. Bei diesem Schritt bindet die DNA an die S&ule. Das Eluat wurde
verworfen und die Saule anschlielRend mit 500 pl AW1 Puffer gewaschen. Erneut
wurde, wie oben beschrieben, zentrifugiert und das Eluat verworfen. Danach
wurden 500 pl AW2 Puffer hinzugegeben und mit maximal moglicher Drehzahl =
20000 g fur 3 Minuten bei RT zentrifugiert, um die so gereinigte Séaule zu
trocknen. In einem optionalen weiteren Zentrifugationsschritt wurde die
Trocknung sichergestellt. Die QIAamp Mini spin column mit der gebundenen
gDNA wurde in ein neues 2 ml Sammelgefal3 gestellt und erneut mit maximaler
Geschwindigkeit fir eine Minute zentrifugiert.

Anschlieend wurde es in ein steriles, autoklaviertes 1,5 ml Eppendorfgefald
gestellt und 200 ul AE Puffer hinzugegeben. Nach einer Minute Inkubationszeit
wurde erneut mit 6000 g bei RT zentrifugiert, um die gDNA zu eluieren.
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2.7.1 Messen des DNA Gehaltes

Die qualitative und quantitative Bestimmung der unter Punkt 2.7 isolierten DNA
erfolgte mit dem Geréat Nanodrop 2000 der Firma Thermofisher Scientific.
Zur Nullwertmessung wurde AE-Puffer (s. 2.7) genutzt. AnschlielRend wurde der

DNA-Gehalt spektralphotometrisch bestimmit.

2.8 Polymerase-Kettenreaktion

Bei der Polymerase-Kettenreaktion, kurz PCR, handelt es sich um ein Verfahren,
welches dafur genutzt wird, Erbgut wie DNA abschnittsweise zu amplifizieren.
Dabei wird die DNA-Matritze mit Hilfe von Primern (bestehend aus
Oligonucleotiden), komplementar zu dem zu amplifizierenden DNA-Abschnitten
eingegrenzt. Die Durchfihrung der PCR erfolgt in Thermozyklern, welche die
DNA auf Temperaturen von ca. 94°C erhitzt, damit es zur Denaturierung der
doppelstrangigen DNA kommt. Anschlie3end wird durch Abkihlung die optimale
Hybridisierungstemperatur (abhéngig von der Schmelztemperatur des Primers)
erreicht, damit es zur Anlagerung des Primers an die komplementére Stelle des
DNA-Einzelstranges kommt. Durch Nutzung von
Desyoxyribonucleosidtriphosphaten (dNTPs) und der DNA-Polymerase, welche
fur den Einbau der dNTPs zustandig ist, kommt es zur kontinuierlichen
Verlangerung der komplementéren Basenpaare an den Enden der Primer. Als
DNA-Polymerase kommt haufig die hitzestabile DNA-Polymerase des Bakterium
Thermus aquaticus (sog. Tag-Polymerase) zum Einsatz. Wiederholt kommt es
zu einem erneuten Anstieg der Temperatur auf ca. 72°C, um die optimale
Elongationstemperatur fur die DNA-Polymerase zu erreichen. Der Abbruch der
Amplifikation erfolgt, wenn die Elongationsbedingungen nicht mehr gegeben sind
(z.B. durch Temperaturverdnderungen). Im Folgenden wiederholen sich die
einzelnen Schritte (Denaturierung, Annealing, Elongation (Synthese)) im
Regelfall 20 bis maximal 40 mal. Nach Abschluss der eingestellten Zykluszahl

wird das Produkt auf eine konstante Temperatur von 4°C heruntergekuhilt.
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2.8.1 Primer

Die Auswahl der Primer erfolgte anhand von Datenbanken und Publikationen, in
denen bereits publizierte Primer auf Konsistenz gepruft und gegebenenfalls leicht
modifiziert wurden oder durch das Designen von eigenen Primersequenzen (s.
Tab. 2). Die Verifizierung der ausgewahlten bzw. erstellten Primer erfolgte
Mithilfe des Programm Primer-BLAST von NCBI (Ye et al., 2012). Die Synthese
der Primer erfolgte durch die Firma Eurofins Genomics GmbH. Die Primer
wurden als Lyophylisat geliefert und durch die Verwendung von sterilem
molekularbiologisch reinem Wasser auf eine Konzentration von 20 pmol/pl

verdunnt. AnschlieRend erfolgte die Aliquotierung und Lagerung bei -20°C.

Tab. 2: Liste der verwendeten Primer.

Primer Sequenz (5 nach 3) Amplifikat Quelle:
MICA CCCCCTTCTTCTGTTCATGG 2607 bp Modifiziert
Forward nach Field et
al., 2008
MICA TGACTCTGAAGCACCAGCAC
Reverse
MICA-Exon 2 | TCCTGCCCAGGAAGGTT 490 bp
Forward
MICA Exon 2 | CTGCTGAGTTCCACTGAC
Reverse
MICA Exon 3 | AGGAATGGGGGTCAGTGGAA 537 bp Field et al.,
Forward 2008
MICA Exon 3 | GAGGGTTTCCCTGGACACAT
Reverse
MICA Exon 4 | CTGTTCCTCTCCCCTCCTTA 397 bp
Forward
MICA Exon 4 | CCATCCCTGCTGTCCCTAC
Reverse
MICA Exon 5 | GTAGGGACAGCAGGGATGG 284 bp Selbst
Forward designed
mithilfe von
Frau Katja
Kihn
MICA Exon 5 | CATGCCTATCTTTGCAGGAG PMCID:
Reverse PMC3628399
E. W.
Petersdorf
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MICA Exon 6 | AATAAACACAACACTGCACCC 254 bp | Obuchi et al.,
Forward 2001
MICA Exon 6 | AGGCACCAAGAGGGAAAGTG Obuchi et al.,
Reverse 2001
MICB GGACAGCAGACCTGTGTGTTA 2037 bp
Forward (1) Field et al.,
MICB AAAGGAGCTTTCCCATCTCC 2008
Reverse (1)
MICB GACCTTCCTTCCAMCACTGC 4937 bp
Forward (2) (M= A oder C) Ying et al.,
MICB AGTGAATGCCCTCAGCAAAC 2013
Reverse (2)
MICB-Exon 2 | GGACAGCAGACCTGTGTGTTA 462 bp
Forward
MICB Exon 2 | GCCTCCCTGACCCTATTCC
Reverse
MICB Exon 3 | GAGTAATGGGAGGCCTTCT 640 bp
Forward
MICB Exon 3 | TGCATCCATAGCACAGGG Field et al.,
Reverse 2008
MICB Exon 4 | CAGGAGTCCACCCTTGACAT 657 bp
Forward
MICB Exon 4 | CGTTGACTCTGAAGCACCAG
Reverse
MICB Exon 5 | Entspricht dem Primer MICB 803 bp
Forward Exon 4 Forward
MICB Exon 5 | AAAGGAGCTTTCCCATCTC Modifiziert
Reverse nach Field et
al., 2008
MICB Exon 6 | GGTCCTGGATCAACACCCA 174 bp Selbst
Forward designed
mithilfe von
Frau Katja
Kihn
MICB Exon 6 | AGAGGGAAAGTGCTGGTGAG Modifiziert
Reverse nach Ying et
al., 2013
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2.8.2 Enzyme
JumpStart Taq ReadyMix Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri,
- 20 mM Trix-HCI, USA)
- 100 mM KClI,
- 3 mM MgClz,

- 0,002% Gelatin,

- 0,4 mM von jeder dNTP,

- stabilizers,

- 01 unit/ pl Taq DNA
Polymerase

- JumpStart Tag antibody

2.9 Gelelektrophorese

2.9.1 DNA Langenstandard

Als DNA-Langenstandard wurde das Produkt “HyperLadder™ 50bp“ der Firma
Bioline (Luckenwalde, Deutschland) verwendet. Dieser zeigt starke Banden bei
300, 1000 und 2000 Basenpaaren (bp).

2.9.2 Herstellung des Agarosegels

Zur Herstellung des Agarosegels wurde 1-1,6 g Agarose in 100 ml, 1-fach TRIS-
Acetat-EDTA-Puffer (TAE-Puffer) durch Erwarmen gel6st. Nach Abkihlen auf ca.
40°C und Zugabe von 1 pl Gel-Red wurde die Agarose-TAE-Puffer-Losung in
eine Gelkammer gegossen. Danach wurden zum Erzeugen von Geltaschen ein
oder mehrere Kamme in das Gel eingelassen. Gel-Red interkaliert in
doppelstranige  DNA und fluoresziert unter UV Licht, wodurch eine
photometrische Detektion der dsDNA-Amplikons ermdglicht wird.

Vorhandene Luftblasen im Gel wurden mittels einer Pipettenspitze entfernt. Das
Gel hartete bei RT fur 30-40 Minuten aus. Als Laufpuffer wurde 1-fach TAE-Puffer
verwendet, welcher bis zur empfohlenen Mengenanzeige in der Laufkammer
aufgefillt wurde. Die Laufzeit betrug je nach Agarosegehalt (zwischen 1% und

1,6%), sowie Spannung von 80-135 V, zwischen 1 h und 2,5 h.
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2.9.3 Kontrolle der PCR-Produkte

Die Qualitatskontrolle und Fotodokumentation der PCR-amplifizierten MICA- und
MICB-Gensequenzen (s. 2.8) erfolgte anhand der in 2.9.2 durchgefiihrten
Gelelektrophoresen mithilfe des Li-Cor Odyssey® Fc Imaging Systems.

2.10 Probenvorbereitung

Aus den 2.8 gewonnen Produkten wurden jeweils 2yl enthommen und
anschlieBend mit dem in 2.9.2 erwdhnten Loading Dye im Verhaltnis 1:1
vermischt. Als Loading Dye wurde ,5x DNA Loading Buffer Blue* der Firma
Bioline (Luckenwalde, Deutschland) verwendet. Der 5-fach konzentrierte Loading

Dye wurde auf eine 1-fache Konzentration verdinnt.

2.11 Aufreinigung der PCR-Produkte
Die Aufreinigung der PCR-Produkte aus Punkt 2.8 erfolgte nach der

Gebrauchsanweisung des Produktes DNA Clean & Concentrator-25 der Firma
Zymo-Research.

Das Prinzip basiert auf der Bindung von DNA durch einen Bindungspuffer
(,Binding-Buffer®), auf einer Saule. Durch mehrmaliges Sptlen dieser Matrix mit
dem mitgelieferten Waschpuffer (,Wash-Buffer‘) werden Uberschissige Enzyme,
dNTPs und residuelle genomische DNA entfernt. Durch anschliel3endes Ldsen
der nun aufgereinigten cDNA mittels eines Losungspuffers (,Elution-Buffer®) von
der Membran, kann nun eine Weiterverarbeitung stattfinden. Es wurde wie

empfohlen ein DNA-Bindungspuffer : DNA -Verhaltnis von 5 : 1 verwendet.

2.12 Sequenzier-PCR nach Sanger

Die Sequenzierung nach Sanger nutzt unter anderem die Methode der
Polymerase-Kettenreaktion. Der zu sequenzierenden DNA werden eine DNA-
Polymerase, Desoxynucleotidtriphosphate (Guanin, Adenin, Thymin, Zytosin),
sowie Kettenabbruchnukleotide hinzugegeben. Bei den
Kettenabbruchnukleotiden handelt es sich um Didesoxynukleotidtriphosphate,

welche keine 3‘-Hydroxylgruppe besitzen. Sobald eines dieser vier Nulkeotide
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angehéangt wird, kann die Polymerase keine weiteren Nukleotidbausteine
anknupfen und es kommt zum Kettenabbruch. Dies hat zur Folge, dass es zu
unterschiedlich langen DNA-Fragmenten kommt, welche mit dem
entsprechenden Abbruchsnukleotid endet.

Durch den Einsatz von Fluoreszenzfarbstoffen kann jedes Abbruchnukleotid mit
einer anderen Farbe markiert werden und so die Menge der Ansatze auf einen
reduziert werden. Die so neu erzeugten DNA-Fragmente werden mittels
Kapillarelektrophorese aufgetrennt. Eine Auswertung erfolgt unter zur
Hilfenahme eines Lasers, welcher die Fluochrome anregt. Das vom Fluorphor
emittierte Licht kann mittels eines Detektors erfasst werden. Die Abfolge der
Farbsignale wird am Detektor registriert und als Elektropherogramm dargestellt.
Dies entspricht der Basenabfolge des DNA-Stranges.

Die Sequenzierung nach Sanger erfolgte modifziert nach dem Protokoll
,Generating high-quality data using the BigDye™ Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit“ der Firma Applied Biosystems™ fir jeden Probanden fir mica-
und micb Exon 2-6. Zunachst wurden in PCR-Tubes jeweils 1 pl Forward- oder
Reverse-Primer fiir mica oder micb Exon 2-6 in der Konzentration von 3,2 pmol/pl
vorgelegt. Anschliel3end wurde in jedes PCR-Tube 1 pl DNA-Template bei einer
Konzentration von 5ng/ul, 0,5ul BigDye-Puffer und 1,75 ul 5-fach
Sequenzierungs-Puffer (beides ThermoFisher Scientific), sowie 4,75 pl-steriles
H20 (beides Sigma-Aldrich) hinzugegeben. AnschlieRend wurde das
Reaktionsgemisch im Thermocycler fur 5 Minuten bei 98°C denaturiert und
anschlielend in einem Kuhlblock (-20°C) heruntertemperiert. Jetzt wurden 1 pl
BigDye (ThermoFisher Scientific) hinzu pipettiert und anschlieBend das in
Tabelle (s. Tab. 3) dargestellte Programm im Thermocycler durchlaufen.

Zur Auswertung der Sequenzierung wurde das Gerat 3130xlI Genetic Analyzer

der Firma Applied Biosystem® verwendet.
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Tab. 3: Programmubersicht des Thermocyclers fur die PCR.

Temp. (°C) 98 98 50 60 4
Zeit (min:sek) 1:00 J0:20 |[0:10 [4:00 |~

Wiederholung 1x 25 X Bis Abschalten Geréat

2.13 Aufreinigung der Sequenzierprodukte

Die Aufreinigung der Sequenzierprodukte erfolgte mithilfe des ,Sequencing
Clean-Up Kit“ der Firma Zymo Research. Es wurde nach dem vom Hersteller
vorgegebenen Protokoll (Vers. 1.0.0) vorgegangen. Zu den Produkten nach der
Sequenzier-PCR wurde 240 pl Bindungspuffer hinzugegeben. Anschlie3end
wurde das Gemisch in ein zuvor vorbereitetes Sammelgefald mit einem Zymo-
Spin IB Column Uberfihrt. Es erfolgte die Zentrifugation fir 30 Sekunden mit ca.
10k bis 16k g bei Raumtemperatur. Das Eluat wurde anschlielRend verworfen und
300 ul Waschpuffer hinzu pipettiert. Es erfolgte erneut die Zentrifugation unter
den bereits zuvor beschriebenen Bedingungen. AnschlieRend wurde das Eluat
verworfen. Das Zymo-Spin IB Column wurde nun in ein neues 1,5 ml
Eppendorfgefall dberfuhrt und anschlieBend 15 pl Formamid zum Ldsen des
Sequenzierproduktes hinzugegeben. Es erfolgte eine erneute Zentrifugation
unter den bereits zuvor beschriebenen Bedingungen. Das aufgereinigte
Sequenzierprodukt befand sich nun in dem Eppendorfgefal? und war fur die

Sequenzierung bereit.

2.14 Auftragen der Proben in den Sequencer

Die in 2.8 aufgereinigten Sequenzierprodukte wurden in eine 96-Well-Platte
(Applied Biosystems) uberfuhrt, welche zuvor mit einem Septum (Applied
Biosystems) abgedeckt wurde. AnschlieBend wurde die Platte in den

Sequenzierer geladen und das Auslesen der Sequenzierprodukte initiiert.
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2.15 Etablierung von in silico Modellen
Die in silico Modelle wurden anhand der gewonnenen DNA-Sequenzen (s. 2.5 -
2.14), wie bereits vorbekannte T-Zell-Rezeptorsequenzen der einzelnen

Probanden erstellt.

2.15.1 T-Zell-Rezeptor

Die verwendeten Sequenzen sind durch wissenschaftliche Mitarbeiter der
Arbeitsgruppe von Frau Prof. Schilbach identifiziert und bisher noch nicht
publiziert worden.

Die Auswahl zu untersuchender V&1*-T-Zell-Rezeptoren unterschiedlicher
Spender erfolgte durch Identifikation der jeweils epitopbindenden Region, der
CDR3-Region. Aufgrund des Nachweises von identischen CDR3-Sequenzen von
V&1*-T-Zell-Rezeptoren in den T-Zellpopulationen der Probanden Nr. 1 und 7,
sowie 2 und 5 wurden diese zum Vergleich herangezogen, da die Probanden
ebenfalls teilweise unterschiedliche MICA-Varianten aufwiesen.

Die Modellierung der spenderindividuellen T-Zell-Rezeptoren erfolgte mit Hilfe
des CPHmodels 3.2 Server (s. 2.19) (Nielsen et al., 2010).

2.15.2 MICA

Die Kiristallstruktur mit der Bezeichnung, 1HYR (Li et al., 2001), welche die
Bindung von MICA (Exon 2-4) in Komplex mit dem Rezeptor NKG2D (s. 2.19)
einer natdrlichen Killerzelle darstellt, diente als Vorlage fur die in silico
Modellierung spenderindividueller MICA-Proteine. Aus dieser Vorlage wurde der
Rezeptor entfernt, sodass nur noch MICA als verbleibender Ligand dargestellt
wird. Hier wurde unter zu Hilfenahme des Programms Chimera (s. 2.19) das
bisher existierende MICA-Modell an die bereits identifizierte, spenderindividuelle
Aminosaurensequenz des Oberflachenproteins adaptiert indem, wenn
notwendig, ein Austausch von Aminosauren in den Exons 2-4 vorgenommen
wurde.

Exon 1 von mica codiert fur ein Signalpeptid bzw. die Signalsequenz, welche
ausschlief3lich Informationen fiir den Transport des Proteins MICA beinhaltet.
Diese Signalsequenz ist am Zielort nicht an der Proteinfunktion beteiligt.
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Mica Exon 5 codiert fur die Verbindungs-Region (Connecting-Region), die
Transmembran-Region (Transmembrane-Region) und einen Teil der
intrazytoplasmatischen-Region (Intracytoplasmatic-Region). Im Modell 1HYR
(MICA in Komplex mit dem Rezeptor NKG2D) ist der von Exon 5 codierte
Proteinabschnitt von MICA nicht an der Ligandenbindung beteiligt. Ein direkter
Einfluss aufs Bindungsverhalten ist daher unwahrscheinlich.

Mica Exon 6 weist eine grof3e raumliche Distanz zum T-Zell-
Rezeptorbindungsbereich auf und codiert fiir den restlichen intrazytoplasmatisch
gelegenen Teil des Proteins MICA (s. 1.7.1). Aus diesem Grund ist eine direkte
Einflussnahme der codierten Aminosauresequenz von mica Exon 1 und Exon 6
auf das Bindungsverhalten nicht anzunehmen.

Aufgrund von Funktionen und Lage mica Exon 1 bzw. 6 codierter
Proteinsequenzen hat sich das Model 1HYR, das die Proteinanteile von Exon 2

bis 4 umfasst, als geeignet fir die Bindungssimulation erwiesen.

2.15.3 Zusammenfihren von TCR und MICA in raumliche Nahe

Bei der in 2.15.2 beschriebene Matrize handelt es sich um eine Kristallstruktur,
welches ein MICA in Bindung mit dem Rezeptor NKG2D zeigt. Um den TCR und
MICA in raumliche Nahe fir eine mdgliche Bindung zu bringen, wurde der
NKG2D-Rezeptor durch den TCR ersetzt. Dies geschah individuell fur die
jeweilige TCR-Sequenz. Dieser Schritt war nétig, um die in 2.16 durchgefihrte

Simulation zu ermdglichen.

2.15.4 Identifikation potenzieller Bindungsmoglichkeiten zwischen
TCR und MICA anhand der raumlichen Nahe

Fur die ldentifizierung moéglicher Kontaktstellen zwischen TCR und MICA wurde
das Programm UCSF Chimera in der Version 1.12 verwendet (Pettersen et al.,
2004). Es wurden alle Kontaktstellen zwischen Atomen von TCR und Ligand
(MICA) mit einem Van der Waals (VDW) overlap von = -0,4A und einer Toleranz
von 0,0A fiir potenzielle Wasserstoffbriickenbindungen verwendet. Der overlap

ist definiert durch die Summe der VDW radii (rvowi, rvow;j) abzuglich der Distanz
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zwischen beiden Atomen (di) und abzuglich der erlaubten Distanz fur potenzielle
Wasserstoffbriickenbindungen (allowancei):

Overlapij = rvowi + rvow;j - dij - allowancej

2.16 Bindungssimulation von T-Zell-Rezeptor und MICA

Fir die Bindung wurde das Programm ROSIE RosettaDock, ,docking2*
verwendet (Chaudhury et al., 2011; Lyskov et al., 2013; Lyskov and Gray, 2008).
Hierbei handelt es sich um einen Algorithmus, welcher Rezeptor und Ligand um
maximal ca. 3 A zueinander hin und voneinander weg, 8 A gegeneinander
verschiebt und um 8° verkippen kdnnen. Ebenfalls ist eine komplette 360°
Drehung um das Zentrum der zwei Proteine mdglich. Es werden insgesamt ca.

1000 zufallige Bindungsmodelle erstellt.

2.17 Modellauswahlverfahren fir detaillierte Auswertung der

Bindungssimulation

Da wie bereits beschrieben (s. 2.16) ca. 1000 potenzielle Modelle durch
begrenzte, zuféllige Bewegungen im Raum pro Rezeptor-Liganden-Interaktion
berechnet werden, befindet sich das Modell, welches der Realitat am ndchsten
kommt, vermutlich weder im Bereich des besten |_sc-Scores (je kleiner desto
besser) noch des schlechtesten.

Die |_sc-Werte wurden der Grof3e nach sortiert und anschliel3end der Median
bestimmt. Jedem |_sc-Wert kann nur ein einziges Modell zugeordnet werden.
Aus diesem Grund wurde im weiteren Verlauf das Modell fir die weitere
Auswertung genutzt, welches dem Median (I_sc-Wert) eindeutig zugeordnet
werden konnte. Anhand dieses Modells wurden die potenziellen
Interaktionsmdglichkeiten zwischen den einzelnen Aminosauren identifiziert (s.
Abb. 5).

Konnte kein eindeutiger Median ermittelt werden (gerade Gesamtzahl an
erzeugten Modellen), wurde sowohl das Modell oberhalb (Obermedian), wie auch
unterhalb (Untermedian) des theoretisch bestimmten Medians herangezogen (s.
Abb. 6).
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Zur Erlauterung der oben genannten Vorgehensweise ein hypothetisches

Beispiel:

Sind insgesamt 9 Modelle (ungerade Anzahl) erzeugt worden, gibt es
insgesamt 9 |_sc-Werte (Z.b. -1, -2, -3, [...], -9). Hier wirde bei nach
GroRRe sortierten 1_sc-Werten der Median bei ,-5“ liegen. Dem |_sc-Wert
9" kann beispielsweise das erzeugte Modell Nr. 1 spezifisch zugeordnet
werden. Dieses Modell wird fur das weitere Vorgehen herangezogen (s.
Abb. 5).

Sind insgesamt 10 Modelle (gerade Anzahl) erzeugt worden, gibt es
insgesamt 10 |_sc-Werte (Z.b. -1, -2, -3, [...], -10). Hier wirde bei nach
GroRRe sortierten |_sc-Werten der Median zwischen ,-5“ und ,-6“ liegen.
Damit bildet der Wert ,-6“ den so genannten Untermedian und ,-5“ den
Obermedian. Bei diesen Voraussetzungen wirde der Median
normalerweise aus dem arithmetischen Mittel von Unter- und Obermedian
gebildet. In diesem Fall wirde der Median theoretisch bei ,-5,5% liegen. Da
dieses Vorgehen in unserem Fall nicht praktikabel ist (da dem
theoretischen |_sc-Wert von ,-5,5" ist kein Modell zugeordnet ist) wurden
die Modelle genutzt, die den |_sc-Werten “-5“ (Obermedian) und ,-6°
(Untermedian) zugeordnet sind. Dem |_sc-Wert ,-5“ kann beispielsweise
das erzeugte Modell Nr. 9 und dem |_sc-Wert ,-6“ das erzeugte Modell Nr.
4 spezifisch zugeordnet werden. Schlussfolgernd werden Modell-Nr. ,4°
und ,9“ fur die weitere Auswertung herangezogen (s. Abb. 6).
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Abb. 5. Modellauswahl fur die weitere Auswertung bei einer ungeraden

Gesamtzahl von erzeugten Rezeptor-Liganden-Modellen.

Die Auswabhl erfolgte in 2 Schritten. Zunachst wurden die Rohdaten nach |_sc-Wert aufsteigend
sortiert. AnschlieRend wurde der Median anhand der neu sortierten |_sc-Werte bestimmt. In
diesem Beispiel wird der Median bei dem |_sc-Wert von -5 bestimmt. Diesem Wert kann das
Modell mit der Nummer 1 zugeordnet werden.

Daten unsortiert Daten nach |_sc sortiert Bestimmung Median
l_sc Modell-Nr. I_sc Modell-Nr. Modell-Nr.
-5 1 -9 6

B |oo
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Abb. 6: Modellauswahl fir die weitere Auswertung bei einer geraden

Gesamtzahl von erzeugten Rezeptor-Liganden-Modellen.

Die Auswahl erfolgte in 2 Schritten. Zunéchst wurden die Rohdaten nach |I_sc-Wert aufsteigend
sortiert. AnschlieRend wurde der Median anhand der neu sortierten |_sc-Werte bestimmt. In
diesem Beispiel wird der Untermedian bei dem I_sc-Wert von -6 und der Obermedian bei -6
bestimmt. Diesen Werten kann das Modell mit der Nummer 4 und 9 zugeordnet werden.

Daten unsortiert Daten nach I_sc sortiert Bestimmung Median

l_sc Modell-Nr. 1_sc Modell-Nr. 1_sc Modell-Nr.
-9 3 -10 7
-3 5 -9 3
-4 1 -8 6
-8 6 -7 10
-5 9 -6 4
-10 7 ) -5 9
-1 2 -4 1
-7 10 -3 5
-6 4 -2 8
-2 8 -1 2

2.18 Verwendete statistische Tests

Die statistische Beratung erfolgte durch das Institut fur Klinische Epidemiologie

und angewandte Biometrie. Aufbauend auf dieser Beratung wurde zur
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statistischen Auswertung der Shapiro-W-Wilk-Test zur Prifung der |_sc-Werte
auf Normalverteilung genutzt (ndhere Erlauterung s. 2.18.1).

Zur Prufung auf statistisch signifikante Unterschiede der freiwerdenden Energien
durch die Bindung von Rezeptor und Ligand zwischen den Probanden wurde der
Wilcoson-Test als nichtparametrisches Testverfahren verwendet (néhere
Erlauterung s. 2.18.2).

Zusatzlich wurden zur Auswertung der Median, Schiefe und Kurtosis als
statistische Marker herangezogen. Eine optische Auswertung der Daten erfolgte
mittels Histogrammen mit Normalverteilungskurve, Box-Plots nach explorativer
Datenanalyse (EDA) und Q-Q-Diagramme (s. 2.18.1).

2.18.1 Normalverteilungsprufung

Die Priufung auf normalverteile Werte kann unter anderem durch eine
Sichtkontrolle mit Hilfe von grafischen Methoden wie Histogramm, Boxplots und
Q-Q-Plots erfolgen. Die Einordnung und Interpretation dieser Ergebnisse sind
vom Untersucher abhangig, da es keine genauen Zahlenwerte gibt, die eine
Bestatigung oder Ablehnung einer Normalverteilung bei diesen
Untersuchungsmethoden ermdéglichen. Sie dient der ersten Einschatzung der
Datenwerte. Die numerische/analytische Prifung erfolgte unter Anderem anhand
von Schiefe und Kurtosis (W6lbung), sowie spezifischen Tests zur Prifung auf
Normalverteilung wie z.B. dem Shapiro-Wilk-Test, der im Vergleich zu anderen
Test wie dem Kolmogorov-Smirnov-Test, Lilliefors-Test und Anderson-Darling-
Test die grofRte Testpower aufweist (Mohd Razali and Yap, 2011; Yap and Sim,
2011).

Die Schiefe gibt dabei das Ausmal} an, wie weit die Symmetrie der Daten von
einer Normalverteilung abweicht. Ein Wert von ,0“ stellt den Idealwert dar, die
Symmetrie ware exakt einer Normalverteilungskurve gleich. Positive Werte
geben die Tendenz zu einer linkssteilen- oder rechtsschiefen-Verteilung an und
negative Werte sprechen fir eine rechtssteile- oder linksschiefe-Verteilung.
Ahnlich verhalt es sich mit der Kurtosis. Sie zeigt an, ob eine Datenmenge

normalgipflig, flachgipflig oder steilgipflig verteilt ist. Auch hier gibt der Wert ,0*
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an, dass kein Unterschied zu einer Gau3-Kurve besteht. Ein Wert >0 zeigt einen
flachen und Werte <0 einen spitzen Verlauf der Verteilung an.

Allerdings handelt es sich bei Schiefe und Kurtosis ebenfalls um Werte, die in
Zusammenschau mit der grafischen Auswertung das Vorliegen einer
Normalverteilung be- oder entkraften kann.

Zur weiteren Uberprifung auf Normalverteilung wurde der Shapiro-Wilk-W-Test
genutzt. Dabei handelt es sich um ein statistischen Signifikanztest, der pruft, ob
eine Gaul3sche Normalverteilung bei der zu prufenden Grundgesamtheit einer
Stichprobe vorliegt. Die Nullhypothese (Ho) besagt bei diesem Test, dass die
Daten normalverteilt sind, also eine Gauldsche Normalverteilung vorliegt. Dem
gegenuber steht die Alternativhypothese (Hi), die aussagt, dass keine
Normalverteilung gegeben ist.

Die Variable ,<W* entspricht dabei dem Signifikanzniveau ,,a“ und wurde auf 5%
festgelegt (W= a = <0,05). Betragt nun das Ergebnis <W eines Shapiro-Wilk-W-
Test bei einer vorliegenden Datenmenge einen Wert von = 0,05 kann Ho nicht
abgelehnt werden. Bei Werten <0,05 sollte die Nullhypothese verworfen und

stattdessen die Alternativhypothese angenommen werden.

2.18.2 Prifverfahren auf statistisch signifikante Unterschiede

Fur die Testung auf statistisch signifikante Unterschiede im Energieniveau wird
aufgrund der in 3.6.7 erlauterten Grinde der Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test
(Kurzform: Wilcoxon-Test) verwendet. Dieser testet auf Unterschiede zentraler
Tendenzen zweier abhangiger Stichproben. Dies setzt voraus, dass man von
einer gepaarten Stichprobe ausgehen kann, was aufgrund der verwendeten,
identischen T-Zell-Rezeptor-Sequenz der Fall ist. Die Nullhypothese Ho besagt,
dass kein signifikanter Unterschied zwischen den gestesteten Variabeln vorliegt.
Die Alternativhypothese Hi besagt, dass ein signifikanter Unterschied vorhanden

ist.

2.19 Verwendete Computerprogramme und Datenbanken

Als Textverarbeitungsprogramm wurde Microsoft® Word® 2016, zum Erstellen

von Tabellen und Diagrammen Microsoft® Excel® 2016 (Fa. Microsoft
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Deutschland GmbH, Stuttgart, Deutschland) verwendet. Zum Zitieren wurde das
Programm Citavi® in der Version 6 genutzt (Fa. Swiss Academic Software,
Wadenswil, Schweiz). Des Weiteren wurde zum Erstellen oder Bearbeiten von
Grafiken Microsoft® Powerpoint® 2016 genutzt (Fa. Microsoft Deutschland
GmbH, Stuttgart, Deutschland).

