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[. Einleitung

I.1 Geschichte des Histokompatibilitdatskomplexes (MC) und seiner

Krankheitsassoziation

Die Entdeckung des MHC geht auf Peter A. Gorer@utind datiert auf das Jahr 1936
(Gorer P A,1936). Gorer experimentierte damalsBhitgruppenantigenen von Mausen und
erreichte 1938 durch Tumortransplantationsverssolgar den Briickenschlag zur Antigenitat
solider Gewebe (Klein J, 1986). Gorer vermutetssdss einen genetisch determinierten
Faktor gebe, dessen Anwesenheit im transplantidaemor und dessen Abwesenheit im
Empfanger zur Abstol3ung des transplantierten Gesviélee. Dieser spater so genannte H
Faktor, H fur Histokompatibilitat, beschrieb den Klder Maus.

Auch heut zu Tage ist dextended MHExMHC) noch einer der am intensivsten
umforschten Orte des Genomes, da seine Genprodudevesentliche Funktion in der
Immunologie, der Transplantationsmedizin und déorSchung des genetischen
Hintergrundes menschlicher Erkrankungen darsteldgse Forschung nutzt den hohen
Polymorphismus dieses Genortes - nach heutigemmaikisstand ist das XMHC der
polymorphste Genort des menschlichen Genomes Ulggrftdorton R., 2004) - um
Assoziationen von bestimmten MHC Haplotypen zu &nkungen zu definieren. Diese
Suche fiihrte zu einer Liste von ca. einhundert@onmich immunologisch bedingter
Erkrankungen, die solch eine Assoziation aufweiBathei reicht das Spektrum der
wissenschatftlichen Ergebnisse von Erfolgen, wiezbei Beispiel der Himochromatose und
der Entdeckung des HFE Gens und der Mutation C2BB&Yhin zu Ratseln bezuglich
komplexer Erkrankungen wie dem Typ 1 Diabetes déeRheumatoiden Arthritis.

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Krankdsssoziation des HLA-B27 zu den
Spondylarthropathien, welche in zumindest zweigfliesicht eine besondere ist. Zum einen
stellt sie die stochastisch stérkste Krankheitsaagon dar, zum zweiten stellen die
Spondylarthropathien eine Gruppe Erkrankungen vtreitbar autoimmunologischer Natur
dar, sodass ein direkter kausaler Zusammenhand.2eB27 evident erscheint. Zur
Veranschaulichung sei bemerkt, dass bereits delaAssh einer einzelnen Aminosaure am
HLA-B27 Molekul ausreicht um die Krankheitsassopiatherzustellen oder zunichte zu
machen.

Diese Arbeit mOchte einen Beitrag zur Assoziatiorsthung leisten indem sie ein sehr

punktuelles, aber wie ich hoffe scharfes Schlagket epigenetische Prozesse in der



Biologie des HLAB 27 wirft. Im Folgenden wird eitdethodik beschrieben und evaluiert,
welche es ermoglicht Veranderungen auf HLA-B27 Skaipten, im Speziellen der mRNA
von HLA-B27, zu beobachten.

|.2 Konzept des MHC in Genetik und Immunologie

Die Evolution des MHC mit seinem Nebeneinander och polymorphen (z.B. klassische
Klasse | und Il Gene) und stark konservierten (KBsse Il Gene) Genorten ist weiterhin
Gegenstand der aktuellen Diskussion (Nei M., 2086j.der Proteinebene gehért das MHC
zur Immunglobulinsuperfamilie, zu welcher neben Aetikdrpern unter Anderen z.B. der T-
Zell-Rezeptor, CD4 und CD8 gehdren. Man nimmt heutedass diese Proteine alle von
einer Immunglobulin Domé&ne abstammen. Die treibenadutionare Kraft stellten hierbei
die zunehmend komplexen Zell-Zell Interaktionerwigodie Auseinandersetzungen mit
infektiosen Agenzien dar (Alberts B. et al., 20085 Generator des hohen Polymorphismus
wurde das Konzept einbéirth and deatlEvolution etabliert. Hierbei ist vor allem die
Genduplikation von Bedeutung. Der Polymorphismusl\mierbei von haufiger
Genduplikation plus Mutationen und dem jeweiligamsAcheiden von funktionell oder
selektionistisch ungunstigen Genen in Form von ésgenen unterhalten. Fur HLA-B27 und
seine inzwischen 31 Subtypen gilt 2705 als der pJ(Beveille J.D., 2006). Wichtig fur die
Untersuchung der Krankheitsassoziation ist desattitdas Phanomen dedkage
disequilibriumwelches fur die Gene des MHC gilt. Dieses besbhrdass die
unterschiedlichen Genotypen einiger MHC Gene haukgmbiniert miteinander
vorkommen, als die Einzelwahrscheinlichkeiten ils@notypen innerhalb einer bestimmten
Population erwarten liel3en.

Diesbeziiglich entwarf Alper et al das Konzept eetended haplotypend konnte sowohl fur
die Transplantationsimmunologie als auch fur eimigé Krankheitsassoziationen zeigen,
dass diese kombinierten Genotypen schwerer wielgateaalleinige HLA-Haplotyp (Alper
C.A., 1992). Fur HLA-B27 tritt zum Beispiel elimkage disequilibriunfiir die Kombination
mit einzelnen TNFx Genotypen auf (Martinez-Borra J., 2000). Bishgaérsich jedoch fur
die HLA-B27 Krankheitsassoziation kein Hinweis, sl@m anderes Gen im Sinne des
extended haplotypeu dieser beitragt. Fur eine aktuelle Genkarteestésnded human MHC
welches sich Uber 7,6 Mb erstreckt und ca. 252ienprte Gene enthélt siehe Horton et. al.
(Horton R., 2004). Im Folgenden wird nun das melstoh MHC im engeren Sinne

dargestellt.



I.2.1 Genomische Organisation, Nomenklatur und Molkllstruktur

Das Human Leukocyte Antig@ALA) befindet sich innerhalb dédajor Histocompatibility
Complex(MHC) auf dem kurzen Arm des Chromosom 6 bei Bagui#l.3 (Abb. 1.1) .

Formal wird dieses in 3 Gencluster , Klasse ldhterteilt. Wahrend die Klasse | und 1l
Proteine der Immunglobulin Superfamilie mit antiggisentierender Funktion kodiert,
enthalt die Klasse Il die Sequenzen fir eine loggene Gruppe von Proteinen
(Komplementfaktorerheat shock proteineytokine).

Das Klasse | Gencluster besteht aus drei ,klassscGenen die mit den Buchstaben A bis C
bezeichnet werden. Diese sind in hohem MalRe palyimond kodieren alle fur Isotypen des
HLA Klasse | Molekdils.

Das menschliche MHC

+—*
SSE83 3 2 Peas
Do IEm I =
MHC Klasse Il MHC Klasse lll MHC Klasse |

Abbildung 1.1 Schematische Darstellung des Chrommsé Bande 6p21.3, die Banden entstehen durch eine
Giemsafarbung des kondensierten Chromatins typiseteise wahrend der Metaphase des Zellzykluses.
Dargestellt ist die Lage der MHC Gene.

Der HLA-B Lokus der hier genauer untersucht wersi@herstreckt sich tber ca. 4kb
genomischer DNA und enthalt 8 Exone.

Um bei dem gegebenen Polymorphismus jeden Isotgpakt bezeichnen zu kénnen wird
dem buchstabenkodierten Genlokus ein sechsstellm@encode angehangt. Die ersten
beiden Ziffern bezeichnen den serologisch defiaretsotypen, die nachsten beiden

spezifizieren diesen, definiert Gber die distinkéaninosdurensequenzen, die letzten beiden



schliel3lich stehen fiir genomisch definierte Subtypke jedoch keine
Aminosaurenveranderungen im Protein nach sich mi@darsh G.E., 2002).

Das resultierende Proteinprodukt ist ein Heterodiassembliert aus einer schweren Kette
(heavy chainhc), bestehend aus drei Domaneri{3) und einem nicht kovalent gebundenen
und anderenorts kodierten Globulp2¢ Mikroglobulin).

Die al (Exon 2) undx2 (Exon 3) Domane bilden die PeptidbindungsfurchEarm eine-

Faltblattebene die von zweaiHelices Uberspannt wird (Abb.1.2).

Schematische Darstellung des MHC Klasse | Proteinkglexes auf der Zelloberflache

Peptidbindungsfurche)

g °

al

2]

a3 . . | 2 Mikroglobulin
Zellmembran

Abbildung 1.2 Dargestellt sind die Proteindoméanerkiusive demB2 Mikroglobulin

Diese Furche spannt sich iiber ca. 10x25 A. Die Waverden von Seitenketten der

Helices, der Boden von Seitenketten @dfaltblattebene gebildet (Bjorkman P.J., 1987). Als
wichtig fur die Peptidbindung wurden 6 Ankertascheschrieben die mit den Buchstaben A
bis F bezeichnet werden (Buxton S.E., 1992).

Als variabelste Regionen sind sie das Substrahdeen Polymorphismus, Generator des
breiten Antigenprasentationsrepertoire und Ortestepfindlichen Rezeptorinteraktion (s.u.).
Wahrend Klasse Il Molekile hauptsachlich auf Antigedsentierenden Zellen (APC)

exprimiert werden, befindet sich Klasse | auf akenmnhaltigen Zellen.



1.2.2 Physiologie von MHC | und Il in der Immunantwort

Die 70iger Jahre erbrachten die Erkenntnis, dasadiptierte Immunantwort MHC
restringiert ist (Zinkernagel R.M., 1974). Diesamaalierung beschreibt, dass das
Fremdantigen nicht direkt, sondern erst nach Pexzesg und Préasentation durch MHC
Molektle von T-Zellen erkannt wird, welche dannesimmunantwort durch
antigenspezifische Antikorper oder Zelllysis durgtotoxische T-Zellen triggern kénnen.
Der Vorgang des Erkennens, bei dem der vorgefertigtl antigenspezifische T-Zell-
Rezeptor (TCR) sein Antigen plus HLA Molekil bindeird alspriming bezeichnet (Roitt
[.M., 2000). Die Aktivierung, bestehend aus Zellteg und Reifung der T-Zelle, bendtigt
eineClusterungder HLA-TCR Komplexe aber auch weiterer kostinndreler Rezeptoren
(B7/CD28, LFA-3/CD2) und stabilisierender RezepioflCAM-1/LFA-1) und fuhrt zur
Formung einer immunologischen Synapse. Sie gewétaieine ausreichende Kontaktzeit
und die Summation stimulierender Signale die austli Phosphorylierungskaskaden der
Rezeptoren und Zytokinsekretion zur Stimulation Be&telle und ihrer immunologischen
Funktionen (T-Zell Hilfe/ Zytotoxische T-Zell Lyséjhrt.

HLA Klasse Il interagiert demnach mit dem TCR ei@®4 positiven T-HelferzelleH).
Damit nimmt es zusammen mit weiteren Signalen Sifdlisselstellung am Scheideweg
zwischen Toleranz und Triggerung einer Immunantwort da fast alle adaptiven
Immunfunktionen von T-Zell-Hilfe abhéngig sind.deringem Mal3e interagieren auch CD4
positive cytotoxische T-Lymphozyten (CTL) mit HLAUNnd fuhren im Fall einer
Aktivierung zur Zelllyse.

MHC Klasse | ist fur die Antigenerkennung mittelssdrCR von CD 8 positiven CTL
verantwortlich. Fur die Interaktion des Klasse II&kail mit CTL ergeben sich vier Falle die

zum Erkennen und bei ausreichender Stimulatiomizem lysierenden CTL-Klon flihren:

- In Ausnahme zu oben genannter Regel kbnnen APCogliagrte und somit exogene
Antigene auf Klasse | prasentieremdsspriming.

- Obiger Regel folgend wird endogenes Fremdantigeohdmit intrazellularen Keimen
infizierten Zellen prasentiert (intrazellulare Keajm

- Endogenes alteriertes Selbstantigen oder Ubereigoten Selbstantigen wird durch

Tumorzellen prasentierinimunsurveillance
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- Endogenes Selbstantigen wird im Rahmen der Tramigpiaomunolgie durch allogenes
MHC prasentiert (direkte Alloreaktion) oder exoge@emdantigen wird durch eigenes

MHC im Rahmen desrossprimingprasentiert (indirekte Alloreaktion).

Als weitere Lymphozytengruppe interagieren Nathsidillerzellen (NK-Zellen) in
komplementarer Weise mit HLA Klasse I, da sie lbiénder Expression die Zielzelle
ebenfalls lysieren. Sie benutzen hierzu ein Glawhght an inhibitorischen Rezeptoren
(KIR/CD94/NKGZ2) und stimulierenden Rezeptoren (Bsiokm E., 2004).

Eine weitere hier relevante Ausnahme stellen CDsitipe Lymphozyten dar, welche MHC
Klasse | restringiert sind (Bendelac A., 1994). d6liedene Arbeitsgruppen konnten
sporadisch HLA-B27 restringierte CD4 positive Lyrogkiten charakterisieren. Boyle et al.
konnten dies in einen Zusammenhang mit ungewoheri¢tormen von B2&{ehe auch
1.4.3) in vitro bringen (Boyle L.H., 2004).

Die Expression des MHC wird vor allem im Rahmereeifu Antwort der Immunabwehr
durchy-Interferon verstarkt. Fur die SpondylarthropatHieten reversible falsch negative
Typisierungsergebnisse mittels serologischer Nadtests wahrend der interkurrenten
Erkrankung auf, sodass hier eine transiente Mingeession von HLA-B27 postuliert wurde
(Kirveskari J., 1997).

I.3 Konzept der Spondylarthropathien (SpA)

Das Konzept der SpA geht auf Beobachtungen vonkdin zuriick, datiert auf die Mitte der
70ger Jahre des zwanzigsten Jahrhunderts und ferahtén Abgrenzung zur Rheumatoiden
Arthritis (Moll JM , 1974). Es wurde eine Assozatibestimmter rheumatischer
Erkrankungen mit einer Sakroiliitis und deren faémgé Haufung beobachtet.

Heute zahlen hierzu die Ankylosierende SpondyAiS/ Morbus Bechterew), die Reaktive
Arthritis (ReA/ Reiter Syndrom), Arthritiden ass@zt mit chronisch entzindlichen
Darmerkrankungen, die Psoriasis Arthritis sowieudidifferenzierte Spondylarthritis (Braun
J, 2002). Die Pravalenz der SpA steht dabei irreAphéngigkeit zur Pravalenz von HLA-
B27 in der jeweiligen Bevolkerung, die weltweitéf?alenz wir auf ca. 2% geschatzt (Sieper
J, 2006)
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I.4 Hypothesen zur Pathogenese der HLA-B 27 Krankhisassoziation

Viele der HLA Klasse | und Il Genloki sind mit emeerhéhten Krankheitsrisiko fur
Erkrankungen assoziiert. Die starkste Assoziatestdht flir die Spondylarthropathien (SpA)
und HLA-B 27. Bis zu 95% der Westeuropaer mit elwekolysing Spondiliti$AS) sind B

27 positiv. Die Wahrscheinlichkeit eines HLA-B 2@gttiven Individuums eine Erkrankung
aus dem Formenkreis der SpA zu akquirieren betndigtlie 10% (Reveille J.D., 2001). Die
HLA-B27 Familie setzt sich aus 23 verschiedenentyfgn, von denen alle bis auf B*2706
und B*2709 eine Krankheitsassoziation zeigen, zmsam B27 bindet ein 6-8 Aminosauren
langes Peptid hauptsachlich durch die Taschen Brumgbbei sich alle B27 Subtypen die
Eigenschaften der Tasche B teilen und innerhall@dsche F am stérksten variieren.
Bemerkenswerterweise zeigt die Tasche B eine Sggediir Peptide die an zweiter Position
ein Arginin tragen. Trotz intensiver Forschung kiendas Substrat der beobachteten
Assoziation bisher nicht aufgedeckt werden.

Eine untbersichtliche Vielzahl an Evidenzen und étlipsen wurde seit der
Erstbeschreibung der starken Krankheitsassozidtioch Schlosstein et al. (Schlosstein L.,
1973) entwickelt. Hierfur ausschlaggebend ist zumere dass die experimentellen Evidenzen
aus unterschiedlichen Forschungsbereichen stamneesi@ sich zum anderen auf jeweils
unterschiedliche Erkrankungen aus dem heterogenegid® der Spondylarthropathien
beziehen. Das Spektrum reicht hier von Theorien)atliglich einen an HLA-B27
gekoppelten Marker fur ursachlich erachten, bisfFrage ob HLA-B27 im Rahmen der
adaptiven Immunfunktion, einer unspezifischen Imfanktion, oder aufgrund einer
ungewdhnlichen Proteinbiologie als pathogenetigsahlich zu erachten ist.

Allerdings besteht im aktuellen Diskurs ein breKensens darlber, dass es sich bei den SpA
um polygene Erkrankungen mit einer direkten phategschen Rolle von HLA-B27 handelt.
Fur eine Ubersicht siefigab. 1.1
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Hypothesen zur HLA-B27 Krankheitsassoziation, madiért nach ( P. Bowness, 2000 )

# HLA-B27 ist an das krankheitsassozierte Gen gpé&tip

# HLA-B27 bindet und prasentiert ein arthritisindirendes Peptid an T-Lymphozyten

# HLA-B27 ist an der Selektion eines fur die Spdadiropathien empfanglichen Zell

Repertoire wahrend deren Reifung im Thymus beteilig

# HLA-B27 hat eine ungewd6hnliche Zellbiologie imrgkeich zu anderen Klasse | Molekilen

# Das freie Cystein an Position 67 von HLA-B27 wix@ch Oxidierung immunogen

# HLA-B27 fuhrt im Rahmen einer Molekularen Mimikey humoraler Kreuzreaktivitat mit
bakteriellen Antigenen

# HLA-B27 ist Rezeptor fir einen bakteriellen Ligiem

# Interaktion zwischen HLA-B27 und einem baktedrllSuperantigen fuhrt zu unspezifischer T-Zel

Stimulierung

# Von HLA-B27 gebundene Peptide werden von Klaks&olekiilen CD4 positiven T-Zellen
prasentiert

Tabelle 1.1

Die wichtigsten Hypothesen und Evidenzen sollensaimaglichtartig beleuchtet werden,

wobei das Hauptaugenmerk auf die, flr diese Assegentlichen, gerichtet sein soll.

I.4.1. Epidemiologische Studien

Epidemiologische Studien zeigen, dass lediglictHL0& aller HLA-B27 positiveilCaucasier
eine Erkrankung aus dem SpA Formenkreis entwick®ikese Zahl erhoht sich auf 20% bei
Vorliegen einer positiven Familienanamnese. DiedeehViederauftretenswahrscheinlichkeit
unter Verwandten ersten Grades spricht flr einenagigen genetischen hereditaren Faktor.
Bezieht man die gewonnenen Zahlen auf die SpA Rréaxainter nicht verwandten HLA-
B27 positiven Individuen, so lasst sich hierduradem ein von HLA-B27 unabhangiger
genetischer Faktor dokumentieren (Breban M., 200&¢h Daten aus Familienstudien wird
der Beitrag von HLA-B27 am genetisch determinieekrankungsrisiko fir die SpA auf ca.
40% geschatzt. An alternativen Genen werden MICAMRKC Klasse Il Genotypen
diskutiert, das oben erwahriiekage disequilibriunmacht hier den Zugang zu HLA-B27
unabhangigen Faktoren jedoch schwierig (Reveibe, 2006).

Interessanterweise scheinen betroffene Familiemekehdnomenologischen Subtypen der
SpA aufzuweisen, sondern bilden alle klinischerr&mkungen des SpA gleichermal3en aus
(Breban M., 2006).
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1.4.2 Tiermodelle

Experimente mit HLA-B27 transgenen Ratten konnteiralisreichender Kopienzahl und bei
geeignetem genetischem Hintergrund, sowie dem Violdrasein einer normalen Darmflora
eine den SpA &hnliche Erkrankung reproduzierenr@@u.D., 1999). Diese Erkrankung lief3
sich durch unreife hdmatopoetische Stammzellencjedicht durch reife T Lymphozyten,
auf nicht transgene Ratten, oder gesunde Rattenieditiger Kopienzahl, tibertragen (Breban
M., 1993). Thymusfreie Ratten entwickeln keine Brikung bis ihnen gereinigte T-
Lymphozyten verabreicht oder ein Thymus transpéasihtvurde. (Breban M., 1996).
Bemerkenswerterweise zeigt sich dieses Phanoménia@D8 T-Zell depletierten Tieren
Diese Befunde unterstreichen eine direkte FunktmmHLA-B27 und rucken auf zellularer
Ebene vor Allem T-Zellen, auch CD4 T-Zellen in &hlaglicht.

1.4.3 Spezielle Proteinbiologie des HLA-B27

MHC Klasse Iheavy chainghc) gelangen kotranslational in das Endoplasmiaifketikulum
(ER), um hier mit Hilfe speziellathaperongcalnexin/calretikulin/Erp57/BiP) ihre
regelrechte Faltung im Sinne einer Tertiarstruktuerlangen und mit dem 32- Mikroglobulin
(R2) ein Heterodimer zu bilden. Allen voran schéiietr BiP im Sinne einer
Qualitatskontrolle am Scheideweg zwischen dem \tegtesport und der Degradation durch
die ER-assoziierte-Degradation (ERAD) zu steherss&hlaggebend scheint hier eine
korrekte Faltung der Proteine zu sein, welche viéethdurch eine differenzielle
Glykosilierung entweder zur Retention im ER, odemzAusschleusen aus dem ER mit
konsekutiver Ubiquitinierung und einem Proteasoiméalgigen Abbau fuhrt. Desweiteren
aktiviert BiP dieunfolded protein respong&/PR) welche zu einer Hochregulation sowohl der
ERAD Bestandteile als auch deraperondiihrt und bei einem Uberlaufen des ER mit
misfoldedProteinen aktiv wird (Kostova Z., 2003). In einemeiten Schritt wird das hc/R2
Heterodimer durch Bindung an einBeptide loading compleftransporter associated with
antigen processing (TAP), tapasin (TSN), calretncuiErp57) mit hochaffinen Peptiden
beladen (Gundo D., 2001). Diese nun stabilen Heterere gelangen Uber den Golgiapparat
an die Zelloberflache.

Mear et al. beschrieben erstmals eine erhdhte aatesfoldedHLA-B27 hc heavy chain)
trotz vorhandeneaohaperonaund TAP, also unter physiologischen Bedingunged, deren
Abbau durch das ERAD (Mear J.P., 1999). Durch echkende Untersuchung zwischen
einem synthetisierten HLA-B27.A2B, welches sichatuB2705 lediglich innerhalb der B
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Tasche dea2 Domane strukturell und funktionell unterscheidet HLA-B2705 konnten sie
dieses Phanomen erwahnter B-Tasche zuschreibenrgdishlich wurde die Kombination
der B-Taschen Residuen Glu45/Cys67/Lys70, welceéddsbildung von Disulfidbricken
begiinstigt und so zu einer Retention im ER fuhi@mke, postuliert. Die Kombination dieser
Residuen ist dem HLA-B27 einzigartig (Smith J.A008).

Des Weiteren wurden fur HLA-B27 ungewothnliche Exgsiensformen, wie leere hc/32
Heterodimere, hc/hc Homodimere und hc HomomereégearZelloberflache in vitro und
Tiermodellen beschrieben (Boyle L.H., 2004). Kollerger et al. konnten das Vorkommen
von HLA Homodimeren und eine KIR Rezeptorinterakt{siehe 1.2.2) bei SpA Patienten
und gesunden Kontrollen nachweisen (Kollenberge2(®2).

.Mear eroffnete hier eine neue Hypothese zur HLA-B2ankheitsassoziation. Durch seine
Anfalligkeit zummisfoldingkdnnten vermehrt abnormale Formen von B27 auf der
Zelloberflache entstehen und so zu nichtklassis@hgall Interaktionen fuhren. Alternativ
konnte eine UPR Aktivierung eine ER Stressantwattonsekutiver NF<B Ausschuttung
auslosen und so den gesuchten entziindlichen Proggsn. Schliel3lich kdnnte der
vermehrte Abbau von HLA-B27 Molekilen zu haufigePeasentation durch andere HLA

Klasse | Molekulen fihren und somit immunogen wirke

I.4.4 Autoimmunitdt und die arthritogenic peptideHypothese

Die Frage, ob es sich bei den SpA um Autoimmunekaagen handelt, bleibt weiterhin
umstritten. Die wohl suggestivste Hypothese zumKheitsassoziation erklart das spezifische
Peptidrepertoir von HLA-B27 als ursachlich und pdistt die klassische Prasentation von
endogenen Peptiden gegeniber CD8 positiven T Lyaypéin mit konsekutiver CTL
Effektorfunktion als krankheitsausldsend.

Fir die ReA und die AS gelang die Isolierung vorA-lB27 restringierten CTL mit
Reaktivitat gegen infizierte und nichtinfiziertelléa (Herrmann E., 1993). AuRerdem wiesen
konkordant erkrankte Zwillinge eine erhdhte Oligmidlitat innerhalb des T-Zell
Rezeptorrepertoirs an CD4 und CD8 Lymphozyten inglééch zu diskordant erkrankten
Zwillingen auf (Duchmann R., 2001).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die TiadNederspruch zu den
tierexperimentellen Daten steht, wo CD8 T Lymphemykeine wesentliche Rolle zu spielen

scheinen. In der Literatur werden die Einzelbesblreen reaktiver CTL gegen Peptide
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triggernder Bakterien oder kreuzreaktiver CTL athnhausreichend evident bezuglich ihrer
Ursachlichkeit eingestuft (Smith J.A., 2006).

|.5 Etablierte genomische Typisierungs- und Nachwsiechniken

Wie oben beschrieben eignen sich die serologisblaehweistechniken nur zur Bestimmung
eines HLA Isotypen. Zur exakten Typisierung und lisedhtung des HLA Lokus werden
heute sogenannte genomische Nachweisverfahren angewdie eine direkte Typisierung
aufgrund von Basensequenzen der DNA anstreben.