Die photografische Darstellung und Auswertung der Agarosegele (s. 2.9) erfolgte
durch das Programm Image Studio in der Version 4.0.21 der Firma Li-Cor
verwendet (Lincoln, Nebraska, USA).

Die quantitative und qualitative Auswertung der isolierten gDNA erfolgte mit dem
Programm NanoDrop 2000 Version 1.6 (Thermofisher Scientific).

Die Visualisierung und manuelle Qualitatskontrolle der Sequenzierungen erfolgte
durch das Programm Chromas der Version 2.6 (Fa. Technelysium Pty Ltd, South
Brisbane, Australia).

Fur die grafische Darstellung und Modellierung der 3D-Modelle wurde das
Programm UCSF Chimera, Version 1.11 (Resource for Biocomputing,
Visualization, and Informatics, University of California, San Francisco, United
States of America) genutzt.

Zum Erstellen der spezifischen T-Zell-Rezeptoren anhand von Sequenzen wurde
der CPHmodels 3.2 Server (Center for Biological Sequence Analysis, Technical
University of Denmark, Lyngby, Danemark) genutzt.

Zur Auswertung und Qualitatskontrolle der Sequenzierung wurde das Programm
3130xI Genetic Analyzer Data Collection Version 3.0 und Sequencing Analysis
5.3 (beide Applied Biosystems®) verwendet.

Fur die Basen- und Aminoséuresequenz, sowie unterschiedlichen Varianten von
MICA und MICB wurde die Datenbank des European Bioinformatics Institute als
Teil der European Molecular Biology Laboratory (EMBL-EBI) genutzt (Robinson
et al., 2015).

Das Designen der Primer erfolgte mit Hilfe des Programms Primer-Blast (National
Center for Biotechnology Information, Bethesda, Maryland, United States of
America) (Ye et al., 2012).

Die statistische Auswertung erfolgte mithilfe des Programm JMP der Firma SAS

Institute in den Versionen 13.x und 14.x (Cary, North Carolina, USA).
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Die Bindungssimulation erfolgte mit Hilfe des Berechnungsalgortihmus
,2docking2“ von ROSIE Rosetta (Chaudhury et al., 2007; Daily et al., 2005; Gray,
Moughon and Kortemme et al., 2003; Gray, Moughon and Wang et al., 2003;
Sivasubramanian et al., 2006; Sivasubramanian, Maynard and Gray, 2008;

Wang, Schueler-Furman and Baker, 2005).
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3  Ergebnis

3.1 Identifikation von SNPs der genomischen DNA aller
Probanden von MICA Exon 2 bis 6

Die Auswertung der Ergebnisse der Sequenzierung von mica Exon 2 bis 6
erfolgte anhand der Datenbank des European Bioinformatics Institute als Teil der
European Molecular Biology Laboratory (EMBL-EBI) mit dem Stand vom
18.01.2017.

So waren bis zum Untersuchungszeitpunkt bereits 13 SNPs im Exon 2, 23 SNPs
im Exon 3, 26 SNPs im Exon 4, 10 SNPs im Exon 5 und 6 SNPs im Exon 6
identifiziert und dokumentiert worden (Robinson et al., 2006; Robinson et al.,
2013; Robinson et al., 2015).

Als Referenzvariante galt MICA*001. Alle SNPs wurden anhand dieser Variante
abgeleitet. Exemplarisch wurden im Folgenden die SNPs des Probanden Nr.01
beschrieben. Die SNPs aller Probanden wurden grafisch anhand eines multiplen
Alignments dargestellt (s. Abb. 15 bis Abb. 43).

3.1.1 mica Exon 2

Durch die Untersuchung der Sequenzen von Proband Nr. 01 wurden 4 SNPs an
den Stellen 14 (s. Abb. 15), 24 (s. Abb. 16), 56 und 64 (s. Abb. 19) festgestellt.
Dabei ist anzumerken, dass es sich um biallelische Stellen handelt, da die
gesamte DNA isoliert wurde und genomische Loci damit immer als biallelisch
betrachtet werden mussen. Das heil3t, dass sowohl die Sequenz wie in Variante
MICA*001 beschrieben, als auch der beschriebene Basenaustausch vorhanden
waren. An Position 14 konnte sowohl das Basentriplett TGG, wie auch GGG
nachgewiesen werden. Dadurch kommt es zu einer Anderung der Aminosaure
von einem Tryptophan (W) zu einem Glycin (G) und daraus folgend zu einer
Anderung der physikalisch-chemischen Eigenschaft von einer unpolaren bzw.
hydrophoben zu einer polaren bzw. neutral geladenen Aminosaure. An Position
24 konnte sowohl die Basenabfolge ACT, codierend fur ein Threonin (T), wie
auch GCT, codierend fir ein Alanin (A) festgestellt werden. Hier kommt es wie

an Position 14 ebenfalls zu einer Anderung der Aminosaureeigenschaften,
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allerdings von einer polaren bzw. neutral geladenen zu einer unpolaren bzw.
hydrophoben Aminoséure. An Position 56 und 64 konnte eine Veranderung der
Basenabfolge AAT zu AAC (s. Abb. 7), bzw. AGA zu AGG identifiziert werden,
allerdings kommt es zu keiner Anderung der codierenden Aminosaure. So
codieren beide Sequenzabfolgen an Position 56 fir die Aminosaure Asparagin
(N) bzw. Arginin (R) an Position 64.

In Tab. 4 sind die in der individuellen Gensequenz der Probanden detektierten
SNPs fur mica Exon 2 tabellarisch aufgelistet.

Als Besonderheit ist noch anzumerken, dass es im Exon 1 an Position 1 einen
SNP gibt, der mica Exon 1 und 2 Uberspannt. Da Exon 1 als Signalpeptid im
Rahmen dieser Arbeit nicht sequenziert wurde, ist Uber ein Vorhandensein,
beziehungsweise Nichtvorhandensein bei den Probanden keine Aussage

maoglich.
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Abb. 7: Grafische Darstellung des Chromatogramms von mica Exon 2
Position 54-58 des Probanden Nr. 01.
An Aminosaureposition 56 findet man an im dazugehdrigen Basentriplet, genauer an der 3.

Position des Basentripplets ein Signal fur die Base Cytosin (Basenabfolge: ,AAC"), wie auch
Thymin (Basenabfolge: ,AAT").
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Tab. 4: Ubersichtsdarstellung der individuell vorhandenen SNPs von mica

Exon 2.

Eine vorhandene Variante ist in Griin dargestellt. Ist die Variante bei dem Probanden nicht
vorhanden, wird dies in Rot dargestellt. ,BA” steht fiir ,biallelisch und zeigt an, dass der jeweilige
Proband an dieser Stelle beide Sequenzen aufweist. Ein ,=“ gibt an, dass es zu keiner
Veranderung der urspriinglichen Aminosaure kommt. Das ,?“ zeigt in diesem speziellen Fall an,
dass eine genaue Aussage aufgrund des Uberspannen des SNP von Exon 1 und Exon 2 nicht
moglich ist (Erlauterung s. 3.1.1).

MIC] Exon] Pos.| Urspriing. Seq. | Neue Seq. | Urspriing. AS.
A 2 1 GAG GAA Glu(E)
A 2 1 GAG -AG Glu(E)
A 2 6 CGT CGC Arg(R) =
A 2 6 CGT CCT Arg(R) Pro(P)

HEEEEEEEEN
A 2 14 TGG GGG Trp(W) Gly(G)
A 2 14 TGG CGG Trp(W) Arg(R)

HEEEEEEEEN
A 2 23 CTC CTT Leu(L) =

HEEEEEEEER
A 2 24 ACT GCT Thr(T) Ala(A)

HEEEEEEEEN
A 2 26 GTA GGA Val(V) Gly(G)

HEEEEEEEEN
A 2 36 TGT TAT Cys(C) Tyr(Y)

HEEEEEEEEN
A 2 38 AGG AGC Arg(R) Ser(S)

HEEEEEEEEN
A 2 39 CAG TAG GIn(Q) STOP

HEEEEEEEEN
A 2 55 GGA GGG Gly(G) =

HEEEEEEEER
A 2 56 AAT AAC Asn(N) =

HEEEEEEEER
A 2 64 AGA AGG Arg(R) =

HEEEEEEEEN
A 2 69 AAC AAT Asn(N) =
MIC] Exon] Pos.| Urspriing. Seq. | Neue Seq. | Urspriing. AS. | Neue AS.| 01| 02]03|]04| 05]06| 07| 08| 09
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3.1.2 mica Exon 3

Bei der Sequenzierung von mica Exon 3 des Probanden Nr.01 fanden sich 2
SNPs im Vergleich zur Variante*001. Das betrifft die Positionen 125 (s. Abb. 24)
und 156 (s. Abb. 27) in der publizierten Referenz-Nukleotidsequenz flr mica
Exon 3. An der Stelle 125 findet sich eine Anderung der Basenabfolge von AAG
zu GAG, was einen Aminosaureaustausch von Lys(K) zu Glutamat(E) zur Folge
hat und daraus resultierend zu einem Austausch von einer basischen zu einer
sauren Aminosaure fiihrt. An Position 156 ist sowohl die Basenabfolge CAC, wie
auch CTC zu finden. Aufgrund der unterschiedlichen Basentripletts an Position
156 wird sowohl fur Histidin(H), wie auch Leucin(L) und damit fur eine basische
und unpolare bzw. hydrophobe Aminoséaure codiert.

In Tab. 5 sind die in der individuellen Gensequenz der Probanden detektierten

SNPs flr mica Exon 3 tabellarisch aufgelistet.
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Tab. 5: Ubersichtsdarstellung der individuell vorhandenen SNPs von mica

Exon 3.

Eine vorhandene Variante ist in Griin dargestellt. Ist die Variante bei dem Probanden nicht
vorhanden, wird dies in Rot dargestellt. ,BA” steht fiir ,biallelisch und zeigt an, dass der jeweilige
Proband an dieser Stelle beide Sequenzen aufweist. Ein ,=“ gibt an, dass es zu keiner
Veranderung der urspriinglichen Aminoséure kommt.

MIC] Exon| Pos. | Urspriing. Seq.| Neue Seq.| Urspriing. AS.| Neue mﬂ@ﬂmﬂmm
A 3 86 GGC GGT Gly(G) =

HEEEEEEEEN
A 3 90 CTC TTC Leu(L) Phe(F)

HEEEEEEEEN
A 3 91 CAG CGG GIn(Q) Arg(R)

HENEEEEEEN
A 3 93 ATT ATG 1e(l) Met(M)

HENEEEEEEN
A 3 | 102 AAC AGC Asn(N) Ser(S)

HEEEEEEEEN
A 3 ]105 AGG AAG Arg(R) Lys (K)

HEEEEEEEEN
A 3 ]112 TAC TAT Tyr(Y) =

HENEEEEEEN
A 3 1114 GGG AGG Gly(G) Arg(R)

HEEEEEEEEN
A 3 1122 CTG GTG Leu(L) Val(V)

HEEEEEEEEN
A 3 124 ACT TCT Thr(T) Ser(S)

HEEEEEEEEN
A 3 ]125 AAG GAG Lys (K) Glu(E)

HEEEEEEEEN
A 3 129 ATG GTG Met(M) Val(V)

HENEEEEEEN
A 3 ]130 CcC TCC Pro(P) Ser(S)

HENEEEEEEN
A 3 1139 GCC GCA Ala(A) =

HEEEEEEEEN
A 3 | 142 GTC ATC Val(V) Ie(l)

HEEEEEEEEN
A 3 ]151 ATG GTG Met(M) Val(V)

HEEEEEEEEN
A 3 |156 CAC CTC His(H) Leu(L)
A 3 | 156 CAC CGC His(H) Arg(R)
MIC] Exon| Pos.| Urspriing. Seq.| Neue Seq.| Urspriing. AS.] Neue AS.] 01| 02|{03|04] 05] 06] 07| 08] 09
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MIC] Exon| Pos. | Urspriing. Seq. | Neue Seq. | Urspriing. AS.| Neue mm@mmﬂ@m
A 3 |169 CGG TGG Arg(R) Trp(W)

EEEEEEEEN
A 3 1173 AAA GAA Lys (K) Glu(E)

EEEEEEEEN
A 3 |174 TCC TCT Ser(S) =

EEEEEEEEN
A 3 175 GGC AGC Gly(G) Ser(S)
A 3 175 GGC GGT Gly(G) =

EEEEEEEEN
A 3 |176 GTA ATA Val(V) Ie(l)

ENEEEEEEN
A 3 |181 ACA AGA Thr(T) Arg(R)
MIC| Exon| Pos. | Urspriing. Seq. | Neue Seq.] Urspriing. AS.] Neue AS.|01] 02|03]04| 05] 06| 07| 08| 09

3.1.3 mica Exon 4

Die Sequenz von mica Exon 4 des Probanden Nr. 1 stimmte an den untersuchten
Stellen exakt mit der Variante MICA*001 uberein.

In Tab. 6 sind die in der individuellen Gensequenz der Probanden detektierten

SNPs flr mica Exon 4 tabellarisch aufgelistet.
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Tab. 6: Ubersichtsdarstellung der individuell vorhandenen SNPs von mica

Exon 4.

Eine vorhandene Variante ist in Griin dargestellt. Ist die Variante bei dem Probanden nicht
vorhanden, wird dies in Rot dargestellt. ,BA” steht fiir ,biallelisch und zeigt an, dass der jeweilige
Proband an dieser Stelle beide Sequenzen aufweist. Ein ,=“ gibt an, dass es zu keiner
Veranderung der urspriinglichen Aminosaure kommt.

MIC] Exon| Pos. | Urspriing. Seq.| Neue Seq.| Urspriing. AS. | Neue m@m@ﬂmm
A 4 1190 CGC TGC Arg(R) Cys(C)

HEEEEEEEEN
A 4 | 191 AGC AGT Ser(S) =

EEEEEEEEN
A 4 | 193 GCC GCA Ala(A) =

EEEEEEEEN
A 4 | 198 ATT ATC Ie(l) =

EEEEEEEEN
A 4 | 205 TCT TCC Ser(S) =

HEEEEEEEEN
A 4 | 206 GGC AGC Gly(G) Ser(S)

HEEEEEEEEN
A 4 | 208 TAT TGT Tyr(Y) Cys(C)

EEEEEEEEN
A 4 | 210 TGG CGG Trp(W) Arg(R)

EEEEEEEEN
A 4 |213 ACA ATA Thr(T) Ie(l)

HEEEEEEEEN
A 4 215 AGC ACC Ser(S) Thr(T)

HEEEEEEEEN
A 4 |221 GTA CTA Val(V) Leu(L)

HEEEEEEEEN
A 4 | 230 TGG TCG Trp(W) Ser(S)

EEEEEEEEN
A 4 | 244 TGG TGA Trp(W) STOP

EEEEEEEEN
A 4 | 245 GTG GCG Val(V) Ala(A)

HEEEEEEEEN
A 4 |247 ACC ACT Thr(T) =

HEEEEEEEEN
A 4 | 250 TGC CGC Cys(C) Arg(R)

HEEEEEEEEN
A 4 |251 CAA GAA GIn(Q) Glu(E)
A 4 ]251 CAA CGA GIn(Q) Arg(R)
MIC] Exon| Pos. ] Urspriing. Seq.| Neue Seq.| Urspriing. AS.| Neue AS.]01] 02 |03]04]05] 06] 07] 08] 09
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MIC] Exon] Pos. | Urspriing. Seq. | Neue Seq.] Urspriing. AS.] Neue AS. ﬂmmmmmm
A 4 1253 GAG AAG Glu(E) Lys (K)

ENEEEEENE
A 4 1254 GAG GCG Glu(E) Ala(A)

L]
A 4 1255 CAG CAA GIn(Q) =

L]
A 4 ]256 AGG AAG Arg(R) Lys (K)
A 4 ]256 AGG AGT Arg(R) Ser(S)

L]
A 4 265 GGG AGG Gly(G) Arg(R)

ENEEEEENE
A 4 1268 AGC GGC Ser(S) Gly(G)

ENEEEEENE
A 4 1269 ACT ATT Thr(T) Ie(l)

L]
A 4 1271 CCT GCT Pro(P) Ala(A)

HEEEEEEENE
A 4 1275| S. MICA*001 | Deletion| S.MICA*001 | Frameshift
MIC] Exon] Pos. | Urspriing. Seq. | Neue Seq.] Urspriing. AS.] Neue AS.

3.1.4 mica Exon 5

Bei der Sequenz mica Exon 5 ist zunachst auf einige Besonderheiten
hinzuweisen. Hier ist es moglich, dass man an der Position 295 die Insertion der
Base Guanin feststellt. In der Folge kommt es zu einer Verschiebung des
Leserasters und damit einer Anderung der nachfolgend codierten Aminosauren
kommt. An der Insertionsstelle wird aus einem GCT ein GGC(T), was eine
Anderung der codierten Aminosaure von Alanin (A) zu Glycin (G) nach sich zieht.
Bei der Analyse des Probanden Nr. 01 zeigte sich keine Insertion an dieser Stelle.
Ebenfalls findet man ab der Position 297 (s. Abb. 37) eine Besonderheit. Hier
kann es zur Insertion eines oder mehrerer GCT-Repeats kommen, welche fur die
Aminosaure Alanin (A) codieren. Bisher bekannt ist eine maximale
Wiederholungsfrequenz in Hohe von sechs GCT-Repeats. Hierbei kommt es
allerdings zu keiner Verschiebung des Leserasters. Im Fall von Proband Nr. 01
findet sich sowohl eine Sequenz ohne Insertion von GCT, wie auch eine Sequenz
mit finf Repeats, also eine finfmalige Insertion der Aminosaure Alanin(A) im

Vergleich zur beschriebenen MICA Variante*001.
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Zudem weist der bisher beschriebene Proband eine biallelische Sequenz an
Position 304 und 306 (s. Abb. 38) auf. An der Position 304 ist sowohl das
Basentriplett TAT, wie auch TAC zu finden. Aufgrund der Degeneriertheit des
genetischen Codes codieren beide Basentripletts fiir die gleiche Aminoséure
Tyrosin(Y).

Ein anderes Bild zeigt sich an der Position 306. Hier kann das Basentriplett CGT,
wie auch TGT nachgewiesen werden. Es kommt zu einer Kodierung der
Aminosauren Arginin(R) oder auch Cystein(C), also einer basischen und damit
polaren bzw. neutral geladenen Aminosaure.

In Tab. 7 sind die in der individuellen Gensequenz der Probanden detektierten

SNPs fur mica Exon 5 tabellarisch aufgelistet.

Tab. 7: Ubersichtsdarstellung der individuell vorhandenen SNPs von mica
Exon 5.

Eine vorhandene Variante ist in Griin dargestellt. Ist die Variante bei dem Probanden nicht
vorhanden, wird dies in Rot dargestellt. ,BA” steht fiir ,biallelisch und zeigt an, dass der jeweilige
Proband an dieser Stelle beide Sequenzen aufweist. An Position 295 bedeutet ,-*, dass keine
Insertion vorliegt, ,+*, dass sie vorhanden ist. Ein ,,=" gibt an, dass es zu keiner Verdnderung der
urspringlichen Aminosaure kommt. Die Zahlen an Position 297 geben an, wie viele Repeats
vorliegen. Dabei weist der ,, / “ auf Biallelitat hin. Die Spalten sind von oben nach unten zu lesen.
So ergibt sich beispielsweise bei Proband Nr. 02 eine Sequenz ohne Insertion und ohne Repeat
und eine Sequenz mit Insertion und einem Repeat.

MIC| Exon] Pos. Urspriing. Seq. Neue Seq. Urspriing. AS. Neue AS.
A 5 |]275-318] S. MICA*001 Deletion S.MICA*001 Deletion
Al s 288 CAT CAC His(H) =
Al S 295 GCT GGCT (Insert.) Ala(A) Gly(G) - Frameshift| -/- | -/+ |-/ -1 ) -
A 5 Ab 297 | S. MICA*001 | GCT (Repeat) | S. MICA*001 | Repeats (x-fach) |0/5]0/1 5/1)2/1|0/2|0/1]5/1
A 5 304 TAT TAC Tyr(Y) =
Al s 305 GTC ATC Val(V) le(l)
Al s 306 CGT TGT Arg(R) Cys(C)
A 5 |]309-318] S. MICA*001 Deletion S.MICA*001 Deletion
A 5 |316-318] S. MICA*001 Deletion S.MICA*001 Deletion
Al s 316 GAG GAT Glu(E) Asp(D)
MIC| Exon] Pos. Urspriing. Seq. Neue Seq. Urspriing. AS. Neue AS.
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3.1.5 mica Exon 6

Bei der Sequenz von mica Exon 6 fand sich wie bei mica Exon 4 keine
Abweichung der Basenabfolge in Vergleich mit der Variante MICA*001 bei
Proband Nr. 01.

In Tab. 8 sind die in der individuellen Gensequenz der Probanden detektierten

SNPs fur mica Exon 6 tabellarisch aufgelistet.

Tab. 8: Ubersichtsdarstellung der individuell vorhandenen SNPs von mica
Exon 6.

Eine vorhandene Variante ist in Griin dargestellt. Ist die Variante bei dem Probanden nicht
vorhanden, wird dies in Rot dargestellt. ,BA” steht fiir ,biallelisch und zeigt an, dass der jeweilige
Proband an dieser Stelle beide Sequenzen aufweist. Ein ,=“ gibt an, dass es zu keiner
Veranderung der urspringlichen Aminosaure kommt.

MIC] Exon] Pos. Urspriing. Seq. | Neue Seq.| Urspriing. AS.| Neue AS. mﬂmﬂmﬂm

A 6 |319-361] S. MICA*001 | Deletion| S.MICA*001 | Deletion

EEEEEEEEN
Al s 333 ACG ATG Thr(T) Met(M)

EEEEEEEEN
Al s 350 GAT GCT Asp(D) Ala(A)

EEEEEEEEN
Al 6 354 ACT GCT Thr(T) Ala(A)

EEEEEEEEN
Al s 359 GGC GGT Gly(Y) =

EEEEEEEEN
Al s 360 GCC ACC Ala(A) Thr(T)

MIC] Exon] Pos. Urspriing. Seq. | Neue Seq.| Urspriing. AS.| Neue AS.|01] 02| 03]04]05]06]| 07| 08] 09

3.1.6 Gesamtiibersicht der Basen- und Aminosauresequenz der

Probanden von mica Exon 2-6.

Die grafische Gesamtiubersicht der Basen- bzw. Aminosauresequenz flr mica
Exon 2-6 aller Probanden ist aus den Abbildungen (Abb. 15 bis Abb. 43) des

Anhangs zu entnehmen.
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3.2 Identifikation von SNPs der genomischen DNA aller

Probanden von micb Exon 2 bis 6

Wie schon bei mica (s. 3.1) erfolgte die Auswertung der Ergebnisse von mich
Exon 2 bis 6 aquivalent anhand der Datenbank des European Bioinformatics
Institute als Teil der European Molecular Biology Laboratory (EMBL-EBI) mit dem
Stand vom 18.01.2017.

So waren bis zum Untersuchungszeitpunkt bereits 11 SNPs im Exon 2, 5 SNPs
im Exon 3, 11 SNPs im Exon 4, 2 SNPs im Exon 5 und 3 SNPs im Exon 6
identifiziert und dokumentiert worden (Robinson et al., 2006; Robinson et al.,
2013; Robinson et al., 2015).

Als Referenzvariante galt in diesem Fall MICB*001 und alle SNPs wurden
anhand dieser Variante abgeleitet. Exemplarisch wurden wie analog zur
Auswertung von MICA (s. 3.1) die SNPs des Probanden Nr.01 beschrieben und
die SNPs der anderen Probanden anhand eines multiplen Alignment grafisch
dargestellt (s. Abb. 44 bis Abb. 71).

3.2.1 mich Exon 2

Bei Proband Nr. 01 findet sich an der Position 16 eine Anderung der
Basensequenz von GAA zu GGA. Dies hat einen Aminosaureaustausch vom
sauren Glutamat(E) zum polar oder neutral geladenen Glycin(G) zur Folge. An
Position 52 weist der Proband eine Biallelitdt auf. Hier findet sich sowohl das
Basentriplett GAT, wie auch AAT. In Folge kommt es zu einer Kodierung der
Aminosauren Asparaginsaure(D), wie auch polar/neutral geladenen Asparagin
(N).

In Tab. 9 sind die in der individuellen Gensequenz der Probanden detektierten

SNPs flr micb Exon 2 tabellarisch aufgelistet.
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Tab. 9: Ubersichtsdarstellung der individuell vorhandenen SNPs von mich

Exon 2.

Eine vorhandene Variante ist in Griin dargestellt. Ist die Variante bei dem Probanden nicht
vorhanden, wird dies in Rot dargestellt. ,BA” steht fiir ,biallelisch und zeigt an, dass der jeweilige
Proband an dieser Stelle beide Sequenzen aufweist. Ein ,=“ gibt an, dass es zu keiner
Veranderung der urspriinglichen Aminosaure kommt.

MIC] Exon| Pos. | Urspriing. Seq. | Neue Seq. | Urspriing. AS.| Neue mamm@ﬁ@m
B 2 6 CGT CAT Arg(R) His(H)

HEEEEEEEEN
B 2 16 GAA GGA Glu(E) Gly(G)

HEEEEEEEEN
B 2 32 CCC TCC Pro(P) Ser(S)

HEEEEEEEEN
B 2 41 CGC TGC Arg(R) Cys(C)

HEEEEEEEEN
B 2 44 AAG AAA Lys (K) =

HEEEEEEEEN
B 2 45 CCcC CAC Pro(P) His(H)

HEEEEEEEEN
B 2 52 GAT AAT Asp(D) Asn(N)

HEEEEEEEEN
B 2 57 AAG GAG Lys (K) Glu(E)

HEEEEEEEEN
B 2 65 GAC GGC Asp(D) Gly(G)

HEEEEEEEEN
B 2 78 ACT ACC Thr(T) =

HEEEEEEEEN
B 2 82 GAC GGC Asp(D) Gly(G)
MIC| Exon| Pos. | Urspriing. Seq. | Neue Seq.] Urspriing. AS.] Neue AS.| 01]02] 03] 04|05] 06| 07| 08| 09

3.2.2 micb Exon 3

Bei der Sequenz von micb Exon 3 findet sich keine Abweichung der
Basenabfolge im Vergleich mit der Variante MICB*001 bei Proband Nr. O1.

In Tab. 10 sind die in der individuellen Gensequenz der Probanden detektierten

SNPs fur micb Exon 3 tabellarisch aufgelistet.

74



Ergebnis

Tab. 10: Ubersichtsdarstellung der individuell vorhandenen SNPs von mich

Exon 3.

Eine vorhandene Variante ist in Griin dargestellt. Ist die Variante bei dem Probanden nicht
vorhanden, wird dies in Rot dargestellt. ,BA” steht fiir ,biallelisch und zeigt an, dass der jeweilige
Proband an dieser Stelle beide Sequenzen aufweist.

Neue a.[01[02] 03 [oa[os[os[ 07 [0s[ 00

MIC] Exon| Pos. | Urspriing. Seq. | Neue Seq.| Urspriing. AS.

B 3 | o8 ATC ATG Ie(l) Met(M)
B 3 |102 AGC AGA Ser(S) Arg(R)
B 3 |113 GAT AAT Asp(D) Asn(N)
B 3 | 147 AAG GAG Lys (K) Glu(E)
B 3 170 CGA TGA Arg(R) STOP
MIC] Exon| Pos. | Urspring. Seq. | Neue Seq.| Urspriing. AS.

Neue AS.|01]02] 03]04]05]06] 07| 08] 09

3.2.3 micb Exon 4

Bei der Sequenz von micb Exon 4 findet sich wie bei Exon 3 keine Abweichung
der Basenabfolge in Vergleich mit der Variante MICB*001 bei Proband Nr. 01.

In Tab. 11 sind die in der individuellen Gensequenz der Probanden detektierten

SNPs flir micb Exon 4 tabellarisch aufgelistet.
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Tab. 11: Ubersichtsdarstellung der individuell vorhandenen SNPs von mich
Exon 4.

Eine vorhandene Variante ist in Griin dargestellt. Ist die Variante bei dem Probanden nicht
vorhanden, wird dies in Rot dargestellt. ,BA” steht fiir ,biallelisch und zeigt an, dass der jeweilige
Proband an dieser Stelle beide Sequenzen aufweist. Ein ,=“ gibt an, dass es zu keiner
Veranderung der urspringlichen Aminoséure kommt.

MIC] Exon| Pos. | Urspriing. Seq.| Neue Seq.] Urspriing. AS.| Neue @@mmm@m
B 4 |189 ACC ATC Thr(T) le(l)

B 4 |192 GAG AAG Glu(E) Lys (K)

B 4 210 CGG CGA Arg(R) =

B 4 |221 GTA TTA val(V) Leu(L)

B 4 231 GGG GGT Gly(G) =

B 4 |243 ACC ACG Thr(T) =

B 4 |253 GAG AAG Glu(E) Lys (K)

B 4 | 256 AGG AAG Arg(R) Lys (K)

B 4 | 265 GGG AGG Gly(G) Arg(R)

B 4 267 CAC CAT His(H) =

B 4 | 268 GGC AGC Gly(G) Ser(S)

MIC] Exon| Pos. ] Urspriing. Seq.| Neue Seq. ] Urspriing. AS.| Neue AS.]01]02]03]04] 05]06] 07] 08} 09

3.2.4 micb Exon 5

An der Position 277 (s. Abb. 65) weist der Proband Nr. 01 eine Anderung der
Basenabfolge von GTG zu GCG auf. Dies bewirkt einen Aminoséureaustausch
von Valin(V) zu Alanin(A). Hier kommt es zu keiner Anderung der physikalisch-
chemischen Eigenschaft des Proteins durch den Aminosaureaustausch.

In Tab. 12 sind die in der individuellen Gensequenz der Probanden detektierten

SNPs fur micb Exon 5 tabellarisch aufgelistet.
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Tab. 12: Ubersichtsdarstellung der individuell vorhandenen SNPs von mich
Exon 5.

Eine vorhandene Variante ist in Griin dargestellt. Ist die Variante bei dem Probanden nicht
vorhanden, wird dies in Rot dargestellt.

MIC]| Exon] Pos. ] Urspriing. Seq.| Neue Seq.| Urspriing. AS.|] Neue AS. @@@@@@@
EEEEEEEEN

B 5 |Ab 275] S. MICB*001 | Deletion | S. MICB*001 | Deletion

B 5 277 GTG GCG Val(V) Ala(A)

MIC| Exon] Pos. | Urspriing. Seq.| Neue Seq.| Urspriing. AS.] Neue AS.|01]02]03]04]05]06|07]08]09

3.2.5 micb Exon 6
Bei Proband Nr.01 kann an Position 360 (s. Abb. 71) eine Biallelitét identifiziert

werden. Die Sequenz weist an dieser Position einen SNP flr das Basentriplett
GCC, wie auch ACC auf. Daraus resultierend codieren die Basenabfolgen fur die
unpolare/hydrophobe Aminosauren Alanin(A), wie auch die polar/neutral
geladene Aminoséaure Threonin(T).

In Tab. 13 sind die in der individuellen Gensequenz der Probanden detektierten

SNPs flr micb Exon 6 tabellarisch aufgelistet.

Tab. 13: Ubersichtsdarstellung der individuell vorhandenen SNPs von mich

Exon 6.

Eine vorhandene Variante ist in Griin dargestellt. Ist die Variante bei dem Probanden nicht
vorhanden, wird dies in Rot dargestellt. ,BA” steht fiir ,biallelisch und zeigt an, dass der jeweilige
Proband an dieser Stelle beide Sequenzen aufweist. Ein ,=“ gibt an, dass es zu keiner
Veranderung der urspriinglichen Aminosaure kommt.