Bei derSequence Specific Oligonucleotide Probe Hybridirafs SOPH) wird mittels
Primern, die moéglichst unspezifisch an den flardaelen Regionen binden, in einer PCR
beide Allele des unbekannten Lokus amplifiziert andchlie3end deren Bindungsmuster an
allelspezifische Oligonukleotidelgt- blotHybridisierung) interpretiert. Diequence

Specific Primer PCRSSP-PCR) benutzt sequenzspezifische Primerpdiaran den hoch
polymorphen Genorten binden und nur ihr zugehorigkes vervielfaltigen, welches
anschliel3end mittels Gelelektrophorese anhandrs@ridie identifiziert wird.

Schliel3lich steht nach unspezifischer Vervielféitig mittels PCR die direkte Sequenzierung
zur Verfiigung, die allerdings immer ein Mischergslaus beiden heterozygoten Allelen
ergeben wird (Williams T.M., 2001).

1.6 Kritische Uberlegungen und Zielsetzung

Neuere Erkenntnisse zur Pathogenese der SpA hapeBlidk von den kanonischen MHC
Klasse | Funktionen, hin zur ungewdhnlichen Prdimilogie und alternativen regulatorischen
Funktionen von HLA-B27 gelenkt. Fir das MHC mitrs®i hohen Gendichte und komplexen
Funktion sind epigenetische Einflisse, die sowahlkrankheitsassoziation, als auch zur
veranderten Proteinbiologie beitragen denkbar. Sisoiee Mutationen des HLA-B27 auf
DNA oder RNA Ebene wirden zu einer Anhaufung fdtdéter Proteine fuhren. Hierdurch
kénnte sowohl ein vermehrtessfolding als auch eine immunologische Reaktion gegen

verandertes Selbstprotein unterhalten werden.

! Zur Nomenklatur dieser Arbeit sei hier erwahnt,sddsr Begriff Mutation aufgrund seiner geltenden

Definition eigentlich nicht fir mMRNA Molekile gehréhlich ist. In der vorliegenden Arbeit werden dgm
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Gegen eine Beteiligung von Mutationen auf DNA Ebspecht einerseits, dass maligne
Transformationen fur HLA-B27 assoziierte Erkrankengnicht beschrieben sind. Sollten
andererseits die Mutationen in Anlehnung an dieell-Rezeptor-Reifung im Rahmen der
physiologischen Funktion des MHC Klasse | auftreggacheint es wenig plausibel, dass dies
ausschlieBlich fur HLA-B27und die mit ihm assozger Erkrankungen gelten solle. Fur
Veranderungen auf der mRNA gelten diese Uberlegujepoch nicht. Des Weiteren wiirden
Mutationen auf intakter mRNA, im Gegensatz zur DiNAedem Fall zur Translation
fehlerhafter Proteine fihren, wodurch sich direkttéinweis auf die funktionelle Relevanz
der gefundenen Mutation ergibt.

Fur einen biochemischen Zugriff auf diese Mutatioeegeben sich einige Schwierigkeiten.
Der unmittelbarste Zugang ware eine Direktsequenage der mittels PCR spezifisch
amplifizierten HLA-B27 cDNA. Durch die Auswertung@dChromatogramme wirden
Mutationen aloppelpeakauffallen. Zum einen waren hierdurch nur domindtgationen
die in ausreichender Haufigkeit auftreten erkenntbareinzelne oder randomisiert auftretende
Mutationen in degepooltenProbe untergingen. Zum anderen ware ein Ruckauifidas
einzelne mutierte Molekul nicht mehr méglich. Imtenil. beschriebenen Verfahren wurde
dem begegnet indem ein Klonierungsschritt zur \rem&ung der Stichproben eingefihrt
wurde. Um die Analytik nicht zu arbeitsextensivgastalten wurden die Klone mittels einer
SSCP-Gelanalyse auf Mutationen voruntersucht usdhdiel3end nur bestimmte Klone zur
genauen Bestimmung der Art der Mutation sequenziert

Ziel der Arbeit ist es Mutationen auf der mRNA vdhA B27 in verschiedenen Geweben
einer an SpA erkrankten Patientin zu erfassen wgkdnit einer gesunden Kontrolle zu
vergleichen, um zu prifen ob derartige Verandernmgie der SpA vergesellschaftet sind.
Die unterll.2.1 beschriebene Auswahl der Patientin, erfolgte gedai\nnahme, dass der
hypothetische Mechanismus der somatischen HLA-BR27akibn zu einer mangelnden HLA

Molekulexpression von intaktem HLA-B27 auf der Hékérflache fihren wirde.

Begriff der Mutation auch Basenveranderungen auht@NA unabhéangig von ihrem Entstehungsmechanismus
bezeichnet, welche durch den TranslationsappasaialBasenaustausch erkannt werden und somitganalo

Mutationen auf der DNA zu veranderten Aminosaurasegen in translatierten Proteinen fihren wirden.
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Il. Material und Methoden

I1.1 Das analytische Verfahren im Uberblick

Das verwendete Verfahren extrahiert zunéachst dsargee RNA aus degepooltenzellen der
jeweiligen Probe. In dem ersten Schritt der rever&@nskription (RT) wird jegliche intakte
messenger RNA (mMRNA) einmalig durch die Reverse§keptase in eine stabile copy DNA
(cDNA) im Verhatnis 1:1 umgeschrieben. Von diedeNé wird eine bestimmte Menge in
eine HLA B spezifische PCR eingesetzt, welche dlsdtlich die urspriungliche HLA B
MRNA in 10 linearen und 35 exponentiellen Zyklerpéfiziert. Jeder urspriinglichen mRNA
entsprechen nun ca. 11 x 235 (3,7 x 10"11) HLARRProdukte. Diese werden im
Weiteren mittels Gellauf isoliert und durch die hixdgende Klonierung und Transfektion in
E. coli wieder vereinzelt. Danach entsprechen gteswh einer urspringlichen HLA B
MRNA ca. 3,7 x 10”11 E. coli Kolonien, da jede Kokausschliel3lich ein HLA B PCR
Produkt beinhaltet. Hierauf wird zur Herstellung dmtersuchten Zielfragmentes noch eine
huckepackPCR angewendet und samtliches Produkt in e8tetder SSCP Gelanalyse
gespeist. Immer noch generiert hier eine ursprihglHLA B mRNA 3,7 x 10"11 SSCP
Slots Umgekehrt entspricht loteinem HLA B PCR Produkt. Bei diesen Zahlen muss ma
sich vor Augen halten, dass das hypothetische Marb@wischen veranderter zu normaler
RNA ebenfalls amplifiziert wird und somit erhaltbleibt. In einem Nebenweg wurde auf
sechs in der SSCP sich musterhaft darstellendeekdariickgegriffen und nach einem
PlasmidMiniprap direkt sequenziert. Fir eine graphische UbersiefteAbb.7.1 (Im

Anhang)Die einzelnen Schritte werden im Folgenden daegjést

1.2 Probenmaterial

11.2.1 Patientenauswahl durch Immunfluoreszensfarbug

Aus einem Probenpool von HLA-B27 positiven Patiankeirden ftinf, von denen sowohl
eine PBMC Fraktion, sowie kryokonserviertes plusrister Passage kultiviertes ex vivo

Gelenkpunktat vorhanden war, ausgewahlt.



18

Unter der Hypothese, dass Mutationen des HLA-BZ&h3kriptes zu einer Verminderung der
HLA-B27 Molekilexpression fuhren wirden, sollte 8atient gewahlt werden welcher HLA
Klasse | auf der Zelloberflache exprimiert, bei ddirA- B27 jedoch fehlt.

Die kultivierten Zellen wurden mit PBS gewasched anschlieRend abtrypsiniert. Nach der
ersten Resuspension im Medium wurden sie abzegigifiuund in 1ml eiskaltem Medium
erneut resuspendiert, anschlie3end mit einer Thypafdrbung auf Vitalitat getestet und in
einer Neubauerkammer nach der Formel:

N x Verdinnung x 10”4 = N / ml gezahlt.

Zur Immunfluoreszenzfarbung wurden vier Antikbrpesgewahlt. Zur Mikroskopie wurden
ca 10"4 Zellen in 400 RPMI1640/10% FCS pro Kammer eineéeamberslideobjekttragers
gefullt. Nach Adhéasion der Zellen wurde der Uberdtabpipettiert und mit 2@deiner 1:20

in RPMJ1640/10% FCS verdinnten Antikdrperlésungsidiechtet und 30 Minuten bef £
inkubiert. Anschlieend 2malig mit PBS gewascheth zur Fixierung in PBS/10%
Formaldehyd 10 Minuten befP@ inkubiert. Daraufhin wurde die Farbung mikroslsmbi
ausgewertet und ein Patient, der die gewlinschtestélation aufwies, fur die weiteren

Untersuchungen ausgewahlt (sidradb. 2.1)

Immunflureszenzbindungsmuster der ausgewahlten Ratin

Bezeichnung Bindungsspezifitat Bindungsmuster dgieRtin
B9.12.1 alle Klassen |, HLA A und B schwach pasiti

ME1 nur HLA-B27 und HLA-B7 alle Zellen negativ

PBM1 3 2 Mikroglobulin schwach positiv

Tabelle 2.1: Die Tabelle zeigt die Expression voil Klasse | auf der Zelloberflache der Patientinefiniert
Uber das Farbemuster der Monoklonalenantikdrper. Daach zeigt die Patientin einen Verlust von HLA-B27

bei vorhandener Expression von HLA-B39.

11.2.2 Ursprung des untersuchten Probenmaterial

Es wurden drei verschiedene Gewebe einer HLA-B&tipen erkrankten Patientin zur
Probe, sowie Nabelschnurblut eines HLA-B27 positigesunden weiblichen Neugeborenen
~SM neonatal” zur Kontrolle untersucht. Alle Proben wurden imdesiden gleich behandelt.
Die Patientin war mit einer akuten Oligoarthritig ZJntersuchung gekommen, die Diagnose
blieb trotz weiterer Konsultation bei einer Oligtiaitis unklarer Genese, DD:

- Erstmanifestation einer seropositiven chronisdhelyarthritis
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- HLA-B27 assoziierte Oligoarthritis

- Arthritis psoriatica

Alle Proben entstammen der ersten Konsultatiodemren Rahmen eine Kniegelenkspunktion,
sowie eine Blutabnahme vorgenommen worden waren.

Als ,ex vivo* Material diente das frisch in einer Glyzerolgaitsung bei —80 C verwahrte
Gelenkspunktat. Des Weiteren wurde selbiges irePassage kultiviertes Gelenkspunktat

als,Kultur* , sowie eine PBMC Fraktion der Patientin g&ut“ verwertet.

I1.3 Nukleinsauren Extraktion

11.3.1 Simultanextraktion DNA/RNA mitels des RNeasyQIAGEN Kit

Alle vier Ausgangsproben wurden der gleichen DNAAREBKtraktion mit Hilfe eines
kommerziellergiagen Kitsunterzogen. Bei allen weiteren Arbeitsschritteriden die
allgemeinen Kautelen im Umgang mit RNA wie rnadefirbeitsgeréate, das Tragen von
Handschuhen, Pipettenspitzen mit Filter, ArbeitehEas und ziigiges Vorgehen beachtet und
finden sich nicht einzeln erwahnt.

Die parallele DNA/RNA Extraktion wurde gemal3 demigen Protokolls durchgefihrt.
Nach Empfehlung des Herstellers wurden von jedeb@®10"6 Zellen unter der Schatzung:
1x1076 Zellerr 10 - 100ug RNA beschickt.

DasKit arbeitet mit einer Elutionsséule und fuhrt zur DRNA Bindung durch ein
lonenaustauscherharz. Die selektive Bindung von RINA DNA erfolgt Uber positive
Ladungen des Harzes und negative Ladungen des dtdsgkgrats der Nukleinsauren unter
spezifischen ph-Wert und Salzkonzentrationen déf®iRBUESs folgen die Arbeitsschritte der
Zelllysis, Homogeniesierung, Ausféallung der Proteimd deren Abzentrifugation,
Ausfallung der Nukleinsauren aus dem Uberstandapropanol und Abzentrifugation
selbiger. Lésen der so gewonnen NukleinsauererZzugdbe des Bindungspuffers fir die
RNA Bindung. Beschicken der Harzsaule und wascleemdbundenen RNA. Elution der
RNA und prompte Ausfallung in 0° C Isopropanol Kanservierung. Erneute Beschickung
der Saule mit dem Auffang aus dem ersten Durchgagchen und Elution der DNA im
Vorgesehen Puffer, Prazipitieren in Isopropanokah@n mit 70% Etoh. Nach Lufttrocknung
des Sediments Idsen in TE und konservieren beiG20°

[1.3.2 Photometrie
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Die RNA Proben werden in DEPC Wasser verdinnt, DN@ben in TE und bei 260 und 280

nm im Photometer zur Konzentrations- und Reinhegsmmung untersucht.