MIC] Exon| Pos. | Urspriing. Seq.| Neue Seq.| Urspriing. AS.
B 6 |Ab 319] S. MICB*001 | Deletion| S. MICB*001

B| 6 | 355 GGT GGC Gly(G)

B| 6 | 360 GCC ACC Ala(A)

MIC] Exon] Pos. | Urspriing. Seq.| Neue Seq.| Urspriing. AS.
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3.2.6 Gesamtubersicht der Basen- und Aminosauresequenz der
Probanden von micb Exon 2-6

Die grafische Gesamtubersicht der Basen- bzw. Aminosauresequenz fir micbh
Exon 2-6 aller Probanden ist aus den Abbildungen (Abb. 44 bis Abb. 71) des

Anhangs zu entnehmen.

3.3 Zuordnung des spenderindividuellen mica und micb

Polymorphismus zu bereits bekannten Varianten

Die Zuordnung bereits bekannter MICA- und MICB-Varianten erfolgte anhand der
zur Verfigung stehenden Datenbank des EMBL-EBI (s. 2.19) vom Datenstand
des 18.01.2017. (Robinson et al., 2006; Robinson et al., 2013; Robinson et al.,
2015)

Bestimmte Differenzierungen unter den einzelnen Varianten wie
MICA*008:01:01, *008:01:02 und *008:04, sowie MICB*002:01:01, *002:01:02,
*004:01:01, *004:01:02 und *005:02:01, *005:02:02. *005:02:03, *005:02:04 sind
nur durch eine Sequenzierung des Signalpeptides in Exon 1 mdglich, auf welches
hier verzichtet wurde, da es funktionell nicht relevant ist. Aus diesem Grund ist
bei einigen Probanden die Differenzierung ihrer allelischen Varianten auf eine
Untervariante nicht immer zweifelsfrei moglich. Die Varianten werden unter
MICA*008:01/04, sowie MICB*002:01, *004:01 und *005:02 zusammengefasst.
Zudem ist durch einen SNP der Exon 1 (Signalpeptid) und Exon 2 (Position 1)
Uberspannt und durch ein 6840 Basenpaaren grof3es Intron unterbrochen ist,
eine genaue Differenzierung der Variante nicht moéglich, da mica Exon 1 nicht
sequenziert wurde.

Dem Proband Nr. 01 konnten naherungsweise am ehesten die Varianten
MICA*002:01 und *012:01 anhand der identifizierten Proteinsequenz mithilfe der
von EMBL-EBI (s. 2.19) zur Verfigung gestellten Datenbank zugeordnet werden.
Allerdings ist an Position 56 (s. Abb. 7 und Abb. 19) in Exon 2 ein eindeutiger
biallelischer SNP vorhanden, der zu keiner der beiden oben genannten Varianten
vereinbar ist. Im Abgleich mit anderen bekannten Varianten kam es zu diversen

Konflikten mit anderen bekannten SNP-Stellen des Probanden. Bei MICB muss
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es sich um die Variante *004:01 oder *028 und *005:02 oder *010 bei Proband
Nr. 01 handeln.

Bei Zuordnung der Varianten von MICA des Probanden Nr. 02 ergibt sich die
Variante *008:01/04. Die andere Variante ist wie bei Proband Nr. 01 nur
naherungsweise zuzuordnen. Hierbei handelt es sich um die Variante *045,
welche allerdings in Konflikt mit einem SNP in Exon 4 an Position 251 steht. An
dieser Stelle musste fur die bekannte Variante 045 ein Basentriplet vorliegen,
welches fur die Aminosaure Glutaminséure codiert. Allerdings findet sich bei dem
Probanden ein SNP fir die Aminosauren Arginin und Glutamin (s. Abb. 8). Der
Abgleich mit anderen Varianten zeigte sich aufgrund der sequenzierten SNP
konfliktreicher als mit der Variante *045. In Gesamtschau der Konstellation von
vorhandenen SNPs bei diesem Probanden kénnte hier eine neue MICA-Variante
vorliegen. Bei MICB ist dem Probanden eindeutig die Variante *004:01
zuzuordnen.

Proband Nr. 03 kann aufgrund der fehlenden, biallalischen SNPs in MICA die
Variante *002:01 zugeordnet werden. Ebenso konnten MICB die beiden
Varianten *002:01 und *005:02 eindeutig zugeordnet werden.

Proband Nr. 04 konnte ebenfalls wie Nr. 03 die MICA Variante *002:01 eindeutig
zugeordnet werden, allerdings handelt es sich bei MICB um die Variante *004:01
oder *028 und *005:02 oder *010.

Proband Nr. 05 ist eindeutig den MICA Varianten *008:01/04 und *017
zuzuordnen. Bei MICB handelt es sich um die Varianten *003 und *005:02.
Proband Nr. 06 kann bei MICA eindeutig die Variante *008:01/04 und bei
MICB*004/01 oder *028 und *005:02 oder *010 zugeordnet werden. Fir eine
genauere Differenzierung ist die Sequenz des Signalpeptides notwendig.

Die Variante *018:01 kann dem Probanden Nr. 07 eindeutig zugeordnet werden.
Als zweite Variante kommt am Ehesten die Variante *009:01 in Betracht, wenn
man davon ausgeht, dass im Exon 1 keine Deletion vorliegt, allerdings ist eine
genaue Differenzierung aufgrund des tbergreifenden SNP von Exon 1 zu Exon
2 Position 1 nicht moglich. Bei MICB ist eine genaue Zuordnung der Variante
*002:01 mdoglich. Die zweite Variante beschrankt sich auf *005:02 oder *021N.
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Proband Nr. 08 kann die MICA Variante *008:01/04 und *018:01 zugeordnet
werden. Bei MICB handelt es sich um die Variante *005:02.

Zum Genotyp des Probanden Nr. 09 passen die Varianten *008:01/04 und *017.
Bei MICB sind die Varianten *005 und *008 der Sequenzierung am Ahnlichsten.
Allerdings gibt es einen SNP in Exon 4 an Position 189, welches nicht zu den
beiden oben genannten Varianten passt. Die Zuordnung zu einer anderen
Variante, die besser passt, ist nicht moglich. Mdglicherweise stellt der Nachweis
dieses SNP eine neue Genvariante dar.

Eine Tabellarische Ubersichtsdarstellung ist den Tabellen Tab. 14 und Tab. 15

ZU entnehmen.
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Abb. 8: Grafische Darstellung des Chromatogramms von MICA Exon 4
Position 249-253 des Probanden Nr. 02.

An Aminosaureposition 251 findet man im dazugehoérigen Basentriplet ein Signal fur die Base
Alanin (Basenabfolge: ,CAA®), wie auch Guanin (Basenabfolge: ,CGA").
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Tab. 14: Zuordnung der individuellen MICA Varianten.
Eine vorhandene Variante ist in Grin dargestellt. Ist die Variante bei dem Probanden nicht
vorhanden, wird dies in Rot dargestellt.

Proband
MICA*002:01
MICA*004
MICA*008:01:01
MICA*008:01:02
MICA*008:04
MICA*009:01
MICA*012:01
MICA*017
MICA*018:01
MICA*045

Tab. 15: Zuordnung der individuellen MICB Varianten.

Eine vorhandene Variante ist in Griin dargestellt. Ist die Variante bei dem Probanden nicht
vorhanden, wird dies in Rot dargestellt. Die Zahl in den Feldern gibt die jeweiligen
Kombinationsmdglichkeiten bei mehreren MICB-Varianten an.

Exemplarisch an Proband Nr.01: Hier kann die Kombination aus Variante MICB*004:01/02 oder
MICB*028 und Variante MICB*005:02:01-04 oder MICB*010 vorliegen.

Proband
MICB*002:01:01
MICB*002:01:02
MICB*003
MICB*004:01:01
MICB*004:01:02
MICB*005:02:01
MICB*005:02:02
MICB*005:02:03
MICB*005:02:04
MICB*007
MICB*008
MICB*010
MICB*021N
MICB*028
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3.4 Ildentifikation interindividueller Gemeinsamkeiten und
Unterschiede

Anhand der gewonnenen Sequenzen der Probanden von mica und micb fand die
Identifikation interindividueller Gemeinsamkeiten und Unterschiede hinsichtlich
der bekannten SNPs statt. Zur verbesserten Ubersicht werden die Sequenzen im
Vergleich mit der MICA- und MICB- Variante*001 durch ein multiples Alignment
dargestellt. Gemeinsamkeiten und Unterschiede werden durch unterschiedliche
Farbkodierung hervorgehoben. Die Darstellung des multiplen Alignments erfolgt
sowohl in der Basen- als auch der Proteinsequenz. Die grafische Darstellung der
interindividuellen Gemeinsamkeiten und Unterschiede kénnen fir mica Exon 2-6
den Abbildungen Abb. 15 bis Abb. 43 und fir micb Exon 2-6 den Abbildungen
Abb. 44 bis Abb. 71) des Anhangs zu entnommen werden.

3.5 Anderung der physikalisch-chemischen Eigenschaften des
Proteins MICA der Probanden durch individuelle SNPs

Durch den Basenaustausch in der individuellen Proteinsequenz von MICA kommt
es teilweise zum Austausch der codierten Aminosaure (s. 3.1).

In der Datenbank waren zum Zeitpunkt der Auswertung insgesamt 107
verschiedene mica Allele in der IPD-IMGT/HLA Datenbank des EMBL-EBI
beschrieben. Diese Varianten zeichneten sich durch unterschiedliche SNPs in
Ihrer Basensequenz aus, die dann teilweise zur Kodierung anderer Aminosauren
fuhrten. Allerdings gab es auch Variantengruppen, die gleiche SNPs in
bestimmten Sequenzbereichen aufwiesen und daraus resultierend eine analoge
Aminosauresequenz zeigten.

Ein Austausch der Aminosaure durch einen SNP kann zu einer Anderung der
physikalisch-chemischen Eigenschaften fihren. In Tabelle Tab. 16 sind
potenzielle Anderungen der physikalisch-chemischen Eigenschaften von
identifizierten SNPs der Probanden Nr. 01, 02, 05 und 07 im Protein MICA
abgebildet, da diese Probanden ab Abschnitt 3.6 zur weiteren Auswertung
herangezogen wurden. Aus diesem Grund sind Proband Nr. 01 und 07, sowie 02
und 05 vergleichsweise gegenibergestellt. In der Tabelle Tab. 16 sticht in der
Auflistung der SNPs die Position 275 heraus, bei der es zu einer Verschiebung
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des Leserasters kommt (beispielsweise bei Proband Nr. 05). Da hier unmittelbar
das Exon 4 und Exon 5 trennende Intron beginnt, kommt es zu keiner Anderung
in den physikalisch-chemischen Eigenschaften des Proteins MICA. Zudem
kommt es haufig beim Aminosdureaustausch zu keiner Anderung der
physikalisch-chemischen Eigenschaften.

Bei beiden Paarungen zeigt sich, dass es keinen SNP gibt, der bei einem der
Probanden homozygot vorhanden und bei dem anderen homozygot nicht
vorhanden ist. Es gibt Féalle, in denen ein Proband den SNP homozygot nicht
aufweist, der zugeordnete Vergleichspartner an gleicher Position allerdings in
seiner mica -Sequenz heterozygot fir die urspringliche, wie auch die neue bzw.
alternative Aminosaure codiert.

Dies kann beispielsweise an SNP-Position 173 (mica Exon 3) naher erlautert
werden: Proband Nr. 01 codiert an dieser Stelle ausschlieBlich fur die
Aminosaure Lysin, welche basische Eigenschaften aufweist. Dem
gegenubergestellt codiert Proband Nr. 07 sowohl fir die Aminoséure Lysin
(basisch) und Glutaminsaure, welche chemisch ,saure” Eigenschaften zeigt.
Durch diese haufige ,biallelische“ Kodierung, bzw. heterozygote Basenabfolge
(SNP) sind individuell spezifische, biochemische Unterschiede im Molekul MICA
im Vergleich zwischen den Probanden begrenzt. Daraus schlussfolgernd
erscheint ein starker Unterschied in den physikalisch-chemischen Eigenschaften
des individuell exprimierten MICA-Proteins unwahrscheinlich, was ein &hnliches
Bindungsverhalten der verschiedenen MICA-Varianten mit dem T-Zell-Rezeptor

vermuten lasst.
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Tab. 16: Gegentberstellung der physikalisch-chemischen Eigenschaften

der Aminosauren an SNP-Positionen.

Die physikalisch-chemischen Eigenschaften (,Eig.”) der ursprunglichen (,urspriingl.”) und neuen
Aminosaure (,AS") an der SNP-Position sind gegenlbergestellt und farblich einheitlich
gekennzeichnet. Eine vorhandene Variante ist in Grun dargestellt. Ist die Variante bei dem
Probanden nicht vorhanden, wird dies in Rot dargestellt. ,BA“ steht fiir ,biallelisch“und zeigt an,
dass der jeweilige Proband an dieser Stelle beide Sequenzen bzw. Aminosauren aufweist. Ein
»,=" gibt an, dass es zu keiner Verdnderung zur urspriinglichen Aminosdure/physikalisch-
chemischen Eigenschaft kommt. An Position 295 bedeutet ,-“, dass keine Insertion vorliegt, ,+*
dass sie vorhanden ist. Die Zahlen an Position 297 geben an, wie viele Repeats vorliegen. Dabei
weist der , / “ auf Biallelitét hin. Die Spalten sind von oben nach unten zu lesen. So ergibt sich
beispielsweise bei Proband Nr. 2 eine Sequenz ohne Insertion und ohne Repeat und eine
Sequenz mit Insertion und einem Repeat. Die unterschiedlichen Farbdarstellungen
Aminosaureeigenschaften dient zur Verbesserung der Ubersichtlichkeit.

MIC | Exon| Pos. |Urspriingl. AS.| Chem. Eig. urspriingl. AS| Chem. Eig. neue AS Neue AS.
A 2 14 Trp{W) unpolar/hydrophob polar/neutral Gly{G)
A 2 23 Leu(L) unpolar/hydrophob = =
A 2 24 Thr(T) polar/neutral unpolar/hydrophob Alafa)
A 2 36 Cys(C) polar/neutral = Tyr(Y)
A 2 56 Asn(N) polar/neutral = =
A 2 64 Arg(R) basisch = =

MIC | Exon| Pos. | Urspriing. AS.| Chem. Eig. urspriingl. AS| Chem. Eig. neue AS Neue AS.
A 3 91 GIn{Q) polar/neutral basisch Arg(R)
A 3 122 Leu(L) unpolar/hydrophob = Val(V)
A 3 125 Lys (K) basisch sauer Glu(E)
A 3 129 Met{M) unpolar/hydrophob = Val(V)
A 3 156 His(H) basisch unpolar/hydrophob Leu(L)
A 3 173 Lys (K) basisch sauer Glu(E)
A 3 175 Gly(G) polar/neutral = Ser(S)

MIC | Exon| Pos. | Urspriing. AS.| Chem. Eig. urspriingl. AS| Chem. Eig. neue AS Neue AS.
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MIC | Exon| Pos. | Urspriing. AS.| Chem. Eig. urspriingl. AS| Chem. Eig. neue AS Neue AS.
A 4 191 Ser(S) polar/neutral E =
A 4 198 Ie(l) unpolar/hydrophob E =
A 4 205 Ser(S) polar/neutral E =
A 4 206 Gly(G) polar/neutral E Ser(S)
A 4 210 Trp(W) unpolar/hydrophob basisch Arg(R)
A 4 213 Thr(T) polar/neutral unpolar/hydrophob Ie(l)
A 4 215 Ser(S) polar/neutral E Thr(T)
A 4 251 GIn(Q) polar/neutral basisch Arg(R)
A 4 275 S.MICA*001 Verschiebung Leseraster

MIC | Exon| Pos. | Urspriing. AS.| Chem. Eig. urspriingl. AS| Chem. Eig. neue AS Neue AS.
A 5 295 Ala(A) unpolar/hydrophob polar/neutral Gly(G) - Frameshift
A 5 | Ab297] S. MICA*001 unpolar/hydrophob E Zusatzl. Repeats (x-fach) | 0/5]0/2] |0/1]5/1
A 5 304 Tyr(Y) polar/neutral E =
A 5 306 Arg(R) basisch polar/neutral Cys(C)

MIC | Exon| Pos. | Urspriing. AS.| Chem. Eig. urspriingl. AS| Chem. Eig. neue AS Neue AS.
A 6 350 Asp(D) polar/neutral unpolar/hydrophob Ala(A)
A 6 360 Ala(A) unpolar/hydrophob polar/neutral Thr(T)

MIC | Exon| Pos. | Urspriing. AS.| Chem. Eig. urspriingl. AS| Chem. Eig. neue AS Neue AS.

3.6 In silico Modellierung von T-Zell-Rezeptor und Ligand(en)

3.6.1 Bindungsmadglichkeiten zwischen TCR und MICA im autologen

und allogenen Setting

Die in 2.15.3 ersteliten Bindungsmodelle von spenderindividuellen T-Zell-
Rezeptor und autologen, bzw. allogenen MICA Molekul-Paarungen wurden auf
mogliche Kontaktstellen untersucht. Dabei ergeben sich beim Vorgehen wie in
2.15.4 beschrieben aufgrund der identifizierten SNP in der mica-Sequenz der
Probanden und der unterschiedlichen raumlichen Konfiguration der individuellen
T-Zell-Rezeptoren zum Teil Uberlappende bzw. verschiedene, potenzielle
Bindungsmaoglichkeiten. Es zeigt sich allerdings deutlich, dass sich die
Kontaktstellen (Bindungen) vornehmlich im Bereich der konservierten Regionen

befinden, welche nicht von den interindividuellen SNPs der mica-Sequenz
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betroffen sind. Hieraus ergeben sich interindividuell viele gemeinsame,
potenzielle Bindungsstellen zwischen Rezeptor und Ligand im Modell.

Die Kontaktstellen von TCR und unterschiedlichen Liganden der Probanden mit
identischen TCRs und den individuell zugehoérigen MICA-Varianten wurden
miteinander verglichen. Dadurch ist es moglich gewesen festzustellen, ob die
SNPs einen wesentlichen Einfluss auf das Bindungsverhalten zwischen Rezeptor
und Ligand haben.

Sowohl in Proband Nr. 01 als auch Nr. 07 konnten in vorangegangenen
Experimenten (AG Schilbach, unpublished) klonale CD4+ V&1* yd T-Zell-
Populationen etabliert werden, fir die jeweils identische T-Zell-Rezeptor-
Sequenzen identifiziert wurden.

Aus diesem Grund wurden die fir Proband Nr. 01 und Nr. 07 identischen T-Zell-
Rezeptor-Sequenzen genutzt um einen T-Zell-Rezeptor wie in 2.15.1
beschrieben zu modellieren. AnschlieRend wurde dieser neu modellierte T-Zell-
Rezeptor mit den MICA Varianten *002/*012 (zugeho6rig zu Proband Nr. 01) und
*009/¥018 (zugehorig zu Proband Nr. 07) wie in 2.15.3 beschrieben in Kontakt
gebracht und folgend auf potenzielle Bindungsstellen hin untersucht (2.15.4).
Die Modellauswahl aus den jeweils ca 1000 Bindungssimulationen (s. 2.16)

erfolgte wie in 2.17 beschrieben.

3.6.2 Bindungsmaglichkeiten zwischen MICA und TCR von Proband
01 und 07 im Vergleich

Durch das aus 3.6.1 beschriebene Vorgehen ergaben sich folgende Ergebnisse
fur die Bindungen zwischen MICA und TCR zwischen Proband Nr. 01 und Nr. 07:
Bei Proband Nr. 01 wurden in Kombination von TCR und MICA Variante *002-
01, 1038 Bindungsmodelle erzeugt. Aufgrund der geraden Anzahl von
Bindungsmodellen wurden zwei Modelle zur Auswertung fur MICA*002-01
herangezogen (s. Tab. 17, M-Nr. 0464 und 0535). Der |_sc-Wert betragt einmal
-2974 und -2970.

Die Abbildung Abb. 9 zeigt eine exemplarische Darstellung der Bindungen
zwischen TCR und MICA. Die sterisch und elektrochemisch maoglichen
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Bindungen zwischen den Aminosauren von Rezeptor und Ligand sind mit gelben
Linien gekennzeichnet.

Fir das Modell mit der Nummer 0464 ergaben sich folgende, potenzielle
Bindungsmadglichkeiten: Insgesamt konnten bei dem errechneten Modell 5
verschiedene Bindungsstellen identifiziert werden. Darunter 4
Wasserstoffbriickenbindungen und eine lonenbindung. Die mdégliche
lonenbindung zeigt sich zwischen Asparaginséure (mica Exon 3, Pos 163) und
Arginin (TCR, 0-Kette, CDR3-Region). Die 4 Wasserstoffbriickenbindungen
bestehen zwischen, Arginin (mica, Exon 2, Pos. 61) und Tyrosin (TCR, d-Kette,
CDR3-Region), Asparaginsaure (mica, Exon2, Pos.72) und Serin (TCR, &-Kette,
CDR1-Region), Threonin (mica, Exon 3, Pos. 155) und Glutaminsaure (TCR, y-
Kette, aulRerhalb CDR-Region), sowie Histidin (mica, Exon 3, Pos. 156) und
Glutamin (TCR, &-Kette, auR3erhalb CDR-Region).

Auffallig ist hier, dass sich 3 der 5 Bindungsmadglichkeiten in der Variablen Region
des TCR befinden. Die Bindung von Histidin (mica, Pos. 156) und Tyrosin (TCR,
y -Kette, CDR3-Region) befindet sich an einem SNP von mica. Proband Nr.01
weist an dieser Stelle sowohl die Basensequenz fur Histidin wie auch Leucin auf.
Allerdings ware eine Interaktion zwischen hydrophoben/unpolaren Leucin und
dem polar/neutral geladenen Tyrosin in diesem Zusammenhang eher
unwahrscheinlich. Das bedeutet, dass die Bindung von MICA und TCR mit einem

Leucin an Position 156 nicht zustande kommen wirde.

Fur das Modell Nr. 0535 ergeben sich folgende Bindungsmdoglichkeiten:
Insgesamt konnten hier nur 3 Bindungsmaglichkeiten identifiziert werden. Dabei
handelt es sich um zwei potenzielle lonenbindung und eine
Wasserstoffbriickenbindung. So findet sich eine lonenbindung zwischen Arginin
(mica, Exon 2, Pos. 64) und Asparaginsédure (TCR, d-Kette, CDR2-Region),
sowie Asparaginsaure (mica, Exon 3, Pos. 149) und Arginin (TCR, d-Kette,
CDR3-Region). Die mogliche Wasserstoffbriickenbindung besteht zwischen
Histidin (mica, Exon 3, Pos. 156) und Tyrosin (TCR, 6-Kette, CDR3-Region).

Auch hier befinden sich alle Kontaktstellen am TCR in der variablen CDR-Region.
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Die Bindung von Arginin (mica, Exon 2, Pos. 64) und Asparaginsaure (TCR, &-
Kette, CDR2-Region) befindet sich an einer SNP-Stelle von mica. An dieser
Stelle weist der Proband 01 auf genomischer Ebene zwei verschiedene
Basentriplets auf (Basenaustausch an der dritten Position des Basentriplets) was
allerdings zu keiner Anderung der codierten Aminosaure fihrt (,silent SNP).

Die Bindung von mica an Position 156 zum Tyrosin des TCR verhalt sich analog

wie in der Modell Nr. 0464 beschriebenen Bindungsmoglichkeit.
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Tab. 17: Bindungsmoglichkeiten von Proband 01 zwischen MICA Variante *002-01 und T-Zell-Rezeptor (TCR).

Néhere Erlauterungen siehe 3.6.2

Var.-MICA = Variante MICA; B-Nr. = Berechnungs-Nr.; M-Nr.=Modell-Nr.; AS MICA = Aminosaure auf MICA; Pos. mica = Position auf mica; AS-TCR =
Aminosaure auf T-Zell-Rezeptor; Pos.-TCR = Position auf T-Zell Rezeptor; TCR-Kette = T-Zell-Rezeptorkette; IA = Interaktionsmdglichkeit; SNPP = SNP-
Position; BT = Basenaustausch; BAOA = biallelisch ohne Aminosdureaustausch; BA = biallelisch.

Proband Var. MICA B-Nr. M-Nr. AS MICA Pos. MICA Exon  ASTCR Pos. TCR TCR-Kette CDR IA SNPP BT

01 *002-01 33569 0464 ARG 61 2 TYR 108 e} 3 H20 Nein -

01 *002-01 33569 0464 ASP 72 2 SER 36 e} H20 Nein -

01 *002-01 33569 0464 THR 155 3 GLU 63 ', - H20 Nein -

01 *002-01 33569 0464 HIS 156 3 GLN 10 0 - H20 JA BA -> Leu
01 *002-01 33569 0464 ASP 163 3 ARG 104 0 3 lonen Nein -

01 *002-01 33569 0535 ARG 64 2 ASP 62 0 lonen Ja BAOA
01 *002-01 33569 0535 ASP 149 3 ARG 104 e} lonen Nein -

01 *002-01 33569 0535 HIS 156 3 TYR 108 o) 3 H20 Ja BA -> Leu
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Fur die Kombination des TCR von Proband Nr.01 und autologen MICA Variante
*012 wurden 1050 Modelle erzeugt. Aufgrund der geraden Anzahl an Modellen
folgt, dass zwei Modelle zur Auswertung fir MICA*012 herangezogen wurden.
Der |_sc-Wert betragt bei beiden Modellen -2774 (s. Tab. 18, M-Nr. 0353 und
0568).

Bei der Modellnummer 0353 finden sich 3 potenzielle Bindungsstellen wobei es
sich um zwei Wasserstoffbriickenbindungen und eine Van-Der-Waals-Bindung
handelt. Die Van-Der-Waals-Bindung besteht zwischen Methionin (mica, Exon 3,
Pos. 151) wund Valin (TCR, y-Kette, CDR2-Region). Die beiden
Wasserstoffbriickenbindungen bestehen zwischen Arginin (mica, Exon 2, Pos.
64) und Serin (TCR, 0-Kette, CDR1-Region), sowie Lysin (mica, Exon 3, Pos.
154) und Asparagin (TCR, y-Kette, CDR2-Region). Hier befinden sich alle
potenziellen Bindungsmaoglichkeiten zwischen TCR und MICA in den variablen
CDR-Regionen. An Position 64 in mica ist ein SNP positioniert, der jedoch
,2stumm® ist. Hier kommt es zu keinem Aminosaureaustausch. Der Proband ist fur
diesen SNP heterozygot.

Fur das Modell mit der Nummer 0568 finden sich insgesamt 5 Bindungsstellen.
Darunter 4 Van-Der-Waals-Bindungen und zwei Wasserstoffbrickenbindungen.
Die potenzielle Wasserstoffbriickenbindung besteht zwischen Glycin (mica, Exon
2, Pos. 68) und Asparaginsaure (TCR, d-Kette, CDR2-Region). Potenzielle Van-
Der-Waals-Bindungen herrschen zwischen Methionin (mica, Exon 3, Pos. 151)
und Alanin (TCR, &-Kette, aulRerhalb der CDR-Region), Leucin (mica Exon3,
Pos. 156) und zwei benachbarten Tryptophan (TCR, 6-Kette, CDR1-Region),
sowie Methionin (mica, Exon 3, Pos. 160) und Tryptophan (TCR, &-Kette, CDR1-
Region). Eine besondere Position nimmt in diesem Fall die Biallelitat des
Probanden an Position 156 von mica ein. Hier codiert die vorhandene
Basenabfolge des Probanden sowohl flr Leucin, wie auch fir Histidin. Eine
potenzielle Interaktion besteht zwischen dem Histidin (mica, Exon 3, Pos. 156)
und Serin (TCR, &-Kette, CDR1-Region). Eine Interaktion zwischen dem
unpolaren Leucin und polaren Serin ist an gleicher Stelle aus biochemischer Sicht
nicht moglich. Aus diesem Grund ist die Transkription der DNA an dieser Stelle

entscheidend, da es dadurch zu einer zusatzlichen Bindung kommen kann
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abhangig davon, ob bei der Translation ein Leucin oder Histidin in das Protein
eingebaut wird.

y

Abb. 9: Darstellung der Bindungen zwischen TCR (blau) und MICA (orange).
Exemplarisch anhand des Modells mit der Nr. 0464 (Berechnungsnummer: 33569, s. Tab. 17).
Die sterisch und elektrochemisch maoglichen Bindungen zwischen den Aminosauren von
Rezeptor und Ligand sind mit gelben Linien gekennzeichnet.
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Tab. 18: Bindungsmdglichkeiten von Proband 01 zwischen MICA Variante *012 und T-Zell-Rezeptor (TCR).

Néhere Erlauterungen siehe 3.6.2

Var.-MICA = Variante MICA; B-Nr. = Berechnungs-Nr.; M-Nr.=Modell-Nr.; AS MICA = Aminosaure auf MICA; Pos. mica = Position auf mica; AS-TCR =
Aminosaure auf T-Zell-Rezeptor; Pos.-TCR = Position auf T-Zell Rezeptor; TCR-Kette = T-Zell-Rezeptorkette; IA = Interaktionsmdglichkeit; SNPP = SNP-
Position; BT = Basenaustausch; BAOA = biallelisch ohne Aminosdureaustausch; BA = biallelisch.

Proband Var. MICA B-Nr. M-Nr. AS MICA Pos. mica Exon AS TCR Pos. TCR TCR-Kette CDR 1A SNPP BT
01 *012 33570 0353 ARG 64 2 SER 36 o 1 H20 Ja BAOA
01 *012 33570 0353 MET 151 3 VAL 61 Y 2 VDW Ja Nein
01 *012 33570 0353 LYS 154 3 ASN 57 Y 2 H20 Nein Nein
01 *012 33570 0568 GLY 68 2 ASP 62 o 2 H20 Nein -

01 *012 33570 0568 MET 151 3 ALA 78 o - VDW Ja Nein
01 *012 33570 0568 LEU 156 3 TRP 37 o 1 VDW Ja BA -> His
01 *012 33570 0568 LEU 156 3 TRP 38 o 1 VDW Ja BA -> His
01 *012 33570 0568 MET 160 3 TRP o} 1 VDW Nein -

Das Vorgehen zur Bestimmung von TCR-Liganden-Interaktionen des Proband Nr. 07 war analog, zu Proband Nr. 01 und wird
daher Ubersichtshalber in der Tabelle Tab. 19 dargestellt. In diesem Zusammenhang wird nur noch auf mdgliche

Besonderheiten, die sich wahrend der Auswertung ergeben hingewiesen.
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Tab. 19: Bindungsmoglichkeiten von Proband 07 zwischen MICA Variante *009 bzw. *018 und T-Zell-Rezeptor (TCR).
Néhere Erlauterungen siehe 3.6.2

Var.-MICA = Variante MICA; B-Nr. = Berechnungs-Nr.; M-Nr.=Modell-Nr.; AS MICA = Aminosaure auf MICA; Pos. mica = Position auf mica; AS-TCR =
Aminosaure auf T-Zell-Rezeptor; Pos.-TCR = Position auf T-Zell Rezeptor; TCR-Kette = T-Zell-Rezeptorkette; IA = Interaktionsmdglichkeit; SNPP = SNP-
Position; BT = Basenaustausch; BAOA = biallelisch ohne Aminosdureaustausch; BA = biallelisch.

Proband Var. MICA B-Nr. M-Nr. AS MICA Pos. mica Exon AS TCR Pos. TCR TCR-Kette CDR 1A SNPP BT
07 *009 32522 0147 ARG 61 2 SER 56 Y 2 H20 Nein Nein
07 *009 32522 0147 ARG 64 2 GLY 109 o} 3 H20 ja BAOA
07 *009 32522 0147 ASP 65 2 ASN 57 Y 2 H20 Nein -
07 *009 32522 0147 ASP 65 2 SER 56 Y 2 H20 Nein -
07 *009 32522 0147 MET 151 3 PRO 68 Y - VDW ja Nein
07 *018 32523 0521 GLN 39 2 LYS 59 Y 2 H20 Ja Nein
07 *018 32523 0521 THR 67 2 LYS 59 Y 2 H20 Nein -
07 *018 32523 0521 LYS 71 2 TYR 35 Y 1 H20 Nein -
07 *018 32523 0521 LYS 71 2 ASP 54 Y - lonen Nein -
07 *018 32523 0521 ARG 74 2 ASN 57 Y 2 H20 Nein -
07 *018 32523 0521 ASP 149 3 TYR 108 o 3 H20 Nein -
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Zusammenfassend lasst sich sagen, dass sich die identifizierten Bindungsstellen
zwischen MICA und TCR ausschlief3lich im Exon 2 und 3 von mica befinden. Die
Kontaktstellen mit dem TCR und MICA fanden sich sowohl mit der Sequenz der
y— wie auch 0-Kette. Allerdings kommt es hier zu Unterschieden in der
Bindungshaufigkeit zwischen MICA und den y/6-Ketten des TCR zwischen
beiden Probanden.

Bei Proband Nr. 01 zeigten sich insgesamt 3 Bindungen von MICA zur y-Kette
und 13 Bindungen zur d-Kette. Gegenteilig sieht es bei Proband Nr.07 aus. Hier
gibt es insgesamt 9 potenzielle Bindungen zur y-Kette und 2 zur &-Kette.

Fur die hochvariablen CDR-Regionen des TCR zeigte sich ein sehr inhomogenes
Bild fir die beiden Probanden. Hier fanden sich bei Proband Nr. 01 insgesamt 5
Bindungen in der CDR1-Region, jeweils 4 Bindungen in der CDR2- und CDR3-
Region, sowie 3 Bindungen auf3erhalb der CDR1-3-Region.

Im Gegensatz dazu fanden sich bei Proband Nr. 07 eine Bindung in der CDR1-
Region, 6 Bindungen in der CDR2-Region, sowie jeweils 2 Bindungen in der
CDR3-Region und aufRerhalb der CDR1-3-Region.

Die weitere statistische Auswertung ist den Tabellen Tab. 20 und Tab. 21 zu

entnehmen.

Tab. 20: Summe der Bindungen von MICA mit TCR aller Modelle des

jeweiligen Probanden (Nr. 01 und 07).
Dargestellt ist die Anzahl der Bindungen der einzelnen Probanden und in Gesamtschau mit der
0-Kette und y-Kette des individuellen T-Zell-Rezeptors und dem Liganden MICA.

Anzahl
Bindungen
Proband | gesamt 6-Kette !y-Kette
01 16 13 3
07 11 2 9
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Tab. 21: Anzahl der Bindungen zwischen MICA / V81-TCRs gezeigt nach

CDR(-Region) und non-CDR(-Region) von Proband 01 und 07.
Dargestellt sind die einzelnen Bindungshaufigkeiten zwischen MICA und TCR innerhalb und
auRRerhalb der CDR-(Regionen) des TCR von Proband 01 und 07.

Proband
TCR-Region 01 07 Gesamt
1 5 1 6
@
Bindungszahl
CDR pro Modell 1,25 0,5 1
(-Region) 2 4 6 10
@
(Anzahl | Bindungszahl
Bindungen) [ pro Modell 1 3] 167
3 4 2 6
@
Bindungszahl
pro Modell 1 1 1
Non-CDR(-
(Anzahl ;egion) 3 2 5
Bindungen) Bindungszahl
pro Modell 0,75 1 0,83

Bezogen auf die einzelnen Berechnungsprozesse zeigt sich, dass sich bei 3
Modellen bei Proband 01 ausschlief3lich Bindungen zwischen autologer MICA-
Variante *002:01 bzw. *012 und der d-Kette des individuellen TCR, der die
gleiche Sequenz besitzt wie Proband Nr 07, da in beiden Probanden eine klonale
CD4+ Vb61* yd T-Zell-Populationen mit identischer T-Zell-Rezeptor-Sequenz
identifiziert werden konnte. Bei Modell Nr. 0353 bestehen Bindungen zwischen y
— und d-Kette des TCR und MICA (s. Tab. 22, Tab. 23, Tab. 24, Tab. 25)
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Tab. 22: Detaillierte Auflistung der Bindungsanzahl zwischen MICA / V&1-
TCRs anhand des individuellen Berechnungsmodells 335609.

Farblich markiert sind die vorhandenen Bindungen. Liegt ausschlief3lich eine Bindung zwischen
MICA und der 06-Kette des TCR vor, ist die zugehdrige Modell-Nr. zusatzlich farblich
hervorgehoben. Legende: Var.-MICA = MICA-Variante.

MICA *002:01: Proband 01 — autolog / Proband 07 - allogen
Proband | Var.- Berechnungs- | Modell- | mica- | TCR- | CDR(- Anzahl
MICA Nr. Nr. Exon Kette | Region) | Bindungen
1 0

0535

01 *002:01 33569 (<]

0464 o

w
Pl O Ol O] ©O| P| O kP] O] O] O] O] O] N| O] O] O| O| ©O| O] ©| ©| | O] ©O| ©o| ©

non
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non

Tab. 23: Detaillierte Auflistung der Bindungsanzahl zwischen MICA / V&1-
TCRs anhand des individuellen Berechnungsmodells 33570.

Farblich markiert sind die vorhandenen Bindungen. Liegt ausschlie3lich eine Bindung zwischen
MICA und der O-Kette des TCR vor, ist die zugehdrige Modell-Nr. zusatzlich farblich
hervorgehoben. Legende: Var.-MICA = MICA-Variante.

MICA *012: Proband 01 — autolog / Proband 07 - allogen
Proband | Var.- | Berechnungs- | Modell- | mica- | TCR- | CDR(- Anzahl
MICA | Nr. Nr. Exon Kette | Region) | Bindungen
1 0

0568

01 *012 33570 non

0353 2 non

=
Ol O| k] O] O] O| O] k| O] O] W] O] Ol O| O] O| O | O] O| O] ©O
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non

=}
o
=}
Ol O] Ol O] O] ©O| M| O] ©

non

Tab. 24: Detaillierte Auflistung der Bindungsanzahl zwischen MICA / V&1-
TCRs anhand des individuellen Berechnungsmodells 32522.

Farblich markiert sind die vorhandenen Bindungen. Liegt ausschlief3lich eine Bindung zwischen
MICA und der é-Kette des TCR vor, ist die zugehdrige Modell-Nr. zuséatzlich farblich
hervorgehoben. Legende: Var.-MICA = MICA-Variante.

MICA *009: Proband 07 — autolog / Proband 01 - allogen
Proband | Var.- | Berechnungs- | Modell- | mica- | TCR- | CDR(- Anzahl
MICA | Nr. Nr. Exon Kette | Region) | Bindungen
1 0

07 *009 32522 0147

=
o| O] Ol O] | O] O] O] O| | O] O] O| O] W

non
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Tab. 25: Detaillierte Auflistung der Bindungsanzahl zwischen MICA / V&1-
TCRs anhand des individuellen Berechnungsmodells 32523.

Farblich markiert sind die vorhandenen Bindungen. Liegt ausschlief3lich eine Bindung zwischen
MICA und der 06-Kette des TCR vor, ist die zugehdrige Modell-Nr. zusatzlich farblich
hervorgehoben. Legende: Var.-MICA = MICA-Variante.

MICA *018: Proband 07 — autolog / Proband 01 - allogen
Proband | Var.- | Berechnungs- | Modell- | mica-- | TCR- | CDR(- Anzahl
MICA | Nr. Nr. Exon Kette | Region) | Bindungen
1 1

07 *018 32523 0521

-
Ol r| O] O] O] O] O] O] ©O| O]l ©O| O] | O] W

non

3.6.3 Bindungsmaglichkeiten zwischen MICA und TCR von Proband
02 und 05 im Vergleich

Die Auswertung der Bindungsmoglichkeiten zwischen den individuellen und
interindividuellen MICA-Varianten der Probanden und ihrer TCR-Sequenzen
erfolgte analog wie in 3.6.2 bereits beschrieben. Eine vollstdndige Darstellung
der potenziellen Bindungsmoglichkeiten ist der Tabelle Tab. 26 zu entnehmen.
Es wird im Folgenden nur noch auf Besonderheiten eingegangen.

Da in diesem Fall Proband Nr. 02 und 05 dieselbe MICA-Variante *008
aufweisen, konnen die Bindungsmodelle fir beide Probanden herangezogen

werden. Bei Proband Nr. 02 bzw. 05 wurden in Kombination von MICA Variante
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*008 und dem TCR 1034 Modelle, fur Proband Nr. 02 mit MICA Variante *045
und TCR 1114 Modelle und fur Proband Nr. 05 mit MICA Variante *017 und
seinem TCR 1036 Modelle erzeugt.

Fur die Modelle mit Variante *008 (s. Tab. 26) ergibt sich beide Male ein |_sc-
Wert von -2688 (s. Tab. 26, M-Nr.0511 und 0528). Die Modelle weisen 5 bzw. 6
potenzielle Bindungsmdglichkeiten auf. Davon insgesamt 6 an SNP-Positionen,
allerdings kommt es an keiner dieser Stellen zu einem Aminosaureaustausch und
damit Anderung der Proteinsequenz bei den Probanden.

Bei den Bindungsmodellen zwischen MICA Variante *045 und TCR wurde ein
|_sc-Wert von -2636, bzw. -2639 (s. Tab. 26, M-Nr.0132 und 0712) errechnet. Es
ergaben sich insgesamt 10 potenzielle Bindungsmoglichkeiten, davon 7 an SNP-
Positionen, allerdings bei keiner mit einem Aminosaureaustausch im Vergleich
zur Standardvariante MICA*001.

Fur die Bindungsmodelle zwischen MICA Variante *017 und TCR wurde ein |_sc-
Wert von -2593, bzw. -2589 (s. Tab. 26, M-Nr.0026 und 0084) errechnet.
Insgesamt konnten 9 potenzielle Bindungsmadglichkeiten identifiziert werden. In
diesem Fall an 4 SNP-Positionen, allerdings kam es auch hier zu keinem
Austausch der Aminosaure und damit zu keiner Anderung der Proteinsequenz.

Die vollstandige Auflistung ist der Tabelle Tab. 26 zu entnehmen.
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Tab. 26: Bindungsmadglichkeiten von Proband 02 und 05 zwischen MICA Variante *008, *017 bzw. *045 und T-Zell-
Rezeptor (TCR).

Nahere Erlauterungen siehe 3.6.3.

Var.-MICA = Variante MICA; B-Nr. = Berechnungs-Nr.; M-Nr.=Modell-Nr.; AS MICA = Aminosaure auf MICA; Pos. mica = Position auf mica; AS-TCR =
Aminosaure auf T-Zell-Rezeptor; Pos.-TCR = Position auf T-Zell Rezeptor; TCR-Kette = T-Zell-Rezeptorkette; IA = Interaktionsmdglichkeit; SNPP = SNP-
Position; BT = Basenaustausch; BAOA = biallelisch ohne Aminoséureaustausch; BA = biallelisch.

Proband Var. MICA B-Nr. M-Nr. AS MICA Pos. mica Exon AS TCR Pos. TCR TCR-Kette CDR 1A SNPP BT
02/05 *008 33528 0511 LYS 57 2 ASN 57 Y 2 H20 Nein
02/05 *008 33528 0511 ARG 64 2 SER 100 9] 3 H20 Ja BAOA
02/05 *008 33528 0511 THR 153 3 ASP 53 9] - H20 Nein
02/05 *008 33528 0511 THR 155 3 ASP 53 9] - H20 Nein
02/05 *008 33528 0511 HIS 156 3 ASP 53 9] - lonen Ja Nein
02/05 *008 33528 0528 ARG 61 2 ASP 53 0 - lonen Nein
02/05 *008 33528 0528 ARG 64 2 ASP 102 6] 3 lonen Ja BAOA
02/05 *008 33528 0528 ARG 64 2 THR 95 9] 3 H20 Ja BAOA
02/05 *008 33528 0528 ARG 64 2 ASP 102 e} 3 lonen Ja BAOA
02/05 *008 33528 0528 ASP 65 2 LYS 98 o) 3 lonen Nein
02/05 *008 33528 0528 MET 151 3 PHE 34 Y - VDW Ja Nein
05 *017 33571 0026 MET 151 3 PHE 34 Y 1 VDW Ja Nein
05 *017 33571 0026 THR 153 3 LYS 98 o) H20 Nein
05 *017 33571 0026 HIS 156 3 THR 101 o) 3 H20 Ja Nein
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05
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Die statistische Auswertung erfolgte bei Proband Nr. 02 und 05 analog, wie
bereits in 3.6.2 beschrieben. Aus diesem Grund erfolgt nur noch die tabellarische
Darstellung der Ergebnisse. Auf eine ausfihrliche schriftliche Beschreibung wird
verzichtet.

Der Ergebnisse der statistischen Auswertung sind den Tabellen Tab. 27 und Tab.

28 zu entnehmen.

Tab. 27: Summe der Bindungen von MICA mit TCR aller Modelle des

jeweiligen Probanden (Nr. 02 und 05).
Dargestellt ist die Anzahl der Bindungen der einzelnen Probanden und in Gesamtschau mit der
0-Kette und y-Kette des individuellen T-Zell-Rezeptors und dem Liganden MICA.

Anzahl
Bindungen
Proband | gesamt 6-Kette | y-Kette
02 21 15 6
05 20 17 3
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Tab. 28: Anzahl der Bindungen zwischen MICA / V81-TCRs gezeigt nach

CDR(-Region) und non-CDR(-Region) von Proband 02 und 05.
Dargestellt sind die einzelnen Bindungshaufigkeiten zwischen MICA und TCR innerhalb und
auRRerhalb der CDR(-Regionen) des TCR von Proband 02 und 05.

Proband
TCR-Region 02 05 Gesamt
1 2 4 6
@
Bindungszahl
CDR pro Modell 0,5 1 0,75
(-Region) 2 4 1 5
@
(Anzahl | Bindungszahl
Bindungen) | bro Modell 1 05| 0,83
3 7 7 14
@
Bindungszahl
pro Modell 1,75 3,5 2,33
Non-CDR(-
(Anzahl ;egion) 8 8 16
Bindungen) Bindungszahl
pro Modell 2 4 2,67

Bei Proband Nr. 02 und 05 zeigt nur das Modell Nr. 0084 eine ausschlie3liche
Bindung zwischen MICA (*017) und &-Kette des TCR. In den restlichen Modellen
bestehen sowohl zwischen y- und 0-Kette des TCR und MICA Rezeptor-
Liganden-Bindungen (s. Tab. 29, Tab. 30, Tab. 31).
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Tab. 29: Detaillierte Auflistung der Bindungsanzahl zwischen MICA / V&1-
TCRs anhand des individuellen Berechnungsmodells 33528.

Farblich markiert sind die vorhandenen Bindungen. Liegt ausschlief3lich eine Bindung zwischen
MICA und der 06-Kette des TCR vor, ist die zugehdrige Modell-Nr. zusatzlich farblich
hervorgehoben. Legende: Var.-MICA = MICA-Variante.

MICA *008:01:01/02, 008:04: Proband 02 und 05 - autolog
Proband | Var.-MICA | Berechnungs- | Modell- | mica | TCR- | CDR(- Anzahl
Nr. Nr. - Kette | Region) | Bindungen

Exon

0511

*008:01:01/ 1
02/05 *008:01:02/ 33528 2
*008:04 3

0528 2
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non 1

1 0

2 0
(e}

3 0

non 0

Tab. 30: Detaillierte Auflistung der Bindungsanzahl zwischen MICA / V&1-
TCRs anhand des individuellen Berechnungsmodells 39519.

Farblich markiert sind die vorhandenen Bindungen. Liegt ausschlie3lich eine Bindung zwischen
MICA und der O-Kette des TCR vor, ist die zugehdrige Modell-Nr. zusatzlich farblich
hervorgehoben. Legende: Var.-MICA = MICA-Variante.

MICA *045: Proband 02 — autolog / Proband 05 - allogen
Proband | Var.- | Berechnungs- | Modell- | mica - | TCR- | CDR(- Anzahl
MICA | Nr. Nr. Exon Kette | Region) | Bindungen
1 0

0132

02 *045 39519

0712 2

>
o
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Tab. 31: Detaillierte Auflistung der Bindungsanzahl zwischen MICA / V&1-
TCRs anhand des individuellen Berechnungsmodells 33571.

Farblich markiert sind die vorhandenen Bindungen. Liegt ausschlie3lich eine Bindung zwischen
MICA und der é-Kette des TCR vor, ist die zugehdrige Modell-Nr. zuséatzlich farblich
hervorgehoben. Legende: Var.-MICA = MICA-Variante.

MICA *017: Proband 05 — autolog / Proband 02 - allogen
Proband | Var.- | Berechnungs- | Modell- | mica - | TCR- | CDR(- Anzahl
MICA | Nr. Nr. Exon Kette | Region) | Bindungen
1 0

0084
05 *017 33571 1
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3.6.4 Simulation eines Energiemodells des TCR mit MICA im

autologen Setting vor und nach Bindungssimulation
Die in 2.15.1 erzeugten T-Zell-Rezeptoren wiesen zum Teil diskrete, wie auch
erhebliche individuelle und interindividuelle Unterschiede in ihrer raumlichen

Konfirmation auf.

Abb. 10: Exemplarisch dargestellte 3D-Modelle von MICA Variante *002 und

dem T-Zell-Rezeptor des Probanden Nr. 01 in rAumlicher Nahe im Vergleich.
Mit einem schwarzen Viereck ist der Bereich der mutmallichen CDR3-Bindungsstelle vom TCR
mit dem Liganden dargestellit.

Links: Nach Bindung durch Computersimulation.

Rechts: Vor Bindung durch Computersimulation.

Insbesondere im Bereich der mutmafilichen CDR3-Bindungstelle (s. Abb. 10,
schwarze Vierecke) der T-Zell-Rezeptoren fir Liganden ergaben sich daraus
heterogene Abstande zwischen den Aminosauren von T-Zell-Rezeptor und
Ligand der einzelnen Modelle der Probanden.

Bei den verwendeten MICA-Sequenzen handelt es sich um die gleichen, wie in
Abschnitt 3.3 identifizierten, spenderindividuellen Proteinsequenzen. Das
Vorgehen fur die Modellierung der einzelnen MICA-Liganden erfolgte wie in
2.15.2 beschrieben.
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3.6.5 Simulation eines Energiemodells des TCR mit MICA im

allogenen Setting vor und nach Bindungssimulation

Die Simulation erfolgte weitgehend aquivalent zum autologen Setting (siehe:
3.6.4). Sie unterscheidet sich lediglich in der Sequenz des zu bindenden MICA,
welches einer anderen, im Vergleich zur spenderindividuellen, MICA Variante
entspricht. Die T-Zell-Rezeptor-Sequenz und raumlich-strukturelle Konformation

des Rezeptor-Liganden-Modells bleibt dabei gleich.

3.6.6 Bestimmung von Unterschieden im Energieniveau im autologen

versus allogenen Setting TCR-Liganden-Modell

Bei der computerbasierten Berechnung der einzelnen Bindungsmdéglichkeiten
wurde ebenfalls zu jedem Bindungsmodell der so genannte Interface Score (I_sc)
errechnet. Der I-sc gibt an wieviel Energie sich im Chimarmolekil nach Rezeptor-
Ligand-Bindung befindet, abziglich der Energie beider Bindungspartner allein
und ist somit ein Mal3, fur die Energie, die bei der Bindung von Rezeptor und
Ligand frei wird. Der |_sc besitzt keine Einheit.

Die Stabilitat der Bindung korreliert invers mit dem |_sc.

Zur Vergleichbarkeit der verschiedenen Rezeptoren und Liganden, sowie der
daraus resultierenden individuellen Berechnungen der Bindungsmdglichkeiten
wurde der Median herangezogen, da es sich bei den verschiedenen |_sc der
jeweiligen Berechnungsmodelle nicht um eine Normalverteilung handelt (s.
3.6.7). Durch die Verwendung des Medians wird ausgeschlossen, dass
Bindungsmaoglichkeiten, die energetisch zu stark nach oben oder unten
abweichen, einen zu gro3en Einfluss auf das Ergebnis nehmen, weil nur Modelle
berechnet werden, bei denen Energie durch die Bindung von Rezeptor und
Ligand frei wird (exotherme Reaktion, |_sc < 0). Aus diesem Grund gibt es einen
Cut-Off des |_sc bei dem Wert 0.
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3.6.7 Prifung des I-sc auf Normalverteilung anhand der

Berechnungsnummern

Um zu entscheiden welche weiteren statistischen Tests bezuiglich der Signifikanz
auf Unterschiede zwischen den Energieniveaus der TCR-Liganden-Komplexe
herangezogen werden konnen, wurde zunachst Uberprift, ob es sich bei den
erhobenen Werten um eine Normalverteilung handelt. Diese Prifung ist
notwendig, da viele Tests (beispielweise T-Tests) eine Normalverteilung der
Daten voraussetzen. Aufgrund der Tatsache, dass kein |_sc- einen Wert grol3er
0 annehmen kann, ist davon grundsatzlich nicht auszugehen.

Zunachst wurde eine grafische Sichtkontrolle mit allen 3 oben genannten
Methoden (s. exemplarisch Abb. 11 und Abb. 12) fir alle erhobenen Daten der
jeweiligen Probanden durchgefiihrt. So zeigt sich beispielsweise bei der
Datenverteilung der B-Nr. 33569 im Gegensatz zur B-Nr. 32522, dass die Werte
optisch einer Normalverteilung ahneln. Da die grafische Sichtkontrolle keinen
sicheren Aufschluss dariiber geben, ob eine Normalverteilung vorliegt, wurden
diese in einem weiteren Schritt um die Analyse der ,Schiefe” und ,Kurtosis*
erganzt (s. Tab. 32).

Im hier vorliegenden Fall zeigt sich beispielsweise, dass die Daten von
Berechnungsnummer 32522 mit Schiefe von ca. -0,423 und einer Kurtosis von
ca. 0,686 eine deutliche Linksschiefe, sowie flache Normalverteilungskurve
aufweisen, was tendenziell gegen das Vorliegen einer Gauldverteilung spricht.
Weitere Werte kdnnen der Tabelle Tab. 32 entnommen werden.

Zur weiteren Validierung, ob bei den erhobenen Datensatzen Normalverteilung
vorliegt wurde der Shapiro-Wilk-W-Test genutzt. Fur die Durchfihrung des
Shapiro-Wilk-W-Test wurden alle durch die Computersimulation berechneten
|_sc-Werte der jeweiligen Berechnungsnummer herangezogen. Also alle I_sc-
Werte, die bei der interindividuellen TCR-MICA-Bindungssimulation
(identifizierbar durch die eindeutige Berechnungsnummer (B-Nr.)) ausgegeben
wurden.

Es zeigte sich, dass die Nullhypothese Ho bei allen Berechnungsnummern
deutlich abgelehnt werden konnte mit Ausnahme von B-Nr. 33569. Hier zeigte
sich ein ,<W*“ von ca. 0,1, welches deutlich groRRer ist als das festgelegte
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Signifikanzniveau von <0,05 (<5%). In diesem Fall kann die Nullhypothese Ho,
wie in diesem Abschnitt bereits naher erlautert, nicht verworfen und eine
Normalverteilung damit nicht ausgeschlossen werden (s. Tab. 32 und Abb. 11).

Zur Vergleichbarkeit der Daten untereinander wurde im weiteren Verlauf auf
nichtparametrische Statistikverfahren zuriickgegriffen, welche robust gegentber
nicht-normalverteilten Daten sind, allerdings auch bei normalverteilten
Datenséatzen angewendet werden konnen. Dadurch ist die Vergleichbarkeit mit
den Daten der B-Nr. 33569 (Nullhypothese nicht abgelehnt) gegeben ist.

Tab. 32: Ubersichtstabelle statistisch erhobener Werte bezogen auf die

Berechnungsnummern (B-Nr.).

Darstellung der Gesamtanzahl verschiedener Interface-Scores (I_sc), sowie Schiefe und Kurtosis
der Daten und der Wahrscheinlichkeit ,<W* (=a), dass bei den Daten eine Normalverteilung
vorliegt. Werte die kleiner sind als das festgelegte Signifikanzniveau <W=a=0,05=5% sind rot
markiert.

B-Nr. Proband MICA Gesamtanzahll_sc Wahrsch. <W Maximum Minimum Median Schiefe Kurtosis|
33569 01 002-01 1038 0,1078 0 -6595 -2972 -0,092245 0,0009484
33570 01 012-01 1050 0,0277 0 -6984 -2774 -0,1151 0,0597248
32522 07 009-01 1121 <0,0001 0 -9010 -2738 -0,423274 0,6864978
32523 07 018-01 1181 0,0033 0 -7128 -2908 -0,193873 0,1368157
39519 02 045 1114 <0,0001 0 -6731 -2688  -0,03378 0,3079337
33528 02/05 008 1034 0,0007 0 -6188 -2637,5 0,0624025 -0,085938
33571 05 017 1036 0,0043 0 -6035 -2591 0,0155296 0,107331
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Abb. 11: Grafische Darstellung aller 1_sc-Werte von Berechnungsnummer

33569 (exemplarisch).
Links: Histogramm mit Normalverteilungskurve; Mitte: Box-Plot nach explorativer Datenanalyse
(EDA); Rechts: Q-Q-Diagramm
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Abb. 12: Grafische Darstellung aller |_sc-Werte von Berechnungsnummer

32522 (exemplarisch).
Links: Histogramm mit Normalverteilungskurve; Mitte: Box-Plot nach explorativer Datenanalyse
(EDA); Rechts: Q-Q-Diagramm

3.6.8 Prufung des I-sc auf Normalverteilung anhand ausgewahlter

Kriterien zur Auswahl des statistischen Testverfahrens
Das genaue Vorgehen fur die Prufung auf Normalverteilung der vorliegenden
Daten wurde bereits in 3.6.7 erlautert. Beschrankt man sich in der statistischen
Auswertung nur auf die ausgewahlten Modellnummern (s. Tab. 33), die fur die
detaillierte Auswertung der Rezeptor-Liganden-Bindungen selektiert wurden (s.
3.6.2 und 3.6.3) so zeigen sich folgende Ergebnisse:
1. Bei ausschliel3licher Betrachtung von |_sc-Werten der Modelle, die eine
Bindung zwischen MICA und TCR ausschlie3lich Uber die 6-Kette
zeigen, sowie derer, die die Bindung von MICA und TCR sowohl tber y-

als auch &-Kette vornehmen — wie gezeigt fur die Probanden Nr. 01 und
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07 — kann eine Normalverteilung der |_sc-Werte bei einem Wert das
Shapiro-W-Wilk Tests (<W) von 0,1200 und einer tUber alle Tests hinweg
festgelegten Irrtumswahrscheinlichkeit von <5% (a<0,05) nicht
ausgeschlossen werden.

2. Bei Probandenpaarung Nr. 02 und 05 kann bei identischen Bedingungen
wie flr die Probanden 01/07 (s. Unterpunkt 1) mit einem Wert des
Shapiro-W-Wilk Tests von 0,0037 (a<0,05 Irrtumswahrscheinlichkeit)
eine Normalverteilung ausgeschlossen werden.

3. Betrachtet man die Probanden 01/02/05/07 zusammengefasst
hinsichtlich der ausgewahlten Modelle auf Bindung zwischen MICA und
TCR &-Kette (<W = 0,9682), sowie MICA und y/d-Kette des TCR
getrennt voneinander, kann eine Normalverteilung nicht ausgeschlossen
werden (<W = 0,1455).

Allerdings ist bei allen Testungen auf Normalverteilung zu beachten, dass es sich
um eine sehr kleine Stichprobenzahl handelt und deshalb zwangslaufig mit einer
hdheren Fehlerwahrscheinlichkeit im Testverfahren auszugehen ist. Da flr eine
Testung auf Normalverteilung mittels Shapiro-W-Wilk-Test mindestens 3
Beobachtungen/Modelle notwendig sind, missen die |_sc-Scores der Probanden
01 und 07, sowie 02 und 05 zusammengefasst werden. Bei ausschlief3licher
Betrachtung der Bindungsereignisse zwischen MICA und TCR &-Kette innerhalb
der oben erwahnten Probandenpaarung kame man auf eine Anzahl von einem
(Paarung 02/05) bzw. zwei (Paarung 01/07) Modell(en), was flr eine Analyse auf
normalverteilte |_sc-Werte mittels Shapiro-W-Wilk-Test nicht ausreichen wirde.
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Tab. 33: Tabellarische Darstellung der Auswahlkriterien fir die Prufung auf
Normalverteilung der Energieniveaus.

Darstellung der 3 unterschiedlichen Eingruppierungen fiir die Prifung auf Normalverteilung. Die
Zahl gibt den jeweiligen Unterpunkt der Eingruppierung an (s. 3.6.8). Die farbliche Kodierung
dient der Ubersichtlichkeit.

Bindung | Auswahlgruppe
Proband Berechnungs Modell |_sc mit TCR- | fUr statistische
nummer nummer
Kette Auswertung

01 33569 0535 -2970 0 3
01 33570 0568 -2774 o 3
01 33569 0464 -2974 ¥/ 3
01 33570 0353 -2774 ¥/ 3
07 32522 0147 -2738 y/® 3
07 32523 0521 -2911 y/® 3
02/05 33528 0511 -2688 ¥/ 3
02/05 33528 0528 -2688 y/0 3
02 39519 0132 -2636 y/® 3
02 39519 0712 -2639 y/® 3
05 33571 0026 -3107 y/d 3
05 33571 0084 -2589 e} 3

3.6.9 Prufung auf den statistischen Unterschied der Energieniveaus

anhand von Berechnungsnummern

Fur den Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test (Kurzform: Wilcoxon-Test) wurden die
|_sc von Berechnungsnummer 33569 und 33570 bzw. 32522 und 32523
zusammengefasst und anschlieBend gegenibergestellt. Ziel war es zu prifen,
ob es zu signifikanten Unterschieden in der freiwerdenden Energie bei Bindung
von T-Zell-Rezeptor und Ligand MICA zwischen den Probanden kommt, die
einen Hinweis auf eine hohere Bindungsaffinitat zu einer bestimmten MICA-
Variante geben konnte.

Die Irrtumswahrscheinlichkeit a wurde wie in 3.6.7 ebenfalls auf 5% (a<0,05)
festgelegt. Es zeigte sich, dass die Unterschiede zwischen den
Berechnungsmodellen und damit Probanden Nr. 01 und 07 mit 0,3798 nicht
signifikant waren. Eine grafische Darstellung ist der Abbildung Abb. 13 zu

entnehmen.
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Das Gleiche Vorgehen erfolgte fiir die Probanden Nr. 02 und 05. Hier wurden die
zahlreichen |_sc der Berechnungsmodelle 39519 und 33528 bzw. 33528 und
33571 zusammengefasst und gegenibergestellt. Es zeigte sich hier ebenfalls,
dass die Unterschiede zwischen den Probanden und Modellen mit 0,3273 nicht
signifikant waren. Das Berechnungsmodell 33528 kann fir beide Probanden
herangezogen werden, da beide die MICA-Variante *008 als Proteinsequenz
aufweisen. Eine grafische Darstellung ist der Abbildung Abb. 14 zu entnehmen.
Zusammenfassend lasst sich damit sagen, dass die frei werdende Energie (I_sc),
bei der Bindung von TCR mit autologem, sowie allogenem MICA Liganden keinen
signifikanten Unterschied aufweist. Dies gilt sowohl fir die vergleichende
Betrachtung der |_sc-Werte in der Bindungssimulation von Proband Nr. 01 und
07, wie auch Proband Nr. 02 und 05 mit autologem und allogenen MICA-

Aminosauresequenzen.