1.4 Reverse Transkription mittels OIAGEN Omniscript

Ziel dieses Arbeitsschrittes ist die nun extraleientnRNAs einer HLA-B spezifischen
Vervielfaltigung mittels PCR zuganglich zu machdrerzu wird die extrahierte RNA mit
Hilfe einer RNA abhangigen DNA Polymerase, der Rese Transkriptase, in aquimolaren
Mengen in die sogenannte c-DNA umgeschrieben. Bieruaufgefiihrten Arbeitsschritte
werden anhand der Produktausbeute aus dem folg&@RrSchritt evaluiert. Ein extra
Denaturierungsschritt wird eingefiihrt und die Reeé&anskription bei vergleichsweise hoher
Temperatur durchgefihméb.2.2). Nach Angaben des Herstellers arbeitetklamit einer

in E. coli exprimierten rekombinanten Reversen $kaiptase mit einer RNA abhéngigen
DNA Polymerasenaktivitat. Ebenso weist diese eikivitat als DNA abhangige DNA
Polymerase und als Ribonuklease im Sinne einer &kafk

Als Primer wurde ein unspezifisch@ligo dT Primerverwendet. Er bindet an den Poly
Adenosin Schwanz, der jeder intakten mMRNA eigeruistl gewéhrleistet so, dass unter der
gesamten isolierten RNA nur intakte mRNA der weiteAnalytik zugefihrt wird. Unten
bezeichnete Reaktion findet inj@g@Endvolumen statt, das Produkt wird auflb@mM
EDTA/DEPC aufgefullt und aliquotiert.

Tabelle 2.2 und 2.3 Protokoll der Reversen Trangkidn

Produkt Endkonzentration
RT Puffer 1x

dNTPs 5mM each
Oligo-dT 10uM

RNase Inhibitor 20Units

Reverse Transcriptase 4 Units

RNA ca. 400ng

Tabelle 2.2
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Schritt Zeit/Min Temperatur/°C
Denaturieren 2 60

Reverse Transkription 60 42
Konservieren ) 4

Tabelle 2.3: Die Reverse Transkription verwendeatan Poly- T Primer (Oligo-dT) welcher an den Poly
Adenosinschwanz jeder reifen mRNA bindet. Bei nun@m Zyklus wird somit jede mRNA in die chemisch

stabilere cDNA umgeschrieben. Dieser cDNA Pooldst Ausgangspunkt fir die weitere Analytik

I1.5. HLA B spezifische RT-PCR

11.5.1 Allgemeine Uberleqgungen zur PCR

Ziel dieses Schrittes ist es, ausgehend von degreten Vorlage, spezifisch beide HLA-B
Allele auf eine der Analytik zugangliche Menge arwelfaltigen. Die PCR arbeitet nach
Aufschmelzung der DNA Matrix in Einzelstrange (Dengrung) mit der Bindung, von den
zu der flankierenden Regionen der Zielsequenz kemehtaren Oligonukleotidprimern
(Annealing) und anschliel3enden Verlangerung (Exbenslieser durch hitzebestandige DNA
abhangige DNA Polymerasen. Dank der Hitzebestaedigler Polymerase lassen sich diese
Schritte zyklisch wiederholen und fihren so na&ykien zu einer exponentiellen (2"*n)
Vermehrung der Zielmatrix.

Die PCR wird an einem gesonderten Arbeitsplatzgesionderten Arbeitsgeraten und unter
Verwendung von Einwegmaterial durchgefuhrt. Etlisdmeuntersuchungen flieRen in das
unten beschriebene Verfahren ein, Negativkontrollarden bei jedem Ansatz mitgefahren.
Verunreinigungen durch das Extraktionsprozedewes elurch das Zelllysedetergens, sollten
nach der Isopropanolfallung ausgewaschen worden Be Wahl des Enzyms, die
Temperatur einzelner Schritte und ihre Dauer, saleZugabe und Konzentration einzelner
enhancewerden durch Experimentreihen empirisch bestimmit.

Als Primer werden HLA-5UT und HLA-3UT (Curran M.L996)in leichter Veranderung,
wie unten (Tab. 2.3) gezeigt, verwendet. Diese emiitber Primerprogramme, Datenbanken
und schlie3lich im Experiment evaluiert. Sie gesxem ein ca. 1,3kb langes, das gesamte
HLA B Transkript darstellende Fragment.

Es wurde mit dem TGradient Thermoblock der FirmanBetra, sowie mit dem GeneAmp

2400 der Firma Perkin Elmer gearbeitet.
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Primer der HLA B spezifischen PCR

Name Sequenz 5°- 3° Tm nearest | Tm nach
neighbor °C Wallace °C
HLA-B-5°'CAP CGG ACTCAG AAT CTC CTC AGA CG 64,77 ™
HLA-B-3'UT GAA ACA CAG GTC AGC ATG GGA AC 65,13 700
HLA-B-5'CAP 2 TCA GAATCT CCT CAG ACGCG |67 64,2
AG

Tabelle 2.4 Im Buchstabenkode ist hier die Baseg®Ider Oligonukleotidprimer notiert. Tm bezeichraie
Temperatur bei welcher der Primer mit seiner komplentéaren Zielsequenz zu 50% eine Basenpaarung
eingegangen ist. Diese Eigenschaft des Oligonukigetergibt sich aus seiner Basenzusammensetzung. Je
kalter die Reaktionstemperatur, um so unspezifiectbindet der Primer, je warmer um so eher bindetrd
Primer ausschlieB3lich an komplementéare Basen. ZuerWwendung des eingenisteten Primers HLA-B-5"CAP 2
siehe 11.5.2

11.5.2 Verwendetes Verfahren

Das optimierte und schlie3lich verwendete Verfalk@mte man als eireeminested touch

up PCRbezeichnen. In einem ersten Zyklus unter allemi¢ggrwendung des HLA-B5 CAP
Primers wird bei relativ kalter Temperatur und langxtensionszeit, also bei unspezifischen
Bedingungen, die lineare Vermehrung der durch GichHRem und komplexer Tertiarstruktur
schwierigen Zielsequenz erreicht. In einem zwe8ehritt werden nun die Primer HLA-

B5 CAP 2 und HLA-B3'UT zugegeben. Die 5 Primer Udpgpen teilweisenested und

durch die héhere Temperattoiich up, sowie kiirzere Zeiten, wird jetzt unter speztisen
Bedingungen exponentiell vervielféltigt, siehab 2.5und2.6.Es werden ca. 0,066pg Ziel
cDNA eingesetzt.

Tabelle 2.5 und 2.6 Protokoll der HLA B spezifiscth®CR

Produkt Konzentration Teill Konzentration Teil2
PCR Puffer 1 1

MgCl 1,5mM 1,5mM

dNTPs je 0,2mMm 0,2mM
HLA-B-5"CAP Ingll 0,5ngful
HLA-B-5"CAP 2 - Sngl

HLA-B-3UT - 5nghl

Red-Taq 0,25 yd 0,75 Upl

Tabelle 2.5



Temp in °C Zeitin "Min/ >* Sekunden Zyklus
Denaturieren 96 2
Denaturieren 96 r - x10
Annealing 50 r
Extension 72 3 -
Pause 4 5
Denaturieren 96 30" - x 35
Annealing 62 30"
Extension 72 3 -
Pause 4 00
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Tabelle 2.6 : Die Tabellen 2.4-6 beschreiben daswendete seminested touch up PCR Verfahren. Mit ihm

gelingt die Vervielfaltigung des gesamten 1.3 kbristrukts welches die gesamte mRNA von HLA-B
umspannt. Das gesamte Konstrukt wird in den Vekligrert, in Bakterien kloniert und tber das
Ausplattieren selbiger wieder vereinzelt. Die veralten und handisch gepickten Kolonien werden in

Glycerollésung tiefgefroren und bilden den Ausgammmkt und die Riuckgriffméglichkeit fir die weitere

Analyse mittels der SSCP Gelanalyse und der Direlgisenzierung

I1.6 Fragmentanalyse und Aufreinigung

Einleitend folgt hier eine grobe schematische [Rdltgig des Vorgehens unter

Beruicksichtigung der wesentlichen Scheidewege,mmweiteren einen guten Uberblick zu
gewahrleistenAbb. 2.1
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Der Weg der Molekule innerhalb der Analytik

Sequenzierung T T SSCP

> *> <e
—> < >

| Konservierung | | Plasmidminiprap | Huckepack PCR B-Fragment
<
( ﬂ Vektorligation und Klonierunﬁ>

»
|

ﬂ HLA B spezifische PCR

| ||
| I
El | Exon2 | | Exon3 | | Exon4 | H

—> | Primer 5°-CAP und 3°-UT, generieren ein ca. 1,¥Fkgment , die gesamte HLA B mRNA umfassend

r_

—> | Primer 30S und 136AS, generieren ein ca. 300bpnfeaty Exon 2 und Exon 3, B-Fragment

o> Primer M13F, M13R, B27 oder B39 E91S, generiereginebis ca. 700bp lesbare Sequenz genannt Calitig |

Abbildung 2.1: In der untersten Zeile Giber der Prenlegende ist die mRNA von HLA B mit lhren einzelme
Exonen gemeinsam mit den beiden wichtigen Primerpaaschematisch dargestellt. Auf die HLA B
spezifische PCR folgt die Ligatur des gesamten &omktes in einen Vektor mit anschlieRender
Transformation in kompetente Bakterien. Nach der&fereinzelung und Gewinnung wird zur Konservierung
eine Gefrierldsung angelegt. Von hieraus wird zurimen die SSCP Gelanalyse des kleineren B-Fragmentes
(Exon 2 und 3), als auch die Direktsequenzierungrdelevanten Proben unternommen.

11.6.1 Agarose Gel Elektrophorese

Fur alle Agarose Gele wirQualex Gold Agarosder Firma Hybaid, sowie zur Farbung das
ProduktGelstarder Firma Biozyme verwendet. Zur Produktlangerd groben
Mengenbestimmung wird diekb plus DNAaddervon Gibco BRL aufgetragen. Die Agarose
wird in 1x Puffer geschmolzen, nach Abkuhlung natrdFarbstoff versehen undtiays
gegossen. Die Beladung erfolgt stets unter Pufiefighren wird bei 4°C je nach
Fragmentgrol3e zwischen 50- 140 V.

11.6.1.1Analytische Agarose Gele

Fur die mannigfaltigen analytische Elektrophoresed ein 0,5 x TBE ( Tris, Borat, EDTA)
verwendet. Fur das 1,3 kb Fragment wird z.B. e2%,Gel verwendet. Die Sichtbarmachung

und Dokumentation erfolgt an einem 300nm Transiihator.
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11.6.1.2 Praparative Agarose Gele

Zur Gewinnung und Aufreinigung des 1.3 kb Fragmeate anschliel3enden Klonierung
werden die Proben in einem 1x TAE ( Tris- AcetddTR) 1,2% Agarose bei 100V gefahren
und unter kurzer Darstellung an einem 400-500nmdilaminator mittels Skalpell
ausgeschnitten. Durch diesen Schritt werden Nebengte der PCR, sowie andere fur die

Klonierung stérende PCR Ingredienzien eliminiert.

11.6.2 Elution des Fragmentes mittel8810 101 Genclean Il Kit

DasBIO 101 Genclean Kit arbeitet durch die Bindung von Nukleinsauren aeiei
Glasmilch unter Hochsalzpuffer Bedingungen. Die @amwerden ausgeschnitten und
gewogen. Zugabe des dreimaligen Volumens an Ngwaichund Erhitzen auf 55°C fuhrt
zum Schmelzen der Agarose. Zugabe vpinGllasmilchsuspension bei 4°C und Vortexen
fuhrt zur Bindung der Nukleinsaduren. Abzentrifugierder Glasmilch und Verwerfen des
Uberstandes. Dreimaliges waschen mit einem ethaltigilen Puffer und anschlieBendes
Eluieren in einem Niedrigsalzpuffer, @00ligo-TE ( 10mM Tris, 0,1mM EDTA, ph 8).
Anschlie3end werden jaubzur Mengenschatzung in ein 2% 0,5 TBE Gel na&iuhde bei
120V beschickt.

I1.7. Vektorklonierung und Vereinzelung der Fragmene

Durch diesen Schritt soll dgepoolteProdukt durch die Ligation in einen Vektor und
anschlieBende Transfektion in E. coli wieder vezeinwerden. Ein Fragment wird hierzu in
einen Vektor ligiert und damit ein Bakterium tramrshiert. Nach dem Ausplattieren
entspricht somit eine Kolonie wieder einem Bakteriund somit einem Fragment.

Die Klonierungsstrategie arbeitet mit einem lineavektor der nur durch den Einschluss des
Fragmentes zirkular wird. Dieser Vektor tragt Resizgene fur Ampicillin und Kanamycin
wodurch nach dem Ausplattieren der Bakterien audrei ampicillinhaltigen Medium das
Vorhandensein des zirkularisierten Vektors im Balite Bedingung wird. Somit entspricht
jede gewachsene Bakterienkolonie einem erfolgreaisformierten Bakterium. Als
Kontrollen werden jeweils nur Vektor ohne Fragmigmtdie Ligationreaktion und puUC 18
Plasmid transfizierte, als auch nichttransfizi&teolis zur Kontrolle der

Transformationseffiziens, sowie der AbwesenheiteResistenzkontamination mitgefuhrt.
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11.7.1 Der Vektor pCR 2.1- TOPO (invitrogeniynd Ligation

Der Plasmidvektor wird in linearisierter und akékter Form geliefert. Dies bedeutet das
Vorhandensein eines Thymidin Restes am 3 'Ende sewet kovalentgebundenen
Topoisomerase |. Das hier verwend&setPolymerase PCR Produkt verfugt Uber einen
Adenosin Uberhang an seinem 3 Ende. Unter Freigab&opoisomerase katalysiert diese
die Ligation des PCR Produktes in den Vektor. Eglem ca. 10ng Fragment pro Ligation
eingesetztTab. 2.7.

Ligationsreaktion

Produkt Endkonzentration
PCR Puffer 1fach
Saltsolution NaCl/MgCI2 200mM/10mM
Topo Vektor 5ng

Eluat ca 10 ng

Tabelle 2.7 : Hier ist die Konzentration der einpen Reagenzien fir die Ligationsreaktion wiedergéee.
Durch die chemische Vorbehandlung des Vektors waide Verbindung (Ligation) mit sich selbst verhinde
Da die Tag-Polymerase den PCR Produkten einen Pdtienosin Ende anhéngt ligiert der Vektor nur mit
einem PCR Produkt.

Auf Eis pipettieren, gut vermischen, 5 Min auf B36, Min Raumtemperatur.

11.7.2 Transformation in kompetente E coliTOP10F (invitrogen)

Der verwendete Zelltyp wird durch chemische Vorlmethangkompetengemacht.

In diesem Zustand sind die Bakterien erheblichtieal tragen Locher in ihren Membranen
und sind bei -80°C konserviert. Nach Bindung dektdes erlauben die Bakterien nach dem
Hitzeschock die Aufnahme des fremden Genmatedaltauen der Bakteriensuspension aus -
80°C. Sofort nach dem Fliissigwerden Zugabe dettibigsreaktion und Mischen durch auf
und ab pipettieren. 10 Minuten Inkubation auf Benn fiir 30 Sekunden zum Hitzeschock
bei 42°C im Wasserbad. Anschliel3end Zugabe vonlZ50C Medium und im Schiittler far

1 Stunde bei 37°C zum Heilen.
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11.7.3 Ausbringen, Picken und Bebriitung der transfamierten E.coli

11.7.3.1 Herstellung der Nahrmedien

Es werden zwei verschiedene Zustande des Mediundgige

- 47% TB, Ampicillin 200ug/ml Flissigmedium

- 47% TB, Ampicillin 100ug/ml, 25% Agar Festmedium in Platten.

Verwendet wirderrific broth (Gibco BRL 22711-014) als Nahrldsung und Aquaimyd.
sowie Selektagar fir das Festmedium. Es wird e3¢ 4B Losung hergestellt (+- Agar
25%) und anschlieRend fir 20 Minuten bei 121 °@ldaviert und nach dem Abkuhlen mit
Ampicillin versetzt. Die Platten werden noch im wan Zustand gegossen und einige
Stunden im Brutkasten bei 37°C getrocknet. Ein deil TB/Amp Losung wird unter sterilen
Bedingungen ad 1@0auf eine Mikrotiterplatte ausgebracht versiegeld bei -80°C

verwabhrt.

11.7.3.2 Bakterienkultur

Die Kolonien werden dann manuell durch Ansaugeaiaa 10Ql Filterspitze gewonnen,
durch einen Kolbenhub auf einer vorgelegten mig®ITE beflillten Mikrotiterplatte geldst
und durch Uberfiihren derselben Pipettenspitzedrvdigelegte TB/Amp Flussigplatte
weitergeimpft. Letztere Flissigplatten werden fiiro@i 37°C geschuttelt, mit 1Q0TB/Amp
50% Glycerol aufgefullt, versiegelt und bei -80°&@wahrt. Die Oligo-TE Suspensionsplatten
werden bei -20°C verwahrt. Es werden so viele Kiglonwie vorhanden, mindestens jedoch

96 gepickt.

11.8 PCR zur Herstellung des Zielfragmentes (B-Frament), diehuckepackPCR

Ziel dieser letzten PCR ist es, ausgehend von daginzelten 1,3 kb Fragment welches die
gesamte mMRNA des HLA-B Proteins umfasst, ein ddietSSCP Methode untersuchbares
Fragment in ausreichender Menge herzustellen. Wfgevendung des unten genannten
Primerpaares entsteht ein ca. 300bp langes, dieeEXaind 3 umspannendes, und somit die

al unda2 Peptiddomane reprasentierendes Fragment (B-Fragme
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Auch fur diese PCR gelten die unteb.1 genannten Erwagungen. Erwahnenswert bleibt hier
die Notwendigkeit einer relativ hohe Zykluszahbtsdem man von einem
hochkonzentriertedieltemplaten den Bakterien ausgehen muss. Ursachlich hiesfiam
ehesten eine mangelhafte Freisetzung der DNA au8dkterien, da diese ja lediglich in TE
suspendiert werden, sowie das mogliche Vorhandenssi PCR Hemmstoffen aus dem

Nahrmedium.

Primerpaar zur Herstellung des B-Fragmentes

Name Sequenz 5°- 3° Tm nearest Tm nach Wallace
S=C/G, W=A/IT neighbor °C °C

Ex2-30 S GAC GAC ACSCWG TTC GTG A 60,7 60

Ex3-136AS CGG CGG TCCA GGA GCT 55 54

Tabelle 2.8 : Im Buchstabenkode sind die beidenrRer fur das ca. 300bp messende die Exone 2 und 3
unfassende B-Fragment notiert. Um die Bindung ardgs HLA B Allel und somit an eine Konsensussequenz
aller HLA-B Allele zu gewahrleisten enthalten dieriter sogenannte Wobbelbasen, welche mit S und W

abgekurzt sind.
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Tabelle 2.9 und 2.10 Protokoll der ,huckepack PCR*

Produkt Endkonzentration in 10
PCR Puffer 1
MgCl 1,8mM
dNTPs je 0,4mM
Primer je 4 ngll
Enhancer 1
Taq Polimerase 0,05U
Tabelle 2.9
Temperatur °C Zeit "Min / " Sek Zyklus
Denaturieren 96 10°
Denaturieren 94 0™ - x30
Annealing 62 20
Extension 72 17~ -
Pause 4 0

Tabelle 2.10 : Die Tabellen 2.8-10 beschreiben g#asvendete PCR Verfahren um ausgehend von den
vereinzelten Bakterienklonen das fiir die SSCP Gelfyse verwendete B-Fragment zu vervielfaltigen. §ge
umfasst Exon 2 und 3, welche fir del unde2 Doménen des MHC Molekdils kodieren. Diese sind st
fur die Peptidbindung, als auch fur die Molekulfaling wichtig und daher firr eine genauere Untersuchgn

relevant.

Alle Picks werden dieser PCR unterzogen undijarteinem 0,5 TBE 2% Gel bei 120V 1
Stunde gefahren und so auf Vorhandensein des Fragmetestet. Alle PCR positiven
Koloniepicks werden gereiht und in die SSCP eingese

11.9 SSCP Gelanalyse

Die Single Strand Conformation Polymorphighein gelelektrophoretisches Verfahren zur
Aufdeckung von Mutationen und wurde 1989 von Ceital. (Orita M., 1989) eingefiihrt. Sie
arbeitet mit einem nichtdenaturierenden Acrylamiadgelches mit denaturierter Einzelstrang
DNA beschickt wird. Wahrend des Gellaufes renatanalie Einzelstrange mit sich selbst
und formen so eine sequenzabhangige dreidimensi@talktur welche das Laufverhalten
bestimmt. Die Proben werden vor dem Auftrag mitzeliind durch Komponenten des

Laufpuffers denaturiert. In der Literatur liegt diekennungsrate fur eine Punktmutation bei
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ca 80%. Folgende Faktoren beeinflussen dabei disitBatat des Verfahrens (Nataraj A.J.,
1999):

- Grol3e des DNA-Fragmentes (je grol3er desto wesagesitiv)

- Vernetzungsgrad des Gels

- Puffereigenschaften wie pH und lonenstarke

- Glycerol

- Geltemperatur

- DNA Konzentration

- GC-haltigkeit des zu untersuchenden Fragmentes

Das verwendete Fragment hat eine Lange von cab@3Md GC Gehalt von ca. 67%. Art des
Puffers, Glycerolgehalt des Gels, sowie der Veunggzgrad werden variiert und bezuglich
der Unterscheidbarkeit der Banden, ihrer Reprodbar&eit, als auch der Handhabbarkeit der
Gele evaluiert.

11.9.1 Gerat

Verwendet wird ein umgebautes Gerét der Firma Hiddenbauten waren bezuglich der
Pufferzirkulation und der Kiihlung notwendig, da tmther Spannung gearbeitet wird. Das
Gerat fasst zwei 20x20cm Gele zwischen beschiaghtgtasplatten. Diese sind zwischen
zwei Pufferkammern gespannt. Eine Kuhlréhre, weknheine Kihlaggregat angeschlossen

ist und ein zirkulierender Schwimmer sorgen furldignlung.

11.9.2 Gele

Ein 1XxTBE 10% PAA (37,5:1) 5% Glycerol, sowie exMTE 10% PAA (75:1) werden in

die Auswertung mit einbezogen. Die erste Prozehtzedeichnet den Gasamtacrylamidgehalt
am Gelvolumen, das Zahlenverhaltnis in Klammern\demetzungsgrad; also das Verhaltnis
von Acrylamid zu Bisacrylamid.

MTE (30mMTrizma, 35mM MES, 1mM Na-EDTA)

Die Komponenten ohne TEMED/APS werden vermischtSAIRd TEMED hinzugefugt, ca.

1 Minute geschwenkt und in die Platten gegossendbitens 2h bei 4°C polymerisieren
lassen Tab 2.1).
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Komponenten 30ml End
40% PAA (75:1) oder (37.5:1) 7,5 ml
MTE 20x oder TBE 20X 1,5 ml
H20 20,8 ml
TEMED 30l
APS 10%ig 200ul

Tabelle 2.11 : Es wurden Gele mit verschiedenemnétzungsgrad und Mischverhéltnissen, sowie zwei

unterschiedliche Puffersysteme verwendet. Zur Enklag siehe Text 11.9.2

11.9.3 Laufpuffer und Probenauftrag, Laufbedingungen, Farbung

Autragspuffer der SSCP

Komponenten Laufpuffer 2x
Formamid 95%
Bromphenolblau 5%
Xylencyanol 5%
Trypanblau 0,02%
Na-EDTA 20mM

NaOH 10mM

Tabelle 2.12 : Die Zugabe der drei Farbstoffe Brohmgmolblau, Xylencyanol und Trypanblau dienten zur

optischen Uberwachung des Gellaufs. Diese waren aeitn bloRen Auge am Geréat verfolgbar.

2-5ul PCR Produkt plus Laufpuffer, 85 °C fur 2 Minutéenaturieren, sofort auf Eis und
zugig je 1@l auftragen.4-8 Stunden bei 400-600 Volt und 18@0aufen lassen und tber
die Farbstoffbanden Monitoren.

Anschlie3ende Farbung des Gels in 2x Gelstar/MTEE(Tftr 20 Min in Dunkelheit und
Dokumentation an einem 300nm UV-Transiluminatoe Buswertung erfolgt wiederum
unabhangig durch zwei erfahrene Untersucher, ueainge Laufspuren werden
ausgeschlossen. Als Beispiel folgt diebildung 2.1
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Beispiel fur die Auswertung eines SSCP Gels

“pamidd

LLLLLLL

g~

--r_:'i‘- o e |

ultur

SSCP Gel C1/TBE 10%PAA _'I

s il il HT e il

Abbildung 2.2: In den SSCP Gellauf wird das B-Fragmt, ein ca. 300bp messendes, die Exone 1 und 2 des
HLA B Alleles beinhaltend in denaturierter Form (cht gefalteter Einzelstrang), geladen und fir ca. 6
Stunden bei ca. 500 Volt Spannung gefahren. Wahredeb Gellaufes renaturieren die Einzelstrange mids
selbst und bilden so raumlich getrennte und baseeafische Banden. Ein einzelner Basenaustausch ggni
um dem renaturierten gefalteten Einzelstrang einanterschiedlichen Bandenlauf zu bescheren. Die bend
ersten Laufspuren am linken Bildrand wurden mit eén DNA Leiter zur Orientierung beschickt. Nach reth
folgend laufen die einzelnen Fragmente, im obereel@us allen drei Geweben im unteren Gel ausschiif
aus der Probe ex vivo stammend. Gemafl dem Wisssrdaudirekten Sequenzierung liel3en sich die
Bandenmuster ihrem Allel zuordnen. HLA B-27 Fragm@nzeigen eine weite Spange, wahrend die HLA B-39
Fragmente als nahe Doppelbande laufen. Abweichentasfverhalten demaskiert das Vorhandensein einer
Mutation. In einigen Fallen beinhaltet die Probe lde Allele durch akzidentielle Ligation beider ineth
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bakteriellen Vektor. Demgemal wurden die einzelrigalten mit 27(Bande HLA-B27), 39(Bande HLA B39),
m(Variante Bande/Mutation), d(Doppelklon) bezeichne

11.10 Sequenzierung von musterhaften Klone

Ziel der direkten Sequenzierung von beispielhakmen ist zum einen die Kontrolle der
inserierten Genfragmente, zum zweiten die ZuordrdergBanden zu dem jeweiligen HLA-B
Allel, als auch die Bestatigung der Uber das SSERy&undenen Varianten.