118



Ergebnis

-1000

-1500

-2000
| |

|l +
0 = |

-4000 |

-3000

-5500

-6000 N

-6500

-7000 .

-7500
-8000
-8300

-9000

Proband

Abb. 13: Kumulative, grafische Darstellung der |_sc-Werte von Proband 01

und 07 gegenlbergestellt.
Proband 01: I-sc der Berechnungsnummer 33569 und 33570 zusammengefasst. Proband 07: I-
sc der Berechnungsnummer 32522 und 32523 zusammengefasst.
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Abb. 14: Kumulative, grafische Darstellung der |_sc-Werte von Proband 02

und 05 gegenlbergestellt.
Proband 02: I-sc der Berechnungsnummer 39519 und 33528 zusammengefasst. Proband 05: |-
sc der Berechnungsnummer 33528 und 33571 zusammengefasst.

3.6.10 Prifung auf den statistischen Unterschied der
Energieniveaus der TCR MICA Bindungsmodelle anhand

ausgewabhlter Kriterien
Das Vorgehen fir die Auswertung statistisch siginifikanter Unterschiede im
Energieniveau mittels Wilcoxon-Tests wurde bereits eingehend in 3.6.9 erlautert.
Folgende Kriterien wurden bei der Auswertung herangezogen (s. Tab. 34)

1. Bei ausschlief3licher Betrachtung von |_sc-Werten der Modelle die nur

eine Bindung zwischen MICA und der TCR &-Kette, im Vergleich zur
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Bindung zwischen MICA und y-sowie &-Kette des TCR bei Probanden
Nr. 01 und 07 beim Wilcoxon-Test ein Wert von 0,8143 aufweist.
2. Bei Probanden Nr. 02 und 05 ergibt sich fur die in Unterpunkt 1.

genannten Bindungsverhalten fir die Probanden 01 und 07 ein Wert im
Wilcoxon-Test von 0,1375.
3. Betrachtet man fur alle Probanden (02, 05, 01, 07) die ausgewahlten
Modelle auf Bindung zwischen MICA und TCR &-Kette, sowie MICA und
y/5-Kette des TCR ergibt sich ein Wert von 0,8528 im Wilcoxon-Test.

Bei allen 3 Auswabhlkriterien fur die statistische Beurteilung zeigt sich, dass bei

einer festgelegten Irrtumswahrscheinlichkeit von <5% (a<0,05) und Anwendung

des Wilcoxon-Tests, keiner der oben genannten Bedingungen einen statistisch

signifikanten Unterschied in den Energieniveaus der jeweiligen Gruppen zeigt.

Tab. 34: Tabellarische Darstellung der Auswahlkriterien fur die Prufung auf
Unterschiede statistischer Signifikanz im Energieniveau.

Darstellung der 3 unterschiedlichen Eingruppierungen fur die Prifung auf statistisch Signifikante
Unterschied. Die Zahl gibt die jeweiligen Auswabhlkriterien an (s. 3.6.10). Die farbliche Trennung
zeigt die einzelnen Modellgruppen innerhalb einer Eingruppierung (1, 2 oder 3) an, die
gegeneinander verglichen werden.

Bindung | Auswahlgruppe

Proband Berechnungs Modell |_sc mit TCR- | flr statistische
nummer nummer
Kette Auswertung

01 33569 0535 -2970 o 3
01 33570 0568 -2774 o 3
01 33569 0464 -2974 v/ 3
01 33570 0353 -2774 v/ 3
07 32522 0147 -2738 y/® 3
07 32523 0521 -2911 v/ 3
02/05 33528 0511 -2688 v/ 3
02/05 33528 0528 -2688 y/d 3
02 39519 0132 -2636 v/ 3
02 39519 0712 -2639 y/d 3
05 33571 0026 -3107 y/d 3
05 33571 0084 -2589 o 3
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4  Diskussion
Sowohl MICA, als auch yd-TCR-Lymphozyten sind Komponenten des

Immunsystems, deren Charakter und Funktion trotz jahrzehntelanger Forschung
bis heute nicht geklart sind (Choy and Phipps, 2010; Wilson and Stanfield, 2001).
MICA ist selten aber konstitutiv auf der Zelloberflaiche von gesunden
Epithelzellen vorhanden (Chen and Gyllensten, 2014) und wird insbesondere bei
Zellstress hochreguliert. Stressoren sind dabei Infektionen mit verschiedenen
Pathogenen wie auch Autoimmunerkrankungen, sowie Transformierung im Zuge
maligner Entartung (Amroun et al., 2005; Carapito et al., 2017; Das et al., 2001;
Gambelunghe et al., 1999; Gonzalez-Escribano et al., 1999; Groh et al., 1996;
Groh et al., 2001; Groh et al., 2003; Gupta et al., 2003; Hue et al., 2004; Orchard
et al., 2001; Tieng et al., 2002; Wei, Zhang and Li, 2016; Yoshida et al., 2011;
Zhang et al., 2016).

yo-T-Lymphozyten  kénnen nach  Aktivierung ein Kaleidoskop an
immunregulatorischen unter anderen sowohl zytokinsezernierende, wie auch -
zytotoxische  bzw. —  zytolytische  Funktionen  ausliben, potent
antigenprasentierende Eigenschaften gegentber konventionellen T-Zellen
zeigen oder aber das krasse Gegenteil davon bewirken, nédmlich aff T-
Zellantworten potent supprimieren. Die kleine CD4* Gruppe der V&1l* y&-T
Zellentitat, deren TCR wir hier untersuchen, besitzt sogar of T-
Zellprogenitorcharakter (Brandes et al., 2009; Brandes, Willimann and Moser,
2005; Chien, Meyer and Bonneville, 2014; Ferrick et al., 1995; Follows et al.,
1992; Haas, Pereira and Tonegawa, 1993; Lang et al., 1995; Munk, Gatrill and
Kaufmann, 1990; Nishimura et al., 1995; Skeen and Ziegler, 1995; Subauste et
al., 1995; Tsukaguchi, Balaji and Boom, 1995).

Sowohl MICA als auch yd-T-Lymphozyten sind mit GvHD nach
Stammzelltransplantation (HSCT) in Zusammenhang gebracht worden (Apithy et
al., 2018; Minculescu and Sengelov, 2015; Pabst et al., 2007; Zou and Stastny,
2010). Eine voneinander unabhangige Nennung von MICA und yd-T-Zellen ist
jedoch zwingend notwendig, da yd-T-Zellen per se nicht nur nicht alloreaktiv sind,
sondern MICA, der Ligand fur gewebestandige Vo1* -T-Zellen, jedoch nicht fur
die zahlenmalig in der Peripherie deutlich grél3ere Population der Vd2* yd-T
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Zellen ist. Allerdings ist MICA der Ligand von NKG2D (neben den bekannten
ULBP1-4) und somit aktivierend fiir NKG2D tragende V&2* yo-T Zellen (Das et
al., 2001).

Der TCR von V01* -T-Lymphozyten erkennt neben dem stressregulierten MICA
auch MICB und CD1-Molekule (Davey et al., 2018; Groh et al., 1998; Groh et al.,
1999; Spada et al., 2000; Wu, Groh and Spies, 2002) wahrend V&2* -T Zellen
fast ausschlie3lich BTN3A1 Molekille als Liganden erkennen kdnnen (Harly et
al., 2012; Rhodes, Reith and Trowsdale, 2016; Sebestyen et al., 2016).

Ziel dieser Arbeit war es die Rolle des Bindungspaares VO1/MICA in der GVHD
naher zu beleuchten und zu klaren, ob potenzielle Disparitaten durch mica
Polymorphismen von Spender und Empfanger die Aktivierung von V31* yd-TCR
tragenden T-Lymphozyten beeinflussen bzw. modulieren kdnnen. Deshalb
wurden die Bindungsaffinitaten (=Bindungsstarke) von Rezeptor und Ligand, im
Vergleich autolog vs. allogen untersucht. Die dafur zu erfassende
Bindungsstarke  von  Rezeptor und Ligand sollte  mithilfe  von
Computeralgorithmen erfasst und errechnet werden, ob ein signifikanter
Unterschied in der freiwerdenden Energie im autologen versus allogenen Ansatz
festgestellt werden kann.

Voraussetzung fur die komparative Analyse des Bindungsverhaltens war die
molekulare Charakterisierung der Spender. Da die TCR-Sequenzen mehrerer
Spender bereits vorlagen, wurden die mica Allele der Spender molekular
definiert. Die Sequenzierung der 9 Probanden zeigte neben individuellen mica-
Sequenzen allelische Varianten, die verschiedene Spender besitzen. So fanden
sich bei Proband Nr. 01, 02 und 05 bis 09 mehrere Ubereinstimmungen in der
Basenabfolge, welche zu in der Datenbank des EMBL-EBI eingepflegten MICA-
Varianten passten. Daraus ergab sich beispielsweise, dass Proband Nr. 02 und
05 beide die Variante MICA*008:01:01/008:01:02/*008:04 aufweisen,
wohingegen Proband Nr. 01 (MICA*002:01 und *012:01) und 07 (MICA*009:01
und *018:01) keine gemeinsamen MICA-Varianten besitzen.

Proband Nr. 01 weist eine Besonderheit auf, da hier an Position 56 in Exon 2 ein

eindeutiger biallelischer SNP vorhanden ist. Position 56 in Exon 2 ist als SNP-
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Position durchaus bekannt, allerdings passt die von uns identifizierte SNP
Variante zu keiner der bisher in der Datenbank bekannten Varianten (s.3.3). Da
das Signal fur die Basen Thymin und Cytosin in der Sequenzierung eindeutig ist
(s. Abb. 7), stellt der Nachweis dieses SNP eine neue Genvariante dar, die als
solche noch nicht gelistet ist. Da Position 56 eine Wobble-Base im Basentriplet
darstellt, kommt es aufgrund des degenerierten genetischen Codes jedoch zu
keiner Anderung des Proteins, da das Basentriplet an dieser Stelle fiir die gleiche
Aminosaure codiert. Daraus folgend kommt es zu keiner Anderung des
Bindungsverhaltens an dieser Stelle.

Proband Nr. 03, sowie 04 besitzen eindeutig jeweils nur eine MICA-Variante, da

hier keine Hinweise auf Biallelitdt in der Sequenzierung auftraten (s. 3.3).

Die durch die Arbeitsgruppe von Frau Prof. Schilbach identifizierten TCR-
Sequenzen von in vitro klonierten CD4* V&1* yo&-T-Zell-Populationen
verzeichneten zum Teil identische CDR3-Regionen in Vd1* TCRs bei
unterschiedlichen Spendern (Schilbach et al., unpublished). Der Nachweis
identischer T-Zell-Rezeptor-Sequenzen in V®&1* T-Zell-Populationen der
Probanden Nr. 01 und 07, sowie der Probanden Nr. 02 und 05 veranlasste uns
dazu mit Computermodellen wie in 2.15 beschrieben das energetische Niveau
des Bindungsverhalten dieser TCRs mit den autologen bzw. allogenen MICA
Varianten des Spenders zu untersuchen der die gleiche CDR3-TCR-Sequenz
besitzt.

In diesen Berechnungen zeigte sich interessanterweise, dass sich die Werte frei
werdender Energie (l_sc) bei Rezeptor-Liganden-Bindung der einzelnen
Probandenpaare nicht signifikant unterschieden (s. 3.6.9). Der |_sc definiert die
Energiemenge, die sich im Chimarmolekil nach Rezeptor-Ligand-Bindung
befindet abziiglich der Energie beider Bindungspartner allein und ist das Mal} der
Energie, die bei Bindung von Rezeptor an den Ligand freigesetzt wird.

Dies wirde sich sinnmafiig mit bereits verdffentlichten Ergebnissen decken, die
nachweisen konnten, dass MICA und V31" yd-TCRs keine stark energetische
Bindung miteinander eingehen (Chien, Meyer and Bonneville, 2014; Xu et al.,
2011).
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Die Funktion von T-Zellen wird im af T-Zellkompartment maf3geblich Uber den
TCR gesteuert. Die Aktivierungsmodi im yd T-Zellkompartment sind untersucht
aber nicht im Detail verstanden. Da sowohl V&2* als auch V&1* T-Zellen
Selbstantigene erkennen, ist ihr Bindungsverhalten zum Liganden
erwartungsgeman insgesamt deutlich niederaffiner als das von Effektor af T-
Zellen zum kognaten Antigen (Hampl et al., 1999).

yo-TCR Signalstarken kénnen jedoch moduliert werden, zum Beispiel tber die
Integration von synergen Pathways Uber Integrine, NK-Zell-Rezeptoren und
Zytokine (IL-12/1L18) (Domae et al., 2017; Siegers, 2018). Bekannt ist seit
kurzem eine Konformationsédnderung im TCR-Signalkomplex (CD3CC) (Dopfer
et al., 2014) oder unphysiologisch die Aktivierung durch Antikorper, die eine hohe
Affinitat zum yd TCR haben und ihn stark stimulieren (Zhou et al., 2012). Die
daraus resultierende zytolytische Funktion wird flr adoptive T-Zelltherapien bei
Tumoren zu nutzen versucht. Was physiologisch diese TCRs triggert ist weiterhin
im Focus intensiver Forschungen.

Einen maoglichen Erklarungsansatz, dass trotz schwachen Bindungsverhaltens
eine Aktivierung resultieren konnte, liefert Wright (2009) indem er zeigt, dass eine
hohe Rezeptordichte auf der Zellmembran und die Addition multipler schwacher
Bindungen zu einem ausreichend hohen Aktivierungssignal fihren kénnen, das
in der Lage ist, eine intrazellulare Signalkaskade in Gang zu bringen und
gleichzeitig die reversible Rezeptor-Liganden-Bindungen gewéhrleistet.

Die Aktivierung der Vd1* T-Zellen durch MICA stellt sich auch Xu et al. (2011)
nicht tber eine hohe Bindungsaffinitat vor, sondern durch das Zusammenspiel
aus schwacher Bindung und ungewdhnlich langanhaltender Bindungsdauer.

So zeigen Interaktionen zwischen Membranproteinen haufig eine niedrige
Bindungsaffinitat (Davis et al., 1998; van der Merwe, P A and Barclay, 1994,
Wright, 2009).

Die von uns identifizierte niedrige Bindungsenergie zwischen TCR und MICA

entpricht den in diesen Arbeiten gewonnenen Ergebnissen.
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Das sehr niedrig energetische Bindungsverhalten von V&1*-TCRs und MICA
macht es jedoch wahrscheinlich, dass nicht ausschlieRlich Uber diese
Komponente definiert wird.

Wu, Groh and Spies (2002) zeigten damit tUbereinstimmend auch, dass eine
Aktivierung von Vd1* yd T-Zellen durch ausschlie3lich MICA nicht erfolgt und
Groh et al. (2001), Hue et al. (2003), Steinle, Groh and Spies (1998), sowie Zhao
et al. (2006) folgern, dass ein ,second signal model“ vorliegen kdnnte, in dem die
Wechselwirkung von yd-T-Zellen und MICA als erstes Signal gewertet wird und
NKG2D durch Interaktion mit einem seiner bekannten Liganden das zweite
Signal liefert, das letztlich die Aktivierung triggert/lizensiert.

Xu et al. (2011) folgern analog, dass eine Aktivierung von yd-T-Lymphozyten nur
durch eine ausreichend hohe Konzentration von MHC class I-homologen MIC-
Selbstantigenen wie MICA und MICB (,MIC-Liganden") auf der Zelloberflache,
sowie die simultane Bindung von MIC-Liganden an NKG2D vorliegen muss,
sodass die gleichzeitigen, stimulierenden Signale von TCR und co-
stimulierenden Rezeptoren (NKG2D) eine Induktion der Aktivierungskaskade von
yo-T-Lymphozyten erzeugen. Sie vermuten sogar, dass die Bindung von
NKG2D-Rezeptor und MIC-Liganden initiiert wird und im weiteren Verlauf die

langer anhaltenden Bindungen zwischen y&-TCR und MIC-Liganden ermdglicht.

Weil die Bindung an MICA allein Gber V®1 erfolgt, entsprechen diejenigen
Rezeptor-Liganden-Bindungsmodelle der Realitat wohl am ehesten, welche
ausschlief3lich von einer Bindung mit der &-Kette des TCR an MICA ausgehen.
Stellt man die |_sc-Werte der Modelle von Probanden 01/07, die ausschlief3lich
eine Rezeptor-Liganden-Bindung mit der TCR ©&-Kette, den Modellen die
Bindungen mit der TCR y- und - &-Kette eingehen gegeniber, zeigt sich
erstaunlicherweise auch hier kein signifikanter Unterschied in der durch Bindung
freigesetzten Energie. Gleiches zeigt sich fur die Probandenkonstellation 02/05.
Stellt man von beiden Probandenpaaren 01/07 und 02/05 die |_sc-Werte der
Modelle mit ausschlieBlicher Bindung zur TCR 0-Kette den Modellen mit
Bindungen mit der y- und - &-Kette des TCR gegenuber, zeigt sich statistisch

ebenfalls kein signifikanter Unterschied (s. 3.6.10). Diese Erkenntnis verstarkt die
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Annahme weiter, dass die Aktivierung von V&1* y&-T-Lymphozyten durch
Bindung an MICA eher nicht das primére Ziel der Rezeptor-Ligandenpaarung

darstellt.

Niederaffine Bindungen gehen auch Molekile der adaptiven Immunitat ein, so
das Co-Rezeptormolekil CD4. In der Publikation von Jonsson et al. (2016) wird
gezeigt, dass die Bindung von CD4 mit peptide-major histocompatibility class II
(PMHC 1I) schwach, aber messbar ist. Ergebnisse, die identisch sind zu den
bereits 1993 im Bindungsverhalten von CD4 und MHC-II im Mausmodell
gezeigten (Weber and Karjalainen, 1993). Die Aufgabe von CD4 liegt nicht wie
lange vermutet in der Stabilisierung der TCR- Ligandenbindung, sondern
vielmehr, wie man heute weil3 in der Rekrutierung der Kinase Lck (lymphocyte-
specific protein tyrosine kinase) (Artyomov et al., 2010; Li et al., 2004; Stepanek
et al.,, 2014), welche immunorezeptortyrosinkinasebasierte Aktivierungsmotive
phosphoryliert und damit die T-Zellaktivierung erst erméglicht (Artyomov et al.,
2010; Stepanek et al., 2014).

Interessanterweise besteht eine Parallele zwischen der V81 Kette des TCR und
CD4, namlich die, dass beide die korrekte Lokalisation der Zelle ermdéglichen.
Wéahrend CD4 fiur die Lokalisation der CD4* T-Zellen an die
antigenprasentierende Zelle sorgt, fungiert V&1 durch Bindung an MICA, das
konstitutiv auf Zelloberflachen der Epithelien exprimiert wird, neben einem
korrekten homing, gleichzeitig — durch tonisches Signaling — fiur die zum
Uberleben wichtigen Signale. Der betreffenden Vd1* T-Zellentitat wiirden damit
exakt dort, wo sie ,Barrier Immunity“ zu leisten hat — in Warteposition wahrend
der Homoostase — fiir das Uberleben notwendige Stimuli vermittelt, ohne sie
dabei permanent zu aktivieren, denn das wirde autoimmunen Prozessen
Vorschub leisten und zur Erschopfung dieses T-Zellkompartments fihren
(Freitas and Rocha, 1999; Hayday and Spencer, 2009; Siegers, 2018).

Dass yd T-Lymphozyten mit einer identen T-Zell-Rezeptorsequenz in

verschiedenen Probanden gefunden wurde, die keine idente MICA-Variante

aufweisen, wie Proband Nr. 01 und 07 (s. 3.3), sowie die Tatsache, dass alle vier
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untersuchten mica Allelvarianten der beiden Probanden gleiches
Bindungsverhalten zu ein und demselben TCR zeigen, legt die Vermutung nahe,
dass MICA nicht das ,kognate Antigen® ist und/oder dass die SNPs, welche die
unterschiedlichen MICA-Varianten kennzeichnen, keinen signifikanten und
schon gar keinen alleinigen Einfluss auf das Bindungsverhalten zwischen TCR
und Ligand haben. Die biochemischen Eigenschaften in den potenziellen
Bindungsbereichen von MICA durch den Aminosaureaustausch sind geringfuigig,
und wohl energetisch zu gering in der Konsequenz, um die Bindung wesentlich
zu beeinflussen (s. 3.5). Die vollstandig disparaten mica Allele der Spender 01
und 07 werden von einem geteilten micb-Allel komplettiert, was offenlasst, ob die
Selektion des TCR madglicherweise tber dieses micb-Allel, einen weiteren V&1
Liganden aus der MIC Familie, erfolgte und micb so die Spezifitdt dieses TCR

definiert hat.

Um qualitative Unterschiede in potenziell autologen bzw. allogenen
Bindungsverhalten zu erkennen, untersuchten wir die Kontakte von V31 zu MICA
naher in Bezug auf die Kontaktpunkte, die 8- und y-Kette zum Liganden knlpfen.
Bekannt ist, dass ausschlief3lich V&1 die Bindung an MICA definiert (Wu, Groh
and Spies, 2002; Zhao et al., 2006).

Interessanterweise fanden wir in der TCR/MICA-Paarung der 02/05 Konstellation
(eine MICA Variante gemeinsam) in den naher untersuchten Modellen nur eins
von sechs, welches eine ausschliel3liche Bindung zwischen MICA mit der &-Kette
des TCR einging. Bei diesem Modell lagen insgesamt 6 Kontakte vor, davon 3
Kontakte in der CDR1-Region und 3 Kontakte auf3erhalb jeder CDR-Region
liegend. Im Gegensatz dazu wurde die ausschliel3liche Bindung von MICA an die
0-Kette des TCR in zwei von sechs Modellen der 01/07 Paarung gezeigt, die
keine gemeinsame MICA-Variante aufwiesen. In einem Modell fand die Bindung
ausschlie3lich Uber die CDR2-Region (1 Kontaktpunkt) und CDR3-Region (2
Kontaktpunkte) statt. Die Kontaktpunkte zwischen MICA und der TCR &-Kette
des anderen Modells waren in der CDR1-Region (3 Kontaktpunkte), CDR2-
Region (1 Kontaktpunkt) und aul3erhalb der CDR-Region (1 Kontaktpunkt).
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Ob dies eine hypothetisierte Selektion Gber MICB untermauert ist zumindest nicht
auszuschliel3en, denn die Bindung an MICA erfolgt zwar Giberwiegend durch V&1
aber nicht zwingend tber die CDR3-Region, die Region, die konserviert in dem
Vo1* TCR MICA komplett disparater Spender vorliegt, die jedoch eine MICB

Variante teilen.

Im Hinblick auf eine Beteiligung an der GvHD sprechen die bisherigen
Erkenntnisse sowie die hier bestimmten niedrigen energetischen
Bindungsniveaus nur vordergrindig dafur, dass es eher unwahrscheinlich ist,
dass die oben genannte Rezeptor-Liganden-Interaktion flr eine T-Zell-
Aktivierung ausreichend und damit fur das Auftreten von GvHD mitverantwortlich
zu machen ist. Die GvHD ist ein Krankheitsbild, das sich aus einer afferenten
Aktivierungsphase und einer efferenten Phase darstellt. Wahrend der
Entwicklung einer GvHD wird eine mehrstufige Aktivierungskaskade in Gang
gesetzt, wobei eine Beteiligung der V31 Entitat an der GvHD durchaus denkbar
ist (Wu, Groh and Spies, 2002; Zhao et al., 2006).

Per se ist die nur niedrig affine Bindung des TCR an seinen Liganden — ein
Selbstantigen — Voraussetzung und Kennzeichen fir ein selbsttolerantes
Verhalten. Im pathophysiologischen Kontext der GvHD sind durch Inflammation
jedoch zum einen vermehrt Liganden, die zu einem Triggering beitragen kdnnen
und/oder die Zytokine vorhanden, die im Gewebe zu finden sind, das nach
Chemo- und Strahlentherapie und eventuell endogen aufflammender viraler
Infektionen vorgeschadigt ist. Die so forcierte Aktivierung in Gewebeschadigung
einminden zu sehen ware ganzlich entgegen der Natur der y&-T-Zellen in der
Homoostase, in der sie mal3geblich durch Sezernierung von keratinocyte growth
factor (KGF) und vieler trophischer Faktoren die Integritdt der Gewebe
aufrechterhalten. ,Threshold decisions® wie sie multifunktionale Ged&achtnis-T-
Zellen (,memory T-Zellen®) zeigen — und yd T-Zellen sind memory T-Zellen — die
in einem entsprechend entzindlichen Microenvironment statt pathogeninfizierte
auch tumordse und bei Persistenz der Noxe, normale Gewebezellen tbten, ware

im Kontext einer GvHD auch bei V&1 yd T-Zellen nicht auszuschliel3en.
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In Bezug auf die Rolle von MICA in der GvHD zeigt sich interessanterweise
abhangig der codierten Aminosaure an SNP-Position 129 ein geandertes
Bindungsverhalten zum NKG2D-Rezeptor. Wird an dieser Stelle fur ein Methionin
(Met) codiert kommt es zu einer starkeren Bindung an NKG2D im Vergleich zur
Kodierung fur Valin an dieser Position (Baranwal and Mehra, 2017; Steinle et al.,
2001). Dieses geanderte Bindungsverhalten fuhrt zu einem starkeren und
schnelleren NKG2D-Signaling, welches zu einer hoheren Toxizitat und
Freisetzung von Interferon-y durch naturliche Killerzellen (NK-Zellen), sowie
schneller Co-Stimulation und Aktivierung von CD8+-T-Zellen fuhrt. Allerdings
kommt es gleichzeitig zu einer schnelleren und starkeren Herunterregulierung
des NKG2D-Rezeptors auf NK-Zellen und CD8+-T-Lymphozyten im Vergleich
zur Isoform mit Valin an gleicher Position (Isernhagen et al., 2015). Boukouaci et
al. (2009) fanden bei Patienten mit Expression von mica Valin/Valin an Position
129 auf Genebene ein erhdhtes Risiko an einer chronischen Graft-versus-Host
Erkrankung (GvHD) nach Stammzelltransplantation (HSCT) zu erkranken.
Dagegen zeigten Personen mit mica-129 Met ein erhohtes Risiko einer akuten
GvHD nach HSCT, wobei das Vorhandensein von nur einem Allel an dieser
Position den Schweregrad und die Letalitat im Vergleich zu mica-129 Met/Met
reduzierte (Isernhagen et al., 2015).

In dieser Arbeit zeigten sich ausschliel3lich Proband Nr. 01, 03 und 04 homozygot
fur die Aminosaure Methionin an Position 129. Proband Nr. 02, 05, 07, 08 und 09
zeigten sowohl diese Basenabfolge fur Methionin wie auch Valin. Nur Proband
Nr. 06 zeigte eine homozygotes Basentriplet und codiert flr die Aminosaure Valin
(s. Tab. 5). In Bezug auf die Bindungsmdglichkeiten zwischen T-Zell-Rezeptor
und dem Ligand MICA in den ausgewerteten Bindungsmodellen zeigte sich in
keinem der ausgewerteten Modelle eine Bindung zwischen dem T-Zell-Rezeptor
und dem Liganden MICA an Position 129. In diesem Zusammenhang ist
allerdings hervorzuheben, dass sich die oben erlauterten Erkenntnisse durch
Steinle et al. und Isernhagen et al. ausschlief3lich auf die Interaktion zwischen
dem NKG2D-Rezeptor und MICA und nicht zwischen T-Zell-Rezeptor und MICA

beziehen.
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Um eine beliebige molekulare Interaktionen beschreiben zu kénnen bedarf es
nach Wright (2009) 3er Aussagen:

1. Die Bindungs- und Dissoziationsrate (kinetische Analyse).

2. Die Hohe der Enthalpie und Entropie (thermodynamische Analyse).

3. Die strukturelle Konformation des gebundenen und ungebundenen
Proteins, sowie die Strukturanderungen wahrend der Bindung und die an
der Bindung beteiligten Aminosauren.

Um Daten aller drei Gruppen fiir eine Rezeptor-Liganden-Interaktion zu erhalten
ist ein sehr hoher technischer Arbeitsaufwand notwendig, der methodisch und
strukturell nur in spezialisierten Gruppen in Kooperation umsetzbar ist. Die in
dieser Promotion vorgenommenen Untersuchungen unterlagen daher
zwangslaufig Limitationen. Die in silico erzeugten Rezeptor-Liganden-Modelle,
bzw. errechneten Interaktionen stellen einen Kompromiss aus Wirklichkeit und
aktuellen Mdoglichkeiten der modernen Nachweis- bzw. Computertechnik dar.
Insbesondere die in 2.16 erlauterte Simulation von Rezeptor- und
Ligandenbindung ist nur eine Anndherung, die einerseits durch die
Rechenkapazitaten und andererseits durch die Programmierung der Simulation
an sich limitiert ist. Wir haben uns fir den Computeralogithmus ,docking2“ von
ROSIE Rosetta entschieden, da dieser mit seinen ca. 1000 erzeugten Modellen
pro Berechnungseingabe eine hohe Validitdt, bei einem umsetzbaren
Berechnungsaufwand darstellt (s. 2.16 und 2.19). Aus diesen rund 1000
Modellen haben wir uns fir die Modelle zur naheren Auswertung entschieden,
die anhand der frei werdenden Energie (I_sc) den Median aller erzeugten
Modelle dieser Berechnungseingabe darstellt, da die Wirklichkeit nicht im Bereich
des hochsten oder niedrigsten |_sc vermutet wird (unphysiologische
Bindungswahrscheinlichkeit). Bei einer geraden Anzahl an Modellen wurden die
Modelle die energetisch den Ober- und Untermedian darstellen zur Auswertung
herangezogen (s. 2.17).

Rein theoretisch kdnnen unbegrenzt viele Interaktionsmoglichkeiten errechnet
werden, wenn unlimitierte Freiheitsgrade fiir die Rezeptor-Liganden-Interaktion

zugelassen waren. Aufgrund der daraus resultierenden, nahezu unendlichen
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Kombinationsmdglichkeit kdénnen potenzielle Umlagerungsvorgange von
Proteinstrukturen bei diesem Computeralgorithmus nicht berticksichtigt werden.
Die benotigte Rechenleistung, um dies in einer angemessenen Zeit zu
ermdglichen héatte die technischen Méglichkeiten, die diesem Forschungsprojekt
bei Umsetzung zur Verfligung standen, gesprengt. So wurde fir eine bessere
Ergebnisqualitat als es mit eigenen Rechenkapazitdten moglich gewesen ware,
die frei verfigbaren Server von Rosie RosettaDock Server genutzt (s. 2.16).
Aufgrund des verwendeten, validierten Computeralgorithmus und der daraus
resultierenden hohen Ergebnisgenauigkeit ist davon auszugehen, dass bei
Verwendung einer noch héheren Rechenleistung die exakten Energiewerte von
den hier erzeugten in ihrer Detailgenauigkeit weiter zunehmen, da die
Berechnungen fir jedes Modell aufwendiger erfolgen koénnten, jedoch die
Ergebnisse dieser Arbeit in Ihrer Kernaussage gleich bleiben.