Es werden 6 Proben einer Direktsequenzierung wderg, 2 Proben eines Wildtyp

Bandenmusters, sowie 4 variante Bandmuster.

11.10.1 Plasmidminiprep mit dem Plasmix Kit(Talent)

Zu diesem Schritt wird auf die untiér7.3.2 beschriebene Gefrierldsungsplatten
zuruckgegriffen. 20l werden nach dem Auftauen entnommen und die Biakiéieraus
abzentrifugiert und in 200ml TB/Amp resuspendierd bei 37 °C fur 16 Stunden bebritet.
DasMiniprep Kit arbeitet durch die Plasmidbindung an ein SiliziamahNach der Zellysis
und einer Fallungsreaktion wird dem Uberstand diésarz hinzugefiigt und nach Bindung
an Selbiges in mehreren Schritten Uber einer Bdide unter Vakuumsog gewaschen. Die
Filtersdule wird in eine Zentrifuge transferierdutie Plasmid-DNA durch Zugabe von 100
Oligo-TE 80°C vom Harz gel6st und durch Zentrifugateluiert.

11.10.2 Doppelrestriktionsverdau des Plasmids

Neben der Ausbeute soll hier die Integritat sowie@ierung des inserierten Fragmentes
getestet werden. Ausgewahlt wird je ein Enzym daPolylinker des Plasmids das Fragment
herausschneidet (Bam Hl), als auch eines, weldnesasymmetrische Schnittstelle im
Fragment besitzt (Bgl 11). Bgl Il schneidet zudem Vektor, sodass je 3 Fragmente distinkter

Grol3e entstehen und die Orientierung festlegen.
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Restriktionsverdau der Plasmide

Produkt Endkonzentration Erkennungssequenz

Plasmidprep| 1l

Puffer B Tris-HCL 10mM, MgCIl 5mM, NaCl 100mM,
2Mercaptoethanol 1mM

Bgl Il 2,5 Ujl 5'ALGATCT3

Bam HI 2,5 Un 5'GIGATCC3

Tabelle 2.13 : Die Enzyme Bgl Il und Bam HI zerschidlen das zirkulare Plasmid welche das inseriert8 1
kb HLA B cDNA des jeweiligen B Allels enthalten B Fragmente. Die Lange der Fragmente zeigt in wedch
Orientierung die HLA B cDNA in das Plasmid eingeftigvurde.

1 Stunde bei 37 °C inkubieren

11.11 Zyklisches Sequenzieren

Das Prinzip des zyklischen Sequenzierens beruldexuZugabe von farbmarkierten
Dideoxinukleotiden, welche im Gegensatz zu den sbeorhandenen Desoxynukleotiden zu
einem Strangabbruch bei der DNA Synthese fuhran, a1 einer der PCRighe 11.5.)
identischen Reaktion. Eine Besonderheit stellt geetisch veréanderieaq-Polymerase dar,
die unter anderem Dideoxy- und Desoxynukleotid@tmeehr diskriminiert. Es entstehen so
DNA Fragmente aufsteigender Lange, welche an ititade mit der Farbe ihres letzten

Nukleotides gefarbt sind.

11.11.1 Sequenzierreaktion

Als Primer werden hier je nach Orientierung degfrants die am Plasmid bindenden M13
Forward und M13 Reverse verwendet. Da diese Reaaktio bis zu einer Lange von ca.
700bp akkurat lauft, wird zusatzlich noch, je nadlel, ein interner Primer B39E91S bzw.
B27E91S verwendef@belle 2.1
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Name Sequenz 5°- 3° Tm nearest neighbor °C Tm Waatace °C
M 13 Forward GTAAAACGACGG |46 46
CCAG
M 13 Reverse CAG GAAACAGCT |43 45
ATG AC
B27 E91S GGG TCT CACACC |54 56
CTC CAG AAT
B39 E91S GTC TCA CAC CCT 52 55
CCA GAG G

Tabelle 2.14 : Darstellung der Primer im Buchstabesde. Die Primer M 13 binden am flankierendem

Plasmid selbst. Die Primer E91S sind allelspezifiamd binden am Exon 3. lhre Verwendung gewahrlesst

auch eine Sequenzierung von der ungefahren Mittesde3kb Konstrukts und somit eine gute Lesbarkast d

Daten.

Protokoll der Sequenzierreaktion

Produkt Endkonzentration

Dye Terminator Mix 1

Primer 5ngiul

Plasmid DNA ca. 200-500ng

Tabelle 2.15

P.E. Temperatur °C Zeit "Min / " Sek Zyklus
Denaturieren 96 10°

Denaturieren 96 30™ - x25
Annealing 50 15>

Extension 60 3 -
Pause 4 00

Tabelle 2.16 : Die Tabellen 2.14-16 stellen das &#zler Sequenzierreaktion dar. Das Verfahren atieémit

einer Mischung aus farbmarkierten Basen, welche fiadem Einbau durch die Polymerase zu einem

Strangabbruch fihren und normalen Basen fir die Boherisation des Nukleotidstrangs. So entstehen

Fragmente jeder Lange der zu sequenzierenden Seguemlche durch die Farbe ihrer jeweils letzten Bas

diese erkennbar machen. Die automatische Auswertenfplgt durch eine Trennung der Fragmente ihrer

Lange nach und Detektion der jeweils letzten Badeetiihre Farbe.

AnschlieRend Fallung der Reaktion mit NaOAc/EtOtsahen mit 70% EtOH, Uberstand
verwerfen, gemal3 Protokoll.
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11.11.2 Gelelektrophorese und Auswertung

Die Elektrophorese wird in einem Labor der Firmg@8serve an einem ABI Gerat
durchgefluhrt, die Ergebnisse als Datei Uberbratint Auswertung wird eine teilweise als
freewareangebotene Software mit dem Nameondoncode aligreder Firma Codoncode
Corporation verwendet. Die Auswertung wird durctezerfahrene Untersucher jeweils
unabhangig voneinander vorgenommen, die Ergebdes&ch verglichen. Hierzu werden die
zugehdrigen Sequenzen zu eineontig aligned anhand der Chromatogramme ab und bis zu
einer ausreichenden Lesbarkeit geschnitten. Zunmig@bwerden die jeweiligen Sequenzen
in 5°-3 Leserichtung orientiert, als Startpunktibtgich der Beginn des Exon 1. Contig IlI
umfasst die Sequenzen der internen Primer undapyrimit dem Block | mit ca. 48 bp und
beginnt im Exon 3. Schliel3lich ist als Contig IFdem jeweiligen Gegenprimer aus
sequenzierte Rest gefasst. Er beginnt in Exon 4eiott bis in den untranslatierten Bereich.
Zur besseren Ubersicht siehe die Abbildung 2.3.

HLA-B27 cDNA und B-Fragment

LOCUS NM_005514 1533 bp mRNA linear PRI 19 - JUL- 2005
1 Exonl Contig | atgctggtca tggcgecceg aaccgtecte ctg ctgetct cggegge cct ggecctgace
61 gagacctggg ccg Exon2 gctccca ctecatgagg tatttctaca ccteegtgte ccgg ccegge
121 cgcggggage ccegctteat ctcagtggge t acg Primer 30S tggacg acacccagtt cgtgaggttc
181 gacagcgacg ccgecgagtce gagagaggag ccgegggege cgtggat aga gcaggagggg
241 ccggagtatt gggaccggaa ca cacagatc tacaaggccc aggcacagac tgaccgagag
301 agcctgegga acctgegegg ctactacaac cagagcgagg ccg Exon3 Pimer E91S  ggtctca caccctccag
361 agcatgtacg gctgcgacgt ggggecggac Cintig 11l gggegee tce tcecgegggcea tgaccagtac
421 gcctacgacg gcaaggatta catcgecctg aac Beginn Sequenz i nt gaggacc tgc Primer 136AS gctcctg gaccgecgey
481 gacacggcgg ctcagatcac ccagcge Ende Sequenz | aag tg ggaggcgg ccegtgagge ggagcagegg
541 agagcctacc tggagggcega gtgegtggag tggetccgea gatacct gga gaacgggaag
601 gacaagctgg agcgcgct Exon4 ga ccccccaaag acacacgtga cccaccacce catctctgac
661 catgaggcca ccctgaggtg ctgggecctg ggtttctace ctgegga gat cacactgac  C
721 tggcagcggg atggcgagga ccaaactcag gacactgage Contig Il ttgtggagac cagaccagca
781 ggagatagaa ccttccagaa gtgggcagct gtggtggtge cttctgg aga agagcagaga
901 tacacatgcc atgtacagca tgaggggctg ccg aagcccc tcaccctgag atggg Exon 5 agccg
961 tcttcccagt ccaccgt ccc catcgtgggce attgttgetg gectggetgt cctageagtt
1021 gtggtcatcg gagctgtggt cget Ende Sequenz int getgtg atgtgtagga ggaagagttc Exon 6 aggtggaaaa
1081 ggagggagct actctcaggc tgegt Exon 7 gcagc gacagtgccc agggctctg a tgtgtctctc
1141 acagcttgaa aag 3'UT cct  gaga cagctgtctt gtgagggact gagatgcagg atttcttcac
1201 gccteecctt tgtgacttca agagectctg geatctcttt ctgcaaa ggc acctgaatgt
1261 gtctgegtec ctgttageat aatgtgagga ggtggagaga cagecca ccc ttgtgtccac
1321 tgtgaccec Pimer 3'UT t gttcccatge tgacc tgtgt ttccteecca gteat ctttc ttgttccaga
1381 gaggtggggc tggatgtcte catctetgte tcaactttac gtgcact gag ctgcaacttc
1441 ttacttccct actgaaaata agaatctgaa tataaatttg ttttctc aaa tatttgctat
1501 gagaggttga tggattaatt aaataagtca attcctggaa tttgaaa gag caaataaaga
cctgagaacc ttccagaa aa a aaaaaaaaa aaa
B- Primer 30S tggacg acacccagtt cgtgaggttc Exon2
Fragment gacagcgacg ccgcgagtce gagagaggag ccgegggege cgtggat aga gcaggagggg
ccggagtatt gggaccggaa cacacagatc tacaaggcce aggeaca gac tgaccgagag
agcctgecgga acctgegegg ctactac aac cagagcgagg ccg ggtct ca caccctccag Exon3
agcatgtacg gctgcgacgt ggggecggac gggegectec tecgegg gca tgaccagtac
gcctacgacg gcaaggatta catcgecctg aac Beginn Sequenz int gaggacctgc gctcctggaccg Primer 136AS

Abbildung 2.3 : Gezeigt ist im Buchstabencode di&rzelnen Basen die m-RNA bzw. c-DNA von HLA-B27
und im unteren Abschnitt nochmals das in der SSCRalyse untersuchte B-Fragment. a fiir Adenin, t far
Thymin, g fir Guanin und c fur Cytosin. Eingebettét den Code sind der Beginn der Exone, der Stargt
der Sequenzierreaktion (Contig I-111), sowie das ifrerpaar 30S und 136AS welche das B-Fragment

generieren.
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[l Ergebnisse

I11.1 Haufigkeit von Mutationen in den unterschiedlichen Geweben

Fur die relativen Haufigkeiten ergibt sich ex vivoMaterial mit 44 %in MTE (20% in TBE)
die deutlichste Tendenz zu vermehrten Mutationeglioden mit deiontrolle (SM
neonataljvon 18% in MTE bzwKultur 20% in MTE (13% in TBE) un@&lut 29% in MTE
(5% in TBE). Die Rohdaten sind irabelle 3.1 ein Diagramm alébbildung 3.1dargestellt.
Als signifikant erh6ht stellt sich somit die Anzatdr Mutationen im Gelenkspunkt vivo
verglichen gegen die Prol@®ntrolle (Fisher's exact test p=0,0022; Chisquare p=0,003),
sowie gegen die in erster Passage kultivierte Gefmmktatkultur (Fisher's exact test
p=0,013; Chisquare p=0,015) dar.

Abbildung 3.1 Haufigkeiten der Mutationen in den terschiedlichen Proben

Mutationen in der SSCP/MTE Gelanalyse

44%

29%

18%

Blut Kultur ex vivo Kontrolle

Abbildung 3.1 :Dargestellt ist die prozentuale Hagkeit von Mutationen in den einzelnen Proben inde
MTE gepufferten SSCP Analyse

Der statistische Vergleich der anderen Probenmgblbeziglich der Haufigkeit der

Mutationen keinen signifikanten Unterschied undksien demnach als Hintergrundfehler des

Verfahrens angesehen werden. Zusammenfassenddasisterfahren bei der interkurrent
erkrankten Patientin eine signifikant erh6hte Motadrate auf der intakten mRNA des
entziindeten Gelenkes (Prabevivg gegeniber der Kontrolle nach. Dieser Effekt |88t
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im gleichen Material, wenn es in einer Passagevkeit wurde (Probéultur), nicht mehr
nachweisen. Eine ebenso erh6hte Mutationsrate gielyin der parallel gewonnenen

Blutprobe (Prob@lut), zwar statistisch nicht signifikant, so zumindgs Tendenz.



Auswertung der SSCP Gele

Probe Abbldung  |PuffersysterfAuswertbare |Anzahl B 2 |Anzahl B. |Anzahl IAnzahl Prozent de
und Gel Bandel Doppelklon(Mutationer  [Mutationer
1XTBE

Kultur SscpAl 10%PAA |8 3 4 1 1 12,50%
1XTBE

sscpB1 10%PAA |9 3 5 1 1 11,00%
1XTBE

sscpcl/c2  |L0%PAA |21 10 8 1 3 14,00%
1XMTE

sscpF1/F2 [L0%PAA |44 11 24 3 9 22,00%

Gesamt 82 27(33%) 41(50%) 14 17,00%

Gesamt

TBE/MTE 38/44 16/11 17/24 3/3 5/9 13/20
1XTBE

Blut SscpAl 10%PAA |8 5 3 0 0 0,00%
1XTBE

sscpB1 10%PAA |11 6 4 1 1 9,00%
1XTBE

sscpCl 10%PAA |12 3 8 2 1 10%
1XMTE

SSCPEL/E2 [10%PAA |45 10 22 0 13 29%

Gesamt 76 24(31%) 37(49%) 15 20%

Gesamt

TBE/MTE 31/45 14/10 15/22 3/0 2/13 6/29
1XTBE

lex vivo SSCpPAL/A2 [10%PAA (12 5 4 0 2 16,60%
1XTBE

sscpCl 10%PAA |16 8 5 0 3 19%
1XTBE

sscpG1l 10%PAA |8 2 4 0 2 25%
1XMTE

sscpD1/D2 [10%PAA |50 10 18 0 22 44%

Gesamt 86 25(29%) 31(36%) 29 34%

Gesamt

TBE/MTE 36/50 15/10 13/18 0/0 7122 19/44
1XMTE

Kontrolle sscpH1 10%PAA |18 1 14 0 3 17%
1XMTE

sscpll/I2 10%PAA |50 11 30 0 9 18%

Gesamt 68 12(18%) 44(64%) 12 18%

Tabelle 3.1: Angegeben sind jeweils die Anzahl terhnisch auswertbaren Banden, die Anzahl der B2Bx;
und Doppelklonbanden, sowie die Anzahl der Mutatem Gelb hinterlegt sind jeweils deren Gesamtsumme
und die Summe unterschieden nach den Puffersysteri@&kt und MTE. Es zeigt sich eine signifikant
erhéhte Mutationsrate im frischem Gelenkspunktatrgéchen gegen das, in einer Passage kultivierte,

Gelenkspunktat und gegen die Kontrolle. Des weiteaigt das MTE gepufferte System eine héhere Anzahl
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an Mutationen bei verhaltnismafRig geringerer Auslkietan normalem HLA-B27, méglicherweise aufgrund

einer besseren Diskriminierung von normalem und nertem HLA-B27.

I11.2 Vergleich der Puffersysteme

Vergleich der SSCP Puffer TBE und MTE

Puffersystem und Gel IAnzahl/%
Auswertbare |[Anzahl/%Anzahl/%Mutationg
Gewebe | Abbildung |Banden B 27 Bx n
1XTBE 10%PAA Kultur A1/B1/C1/CZ 38 16/42 17/45 5/13
1XTBE 10%PAA Blut Al1/B1/C1 31 14/45 17/55 2/5
1XTBE 10%PAA ex vivo A1/A2/C1/G135 15/43 13/37 7120
IXMTE 10%PAA Kultur F1/F2 44 11/25 24/55 9/20
IXMTE 10%PAA Blut E1/E2 45 10/22 22/49 13/29
IXMTE 10%PAA ex vivo D1/D2 50 10/20 18/36 22/44
IXMTE 10%PAA Kontrolle | H1/11/12 68 12/18 44/64 13/1

Tabelle 3.2 : Hier sind getrennt nach verwendetemffer (TBE oder MTE) die Ergebnisse der SSCP-

Gelanalyse in absoluten Zahlen und Prozentanteil@redergegeben.

Wie aus deffabelle 3.2zu ersehen ist, finden sich in den MTE gepuffeBgatemen ein im
Durchschnitt 2,9-fach erhdhter Nachweis von Motan innerhalb der untersuchten
Gewebe, bezogen auf die Prozentzahlen. Wahrend®ingepufferten System die Haufigkeit
der Allele nahezu gleich ist, stellt sich unter MPEfferung das B27 Allel als ca. nur noch
halb so haufig mit dem AusreiRer der Kontrolle, @soum den Faktor 3,5 vermindert, dar.
Siehe hierzwAbbildungen 3.2 und 3i8 welchen die Verteilung der jeweiligen Allele

beziehungsweise der Mutationen fur den TBE undMe&k Puffer getrennt dargestellt sind.
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Graphische Darstellung der Ergebnisse im MTE Gel

4 I
Auswertung der SSCP/MTE Gel Analyse

80% -
60% W Mutation
o B27

40% 0O Bx
20%

0%

Blut Kultur exvivo Kontrolle
. J
Abbildung 3.2

Graphische Darstellung der Ergebnisse im TBE Gel

Auswertung der SSCP/TBE Gel Analyse

100% 1y - .
809% -
60% H Mutation
OB27
40% OBx
20%
0%

Blut Kultur ex vivio

Abbildung 3.3 :Im Vergleich der beiden Diagramme zeigt sich delttlie h6here Sensitivitat der MTE Gele
fur Mutationen und die parallele Abnahme an nornraldLA-B27 bei unveranderter Haufigkeit des HLA Bx
Alleles

Zusammenfassend lasst sich somit feststellen,ddssMTE gepufferte System gegentber
dem TBE eine fast dreifach erhOhte SensitivitatMimtationen zeigt und zu einer
Demaskierung einer um den Faktor zwei ungleicheufigieit der Allele, zu Ungunsten von
B27, natlrlich nur auf semiquantitative Weise, fliMoglicherweise beruht dies auf einer

besseren Diskriminierung von normalem und mutieftéitA-B27 im MTE. Daher wurde die
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statistische Analyse lediglich auf die MTE basier&gebnisse gestiitzt, obwohl sie sich in
Ihrer Tendenz auch in den TBE Daten wiederfindess /eiteren besteht eine Korrelation
zwischen dem fur daex vivoMaterial unteil.2.1 farberisch nachgewiesenen Fehlen von
HLA-B27 Molekulen auf der Oberflache der Zellen wem, um den Faktor 2 verminderten
B27 Nachweis im Gel. Fur die relativen Haufigkeigrgibt sich imex vivoMaterial mit 44%
in MTE (20% in TBE) die deutlichste Tendenz zu vehmien Varianten, verglichen mit der
Kontrolle von 18% in MTE bzwKultur 20% in MTE (13% in TBE) un@&lut 29% in MTE
(5% in TBE).

I11.3.Ergebnisse der Sequenzanalyse

Einleitend ist hier zu erwahnen, dass die untetsmcRroben ihrer Wahl nach der Evaluation
der SSCP dienen und nicht einer stochastischeh@tibe entsprechen. Ihre Ergebnisse sind
demnach nicht bezuglich der Frage nach Art und igkeit von Mutationen im Transkript
interpretierbar.

Zum besseren Uberblick folgt hier zunachst die @é#rs1g des HLA-B27 Transkriptes und
herausgegriffen das im SSCP Gellauf untersuchtea§rfirent. In die Basenfolge sind die
Primer des B-Fragmentes 30S-136AS, sowie der jgyeddeginn der Sequenzanalyseblocke
mit Contig I-1ll eingeschriebers(o. Abb. 2.2

Alle untersuchten Klone enthalten das komplette HR.Aranskript. Der Genotyp kann als
HLA-B27 und HLA-B39 bestimmt und der jeweiligen Dmdbande im Gellauf zugeordnet
werden. Alle als Varianten gelaufenen Klone endma#tine oder mehrere Mutationen
innerhalb des mittels des B-Fragments untersudbéeeiches. Alle Klone tragen Uberdies
weitere Mutationen auch aufRerhalb des vom B-Frageréassten Bereichesiéhe Tab 3.3
und 3.4.
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Klon Typ | Lokalisation Basen | Tripletts Aminosaure Folge
C11 B27 | Ex2¢1), Contig | 273 T-C |TGC-CGC |al191 Cys.Arg |neu-bas
Ex4 (@3), Contig 11l 374 A-G |CAG-CGG |a3250GIn-Arg |neu-bas
Ex4 @3), Contig 1512 A .G |AGA-GGA |03297 Arg-Gly |bas-unp
Bzw. , Contig Il 133
EX5 (ez), Contig I 161 GTC-GCC |ez306VahAla |unp-unp
D4 B27 | Ex4 ¢3), Contig Il 379 - ACT - GCT a3 252 Thr- Ala neu- unp
Ex5 (ez), Contig Il 146 C-A |TCT-TAT ez 301 Ser Tyr neu- neu
Ex5 (UT), Contig Il 177 T_A
Ex5 (UT), Contig 1l 213 C_LA
C10 B39 | Ex3¢2), Contig | 417 Ao CAT - CGT a2 137 Tyr- Arg neu- bas
Bzw. , Contig Ill 20
Ex4(3), Contig 111 251 A CAT-CGT |a3212His-Arg |bas-bas
C3-5 | B39]| Ex2¢l), Contig | 289 A CAG-CGG |0l 96 GIn-Arg neu- bas
Ex3 (@2), Contig | 369 AGG-AAG |a2121Arg-Lys |bas-bas
H10 B39 | Ex2 1), Contig | 93 T- TAT - TAC al 31 Tyr silent neu
Ex2 (@1), Contig | 230 A_ ATA - ATG al 76 lle- Met unp-unp
Ex3 (@2), Contig Il 198 C_T TAT o TAC a2 195 Tyr silent | neu
Ex4 (@3), Contig 1 98 GTALGCA |e3285Val-Ala |unp-unp
B9-2 B39 | Ex2 ¢3), Contig 11l 146 - AAG - AAA A3 210 Lys silent silent

Tabelle 3.3 : Darstellung der gefundenen Mutationamnf den sechs sequenzierten Proben. Die erste Reih

gibt den Namen der Probe, die zweite Reihe diedes Allels, die dritte den Ursprungsort anhand der

Sequenzproben (Contig I-111), die vierte Reihe diet der Mutation auf Basenebene, die flnfte Zeiléed

konsekutive Veranderung im Basentriplet, die se@hdie konsekutive Anderung auf Ebene der Aminosaure

im Protein und die letzte Reihe ob dadurch eine &ndng der chemischen Eigenschaften im Molekiil falgt

Insgesamt werden auf den 6 Sequenzen 17 Mutatpefenden. Alle stellen
Punktmutationen dar. Die Haufigste ist ein Wechsal A-. G (40%), danach T C (24%),
G-Aund C- A (12%).Bis auf zwei stille Mutationen wiirden alle zu einem
Aminosaurenaustausch filhren, meistens auch mitrlindehrer chemischen Eigenschaften.
Die jeweiligen Auswirkungen auf die Tertiarstrukties Molekuls wirden den Ansatz dieser
Arbeit sprengen und erscheinen tUberdies als bglieli keine mehrfachen, oder gar
dominanten Mutationen gefunden wurden.

Bezuglich der Korrelation zwischen SSCP Gelanalystden Sequenzen ergibt sich in funf
Fallen eine Konkordanz der Befunde, in einem Fadittder Klon H10 eine Mutation, die

sich im Gellauf nicht darstellt. Im Fall des Klo®R zeigt die Sequenz, welche im Bereich
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des B-Fragments ohne Abweichung ist, dass dashemiende Kriterium flr ein
abweichendes Bandenmuster vor allem der Abstandedéen Banden zueinander und nicht
deren absolute Laufstrecke isabelle 3.4zeigt die fur das B-Fragment und damit die SSCP

Gelanalyse relevanten Mutationen im Einzelnen (eg&hehierzu auch Abbildung 2)2

Sequenzierergebnisse bezogen auf den Gellauf bas .BRiFragment

Klon Typ | Mutationen Sequenz Bande Bewertung
C11 B27| Contig 1 273 Variante Variante konkordant
D4 B27 Wildtyp Wildtyp konkordant , Kontrolle
Ci10 B39 | Contigl 417 bzw | Variante Variante konkordant
Contig Ill 20
C3-5 B39 | Contig | 289 Contid Variante Variante konkordant
1 369
H10 B39 | Contig | 230 Variante Wildtyp diskordangentliche
Kontrolle
B9-2 B39 Wildtyp Wildtyp konkordant

Tabelle 3.4 : Die Tabelle stellt die Ergebnisse &3CP-Analyse und der Sequenzierreaktion gegenubés.
Klon werden hier die vereinzelten klonierten Bakienkolonien, welche zum Ruickgriff in Glycerolldsuniggi
-80 Grad Celsius konserviert wurden, bezeichnetddeKlon enthélt nur ein HLA-B mRNA Konstrukt aus

der PCR-Reaktion. Hiervon ausgehend wurde die husiek PCR fiir das B-Fragment welches in die SSCP-
Analyse eingespeist wurde angefertigt. Sequenziariden jeweils eine als Wildtyp gelaufene Probe der
beiden Allele, die Kontrolle und drei als Mutatiolgewertete Proben. Stimmte das SSCP Ergebnis nrit de
Sequenzierreaktion Uberein wurde auf konkordant bentet. In einem Fall (Klon H10) stellte sich ein@ider
Sequenzierreaktion gefundene Mutation in der SSCRalyse nicht dar. Hier wurde als diskordant bewetrte
Der jeweilige Ort der Mutation in der Sequenz idsdNummer der mutierten Base im Contig I-1ll angegen.