Durch den fortschreitenden Einsatz von Quantencomputern (Alvarez-Rodriguez
et al., 2018; Reiher et al., 2017; Solenov, Brieler and Scherrer, 2018) wird die
Methodik komplexe Modelle in einem Bruchteil der aktuell benétigten Zeit
errechnen zu kénnen mehr genutzt werden. Es ist jedoch davon auszugehen,
dass es trotz der aktuellen und zukinftigen Rechenkapazitaten nicht moglich sein
wird das Risiko einer potenziellen GvHD anhand von computerbasierten
Modellen vorhersagen zu kdnnen. Die biologische Komplexitat dieser Thematik
ist dramatisch und nur zum Teil verstanden, weshalb die ,wet lab“-basierte
Untersuchung der Wahrheit wohl naher liegt, als die noch stérker vereinfachten
in situ Analysen. Computerbasierte Modelle koénnen dabei wie bisher
unterstitzen was konventionelle, experimentelle Forschung an biologischen
Vorgangen versucht zu erklaren und zu verstehen.

Die Befunde dieser Arbeit werfen neben Fragen zur Spezifitdit des TCR und
seiner selektionierenden Liganden — nichtkonservierte Liganden werden von
invarianten Rezeptoren mit gleichen Affinitaten gebunden — dringende Fragen
nach der Funktion und Rolle des TCR der yd T-Zellentitat auf, die so
offensichtliche und gravierende Unterschiede zu der des TCR im aof T-

Zellkompartment zeigen.

132



Diskussion

Das Wissen dartiber was V&1 T-Zellen aktiviert und was sie nach Aktivierung an
funktionellen Repertoires zeigen, ware ein wichtiger Baustein im virtuellen
Gefuige von Immunitat und Selbsttoleranz und kdnnte helfen zu erkennen, welche
Rolle diese Zellen im pathophysiologischen Kontext der Abstof3ungsreaktion

spielen.
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5 Zusammenfassung
Das konstitutiv exprimierte Oberflachenprotein MICA und V&1+ yd T-Zell-

Rezeptoren von y® T-Lymphozyten wurden bereits als Liganden-Rezeptor-
Paarung identifiziert. In diesem Zusammenhang stellte sich die Frage inwieweit
und ob sich das bisher festgestellte niederaffine Bindungsverhalten zwischen
MICA und TCR im autologen sowie allogenen Setting anhand von
computergestitzten Bindungsmodellen signifikant unterscheidet. Die hier
identifizierten MICA Varianten der 9 Probanden konnten in 10 verschiedene,
bereits publizierte MICA- und 14 MICB-Varianten eingruppiert werden.
Besonderheiten wurden identifiziert fur Proband Nr. 01, der an Position 56 der
mica-Sequenz — mit einem biallelischen SNP, der allerdings auf keine der bisher
gelisteten MICA-Varianten der Datenbank zutrifft — den Hinweis auf einen bisher
nicht bekannten Genpolymoprhismus liefert. Bei Proband Nr. 02 zeigte die
Zuordnung der Variante MICA*045 die Auffalligkeit, dass an Position 251 die
Aminosaure Glutaminsaure codiert sein misste. Bei dem Probanden findet sich
jedoch eine Basenabfolge fur die Aminosauren Arginin bzw. Glutamin. Beide
Befunde konnten abschlieRend fir die Zuordnung einer neuen allelischen
Variante nur im Kontext mit erganzenden Sequenzierungen von mica Exon 1
bestimmt werden.

Far die computergestitzten Bindungssimulationen wurden die
Probandenpaarungen 01/07 und 02/05 ausgewahlt, da fur diese Paarungen
bereits in Vorarbeiten klonale CD4+ V&1+ yd T-Zell-Populationen etabliert
werden konnten, fur die fur beide Spender jeweils identische CDR3-
Binderegionen in den V31 T-Zell-Rezeptor-Sequenzen identifiziert wurden. In der
Bindungssimulation von individuellem TCR mit autologem und allogenem MICA-
Protein der Probandenpaarungen 01/07, sowie 02/05 zeigte sich, dass sich die
Bindungen von MICA auf die Bereiche von Exon 2 und 3 beschrankte. Die
potenziellen Bindungsstellen des TCR waren bei Proband 01, 02 und 05
Uberwiegend innerhalb der &-Kette, bei Proband 07 innerhalb der y-Kette
lokalisiert.

Die statistische Auswertung der Differenzen der Bindungsniveaus ergab, dass
keine signifikanten Unterschiede an frei werdender Energie des Rezeptors bzw.
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Liganden im Vergleich vor und nach Bindung (Chiméarmolekil, ca. 1000 Modelle
pro Berechnung) nachzuweisen sind. So konnte mithilfe des Wilcoxon-Tests mit
einem Wert von 0,3798 bei Proband Nr. 01 und 07, sowie 0,3273 bei Proband
Nr. 02 und 05 bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 5% (a<0,05) ein
signifikanter Unterschied im Gesamtenergieniveau vor und nach Bindung
ausgeschlossen werden. Bei statistischer Betrachtung der | _sc-Werte der
ausgewahlten Modelle (s. 3.6.2 und 3.6.3) auf ihr Bindungsverhalten fanden sich
bei gleichbleibend festgelegter Irrtumswahrscheinlichkeit von 5% (a<0,05) im
Wilcoxon-Test ebenfalls keine signifikanten Unterschiede fur freigesetzte Energie
von Rezeptor und Ligand in Modellen, in denen die Bindung von MICA an den
TCR ausschlieB3lich tber die d-Kette erfolgt (physiologisch, in vivo) gegenuber
Modellen, in welchen die Bindung Uber sowohl die y- als auch die d-Kette
bewerkstelligt wird.

Zusammenfassend lasst sich damit sagen, dass die in dieser Dissertation durch
den Einsatz von computergestitzten multiplen individuellen Bindungsmodellen
gewonnenen Erkenntnisse sich mit den bisherigen publizierten Ergebnissen
decken und einen weiteren Hinweis darauf liefern, dass eine alleinige, starke
Aktivierung von T-Lymphozyten durch MICA nicht gegeben ist und nur einen

Schritt in einer komplexen immunologischen Aktivierungskaskade darstellt.
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6 Anhang

A2 Var001l BS
A2 Var00l1 AS

P01 A2 BS1
P01 A2 BS2
P01 A2 AS1
P01 A2 AS2

P02 A2 BS1
P02 A2 BS2
P02 A2 AS1
P02 A2 AS2
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Abb. 15: Alignment der fortlaufenden Basen- und Aminosauresequenz der
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Probanden von mica Exon 2 (Position 1-14).

Gelb markiert sind die SNP-Stellen, welche identisch zur MICA Variante *001 sind. In lila ist eine
abweichende Base und/oder Aminosaure gekennzeichnet. Bei Probanden mit biallelischen SNP-
Stellen gibt es sowohl eine gelb wie auch eine lila gefarbte Markierung. Var001 = Variante *001,
P01-P09 = Proband Nr. 01 — Nr. 09, A2 = mica Exon 2, BS1 = Basensequenz 1, BS2 =
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Abb. 16: Alignment der fortlaufenden Basen- und Aminosauresequenz der
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Probanden von mica Exon 2 (Position 15-28).

Gelb markiert sind die SNP-Stellen, welche identisch zur MICA Variante *001 sind. In lila ist eine
abweichende Base und/oder Aminoséure gekennzeichnet. Bei Probanden mit biallelischen SNP-
Stellen gibt es sowohl eine gelb wie auch eine lila gefarbte Markierung. Var001 = Variante *001,
P01-P09 = Proband Nr. 01 — Nr. 09, A2 = mica Exon 2, BS1 = Basensequenz 1, BS2 =

Basensequenz 2, AS1 = Aminoséuresequenz 1, AS2 = Aminoséuresequenz 2.
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Abb. 17: Alignment der fortlaufenden Basen- und Aminosauresequenz der
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Probanden von mica Exon 2 (Position 29-42).

Gelb markiert sind die SNP-Stellen, welche identisch zur MICA Variante *001 sind. In lila ist eine
abweichende Base und/oder Aminoséure gekennzeichnet. Bei Probanden mit biallelischen SNP-
Stellen gibt es sowohl eine gelb wie auch eine lila gefarbte Markierung. Var001 = Variante *001,
P01-P09 = Proband Nr. 01 — Nr. 09, A2 = mica Exon 2, BS1 = Basensequenz 1, BS2 =
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Abb. 18: Alignment der fortlaufenden Basen- und Aminosauresequenz der
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Probanden von mica Exon 2 (Position 43-55).

Gelb markiert sind die SNP-Stellen, welche identisch zur MICA Variante *001 sind. In lila ist eine
abweichende Base und/oder Aminoséure gekennzeichnet. Bei Probanden mit biallelischen SNP-
Stellen gibt es sowohl eine gelb wie auch eine lila gefarbte Markierung. Var001 = Variante *001,
P01-P09 = Proband Nr. 01 — Nr. 09, A2 = mica Exon 2, BS1 = Basensequenz 1, BS2 =
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Abb. 19: Alignment der fortlaufenden Basen- und Aminosauresequenz der
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Probanden von mica Exon 2 (Position 56-69).

Gelb markiert sind die SNP-Stellen, welche identisch zur MICA Variante *001 sind. In lila ist eine
abweichende Base und/oder Aminoséure gekennzeichnet. Bei Probanden mit biallelischen SNP-
Stellen gibt es sowohl eine gelb wie auch eine lila gefarbte Markierung. Var001 = Variante *001,
P01-P09 = Proband Nr. 01 — Nr. 09, A2 = mica Exon 2, BS1 = Basensequenz 1, BS2 =
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Abb. 20: Alignment der fortlaufenden Basen- und Aminosauresequenz der
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Probanden von mica Exon 2 (Position 70-83).

Gelb markiert sind die SNP-Stellen, welche identisch zur MICA Variante *001 sind. In lila ist eine
abweichende Base und/oder Aminoséure gekennzeichnet. Bei Probanden mit biallelischen SNP-
Stellen gibt es sowohl eine gelb wie auch eine lila gefarbte Markierung. Var001 = Variante *001,
P01-P09 = Proband Nr. 01 — Nr. 09, A2 = mica Exon 2, BS1 = Basensequenz 1, BS2 =
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85
A2 Var00l BS  AAA GAA G
A2 Vvar001 AS K E
P01 A2 BS1 ARMA GAA G
P01 A2 BS2
P01 A2 ASl K E
P01 A2 AS
P02 A2 BS1 AMA GAA G
P02 A2 BS2
P02 A2 ASl K E
P02 A2 AS2
P03 A2 BS1 ADMA GAA G
P03 A2 BS2
P03 A2 ASl K E
P03 A2 AS2
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P04 A2 AS2
P05 A2 BS1 AMA GAA G
P05 A2 BS2
P05 A2 AS1 K E
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P06 A2 BS1 AMA GAA G
P06 A2 BS2
P06 A2 AS1 K E
P06 A2 AS2
P07 _A2 BS1 ADA GAA G
P07 A2 BS2
P07 A2 AS1 K E
P07 A2 AS2
P08 A2 BS1 ARDA GAA G
P08 A2 BS2
P08 A2 AS1 K E
P08 A2 AS2
P09 A2 BS1 ARA GAA G
P09 A2 BS2
P09 A2 AS1 K E
P09 A2 AS2

Abb. 21: Alignment der fortlaufenden Basen- und Aminosauresequenz der
Probanden von mica Exon 2 (Position 84-85).

Gelb markiert sind die SNP-Stellen, welche identisch zur MICA Variante *001 sind. In lila ist eine
abweichende Base und/oder Aminoséure gekennzeichnet. Bei Probanden mit biallelischen SNP-
Stellen gibt es sowohl eine gelb wie auch eine lila gefarbte Markierung. Var001 = Variante *001,
P01-P09 = Proband Nr. 01 — Nr. 09, A2 = mica Exon 2, BS1 = Basensequenz 1, BS2 =
Basensequenz 2, AS1 = Aminoséuresequenz 1, AS2 = Aminosduresequenz 2.
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Abb. 22: Alignment der fortlaufenden Basen- und Aminosauresequenz der
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Probanden von mica Exon 3 (Position 86-99).

Gelb markiert sind die SNP-Stellen, welche identisch zur MICA Variante *001 sind. In lila ist eine
abweichende Base und/oder Aminoséure gekennzeichnet. Bei Probanden mit biallelischen SNP-
Stellen gibt es sowohl eine gelb wie auch eine lila gefarbte Markierung. Var001 = Variante *001,
P01-P09 = Proband Nr. 01 — Nr. 09, A3 = mica Exon 3, BS1 = Basensequenz 1, BS2 =
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Basensequenz 2, AS1 = Aminoséuresequenz 1, AS2 = Aminosduresequenz 2.
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A3 Vvar001l _BS
A3 Var001 _AS

P01 A3 BS1
P01 A3 BS2
P01 A3 AS1
P01 A3 AS2

P02 A3 BS1
P02 A3 BS2
P02 A3 ASl
P02 A3 AS2

P03 A3 BS1
P03 A3 BS2
P03 A3 AS1
P03 A3 AS2

P04 A3 BS1
P04 A3 BS2
P04 A3 AS1
P04 A3 AS2

P05 A3 BS1
P05 A3 BS2
P05 A3 AS1
P05 A3 AS2

P06 A3 BS1
P06 A3 BS2
P06 A3 AS1
P06 A3 AS2

P07 A3 BS1
P07 A3 BS2
PO7_A3 AS1
PO7_ A3 AS2

P08 A3 BS1
P08 A3 BS2
P08 A3 AS1
P08 A3 AS2

P09 A3 BS1
P09 A3 BS2
P09 A3 AS1
P09 A3 AS2

Abb. 23: Alignment der fortlaufenden Basen- und Aminosauresequenz der
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Probanden von mica Exon 3 (Position 100-113).

Gelb markiert sind die SNP-Stellen, welche identisch zur MICA Variante *001 sind. In lila ist eine
abweichende Base und/oder Aminoséure gekennzeichnet. Bei Probanden mit biallelischen SNP-
Stellen gibt es sowohl eine gelb wie auch eine lila gefarbte Markierung. Var001 = Variante *001,
P0O1-P09 = Proband Nr. 01 — Nr. 09, A3 = mica Exon 3, BS1 = Basensequenz 1, BS2 =
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Basensequenz 2, AS1 = Aminoséuresequenz 1, AS2 = Aminoséuresequenz 2.
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A3 Vvar001l _BS
A3 Var001 _AS

P01 A3 BS1
P01 A3 BS2
P01 A3 AS1
P01 A3 AS2

P02 A3 BS1
P02 A3 BS2
P02 A3 AS1
P02 A3 AS2

P03 A3 BS1
P03 A3 BS2
P03 A3 AS1
P03 A3 AS2

P04 A3 BS1
P04 A3 BS2
P04 A3 AS1
P04 A3 AS2

P05 A3 BS1
P05 A3 BS2
P05 A3 AS1
P05 A3 AS2

P06 A3 BS1
P06 A3 BS2
P06 A3 AS1
P06 A3 AS2

P07 A3 BS1
P07 A3 BS2
PO7_A3 AS1
PO7_ A3 AS2

P08 A3 BS1
P08 A3 BS2
P08 A3 AS1
P08 A3 AS2

P09 A3 BS1
P09 A3 BS2
P09 A3 AS1
P09 A3 AS2

Abb. 24: Alignment der fortlaufenden Basen- und Aminosauresequenz der
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Probanden von mica Exon 3 (Position 114-127).

Gelb markiert sind die SNP-Stellen, welche identisch zur MICA Variante *001 sind. In lila ist eine
abweichende Base und/oder Aminoséure gekennzeichnet. Bei Probanden mit biallelischen SNP-
Stellen gibt es sowohl eine gelb wie auch eine lila gefarbte Markierung. Var001 = Variante *001,
P01-P09 = Proband Nr. 01 — Nr. 09, A3 = mica Exon 3, BS1 = Basensequenz 1, BS2 =
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Basensequenz 2, AS1 = Aminoséuresequenz 1, AS2 = Aminoséuresequenz 2.
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A3 Vvar001l _BS
A3 Var001 _AS

P01 A3 BS1
P01 A3 BS2
P01 A3 AS1
P01 A3 AS2

P02 A3 BS1
P02 A3 BS2
P02 A3 ASl
P02 A3 AS2

P03 A3 BS1
P03 A3 BS2
P03 A3 AS1
P03 A3 AS2

P04 A3 BS1
P04 A3 BS2
P04 A3 AS1
P04 A3 AS2

P05 A3 BS1
P05 A3 BS2
P05 A3 AS1
P05 A3 AS2

P06 A3 BS1
P06 A3 BS2
P06 A3 AS1
P06 A3 AS2

P07 A3 BS1
P07 A3 BS2
PO7_A3 AS1
PO7_ A3 AS2

P08 A3 BS1
P08 A3 BS2
P08 A3 ASl
P08 A3 AS2

P09 A3 BS1
P09 A3 BS2
P09 A3 AS1
P09 A3 AS2

Abb. 25: Alignment der fortlaufenden Basen- und Aminosauresequenz der
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Probanden von mica Exon 3 (Position 128-140).

Gelb markiert sind die SNP-Stellen, welche identisch zur MICA Variante *001 sind. In lila ist eine
abweichende Base und/oder Aminoséure gekennzeichnet. Bei Probanden mit biallelischen SNP-
Stellen gibt es sowohl eine gelb wie auch eine lila gefarbte Markierung. Var001 = Variante *001,
P0O1-P09 = Proband Nr. 01 — Nr. 09, A3 = mica Exon 3, BS1 = Basensequenz 1, BS2 =
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Basensequenz 2, AS1 = Aminoséuresequenz 1, AS2 = Aminosauresequenz 2.
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145 150 155
A3 Var001 BS AAC GTC AGG AAT TTC TTG AAG GAA GAT GCC ATG AAG ACC AAG ACA
A3 Var001_AS N ¥V R N F L K E D A M K T K T
P01 A3 BS1 AAC GTC AGG AAT TTC TTG AAG GAA GAT GCC ATG AAG ACC AAG ACA
P01 A3 BS2
P01 A3 ASl N V R N F L K E D A M K T K T
P01 A3 AS2
P02 A3 BS1 AAC GTC AGG AAT TTC TTG AAG GAA GAT GCC ATG AAG ACC AAG ACA
P02 A3 BS2
P02 A3 ASl N ¥V R N F L K E D A M K T K T
P02 A3 AS2
P03 A3 BS1 AAC GTC AGG AAT TTC TTG AAG GAA GAT GCC ATG AAG ACC AAG ACA
P03 A3 BS2
P03 A3 ASl N V R N F L K E D A M K T K T
P03 A3 AS2
P04 A3 BS1 AAC GTC AGG AAT TTC TTG AAG GAA GAT GCC ATG AAG ACC AAG ACA
P04 A3 BS2
P04 A3 AS1 N V R N F L K E D A M K T K T
P04 A3 AS2
PO5_A3_B81 AAC GTC AGG AAT TTC TTG AAG GAA GAT GCC ATG AAG ACC AAG ACA
P05 A3 BS2
P05 A3 ASl N V R N F L K E D A M K T K T
P05 A3 AS2
PO6_A3_B81 AAC GTC AGG AAT TTC TTG AAG GAA GAT GCC ATG AAG ACC AAG ACA
P06 A3 BS2
PO6_A3_A81 N \Y% R N F L K E D A M K T K T
P06 A3 AS2
P07 A3 BS1 AAC GTC AGG AAT TTC TTG AAG GAA GAT GCC ATG AAG ACC AAG ACA
P07 A3 BS2
PO7_A3_A81 N \Y% R N F L K E D A M K T K T
P07 A3 AS2
P08 A3 BS1 AAC GTC AGG AAT TTC TTG AAG GAA GAT GCC ATG AAG ACC AAG ACA
P08 A3 BS2
P08 A3 ASl N VvV R N F L K E D A M K T K T
P08 A3 AS2
P09 A3 BS1 AAC GTC AGG AAT TTC TTG AAG GAA GAT GCC ATG AAG ACC AAG ACA
P09 A3 BS2
P09 A3 ASl N vV R N F L K E D A M K T K T
P09 A3 AS2

Abb. 26: Alignment der fortlaufenden Basen- und Aminosauresequenz der
Probanden von mica Exon 3 (Position 141-155).

Gelb markiert sind die SNP-Stellen, welche identisch zur MICA Variante *001 sind. In lila ist eine
abweichende Base und/oder Aminoséure gekennzeichnet. Bei Probanden mit biallelischen SNP-
Stellen gibt es sowohl eine gelb wie auch eine lila gefarbte Markierung. Var001 = Variante *001,
P0O1-P09 = Proband Nr. 01 — Nr. 09, A3 = mica Exon 3, BS1 = Basensequenz 1, BS2 =
Basensequenz 2, AS1 = Aminoséauresequenz 1, AS2 = Aminosauresequenz 2.
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A3 Vvar001l _BS
A3 Var001 _AS

P01 A3 BS1
P01 A3 BS2
P01 A3 AS1
P01 A3 AS2

P02 A3 BS1
P02 A3 BS2
P02 A3 ASl
P02 A3 AS2

P03 A3 BS1
P03 A3 BS2
P03 A3 AS1
P03 A3 AS2

P04 A3 BS1
P04 A3 BS2
P04 A3 AS1
P04 A3 AS2

P05 A3 BS1
P05 A3 BS2
P05 A3 AS1
P05 A3 AS2

P06 A3 BS1
P06 A3 BS2
P06 A3 AS1
P06 A3 AS2

P07 A3 BS1
P07 A3 BS2
PO7_A3 AS1
PO7_ A3 AS2

P08 A3 BS1
P08 A3 BS2
P08 A3 AS1
P08 A3 AS2

P09 A3 BS1
P09 A3 BS2
P09 A3 AS1
P09 A3 AS2

Abb. 27: Alignment der fortlaufenden Basen- und Aminosauresequenz der
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Probanden von mica Exon 3 (Position 156-169).

Gelb markiert sind die SNP-Stellen, welche identisch zur MICA Variante *001 sind. In lila ist eine
abweichende Base und/oder Aminoséure gekennzeichnet. Bei Probanden mit biallelischen SNP-
Stellen gibt es sowohl eine gelb wie auch eine lila gefarbte Markierung. Var001 = Variante *001,
P01-P09 = Proband Nr. 01 — Nr. 09, A3 = mica Exon 3, BS1 = Basensequenz 1, BS2 =
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Basensequenz 2, AS1 = Aminoséuresequenz 1, AS2 = Aminosauresequenz 2.
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A3 Vvar001l _BS
A3 Var001 _AS

P01 A3 BS1
P01 A3 BS2
P01 A3 AS1
P01 A3 AS2

P02 A3 BS1
P02 A3 BS2
P02 A3 ASl
P02 A3 AS2

P03 A3 BS1
P03 A3 BS2
P03 A3 AS1
P03 A3 AS2

P04 A3 BS1
P04 A3 BS2
P04 A3 AS1
P04 A3 AS2

P05 A3 BS1
P05 A3 BS2
P05 A3 AS1
P05 A3 AS2

P06 A3 BS1
P06 A3 BS2
P06 A3 AS1
P06 A3 AS2

P07 A3 BS1
P07 A3 BS2
PO7_A3 AS1
PO7_ A3 AS2

P08 A3 BS1
P08 A3 BS2
P08 A3 AS1
P08 A3 AS2

P09 A3 BS1
P09 A3 BS2
P09 A3 AS1
P09 A3 AS2

Abb. 28: Alignment der fortlaufenden Basen- und Aminosauresequenz der
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Probanden von mica Exon 3 (Position 170-181).

Gelb markiert sind die SNP-Stellen, welche identisch zur MICA Variante *001 sind. In lila ist eine
abweichende Base und/oder Aminoséure gekennzeichnet. Bei Probanden mit biallelischen SNP-
Stellen gibt es sowohl eine gelb wie auch eine lila gefarbte Markierung. Var001 = Variante *001,
P01-P09 = Proband Nr. 01 — Nr. 09, A3 = mica Exon 3, BS1 = Basensequenz 1, BS2 =
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Basensequenz 2, AS1 = Aminoséuresequenz 1, AS2 = Aminosauresequenz 2.
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A4 Var001l BS
A4 Var001 _AS

P01 A4 BS1
P01 A4 BS2
P01 A4 AS1
P01 A4 AS2

P02 A4 BS1
P02 A4 BS2
P02 A4 AS1
P02 A4 AS2

P03 A4 BS1
P03 A4 BS2
P03 A4 AS1
P03 A4 AS2

P04 A4 BS1
P04 A4 BS2
P04 A4 AS1
P04 A4 AS2

P05 A4 BS1
P05 A4 BS2
P05 A4 AS1
P05 A4 AS2

P06 A4 BS1
P06 A4 BS2
P06 A4 AS1
P06 A4 AS2

P07 _A4 BS1
P07 A4 BS2
P07 _A4 AS1
P07 A4 AS2

P08 A4 BS1
P08 A4 BS2
P08 A4 AS2
P08 A4 AS2

P09 A4 BS1
P09 A4 BS1
P09 A4 AS2
P09 A4 AS2

Abb. 29: Alignment der fortlaufenden Basen- und Aminosauresequenz der

Probanden von mica Exon 4 (Position 182-195).

Gelb markiert sind die SNP-Stellen, welche identisch zur MICA Variante *001 sind. In lila ist eine
abweichende Base und/oder Aminoséure gekennzeichnet. Bei Probanden mit biallelischen SNP-
Stellen gibt es sowohl eine gelb wie auch eine lila gefarbte Markierung. Var001 = Variante *001,
P0O1-P09 = Proband Nr. 01 — Nr. 09, A4 = mica Exon 4, BS1 = Basensequenz 1, BS2 =
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Basensequenz 2, AS1 = Aminosauresequenz 1, AS2 = Aminosauresequenz 2.
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A4 Var001l BS
A4 Var001 _AS

P01 A4 BS1
P01 A4 BS2
P01 A4 AS1
P01 A4 AS2

P02 A4 BS1
P02 A4 BS2
P02 A4 AS1
P02 A4 AS2

P03 A4 BS1
P03 A4 BS2
P03 A4 AS1
P03 A4 AS2

P04 A4 BS1
P04 A4 BS2
P04 A4 AS1
P04 A4 AS2

P05 A4 BS1
P05 A4 BS2
P05 A4 AS1
P05 A4 AS2

P06 A4 BS1
P06 A4 BS2
P06 A4 AS1
P06 A4 AS2

P07 _A4 BS1
P07 A4 BS2
P07 _A4 AS1
P07 A4 AS2

P08 A4 BS1
P08 A4 BS2
P08 A4 AS2
P08 A4 AS2

P09 A4 BS1
P09 A4 BS1
P09 A4 AS2
P09 A4 AS2

Abb. 30: Alignment der fortlaufenden Basen- und Aminosauresequenz der
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Probanden von mica Exon 4 (Position 196-208).

Gelb markiert sind die SNP-Stellen, welche identisch zur MICA Variante *001 sind. In lila ist eine
abweichende Base und/oder Aminoséure gekennzeichnet. Bei Probanden mit biallelischen SNP-
Stellen gibt es sowohl eine gelb wie auch eine lila gefarbte Markierung. Var001 = Variante *001,
P01-P09 = Proband Nr. 01 — Nr. 09, A4 = mica Exon 4, BS1 = Basensequenz 1, BS2 =
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Basensequenz 2, AS1 = Aminoséuresequenz 1, AS2 = Aminosauresequenz 2.
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A4 Var001l BS
A4 Var001 _AS

P01 A4 BS1
P01 A4 BS2
P01 A4 AS1
P01 A4 AS2

P02 A4 BS1
P02 A4 BS2
P02 A4 AS1
P02 A4 AS2

P03 A4 BS1
P03 A4 BS2
P03 A4 AS1
P03 A4 AS2

P04 A4 BS1
P04 A4 BS2
P04 A4 AS1
P04 A4 AS2

P05 A4 BS1
P05 A4 BS2
P05 A4 AS1
P05 A4 AS2

P06 A4 BS1
P06 A4 BS2
P06 A4 AS1
P06 A4 AS2

P07 _A4 BS1
P07 A4 BS2
P07 _A4 AS1
P07 A4 AS2

P08 A4 BS1
P08 A4 BS2
P08 A4 AS2
P08 A4 AS2

P09 A4 BS1
P09 A4 BS1
P09 A4 AS2
P09 A4 AS2

Abb. 31: Alignment der fortlaufenden Basen- und Aminosauresequenz der
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Probanden von mica Exon 4 (Position 209-221).

Gelb markiert sind die SNP-Stellen, welche identisch zur MICA Variante *001 sind. In lila ist eine
abweichende Base und/oder Aminoséure gekennzeichnet. Bei Probanden mit biallelischen SNP-
Stellen gibt es sowohl eine gelb wie auch eine lila gefarbte Markierung. Var001 = Variante *001,
P01-P09 = Proband Nr. 01 — Nr. 09, A4 = mica Exon 4, BS1 = Basensequenz 1, BS2 =
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Basensequenz 2, AS1 = Aminoséuresequenz 1, AS2 = Aminoséuresequenz 2.
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A4 Var001l BS
A4 Var001 _AS

P01 A4 BS1
P01 A4 BS2
P01 A4 AS1
P01 A4 AS2

P02 A4 BS1
P02 A4 BS2
P02 A4 AS1
P02 A4 AS2

P03 A4 BS1
P03 A4 BS2
P03 A4 AS1
P03 A4 AS2

P04 A4 BS1
P04 A4 BS2
P04 A4 AS1
P04 A4 AS2

P05 A4 BS1
P05 A4 BS2
P05 A4 AS1
P05 A4 AS2

P06 A4 BS1
P06 A4 BS2
P06 A4 AS1
P06 A4 AS2

P07 _A4 BS1
P07 A4 BS2
P07 _A4 AS1
P07 A4 AS2

P08 A4 BS1
P08 A4 BS2
P08 A4 AS2
P08 A4 AS2

P09 A4 BS1
P09 A4 BS1
P09 A4 AS2
P09 A4 AS2

Abb. 32: Alignment der fortlaufenden Basen- und Aminosauresequenz der
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Probanden von mica Exon 4 (Position 222-234).

Gelb markiert sind die SNP-Stellen, welche identisch zur MICA Variante *001 sind. In lila ist eine
abweichende Base und/oder Aminoséure gekennzeichnet. Bei Probanden mit biallelischen SNP-
Stellen gibt es sowohl eine gelb wie auch eine lila gefarbte Markierung. Var001 = Variante *001,
P01-P09 = Proband Nr. 01 — Nr. 09, A4 = mica Exon 4, BS1 = Basensequenz 1, BS2 =
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Basensequenz 2, AS1 = Aminoséuresequenz 1, AS2 = Aminosauresequenz 2.
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A4 Var001l BS
A4 Var001 _AS

P01 A4 BS1
P01 A4 BS2
P01 A4 AS1
P01 A4 AS2

P02 A4 BS1
P02 A4 BS2
P02 A4 AS1
P02 A4 AS2

P03 A4 BS1
P03 A4 BS2
P03 A4 AS1
P03 A4 AS2

P04 A4 BS1
P04 A4 BS2
P04 A4 AS1
P04 A4 AS2

P05 A4 BS1
P05 A4 BS2
P05 A4 AS1
P05 A4 AS2

P06 A4 BS1
P06 A4 BS2
P06 A4 AS1
P06 A4 AS2

P07 A4 BS1
P07 A4 BS2
P07 A4 AS1
PO7_ A4 AS2

P08 A4 BS1
P08 A4 BS2
P08 A4 AS2
P08 A4 AS2

P09 A4 BS1
P09 A4 BS1
P09 A4 AS2
P09 A4 AS2

Abb. 33: Alignment der fortlaufenden Basen- und Aminosauresequenz der
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Probanden von mica Exon 4 (Position 235-247).

Gelb markiert sind die SNP-Stellen, welche identisch zur MICA Variante *001 sind. In lila ist eine
abweichende Base und/oder Aminoséure gekennzeichnet. Bei Probanden mit biallelischen SNP-
Stellen gibt es sowohl eine gelb wie auch eine lila gefarbte Markierung. Var001 = Variante *001,
P01-P09 = Proband Nr. 01 — Nr. 09, A4 = mica Exon 4, BS1 = Basensequenz 1, BS2 =
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GTG
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Basensequenz 2, AS1 = Aminosauresequenz 1, AS2 = Aminoséauresequenz 2.
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A4 Var001l BS
A4 Var001 _AS

P01 A4 BS1
P01 A4 BS2
P01 A4 AS1
P01 A4 AS2

P02 A4 BS1
P02 A4 BS2
P02 A4 AS1
P02 A4 AS2

P03 A4 BS1
P03 A4 BS2
P03 A4 AS1
P03 A4 AS2

P04 A4 BS1
P04 A4 BS2
P04 A4 AS1
P04 A4 AS2

P05 A4 BS1
P05 A4 BS2
P05 A4 AS1
P05 A4 AS2

P06 A4 BS1
P06 A4 BS2
P06 A4 AS1
P06 A4 AS2

P07 _A4 BS1
P07 A4 BS2
P07 _A4 AS1
P07 A4 AS2

P08 A4 BS1
P08 A4 BS2
P08 A4 AS2
P08 A4 AS2

P09 A4 BS1
P09 A4 BS1
P09 A4 AS2
P09 A4 AS2

Abb. 34: Alignment der fortlaufenden Basen- und Aminosauresequenz der
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CAG

CAG
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CAG

Probanden von mica Exon 4 (Position 248-260).

Gelb markiert sind die SNP-Stellen, welche identisch zur MICA Variante *001 sind. In lila ist eine
abweichende Base und/oder Aminoséure gekennzeichnet. Bei Probanden mit biallelischen SNP-
Stellen gibt es sowohl eine gelb wie auch eine lila gefarbte Markierung. Var001 = Variante *001,
P01-P09 = Proband Nr. 01 — Nr. 09, A4 = mica Exon 4, BS1 = Basensequenz 1, BS2 =
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Basensequenz 2, AS1 = Aminoséuresequenz 1, AS2 = Aminosauresequenz 2.
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A4 Var001l BS
A4 Var001 _AS

P01 A4 BS1
P01 A4 BS2
P01 A4 AS1
P01 A4 AS2

P02 A4 BS1
P02 A4 BS2
P02 A4 AS1
P02 A4 AS2

P03 A4 BS1
P03 A4 BS2
P03 A4 AS1
P03 A4 AS2

P04 A4 BS1
P04 A4 BS2
P04 A4 AS1
P04 A4 AS2

P05 A4 BS1
P05 A4 BS2
P05 A4 AS1
P05 A4 AS2

P06 A4 BS1
P06 A4 BS2
P06 A4 AS1
P06 A4 AS2

P07 _A4 BS1
P07 A4 BS2
P07 _A4 AS1
P07 A4 AS2

P08 A4 BS1
P08 A4 BS2
P08 A4 AS2
P08 A4 AS2

P09 A4 BS1
P09 A4 BS1
P09 A4 AS2
P09 A4 AS2
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Abb. 35: Alignment der fortlaufenden Basen- und Aminosauresequenz der

Probanden von mica Exon 4 (Position 261-274).
Gelb markiert sind die SNP-Stellen, welche identisch zur MICA Variante *001 sind. In lila ist eine
abweichende Base und/oder Aminoséure gekennzeichnet. Bei Probanden mit biallelischen SNP-
Stellen gibt es sowohl eine gelb wie auch eine lila gefarbte Markierung. Var001 = Variante *001,
P01-P09 = Proband Nr. 01 — Nr. 09, A4 = mica Exon 4, BS1 = Basensequenz 1, BS2 =
Basensequenz 2, AS1 = Aminoséuresequenz 1, AS2 = Aminoséuresequenz 2.
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275
A5 Var001 BS GG
A5 Var001 AS G

P01 A5 BS1 GG
P01 A5 BS2

P01 A5 ASl G

P01 A5 AS2

P02 A5 BS1 GG
P02 A5 BS2

P02 A5 ASl G

P02 A5 AS2

P03 A5 BS1 GG
P03 A5 BS2

P03 A5 AS1 G

P03 A5 AS2

P04 A5 BS1 GG
P04 A5 BS2

P04 A5 AS1 G

P04 A5 AS2

P05 A5 BS1 GG
P05 A5 BS2

P05 A5 AS1 G

P05 A5 AS2

P06 A5 BS1 GG
P06 A5 BS2

P06 A5 AS1 G

P06 A5 AS2

PO7_A5 BS1 GG
P07 _A5 BS2

PO7_A5 AS1 G

P07 A5 AS2

P08 A5 BS1 GG
P08 A5 BS2

P08 A5 AS1 G

P08 A5 AS2

P09 A5 BS1 GG
P09 A5 BS2

P09 A5 AS1 G

P09 A5 AS2

Abb. 36: Alignment der fortlaufenden Basen- und Aminosauresequenz der

Probanden von mica Exon 5 (Position 275-288).

Gelb markiert sind die SNP-Stellen, welche identisch zur MICA Variante *001 sind. In lila ist eine
abweichende Base und/oder Aminoséure gekennzeichnet. Bei Probanden mit biallelischen SNP-
Stellen gibt es sowohl eine gelb wie auch eine lila gefarbte Markierung. Var001 = Variante *001,
P01-P09 = Proband Nr. 01 — Nr. 09, A5 = mica Exon 5, BS1 = Basensequenz 1, BS2 =
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Basensequenz 2, AS1 = Aminosauresequenz 1, AS2 = Aminosauresequenz 2.
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290 295
A5 Var001 BS  GTT TCT GCT GTT GCT GCT .GCT GCT ev ven evn evn e on-
A5 Var001 AS Vv s A VvV A A A A - - - - = =
POl A5 BS1 GTT TCT GCT GTT GCT GCT .GCT GCT [El GCT gss ..
P01 A5 BS2 B B e
P01 A5 AS1 v s A V A A A »~ B B B B B -
POl A5 AS2 E B §E B B B
P02 A5 BS1 GTT TCT GCT GTT GCT GCT BGCT GCT GET
P02 A5 BS2 . ..
P02 A5 AS1 v s A v A A G € ¢
P02 A5 AS2 A A - = = = = =

P03 A5 BS1 GTT TCT GCT GTT GCT GCT .GCT GCT (ol EOH E6E E6E E8E . . .

P03 A5 BS2
P03 A5 AS1 v s a v a a A a B B B B B
PO3_A5_AS2

P04 A5 BS1 GTT TCT GCT GTT GCT GCT .GcT ceT Gl Ol B8 E8H B8 - - .

P04 A5 BS2

P04 A5 AS1 v s A V A A ~ »~ B B B B B -
P04 A5 AS2

P05 A5 BS1 GTT TCT GCT GTT GCT GCT GGCT GCT GET ... ... ... ... ...
P05 A5 BS2 . GCT GCT GCT GCT GCT ...
P05 A5 AS1 v s A v A A B € ¢

P05 A5 AS2 A » B B B B B -
P06 A5 BS1 GTT TCT GCT GTT GCT GCT GGCT GCT GET ... ... ... ... ...
P06 A5 BS2 . GCT GCT GCT GCT GCT ...
P06 A5 AS1 v s A v A A B E ¢

P06 A5 AS2 na »~ B B B B B -
P07 A5 BS1 GTT TCT GCT GTT GCT GCT .GCT GCT [l E8H

P07 A5 BS2

P07 A5 ASl Vv s A V A A A~ B B - - - -
P07 A5 AS2

P08 A5 BS1 GTT TCT GCT GTT GCT GCT GGCT GCT GCT

P08 A5 BS2 . ...

P08 A5 AS1 v s A v A A G E ¢

P08 A5 AS2 A A - = = = = =
P09 A5 BS1 GTT TCT GCT GTT GCT GCT GGCT GCT GET ... ... oo oo ...
P09 A5 BS2 . GCT GCT GCT GCT GCT ...
P09 A5 AS1 v s A v A a B g ¢

P09 A5 AS2 A »~ B B B B B -

Abb. 37: Alignment der fortlaufenden Basen- und Aminosauresequenz der

Probanden von mica Exon 5 (Position 289-296).

Gelb markiert sind die SNP-Stellen, welche identisch zur MICA Variante *001 sind. In lila ist eine
abweichende Base und/oder Aminoséure gekennzeichnet. Bei Probanden mit biallelischen SNP-
Stellen gibt es sowohl eine gelb wie auch eine lila gefarbte Markierung. In blau ist die
Baseninsertion an Position 295 gekennzeichnet und der daraus resultierende Frameshift mit
Anderung der Aminosauresequenz. Var001 = Variante *001, P01-P09 = Proband Nr. 01 — Nr. 09,
A5 = mica Exon 5, BS1 = Basensequenz 1, BS2 = Basensequenz 2, AS1 = Aminosauresequenz
1, AS2 = Aminosauresequenz 2,
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300 305
A5 Var001 BS  ATT TTT GTT ATT ATT ATT TTC TAT GTC CGT TGT TGT AAG
A5 var001 AS 1 F v I I I F Y V R C C K
POl A5 BS1 ATT TTT GTT ATT ATT ATT TTC TAf GTC HGT TGT TGT AAG
POl A5 BS2 T C
P01 A5 AS1 1 F v 1 1 1 F B v B c ¢ K
P01 A5 AS2 H R
P02 A5 BS1 ATT TTT GTT ATT ATT ATT TTC TAT GTC CGT TGT TGT AAG
P02 A5 BS2
P02 A5 AS1 ¥ E € ¥ ¥ ¥ E © € B E E K
P02 A5 AS2 I F v I I I F Y V R C C K
P03 A5 BS1 ATT TTT GTT ATT ATT ATT TTC TAf GTC [GT TGT TGT AAG
P03 A5 BS2
P03 A5 AS1 1 F v 1 1 1 F B v B c c¢c K
P03 A5 AS2
P04 A5 BS1 ATT TTT GTT ATT ATT ATT TTC TAf GTC fiGT TGT TGT AAG
P04 A5 BS2
P04 A5 AS1 1 F v 1 1 1 F B v B c c¢c K
P04 A5 AS2
P05 A5 BS1 ATT TTT GTT ATT ATT ATT TTC TAT GTC CGT TGT TGT AAG
P05 A5 BS2 [} [ |
P05 A5 AS1 ¥ E € § ¥ ¥ E ©®@ € B E E K
P05 A5 AS2 1 F v 1 1 1 F B v B c c¢c K
P06 A5 BS1 ATT TTT GTT ATT ATT ATT TTC TAT GTC CGT TGT TGT AAG
P06 A5 BS2
P06 A5 AS1 ¥ E € § § ¥ E © € B E E K
P06 A5 AS2 I F v I I I F Y V R C C K
PO7_A5 BS1 ATT TTT GTT ATT ATT ATT TTC TAT GTC CGT TGT TGT AAG
P07 A5 BS2
P07 A5 AS1 I F v I I I F Y V R C C K
P07 A5 AS2
P08 A5 BS1 ATT TTT GTT ATT ATT ATT TTC TAT GTC CGT TGT TGT AAG
P08 A5 BS2
P08 A5 AS1 ¥ E € § § ¥ E © € B E E K
P08 A5 AS2 I F v I I I F Y V R C C K
P09 A5 BS1 ATT TTT GTT ATT ATT ATT TTC TAT GTC CGT TGT TGT AAG
P09 _A5 BS2 B [ |
P09 A5 AS1 ¥ E € § § ¥ E & ¢ B E E K
P09 _A5 AS2 1 F v 1 1 1 Fr B v B ¢ ¢ K

Abb. 38: Alignment der fortlaufenden Basen- und Aminosauresequenz der

Probanden von mica Exon 5 (Position 297-309).

Gelb markiert sind die SNP-Stellen, welche identisch zur MICA Variante *001 sind. In lila ist eine
abweichende Base und/oder Aminoséure gekennzeichnet. Bei Probanden mit biallelischen SNP-
Stellen gibt es sowohl eine gelb wie auch eine lila gefarbte Markierung. In blau ist die
Baseninsertion an Position 295 gekennzeichnet und der daraus resultierende Frameshift mit
Anderung der Aminosauresequenz. Var001 = Variante *001, P01-P09 = Proband Nr. 01 — Nr. 09,
A5 = mica Exon 5, BS1 = Basensequenz 1, BS2 = Basensequenz 2, AS1 = Aminosauresequenz
1, AS2 = Aminosauresequenz 2,
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310 315

A5 Var001 BS  AAG AAA ACA TCA GCT GCA GAG GGT CCA G
A5 var001 AS K X T S A A E G P
P01 A5 BS1 AAG AAA ACA TCA GCT GCA GAG GGT CCA G
P01 A5 BS2

P01 A5 ASl K XK T S A A E G P
P01 A5 AS2

P02 A5 BS1 AAG AAA ACA TCA GCT GCA GAG GGT CCA G
P02 A5 BS2

P02 A5 AS1 K X T S A A E G P
P02 A5 AS2

P03 A5 BS1 AAG AAA ACA TCA GCT GCA GAG GGT CCA G
P03 A5 BS2

P03 A5 AS1 K X T s A A E G P
P03 A5 AS2

P04 A5 BS1 AAG AAA ACA TCA GCT GCA GAG GGT CCA G
P04 A5 BS2

P04 A5 AS1 K X T s A A E G P
P04 A5 AS2

P05 A5 BS1 AAG AAA ACA TCA GCT GCA GAG GGT CCA G
P05 A5 BS2

P05 A5 AS1 K X T S A A E G P
P05 A5 AS2

P06 A5 BS1 AAG AAA ACA TCA GCT GCA GAG GGT CCA G
P06 A5 BS2

P06 A5 AS1 K X T S A A E G P
P06 A5 AS2

P07 _A5 BS1 AAG AAA ACA TCA GCT GCA GAG GGT CCA G
P07 A5 BS2

P07 _A5 AS1 K X T s A A E G P
P07 A5 AS2

P08 A5 BS1 AAG AAA ACA TCA GCT GCA GAG GGT CCA G
P08 A5 BS2

P08 A5 AS1 K X T S A A E G P
P08 A5 AS2

P09 A5 BS1 AAG AAA ACA TCA GCT GCA GAG GGT CCA G
P05 A5 BS2

P05 A5 AS1 K X T S A A E G P
P05 A5 AS2

Abb. 39: Alignment der fortlaufenden Basen- und Aminosauresequenz der
Probanden von mica Exon 5 (Position 310-318).

Gelb markiert sind die SNP-Stellen, welche identisch zur MICA Variante *001 sind. In lila ist eine
abweichende Base und/oder Aminoséure gekennzeichnet. Bei Probanden mit biallelischen SNP-
Stellen gibt es sowohl eine gelb wie auch eine lila gefarbte Markierung. Var001 = Variante *001,
P01-P09 = Proband Nr. 01 — Nr. 09, A5 = mica Exon 5, BS1 = Basensequenz 1, BS2 =
Basensequenz 2, AS1 = Aminosauresequenz 1, AS2 = Aminosauresequenz 2.
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320
A6 Var001l BS AG
A6 Var001l _AS E

P01 A6 BS1 AG
P01 A6 BS2

P01 A6 AS1 E
P01 A6 AS2

P02 A6 BS1 AG
P02 A6 BS2

P02 _A6 AS1 E
P02 A6 AS2

P03 A6 BS1 AG
P03 A6 BS2

P03 A6 AS1 E
P03 A6 AS2

P04 A6 BS1 AG
P04 A6 BS2

P04 A6 AS1 E
P04 A6 AS2

P05 A6 BS1 AG
P05 A6 BS2

P05 A6 AS1 E
P05 A6 AS2

P06 A6 BS1 AG
P06 A6 BS2

P06 A6 AS1 E
P06 A6 AS2

P07 _A6 BS1 AG
P07 _A6 BS2

P07 _A6 AS1 E
P07 A6 AS2

P08 A6 BS1 AG
P08 A6 BS2

P08 A6 AS1 E
P08 A6 AS2

P09 A6 BS1 AG
P09 A6 BS2

P09 A6 AS1 E
P09 A6 AS2

Abb. 40: Alignment der fortlaufenden Basen- und Aminosauresequenz der

Probanden von mica Exon 6 (Position 320-333).

Gelb markiert sind die SNP-Stellen, welche identisch zur MICA Variante *001 sind. In lila ist eine
abweichende Base und/oder Aminoséure gekennzeichnet. Bei Probanden mit biallelischen SNP-
Stellen gibt es sowohl eine gelb wie auch eine lila gefarbte Markierung. Var001 = Variante *001,
P0O1-P09 = Proband Nr. 01 — Nr. 09, A6 = mica Exon 6, BS1 = Basensequenz 1, BS2 =
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Basensequenz 2, AS1 = Aminoséuresequenz 1, AS2 = Aminoséuresequenz 2.
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A6 Var001l BS
A6 Var001l _AS

POl A6 BS1
POl A6 BS2
POl A6 AS1
POl A6 AS2

P02 A6 BS1
P02 A6 BS2
P02 _A6 AS1
P02 A6 AS2

P03 A6 BS1
P03 A6 BS2
P03 A6 AS1
P03 A6 AS2

P04 A6 BS1
P04 A6 BS2
P04 A6 ASl
P04 A6 AS2

P05 A6 BS1
P05 A6 BS2
P05 A6 AS1
P05 A6 AS2

P06 A6 BS1
P06 A6 BS2
P06 A6 AS1
P06 A6 AS2

P07 A6 BS1
P07 A6 BS2
PO7_A6 AS1
PO7_A6 AS2

P08 A6 BS1
P08 A6 BS2
P08 A6 AS1
P08 A6 AS2

P09 A6 BS1
P09 A6 BS2
P09 A6 AS1
P09 A6 AS2

Abb. 41: Alignment der fortlaufenden Basen- und Aminosauresequenz der
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GCC

GCC

GCC

GCC

GCC

GCC

GCC

GCC

GCC

GCC

ACA

ACA

ACA

ACA

ACA

ACA

ACA

ACA

ACA

ACA

Probanden von mica Exon 6 (Position 334-346).

Gelb markiert sind die SNP-Stellen, welche identisch zur MICA Variante *001 sind. In lila ist eine
abweichende Base und/oder Aminoséure gekennzeichnet. Bei Probanden mit biallelischen SNP-
Stellen gibt es sowohl eine gelb wie auch eine lila gefarbte Markierung. Var001 = Variante *001,
P01-P09 = Proband Nr. 01 — Nr. 09, A6 = mica Exon 6, BS1 = Basensequenz 1, BS2 =
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TTT

TTT
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Basensequenz 2, AS1 = Aminosauresequenz 1, AS2 = Aminosauresequenz 2.
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A6 Var001l BS
A6 Var001l _AS

P01 A6 BS1
P01 A6 BS2
P01 A6 AS1
P01 A6 AS2

P02 A6 BS1
P02 A6 BS2
P02 A6 AS1
P02 A6 AS2

P03 A6 _BS1
P03 A6_BS2
P03 A6 _AS1
P03 A6 AS2

P04 A6 _BS1
P04 A6_BS2
P04 A6 AS1
P04 A6 AS2

P05 A6 _BS1
P05 A6 _BS2
P05 A6 AS1
P05 A6 AS2

P06 A6 BS1
P06 A6 BS2
P06 A6 AS1
P06 A6 AS2

PO7_A6 BS1
P07 A6 BS2
P07 _A6 AS1
P07 A6 AS2

P08 A6 BS1
P08 A6 BS2
P08 A6 AS1
P08 A6 AS2

P09 A6 BS1
P09 A6 BS2
P09 A6 AS1
P09 A6 AS2

Abb. 42: Alignment der fortlaufenden Basen- und Aminosauresequenz der
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TCA

TCA

TCA

TCA

TCA

TCA
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TCA

TCA
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GAT

GAT

o E > i

GAT

GAT

CTT

CTT

CTT
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GGG

GGG

GGG

GGG

GGG

GGG

GGG

GGG

GGG

GGG

TCC

TCC

TCC

TCC

TCC

TCC

TCC

TCC

TCC

TCC

Probanden von mica Exon 6 (Position 347-359).

Gelb markiert sind die SNP-Stellen, welche identisch zur MICA Variante *001 sind. In lila ist eine
abweichende Base und/oder Aminoséure gekennzeichnet. Bei Probanden mit biallelischen SNP-
Stellen gibt es sowohl eine gelb wie auch eine lila gefarbte Markierung. Var001 = Variante *001,
P0O1-P09 = Proband Nr. 01 — Nr. 09, A6 = mica Exon 6, BS1 = Basensequenz 1, BS2 =
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Basensequenz 2, AS1 = Aminoséuresequenz 1, AS2 = Aminoséuresequenz 2.
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360
A6 Var001 BS  GGC GCC TAG
A6 Var001l _AS G A
POl A6 BS1 GGC GCC TAG
POl A6 BS2
POl A6 AS1 G &
POl A6 AS2
P02 A6 BS1 GGC Hlcc TaG
P02 A6 BS2 G
P02 A6 AS1 c B
P02 A6 AS2 a
P03 A6 BS1 GGC GCC TAG
P03 A6 BS2
P03 A6 AS1 G &
PO3 A6 AS2
P04 A6 BS1 GGC GCC TAG
P04 A6 BS2
P04 A6 AS1 G A
P04 A6 AS2
P05 A6 BS1 GGC Hlcc TaG
P05 A6 BS2 G
P05 A6 AS1 c B
PO5 A6 AS2 a
P06 A6 BS1 GGC Hlcc TAG
P06 A6 BS2 G
P06 A6 AS1 ¢ [
P06 A6 AS2 a
P07 A6 BS1 GGC fcc TAG
P07 A6 BS2 G
P07 A6 AS1 ¢ [
P07 A6 AS2 A
P08 A6 BS1 GGC fcc TAG
P08 A6 BS2
P08 A6 AS1 ¢ [
P08 A6 AS2
P09 A6 BS1 GGC Bcc TAG
P09 A6 BS2 G
P09 A6 AS1 c B
P09 A6 AS2 A

Abb. 43: Alignment der fortlaufenden Basen- und Aminosauresequenz der
Probanden von mica Exon 6 (Position 360-362).

Gelb markiert sind die SNP-Stellen, welche identisch zur MICA Variante *001 sind. In lila ist eine
abweichende Base und/oder Aminoséure gekennzeichnet. Bei Probanden mit biallelischen SNP-
Stellen gibt es sowohl eine gelb wie auch eine lila gefarbte Markierung. Var001 = Variante *001,
P0O1-P09 = Proband Nr. 01 — Nr. 09, A6 = mica Exon 6, BS1 = Basensequenz 1, BS2 =
Basensequenz 2, AS1 = Aminoséuresequenz 1, AS2 = Aminoséuresequenz 2.
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B2 Var001 BS
B2 Var001 AS

P01 B2 BS1
P01 B2 BS2
P01 B2 AS1
P01 B2 AS2

P02 B2 BS1
P02 B2 BS2
P02 B2 AS1
P02 B2 AS2

P03 B2 BS1
P03 B2 BS2
P03 B2 AS1
P03 B2 AS2

P04 B2 BS1
P04 B2 BS2
P04 B2 AS1
P04 B2 AS2

P05 B2 BS1
P05 B2 BS2
P05 B2 AS1
P05 B2 AS2

P06 B2 BS1
P06 B2 BS2
P06 B2 AS1
P06_B2 AS2

P07 B2 BS1
PO7_B2_BS2
P07 B2 AS1
P07 B2 AS2

P08 B2 BS1
P08 B2 BS2
P08 B2 AS1
P08 B2 AS2

P09 B2 BS1
P09 B2 BS1
P09 B2 BS1
P09 B2 BS1

Abb. 44: Alignment der fortlaufenden Basen- und Aminosauresequenz der
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Probanden von micb Exon 2 (Position 1-13).

Gelb markiert sind die SNP-Stellen, welche identisch zur MICB Variante *001 sind. In lila ist eine
abweichende Base und/oder Aminoséure gekennzeichnet. Bei Probanden mit biallelischen SNP-
Stellen gibt es sowohl eine gelb wie auch eine lila gefarbte Markierung. Var001 = Variante *001,
P01-P09 = Proband Nr. 01 — Nr. 09, B2 = micb Exon 2, BS1 = Basensequenz 1, BS2 =
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Basensequenz 2, AS1 = Aminosauresequenz 1, AS2 = Aminosauresequenz 2.
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B2 Var001l BS
B2 Var001 AS

P01 B2 BSI
P01 B2 BS2
P01 B2 AS1
P01 B2 AS2

P02 B2 BS1
P02 B2 BS2
P02 B2 AS1
P02 B2 AS2

P03 B2 BS1
P03 B2 BS2
P03 B2 AS1
P03 B2 AS2

P04 B2 BS1
P04 B2 BS2
P04 B2 AS1
P04 B2 AS2

P05 B2 BS1
P05 B2 BS2
P05 B2 AS1
P05 B2 AS2

P06 B2 BS1
P06_B2 BS2
P06_B2 AS1
P06 B2 AS2

P07 B2 BS1
P07 B2 BS2
P07 B2 AS1
P07 _B2 AS2

P08 B2 BS1
P08 B2 BS2
P08 B2 AS1
P08 B2 AS2

P09 B2 BS1
P09 B2 BS1
P09 B2 BS1
P09 B2 BS1

Abb. 45: Alignment der fortlaufenden Basen- und Aminosauresequenz der
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Probanden von micb Exon 2 (Position 14-27).

Gelb markiert sind die SNP-Stellen, welche identisch zur MICB Variante *001 sind. In lila ist eine
abweichende Base und/oder Aminoséure gekennzeichnet. Bei Probanden mit biallelischen SNP-
Stellen gibt es sowohl eine gelb wie auch eine lila gefarbte Markierung. Var001 = Variante *001,
P01-P09 = Proband Nr. 01 — Nr. 09, B2 = micb Exon 2, BS1 = Basensequenz 1, BS2 =
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Basensequenz 2, AS1 = Aminosauresequenz 1, AS2 = Aminosauresequenz 2.

166

CAT

CAT

CAT

CAT

CAT

CAT

CAT

CAT

CAT

CAT

CTG

CTG

CTG

CTG

CTG

CTG

CTG

CTG

CTG

CTG



Anhang

B2 Var001l BS
B2 Var001 AS

P01 B2 BS1
P01 B2 BS2
P01 B2 AS1
P01 B2 AS2

P02 B2 BS1
P02 B2 BS2
P02 B2 ASl
P02 B2 AS2

P03 B2 BS1
P03 B2 BS2
P03 B2 ASl
P03 B2 AS2

P04 B2 BS1
P04 B2 BS2
P04 B2 ASl
P04 B2 AS2

P05 B2 BS1
P05 B2 BS2
P05 B2 AS1
P05 B2 AS2

P06 B2 BS1
P06 B2 BS2
P06 B2 AS1
P06_B2 AS2

P07 B2 BS1
PO7_B2_BS2
P07 B2 AS1
P07 B2 AS2

P08 B2 BS1
P08 B2 BS2
P08 B2 AS1
P08 B2 AS2

P09 B2 BS1
P09 B2 BS1
P09 B2 BS1
P09 B2 BS1

Abb. 46: Alignment der fortlaufenden Basen- und Aminosauresequenz der

GAT

GAT

GAT

GAT

GAT

GAT

GAT

GAT

GAT

GAT

GGT

GGT

GGT

GGT

GGT

GGT

GGT

GGT

GGT

GGT

30
CAG

CAG

CAG

CAG

CAG

CAG

CAG

CAG

CAG

CAG

CcccC

ccc

ccc

Cccc

Cccc

Cccc

ccc

ccc

CcccC

ccc

TTC

TTC

TTC

TTC

TTC

TTC

TTC

TTC

TTC

TTC

CTG

CTG

CTG

CTG

CTG

CTG

CTG

CTG

CTG

CTG

CGC

CGC

CGC

CGC

CGC

CGC

CGC

CGC

CGC

CGC

35
TAT

TAT

TAT

TAT

TAT

TAT

TAT

TAT

TAT

TAT

Probanden von micb Exon 2 (Position 28-41).

Gelb markiert sind die SNP-Stellen, welche identisch zur MICB Variante *001 sind. In lila ist eine
abweichende Base und/oder Aminoséure gekennzeichnet. Bei Probanden mit biallelischen SNP-
Stellen gibt es sowohl eine gelb wie auch eine lila gefarbte Markierung. Var001 = Variante *001,
P01-P09 = Proband Nr. 01 — Nr. 09, B2 = micb Exon 2, BS1 = Basensequenz 1, BS2 =
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Basensequenz 2, AS1 = Aminosauresequenz 1, AS2 = Aminosauresequenz 2.
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B2 Var001l BS
B2 Var001 AS

P01 B2 BS1
P01 B2 BS2
P01 B2 AS1
P01 B2 AS2

P02 B2 BS1
P02 B2 BS2
P02 B2 ASl
P02 B2 AS2

P03 B2 BS1
P03 B2 BS2
P03 B2 ASl
P03 B2 AS2

P04 B2 BS1
P04 B2 BS2
P04 B2 ASl
P04 B2 AS2

P05 B2 BS1
P05 B2 BS2
P05 B2 AS1
P05 B2 AS2

P06 B2 BS1
P06 B2 BS2
P06 B2 AS1
P06_B2 AS2

P07 B2 BS1
PO7_B2_BS2
P07 B2 AS1
P07 B2 AS2

P08 B2 BS1
P08 B2 BS2
P08 B2 AS1
P08 B2 AS2

P09 B2 BS1
P09 B2 BS1
P09 B2 BS1
P09 B2 BS1

Abb. 47: Alignment der fortlaufenden Basen- und Aminosauresequenz der
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Probanden von micb Exon 2 (Position 42-55).

Gelb markiert sind die SNP-Stellen, welche identisch zur MICB Variante *001 sind. In lila ist eine
abweichende Base und/oder Aminoséure gekennzeichnet. Bei Probanden mit biallelischen SNP-
Stellen gibt es sowohl eine gelb wie auch eine lila gefarbte Markierung. Var001 = Variante *001,
P01-P09 = Proband Nr. 01 — Nr. 09, B2 = micb Exon 2, BS1 = Basensequenz 1, BS2 =
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B2 Var001l BS
B2 Var001 AS

P01 B2 BS1
P01 B2 BS2
P01 B2 AS1
P01 B2 AS2

P02 B2 BS1
P02 B2 BS2
P02 B2 ASl
P02 B2 AS2

P03 B2 BS1
P03 B2 BS2
P03 B2 ASl
P03 B2 AS2

P04 B2 BS1
P04 B2 BS2
P04 B2 ASl
P04 B2 AS2

P05 B2 BS1
P05 B2 BS2
P05 B2 AS1
P05 B2 AS2

P06 B2 BS1
P06 B2 BS2
P06 B2 AS1
P06_B2 AS2

P07 B2 BS1
PO7_B2_BS2
P07 B2 AS1
P07 B2 AS2

P08 B2 BS1
P08 B2 BS2
P08 B2 AS1
P08 B2 AS2

P09 B2 BS1
P09 B2 BS1
P09 B2 BS1
P09 B2 BS1

Abb. 48: Alignment der fortlaufenden Basen- und Aminosauresequenz der
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Probanden von micb Exon 2 (Position 56-69).

Gelb markiert sind die SNP-Stellen, welche identisch zur MICB Variante *001 sind. In lila ist eine
abweichende Base und/oder Aminoséure gekennzeichnet. Bei Probanden mit biallelischen SNP-
Stellen gibt es sowohl eine gelb wie auch eine lila gefarbte Markierung. Var001 = Variante *001,
P01-P09 = Proband Nr. 01 — Nr. 09, B2 = micb Exon 2, BS1 = Basensequenz 1, BS2 =
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B2 var001l BS
B2 var001l AS

P01 B2 BS1
P01 B2 BS2
P01 B2 AS1
POl B2 AS2

P02 B2 BS1
P02 B2 BS2
P02 B2 AS1
P02 B2 AS2

P03 B2 BS1
P03 B2 BS2
P03 B2 AS1
P03 B2 AS2

P04 B2 BSl
P04 B2 BS2
P04 B2 ASl
P04 B2 AS2

P05 B2 BS1
P05 B2 BS2
P05 B2 AS1
P05 B2 AS2

P06 B2 BS1
P06 B2 BS2
P06_B2 AS1
P06_B2 AS2

P07 B2 BS1
P07 B2 BS2
P07 B2 AS1
P07 _B2 AS2
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Abb. 49: Alignment der fortlaufenden Basen- und Aminosauresequenz der
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Probanden von micb Exon 2 (Position 70-83).

Gelb markiert sind die SNP-Stellen, welche identisch zur MICB Variante *001 sind. In lila ist eine
abweichende Base und/oder Aminoséure gekennzeichnet. Bei Probanden mit biallelischen SNP-
Stellen gibt es sowohl eine gelb wie auch eine lila gefarbte Markierung. Var001 = Variante *001,
P01-P09 = Proband Nr. 01 — Nr. 09, B2 = micb Exon 2, BS1 = Basensequenz 1, BS2 =
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B2 Var001l BS GGA G

B2 Var001 AS G
PO1 B2 BS1 GGA G
POl B2 BS2

P01 B2 ASl G
POl B2 AS2

P02 B2 BS1 GGA G
P02 B2 BS2

P02 B2 ASl G
P02 B2 AS2

PO3_ B2 BS1 GGA G
PO3_ B2 BS2

PO3_ B2 AS1 G
P03 B2 AS2

P04 B2 BSl GGA G
P04 B2 BS2

P04 B2 AS1 G
P04 B2 AS2

PO5 B2 BS1 GGA G
PO5 B2 BS2

PO5 B2 AS1 G
P05 B2 AS2

PO6_B2 BS1 GGA G
PO6_B2 BS2

P06 B2 ASl G
P06 B2 AS2

PO7 B2 BS1 GGA G
P07 B2 BS2

P07 B2 ASl G
P07 B2 AS2

P08 B2 BS1 GGA G
P08 B2 BS2

P08 B2 AS1 G
P08 B2 AS2

P09 B2 BS1 GGA G
P09 B2 BS1

P09 B2 BSI1 G
P09 B2 BSI1

Abb. 50: Alignment der fortlaufenden Basen- und Aminosauresequenz der
Probanden von micb Exon 2 (Position 84).

Gelb markiert sind die SNP-Stellen, welche identisch zur MICB Variante *001 sind. In lila ist eine
abweichende Base und/oder Aminoséure gekennzeichnet. Bei Probanden mit biallelischen SNP-
Stellen gibt es sowohl eine gelb wie auch eine lila gefarbte Markierung. Var001 = Variante *001,
P01-P09 = Proband Nr. 01 — Nr. 09, B2 = micb Exon 2, BS1 = Basensequenz 1, BS2 =
Basensequenz 2, AS1 = Aminoséuresequenz 1, AS2 = Aminosauresequenz 2.
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B3 Var001l BS
B3 Var001 AS

P01 B3 BS1
P01 B3 BS2
P01 B3 AS1
P01 B3 AS2

P02 B3 BS1
P02 B3 BS2
P02 B3 AS1
P02 B3 AS2

P03 B3 BS1
P03 B3 BS2
P03 B3 ASl
P03 B3 AS2

P04 B3 BS1
P04 B3 BS2
P04 B3 ASl
P04 B3 AS2

P05 B3 BS1
P05 B3 BS2
P05 B3 AS1
P05 B3 AS2

P06 B3 BS1
P06 B3 BS2
P06 B3 AS1
P06 B3 AS2

PO7_ B3 BS1
PO7_ B3 BS2
P07 B3 AS1
P07 B3 AS2

P08 B3 BS1
P08 B3 BS2
P08 B3 AS1
P08 B3 AS2

P09 B3 BS1
P09 B3 BS2
P09 B3 ASl
P09 B3 AS2

Abb. 51: Alignment der fortlaufenden Basen- und Aminosauresequenz der
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Probanden von micb Exon 3 (Position 85-99).

Gelb markiert sind die SNP-Stellen, welche identisch zur MICB Variante *001 sind. In lila ist eine
abweichende Base und/oder Aminoséure gekennzeichnet. Bei Probanden mit biallelischen SNP-
Stellen gibt es sowohl eine gelb wie auch eine lila gefarbte Markierung. Var001 = Variante *001,
P01-P09 = Proband Nr. 01 — Nr. 09, B3 = micb Exon 3, BS1 = Basensequenz 1, BS2 =
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B3 Var001l BS
B3 Var001 AS

P01 B3 BS1
P01 B3 BS2
P01 B3 AS1
P01 B3 AS2

P02 B3 BS1
P02 B3 BS2
P02 B3 AS1
P02 B3 AS2

P03 B3 BS1
P03 B3 BS2
P03 B3 ASl
P03 B3 AS2

P04 B3 BS1
P04 B3 BS2
P04 B3 ASl
P04 B3 AS2

P05 B3 BS1
P05 B3 BS2
P05 B3 AS1
P05 B3 AS2

P06 B3 BS1
P06 B3 BS2
P06 B3 AS1
P06 B3 AS2

PO7_ B3 BS1
PO7_ B3 BS2
P07 B3 AS1
P07 B3 AS2

P08 B3 BS1
P08 B3 BS2
P08 B3 AS1
P08 B3 AS2

P09 B3 BS1
P09 B3 BS2
P09 B3 ASl
P09 B3 AS2

Abb. 52: Alignment der fortlaufenden Basen- und Aminosauresequenz der

Probanden von micb Exon 3 (Position 100-113).

Gelb markiert sind die SNP-Stellen, welche identisch zur MICB Variante *001 sind. In lila ist eine
abweichende Base und/oder Aminoséure gekennzeichnet. Bei Probanden mit biallelischen SNP-
Stellen gibt es sowohl eine gelb wie auch eine lila gefarbte Markierung. Var001 = Variante *001,
P01-P09 = Proband Nr. 01 — Nr. 09, B3 = micb Exon 3, BS1 = Basensequenz 1, BS2 =
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B3 Var001l BS
B3 Var001 AS

P01 B3 BS1
P01 B3 BS2
P01 B3 AS1
P01 B3 AS2

P02 B3 BS1
P02 B3 BS2
P02 B3 AS1
P02 B3 AS2

P03 B3 BS1
P03 B3 BS2
P03 B3 ASl
P03 B3 AS2

P04 B3 BS1
P04 B3 BS2
P04 B3 ASl
P04 B3 AS2

P05 B3 BS1
P05 B3 BS2
P05 B3 AS1
P05 B3 AS2

P06 B3 BS1
P06 B3 BS2
P06 B3 AS1
P06 B3 AS2

P07 B3 BS1
PO7_ B3 BS2
P07 B3 AS1
P07 B3 AS2

P08 B3 BS1
P08 B3 BS2
P08 B3 AS1
P08 B3 AS2

P09 B3 BS1
P09 B3 BS2
P09 B3 ASl
P09 B3 AS2

Abb. 53: Alignment der fortlaufenden Basen- und Aminosauresequenz der

Probanden von micb Exon 3 (Position 114-127).

Gelb markiert sind die SNP-Stellen, welche identisch zur MICB Variante *001 sind. In lila ist eine
abweichende Base und/oder Aminoséure gekennzeichnet. Bei Probanden mit biallelischen SNP-
Stellen gibt es sowohl eine gelb wie auch eine lila gefarbte Markierung. Var001 = Variante *001,
P0O1-P09 = Proband Nr. 01 — Nr. 09, B3 = micb Exon 3, BS1 = Basensequenz 1, BS2 =
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B3 Var001l BS
B3 Var001 AS

P01 B3 BS1
P01 B3 BS2
P01 B3 AS1
P01 B3 AS2

P02 B3 BS1
P02 B3 BS2
P02 B3 AS1
P02 B3 AS2

P03 B3 BS1
P03 B3 BS2
P03 B3 ASl
P03 B3 AS2

P04 B3 BS1
P04 B3 BS2
P04 B3 ASl
P04 B3 AS2

P05 B3 BS1
P05 B3 BS2
P05 B3 AS1
P05 B3 AS2

P06 B3 BS1
P06 B3 BS2
P06 B3 AS1
P06 B3 AS2

PO7_ B3 BS1
PO7_ B3 BS2
P07 B3 AS1
P07 B3 AS2

P08 B3 BS1
P08 B3 BS2
P08 B3 AS1
P08 B3 AS2

P09 B3 BS1
P09 B3 BS2
P09 B3 ASl
P09 B3 AS2

Abb. 54: Alignment der fortlaufenden Basen- und Aminosauresequenz der

Probanden von micb Exon 3 (Position 128-141).

Gelb markiert sind die SNP-Stellen, welche identisch zur MICB Variante *001 sind. In lila ist eine
abweichende Base und/oder Aminoséure gekennzeichnet. Bei Probanden mit biallelischen SNP-
Stellen gibt es sowohl eine gelb wie auch eine lila gefarbte Markierung. Var001 = Variante *001,
P01-P09 = Proband Nr. 01 — Nr. 09, B3 = micb Exon 3, BS1 = Basensequenz 1, BS2 =
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B3 Var001l BS
B3 Var001 AS

P01 B3 BS1
P01 B3 BS2
P01 B3 AS1
P01 B3 AS2

P02 B3 BS1
P02 B3 BS2
P02 B3 AS1
P02 B3 AS2

P03 B3 BS1
P03 B3 BS2
P03 B3 ASl
P03 B3 AS2

P04 B3 BS1
P04 B3 BS2
P04 B3 ASl
P04 B3 AS2

P05 B3 BS1
P05 B3 BS2
P05 B3 AS1
P05 B3 AS2

P06 B3 BS1
P06 B3 BS2
P06 B3 AS1
P06 B3 AS2

P07 B3 BS1
PO7_ B3 BS2
P07 B3 AS1
P07 B3 AS2

P08 B3 BS1
P08 B3 BS2
P08 B3 AS1
P08 B3 AS2

P09 B3 BS1
P09 B3 BS2
P09 B3 ASl
P09 B3 AS2

Abb. 55: Alignment der fortlaufenden Basen- und Aminosauresequenz der

Probanden von micb Exon 3 (Position 142-155).

Gelb markiert sind die SNP-Stellen, welche identisch zur MICB Variante *001 sind. In lila ist eine
abweichende Base und/oder Aminoséure gekennzeichnet. Bei Probanden mit biallelischen SNP-
Stellen gibt es sowohl eine gelb wie auch eine lila gefarbte Markierung. Var001 = Variante *001,
P01-P09 = Proband Nr. 01 — Nr. 09, B3 = micb Exon 3, BS1 = Basensequenz 1, BS2 =
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B3 Var001l BS
B3 Var001 AS

P01 B3 BS1
P01 B3 BS2
P01 B3 AS1
P01 B3 AS2

P02 B3 BS1
P02 B3 BS2
P02 B3 AS1
P02 B3 AS2

P03 B3 BS1
P03 B3 BS2
P03 B3 ASl
P03 B3 AS2
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PO7_ B3 BS2
P07 B3 AS1
P07 B3 AS2

P08 B3 BS1
P08 B3 BS2
P08 B3 AS1
P08 B3 AS2

P09 B3 BS1
P09 B3 BS2
P09 B3 ASl
P09 B3 AS2

Abb. 56: Alignment der fortlaufenden Basen- und Aminosauresequenz der

Probanden von micb Exon 3 (Position 156-169).

Gelb markiert sind die SNP-Stellen, welche identisch zur MICB Variante *001 sind. In lila ist eine
abweichende Base und/oder Aminosaure gekennzeichnet. Bei Probanden mit biallelischen SNP-
Stellen gibt es sowohl eine gelb wie auch eine lila gefarbte Markierung. Var001 = Variante *001,
P01-P09 = Proband Nr. 01 — Nr. 09, B3 = micb Exon 3, BS1 = Basensequenz 1, BS2 =
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B3 Var001l BS
B3 Var001 AS

P01 B3 BS1
P01 B3 BS2
P01 B3 AS1
P01 B3 AS2

P02 B3 BS1
P02 B3 BS2
P02 B3 AS1
P02 B3 AS2

P03 B3 BS1
P03 B3 BS2
P03 B3 ASl
P03 B3 AS2

P04 B3 BS1
P04 B3 BS2
P04 B3 ASl
P04 B3 AS2

P05 B3 BS1
P05 B3 BS2
P05 B3 AS1
P05 B3 AS2

P06 B3 BS1
P06 B3 BS2
P06 B3 AS1
P06 B3 AS2

PO7_ B3 BS1
PO7_ B3 BS2
P07 B3 AS1
P07 B3 AS2

P08 B3 BS1
P08 B3 BS2
P08 B3 AS1
P08 B3 AS2

P09 B3 BS1
P09 B3 BS2
P09 B3 ASl
P09 B3 AS2

Abb. 57: Alignment der fortlaufenden Basen- und Aminosauresequenz der

Probanden von micb Exon 3 (Position 170-181).

Gelb markiert sind die SNP-Stellen, welche identisch zur MICB Variante *001 sind. In lila ist eine
abweichende Base und/oder Aminoséure gekennzeichnet. Bei Probanden mit biallelischen SNP-
Stellen gibt es sowohl eine gelb wie auch eine lila gefarbte Markierung. Var001 = Variante *001,
P01-P09 = Proband Nr. 01 — Nr. 09, B3 = micb Exon 3, BS1 = Basensequenz 1, BS2 =
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B4 Var001l BS
B4 Var001 AS

P01 B4 BS1
P01 B4 BS2
P01 B4 AS1
P01 B4 AS2

P02 B4 BS1
P02 B4 BS2
P02 B4 AS1
P02 B4 AS2

P03 B4 BS1
P03 B4 BS2
P03 B4 AS1
P03 B4 AS2

P04 B4 BS1
P04 B4 BS2
P04 B4 AS1
P04 B4 AS2

P05 B4 BS1
P05 B4 BS2
P05 B4 AS1
P05 B4 AS2

P06 B4 BS1
P06 B4 BS2
P06 B4 AS1
P06 B4 AS2

P07 B4 BS1
P07 B4 BS2
P07 B4 AS1
P07 B4 AS2

P08 B4 BS1
P08 B4 BS2
P08 B4 AS1
P08 B4 AS2

P09 B4 BS1
P09 B4 BS2
P09 B4 AS1
P09 B4 AS2

Abb. 58: Alignment der fortlaufenden Basen- und Aminosauresequenz der
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TGC

TGC

TGC

TGC

TGC

TGC

TGC

TGC

TGC

TGC

Probanden von micb Exon 4 (Position 182-195).

Gelb markiert sind die SNP-Stellen, welche identisch zur MICB Variante *001 sind. In lila ist eine
abweichende Base und/oder Aminoséure gekennzeichnet. Bei Probanden mit biallelischen SNP-
Stellen gibt es sowohl eine gelb wie auch eine lila gefarbte Markierung. Var001 = Variante *001,
P0O1-P09 = Proband Nr. 01 — Nr. 09, B4 = micb Exon 4, BS1 = Basensequenz 1, BS2 =
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B4 Var001l BS
B4 Var001 AS

P01 B4 BS1
P01 B4 BS2
P01 B4 AS1
P01 B4 AS2

P02 B4 BS1
P02 B4 BS2
P02 B4 AS1
P02 B4 AS2

P03 B4 BS1
P03 B4 BS2
P03 B4 AS1
P03 B4 AS2

P04 B4 BS1
P04 B4 BS2
P04 B4 AS1
P04 B4 AS2

P05 B4 BS1
P05 B4 BS2
P05 B4 AS1
P05 B4 AS2

P06 B4 BS1
P06 B4 BS2
P06 B4 AS1
P06 B4 AS2

P07 B4 BS1
P07 B4 BS2
P07 B4 AS1
P07 B4 AS2

P08 B4 BS1
P08 B4 BS2
P08 B4 AS1
P08 B4 AS2

P09 B4 BS1
P09 B4 BS2
P09 B4 AS1
P09 B4 AS2

Abb. 59: Alignment der fortlaufenden Basen- und Aminosauresequenz der

Probanden von micb Exon 4 (Position 196-209).

Gelb markiert sind die SNP-Stellen, welche identisch zur MICB Variante *001 sind. In lila ist eine
abweichende Base und/oder Aminoséure gekennzeichnet. Bei Probanden mit biallelischen SNP-
Stellen gibt es sowohl eine gelb wie auch eine lila gefarbte Markierung. Var001 = Variante *001,
P0O1-P09 = Proband Nr. 01 — Nr. 09, B4 = micb Exon 4, BS1 = Basensequenz 1, BS2 =
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B4 Var001l BS
B4 Var001 AS

P01 B4 BS1
P01 B4 BS2
P01 B4 AS1
P01 B4 AS2

P02 B4 BS1
P02 B4 BS2
P02 B4 AS1
P02 B4 AS2

P03 B4 BS1
P03 B4 BS2
P03 B4 AS1
P03 B4 AS2

P04 B4 BS1
P04 B4 BS2
P04 B4 AS1
P04 B4 AS2

P05 B4 BS1
P05 B4 BS2
P05 B4 AS1
P05 B4 AS2

P06 B4 BS1
P06 B4 BS2
P06 B4 AS1
P06 B4 AS2

P07 B4 BS1
P07 B4 BS2
P07 B4 AS1
P07 B4 AS2

P08 B4 BS1
P08 B4 BS2
P08 B4 AS1
P08 B4 AS2

P09 B4 BS1
P09 B4 BS2
P09 B4 AS1
P09 B4 AS2

Abb. 60: Alignment der fortlaufenden Basen- und Aminosauresequenz der

Probanden von micb Exon 4 (Position 210-223).

Gelb markiert sind die SNP-Stellen, welche identisch zur MICB Variante *001 sind. In lila ist eine
abweichende Base und/oder Aminoséure gekennzeichnet. Bei Probanden mit biallelischen SNP-
Stellen gibt es sowohl eine gelb wie auch eine lila gefarbte Markierung. Var001 = Variante *001,
P0O1-P09 = Proband Nr. 01 — Nr. 09, B4 = micb Exon 4, BS1 = Basensequenz 1, BS2 =
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B4 Var001l BS
B4 Var001 AS

P01 B4 BS1
P01 B4 BS2
P01 B4 AS1
P01 B4 AS2

P02 B4 BS1
P02 B4 BS2
P02 B4 AS1
P02 B4 AS2

P03 B4 BS1
P03 B4 BS2
P03 B4 AS1
P03 B4 AS2

P04 B4 BS1
P04 B4 BS2
P04 B4 AS1
P04 B4 AS2

P05 B4 BS1
P05 B4 BS2
P05 B4 AS1
P05 B4 AS2

P06 B4 BS1
P06 B4 BS2
P06 B4 AS1
P06 B4 AS2

P07 B4 BS1
P07 B4 BS2
P07 B4 AS1
P07 B4 AS2

P08 B4 BS1
P08 B4 BS2
P08 B4 AS1
P08 B4 AS2

P09 B4 BS1
P09 B4 BS2
P09 B4 AS1
P09 B4 AS2

Abb. 61: Alignment der fortlaufenden Basen- und Aminosauresequenz der

Probanden von micb Exon 4 (Position 224-237).

Gelb markiert sind die SNP-Stellen, welche identisch zur MICB Variante *001 sind. In lila ist eine
abweichende Base und/oder Aminoséure gekennzeichnet. Bei Probanden mit biallelischen SNP-
Stellen gibt es sowohl eine gelb wie auch eine lila gefarbte Markierung. Var001 = Variante *001,
P0O1-P09 = Proband Nr. 01 — Nr. 09, B4 = micb Exon 4, BS1 = Basensequenz 1, BS2 =
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B4 Var001l BS
B4 Var001 AS

P01 B4 BS1
P01 B4 BS2
P01 B4 AS1
P01 B4 AS2

P02 B4 BS1
P02 B4 BS2
P02 B4 AS1
P02 B4 AS2

P03 B4 BS1
P03 B4 BS2
P03 B4 AS1
P03 B4 AS2

P04 B4 BS1
P04 B4 BS2
P04 B4 AS1
P04 B4 AS2

P05 B4 BS1
P05 B4 BS2
P05 B4 AS1
P05 B4 AS2

P06 B4 BS1
P06 B4 BS2
P06 B4 AS1
P06 B4 AS2

P07 B4 BS1
P07 _B4 BS2
P07 B4 AS1
P07 B4 AS2

P08 B4 BS1
P08 B4 BS2
P08 B4 AS1
P08 B4 AS2

P09 B4 BS1
P09 B4 BS2
P09 B4 AS1
P09 B4 AS2

Abb. 62: Alignment der fortlaufenden Basen- und Aminosauresequenz der

Probanden von micb Exon 4 (Position 238-251).

Gelb markiert sind die SNP-Stellen, welche identisch zur MICB Variante *001 sind. In lila ist eine
abweichende Base und/oder Aminoséure gekennzeichnet. Bei Probanden mit biallelischen SNP-
Stellen gibt es sowohl eine gelb wie auch eine lila gefarbte Markierung. Var001 = Variante *001,
P0O1-P09 = Proband Nr. 01 — Nr. 09, B4 = micb Exon 4, BS1 = Basensequenz 1, BS2 =
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B4 Var001l BS
B4 Var001 AS

P01 B4 BS1
P01 B4 BS2
P01 B4 AS1
P01 B4 AS2

P02 B4 BS1
P02 B4 BS2
P02 B4 AS1
P02 B4 AS2

P03 B4 BS1
P03 B4 BS2
P03 B4 AS1
P03 B4 AS2

P04 B4 BS1
P04 B4 BS2
P04 B4 AS1
P04 B4 AS2

P05 B4 BS1
P05 B4 BS2
P05 B4 AS1
P05 B4 AS2

P06 B4 BS1
P06 B4 BS2
P06 B4 AS1
P06 B4 AS2

P07 B4 BS1
P07 B4 BS2
P07 B4 AS1
P07 B4 AS2

P08 B4 BS1
P08 B4 BS2
P08 B4 AS1
P08 B4 AS2

P09 B4 BS1
P09 B4 BS2
P09 B4 AS1
P09 B4 AS2

Abb. 63: Alignment der fortlaufenden Basen- und Aminosauresequenz der

Probanden von micb Exon 4 (Position 252-265).

Gelb markiert sind die SNP-Stellen, welche identisch zur MICB Variante *001 sind. In lila ist eine
abweichende Base und/oder Aminoséure gekennzeichnet. Bei Probanden mit biallelischen SNP-
Stellen gibt es sowohl eine gelb wie auch eine lila gefarbte Markierung. Var001 = Variante *001,
P0O1-P09 = Proband Nr. 01 — Nr. 09, B4 = micb Exon 4, BS1 = Basensequenz 1, BS2 =
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270

B4 Var001 BS  AAT CAC GGC ACT CAC CCT GTG CCC TCT G
B4 Var001 AS N H G T H P V P 8
P01 B4 BS1 AAT CAC GGC ACT CAC CCT GTG CCC TCT G
P01 B4 BS2

P01 B4 AS1 N H G T H P V P 8
P01 B4 AS2

P02 B4 BS1 AAT CAC GGC ACT CAC CCT GTG CCC TCT G
P02 B4 BS2

P02 B4 AS1 N H G T H P V P S
P02 B4 AS2

P03 B4 BSl AAT CAC GGC ACT CAC CCT GTG CCC TCT G
P03 B4 BS2

P03 B4 AS1 N H 6 T H P V P S
P03 B4 AS2

P04 B4 BS1 AAT CAC GGC ACT CAC CCT GTG CCC TCT G
P04 B4 BS2

P04 B4 AS1 N H 6 T H P V P S
P04 B4 AS2

PO5 B4 BS1 AAT CAC GGC ACT CAC CCT GTG CCC TCT G
PO5 B4 BS2

PO5 B4 AS1 N H G T H P V P 8
P05 B4 AS2

P06 B4 BS1 AAT CAC GGC ACT CAC CCT GTG CCC TCT G
P06 B4 BS2

P06 B4 AS1 N H G T H P V P S
P06 B4 AS2

P07 B4 BS1 AAT CAC GGC ACT CAC CCT GTG CCC TCT G
P07 B4 BS2

P07 B4 AS1 N H 6 T H P V P S
PO7_B4 AS2

P08 B4 BS1 AAT CAC GGC ACT CAC CCT GTG CCC TCT G
P08 B4 BS2

P08 B4 AS1 N H 6 T H P V P S
P08 B4 AS2

P09 B4 BS1 AAT CAC GGC ACT CAC CCT GTG CCC TCT G
P09 B4 BS2

P09 B4 AS1 N H G T H P V P S
P09 B4 AS2

Abb. 64: Alignment der fortlaufenden Basen- und Aminosauresequenz der

Probanden von micb Exon 4 (Position 266-274).

Gelb markiert sind die SNP-Stellen, welche identisch zur MICB Variante *001 sind. In lila ist eine
abweichende Base und/oder Aminoséure gekennzeichnet. Bei Probanden mit biallelischen SNP-
Stellen gibt es sowohl eine gelb wie auch eine lila gefarbte Markierung. Var001 = Variante *001,
P0O1-P09 = Proband Nr. 01 — Nr. 09, B4 = micb Exon 4, BS1 = Basensequenz 1, BS2 =
Basensequenz 2, AS1 = Aminosauresequenz 1, AS2 = Aminosauresequenz 2.

185



Anhang

275
B5 Var001 BS GG
B5 Var00l1 AS G

POl B5 BS1 GG
POl B5 BS2

POl B5 AS1 G

POl B5 AS2

P02 _B5 BS1 GG
P02 _B5 BS2

P02 B5 AS1 G

P02 B5 AS2

P03 B5 BS1 GG
P03 B5 BS2

P03 B5 AS1 G

P03 B5 AS2

P04 B5 BS1 GG
P04 B5 BS2

P04 B5 AS1 G

P04 _B5 AS2

P05 B5 BS1 GG
P05 B5 BS2
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Abb. 65: Alignment der fortlaufenden Basen- und Aminosauresequenz der
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Probanden von micb Exon 5 (Position 275-288).

Gelb markiert sind die SNP-Stellen, welche identisch zur MICB Variante *001 sind. In lila ist eine
abweichende Base und/oder Aminoséure gekennzeichnet. Bei Probanden mit biallelischen SNP-
Stellen gibt es sowohl eine gelb wie auch eine lila gefarbte Markierung. Var001 = Variante *001,
P01-P09 = Proband Nr. 01 — Nr. 09, B5 = micb Exon 5, BS1 = Basensequenz 1, BS2 =
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B5 Var001l BS
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P09 B5 BS1
P09 B5 BS2
P09 B5 AS1
P09 B5 AS2

Abb. 66: Alignment der fortlaufenden Basen- und Aminosauresequenz der

Probanden von micb Exon 5 (Position 289-302).

Gelb markiert sind die SNP-Stellen, welche identisch zur MICB Variante *001 sind. In lila ist eine
abweichende Base und/oder Aminoséure gekennzeichnet. Bei Probanden mit biallelischen SNP-
Stellen gibt es sowohl eine gelb wie auch eine lila gefarbte Markierung. Var001 = Variante *001,
P01-P09 = Proband Nr. 01 — Nr. 09, B5 = micb Exon 5, BS1 = Basensequenz 1, BS2 =
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Abb. 67: Alignment der fortlaufenden Basen- und Aminosauresequenz der

Probanden von micb Exon 5 (Position 303-316).

Gelb markiert sind die SNP-Stellen, welche identisch zur MICB Variante *001 sind. In lila ist eine
abweichende Base und/oder Aminoséure gekennzeichnet. Bei Probanden mit biallelischen SNP-
Stellen gibt es sowohl eine gelb wie auch eine lila gefarbte Markierung. Var001 = Variante *001,
P01-P09 = Proband Nr. 01 — Nr. 09, B5 = micb Exon 5, BS1 = Basensequenz 1, BS2 =
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B5 Var001l BS GGT CCA G

B5 Var001 AS G P
PO1 B5 BS1 GGT CCA G
PO1 B5 BS2

P01 B5 ASl G P
P01 B5 AS2

P02 B5 BS1 GGT CCA G
P02 B5 BS2

P02 B5 AS1 G P
P02 B5 AS2

PO3_B5 BS1 GGT CCA G
P03 B5 BS2

P03 B5 ASl G P
P03 B5 AS2

P04 B5 BS1 GGT CCA G
P04 B5 BS2

P04 B5 ASl G P
P04 B5 AS2

PO5_B5 BS1 GGT CCA G
P05 B5 BS2

P05 B5 ASl G P
P05 B5 AS2

P06 _B5 BS1 GGT CCA G
P06 B5 BS2

P06 _B5 ASl G P
P06 _B5 AS2

P07 B5 BS1 GGT CCA G
P07 B5 BS2

P07 B5 ASl G P
P07 _B5 AS2

P08 B5 BS1 GGT CCA G
P08 B5 BS2

P08 B5 ASl G P
P08 B5 AS2

P09 B5 BS1 GGT CCA G
P09 B5 BS2

P09 _B5 AS1 G P
P09 _B5 AS2

Abb. 68: Alignment der fortlaufenden Basen- und Aminosauresequenz der

Probanden von micb Exon 5 (Position 317-318).

Gelb markiert sind die SNP-Stellen, welche identisch zur MICB Variante *001 sind. In lila ist eine
abweichende Base und/oder Aminoséure gekennzeichnet. Bei Probanden mit biallelischen SNP-
Stellen gibt es sowohl eine gelb wie auch eine lila gefarbte Markierung. Var001 = Variante *001,
P01-P09 = Proband Nr. 01 — Nr. 09, B5 = micb Exon 5, BS1 = Basensequenz 1, BS2 =
Basensequenz 2, AS1 = Aminosauresequenz 1, AS2 = Aminosauresequenz 2.
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Abb. 69: Alignment der fortlaufenden Basen- und Aminosauresequenz der
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Probanden von micb Exon 6 (Position 319-332).

Gelb markiert sind die SNP-Stellen, welche identisch zur MICB Variante *001 sind. In lila ist eine
abweichende Base und/oder Aminoséure gekennzeichnet. Bei Probanden mit biallelischen SNP-
Stellen gibt es sowohl eine gelb wie auch eine lila gefarbte Markierung. Var001 = Variante *001,
P01-P09 = Proband Nr. 01 — Nr. 09, B6 = micb Exon 6, BS1 = Basensequenz 1, BS2 =
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B6 Var001l BS
B6 Var001l AS

PO1_B6 BS1
PO1_B6 BS2
P01 B6 AS1
PO1_B6 AS2

P02 B6 BS1
P02 B6 BS2
P02 B6 AS1
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P09 B6 BS1
P09 B6 BS2
P09 B6 AS1
P09 B6 AS2

Abb. 70: Alignment der fortlaufenden Basen- und Aminosauresequenz der
Probanden von micb Exon 6 (Position 333-346).

Gelb markiert sind die SNP-Stellen, welche identisch zur MICB Variante *001 sind. In lila ist eine
abweichende Base und/oder Aminoséaure gekennzeichnet. Bei Probanden mit biallelischen SNP-
Stellen gibt es sowohl eine gelb wie auch eine lila gefarbte Markierung. Var001 = Variante *001,
P01-P09 = Proband Nr. 01 — Nr. 09, B6 = micb Exon 6, BS1 = Basensequenz 1, BS2 =
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Abb. 71 Alignment der fortlaufenden Basen- und Aminosduresequenz der

Probanden von micb Exon 6 (Position 347-361).

Gelb markiert sind die SNP-Stellen, welche identisch zur MICB Variante *001 sind. In lila ist eine
abweichende Base und/oder Aminoséure gekennzeichnet. Bei Probanden mit biallelischen SNP-
Stellen gibt es sowohl eine gelb wie auch eine lila gefarbte Markierung. Var001 = Variante *001,
P01-P09 = Proband Nr. 01 — Nr. 09, B6 = micb Exon 6, BS1 = Basensequenz 1, BS2 =
Basensequenz 2, AS1 = Aminosauresequenz 1, AS2 = Aminosauresequenz 2.
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