Zur Interpretation siehe Text.

Zur besseren Ubersicht folgt hier eine Darstellaltgr gefundenen Mutationen fiir das HLA-

B27 Molekil auf Aminosédurenebene.
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Swiss-Prot: 1B27 _HUMAN (P03989) 14
1-24 MRVTAPRTLL LLLWGAVALT ETWA Signal 0
25-114 GSHSMR ¥FHTSVSRPG RGEPRFITVG YVDDTLFVRF Alphal 4
DSDAASPREE PRAPWHQEG PEYWDRETQI ®AKAQ TDRE
DLRTLLRYYN QSEA
115-206 GSHTLQ NMYGCDVGPD GRLLRGYHQD AYDGKDYIAL Alpha2 3
NEDLSSWTAA DTAAQITQRK WEAARVAEQLRAYLEGECVE
WLRRYLENGK ETLQRA
207-298 DPPKTHVTHHPISD HEATLRCWAL GFYPAEITLT Alpha3 6
WQRDGEDQTQDTELVETRPA GDRTFQKWAA VVVPSGEEQR
YTCHVQHEGL PKPLTLRWV
299-308 EPSQSTWI Connecting peptid | 2
309-332 VG IVAGLAVLAV VVIGAVVAAV MC Transmembran
333-462 RRKSSGGK GGSYSQAACS DSAQGSDVSLTA cytoplastmatic

Tabelle 3.5 : Aminoséuren (AS) im Einbuchstabenkoqdie jeweils von einer Mutation betroffene AS ist

unterstrichen




46

IV. Diskussion

Zunachst soll nun eine interpretative DarstelluagErgebnisse samt ihrer moglichen
Auswirkung fur die Immunbiologie von HLA-B27 erfag. Der zweite Teil der Diskussion
beschaftigt sich dann kritisch mit der artifiziellMutagenese des Verfahrens. Einschréankend
sei vorab erwéhnt, dass die vorgelegten Ergebsiskdediglich auf eine Patientin und eine
Kontrolle beziehen, die Patientin beztiglich degdstellten Phdnomens nicht im gesunden
Zustand verglichen wurde und das Verfahren beZiigler Varianten nicht zwischen den
beiden B Allelen unterscheiden kann. Des Weiteteibbdie Zellart, sofern es sich um eine
umschriebene handelt, durch das Verfahren uncrersitrt. Auch stellt die untér6é und

[1.2.1 dargelegte Probenselektion im Sinne einer mangelitl. A-B27 Molekil Expression
kein anerkanntes Phdnomen der SpA dar. Somit kaademein urséchlicher Zusammenhang
zu der Erkrankung, respektive SpA, noch zu HLA-B2¥ch das vorgelegte Experiment

nachgewiesen werden.

IV.1. Darstellung der Ergebnisse

Die Ergebnisse zeigen, dass die gefundenen vami@aeden in der SSCP Gelanalyse
tatsachlich Mutationen auf der mRNA des B-Allel$spnechen. Dadurch, dass fir die
Reverse Transkription ein unspezifischer Poly-Trieri verwendet wird, ist zudem sicher
gestellt, dass lediglich intakte und reife mRNA deiteren Untersuchung zugefthrt wird.
Die so gefundenen mutierten mRNAs wirden demnaeivonder Translation zugefihrt und
somit, wie beispielhaft untdrabelle 3.3undTabelle 3.5gezeigt, zu veranderten HLA-B
Molekulen fuhren. Das Verhaltnis von Mutation unddtyp Allel in der SSCP Gelanalyse
(siehe hierzu Abbildung 3.2 und BZeigt bei einer ca. 50% Haufigkeit des B39 Alleilse
Verminderung des B27 Wildtyps um die jeweilige Hgkéit der Mutationen in den
untersuchten Proben. Eindricklich zeigt sich diesham Vergleich der beiden
Puffersysteme TBE und MTE. Hier gelingt im MTE eirn6hter Nachweis von mutierten
Proben und konsekutiv ein noch geringerer Antesl ideA-B27 Wildtyps. Zwar zeigen sich
in den zur Sequenzierung ausgewahlten Proben autdtibhen des zweiten HLA B Alleles
der Patientin, diese kénnen aber auch durch diegite Mutagenesesiehe unter IV.Bdes
Verfahrens und somit dem Hintergrundfehler zugasblen werden. Es ist demnach
wahrscheinlich, dass die gefundenen Mutationenheehicht dem Hintergrundfehler

geschuldet sind ausschlief3lich HLA B-27 betreffdaglicherweise ist dies auch das
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pathogenetische Substrat des in der Antikorperféglmachgewiesenen Mangels von HLA-
B27 Molekulen auf der Zelloberflache der Patientin.

Zwei Beobachtungen legen nahe, dass die gefundéatationen nicht bereits auf der DNA
Ebene vorhanden waren, sondern kotranskriptionédt@nden sind. Zum einen zeigen sich in
der SSCP Gelanalyse keine dominanten variantenédanehs bei einem Ursprung auf DNA
Ebene zu erwarten gewesen ware. Zum zweiten wiesataendete Kniegelenkspunktat
(Probe,ex vivo*) nach einmaliger Passage in Kultur (Proi§eltur” ) die gefundene
signifikant erhéhte Mutationszahlen nicht mehr @&ufch wenn die kotranskriptionelle
Genese der Mutationen sich durch das vorgelegtahMean nicht beweisen lasst - zum ersten
kénnte eine nicht ausreichende Probenzahl in d&PSShalyse zum mangelnden Nachweis
sich wiederholender varianter Bandenmuster fihrehaum Zweiten die urséchlichen Zellen
selektiv in Passage untergegangen sein, so lébstisch an einem randomisierten Auftreten

dieser Mutationen festhalten.

IV.2. MoAgliche Ursachen der Mutagenese in vivo

Uber das Gleichgewicht zwischen somatischer Mutatiod der daraus folgenden Plastizitat
des Genoms auf der einen Seite und der notwen#igeservierung des Erbgutes
andererseits ist bei héheren Lebewesen wenig bekainnBakterien und Hefen sind
mutagene Zustande, welche tber mehrere Generatiortbastehen unter Stressbedingungen
beschrieben. Fihrend ist hier das so gend®@t® Systendass vornehmlich, aber nicht
ausschlief3lich auf DNA Schaden reagiert. Die Frages eine gelenkte Hypermutation als
Antwort auf solche Stressoren gibt bleibt weitentimbeantwortet (Bridges B.A., 2001).
Letztlich bezieht sich dieses Wissen aber auf sphikativ teilende Organismen und auf
Mutationen der DNA. Eine Ausnahme stellt die gutensuchte Immunglobulinsynthese der
B Zellen dar g¢iehe IV.2.1L

Fur die postulierten RNA Veranderungen kommen saméi Ursachen, das so genannte

editing, sowie ein unspezifischer oxidativer Schaden, itrddt.

IV.2.1. RNA editing als mdglicher Generator der gefundenen RNA Mutatinen

Der editing Prozess scheint der Diversifizierung der menskbbhcGenomprodukte zu dienen
und ist fur Saugetiere, wlaock outExperimente zeigen, essentiell. Zwei Familien von
DesaminaserADARuUnd APOBEGC wurden bisher beschriebekDARunterteilt sich in drei
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Typen, wirkt auf doppelstrangige RNA und katalysthe Desaminierung von Adenin zu
Inosin. Sowohl das Spliceosom als auch die Traps&n interpretiert Inosin als Guanosin.
Der editing Prozess fuhrt hier also zu einem Nukleotidwandal & nach G. Verschiedene
Wirkungen wie die Veranderung vaeplicing Signalen, die Aufhebung va@8rOPP codons
aber auch Aminosaurensubstitutionen auf Proteireekennten dem zugeschrieben werden.
Die zweite FamiliecAPOBECkatalysiert einen Wechsel von Cytidin nach Uraadl scheint
auf DNA und RNA zu wirken. Auch fir sie konnte diermung alternativer Proteine,
Protektion vor Viren durch massiveditingihrer Transkripte, aber auch durch das
FamilienmitgliedAID die Mitwirkung an der Diversifizierung des Antikg@arrepertoirs
nachgewiesen werden (Levanon K., 2005). ObwohMBxrhanismus bisher ungeklart ist,
scheint dieAID sowohl flr die somatische Hypermutation, als dlicliden Antikérper
Klassenwechsel auf molekularer Ebene unabdingbesag@ho M., 2004). So genanwte!
repeatsiiber welche die RNA die notwendige Tertiarstrulddangt umediting Prozessen
zuganglich zu werden und die tberdies als MarkeGanom flr solche Ereignisse dienen,
wurden nun auch ifMiHC Klasse | Genkomplex beschrieben (Kulski J.K., 200%sofern ist
es denkbar, dass HLA B Transkripte deditingunterliegen. Attraktiv erscheint des
Weiteren, dasélu repeatsselbst hoch polymorph sind und ihre Assoziatiotzé-B27, im
Sinne des untdr2 diskutiertemextended haplotidein Substrat der Krankheitsassoziation
darstellen konnten. Allerdings siedliting Prozesse in der Literatur bisher fur den MHC nicht

beschrieben.

IV.2.2. Oxidativer Schaden

Oxidativer Schaden an Nukleinsduren und seine Relefir verschiedene Erkrankungen
wird zunehmend erkannt. Obgleich bis zu zwanzigslgedener oxidativer Schadigungen an
Nukleinsduren beschrieben sind, war der Fokus bggreForschung hauptsachlich auf @as
Oxo-Guaninwegen seiner Fahigkeit mit Adenosin eine Fehlpagurinzugehen, gerichtet
(Evans M.D., 200% Fur pathogenetisch so unterschiedliche Erkrag&nrwie den Morbus
Alzheimer, Brustkrebs, aber auch chronisch entadnellErkrankungen wie Hepatitis C oder
Rheumatoide Arthritis konnten erhol&eOxo-Guaninspiegem Urin und Gewebe
nachgewiesen werden (Cooke M.S., 20@8e RNA wird allgemein flr ebenso anféllig far
oxidative Schaden angesehen, ist aber weit wesigensiv untersucht. Auch fir die RNA
wird eine8-Oxo-GuaninBildung beschrieben. Fir sie wurde eine hoch afBmdung an das
YB-1 Proteinein MHC Klasse Il Genpromotor, experimentell beshen und als eine

regulative Funktion fir oxidierte RNA postuliertgiyakawa H., 2002). Im vorliegenden Fall
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kénnte8 Oxo-Guanirzu Missinkorporationen durch die RT fihren un&sainer erhéhten
Variantenzahl beitragen. Experimentelle Daten fittegie Oxidationsprodukte und ihre

Auswirkung auf die Translation in vivo oder vitieden derzeit nicht vor.

IV.3 Der systematische Fehler durch eine artifizidé Mutagese

Ein Hauptproblem dieser Arbeit bleibt die artifiigeMutagenese durch das Verfahren. Eine
maogliche Quelle ist hier die Darstellung der PCRdekte durch den Transilluminator. Die
fur die praparative Arbeit benutzte WellenlangeO0@0nm) fihrt zu keiner direkten DNA
Schadigung, allerdings ist eine Schadigung durt$telmende aktive Sauerstoffspezies
maoglich. Des Weiteren werden die Produkte mit dembgtoffGelStargefarbt. Trotz der
unterll.6 beschriebenen Aufreinigungstechniken muss auf kntdeer Ebene von einer
direkten oder durch die Polymerasen vermitteltegliaben Mutagenese ausgegangen
werden. Der Hauptanteil an der artifiziellen Mutagge entfallt jedoch auf die verwendeten

Polymerasen.

IV.3.1 Artifizielle Mutagenese durch die Polymerase

Der Analytik mittels SSCP wird ein 330bp messer@€R-Produkt zugefuhrt. Sichtbar sind
demnach auch Polymerasenfehler wéahrend der revéraeskription (RT), der HLA B
spezifischen RT-PCR, innerhalb der transformieBenoli, sowie wahrend der ersten Zyklen
der zum Zielfragment fihrendénickepackPCR.

Der Versuch sich dem artifiziellen Fehler rechrgrigu ndhern zeigt sich aus mehreren
Grinden als wenig akkurat. Fur die verwendetg Polymerase sind Missinkorporationen
einzelner Nukleotide (1/9000) und Leserahmenfeile¥1000) beschrieben (Eckert K.A.,
1990). Die Angaben in der Literatur zur allgemeikehlerrate pro Basenpaar pro PCR-
Zyklus schwanken zwischen 0,79 x 10”4 und 0,078’ 1m ca. eine 10er Potenz (Bracho
M.A., 1998). Diese Fehlerhaufigkeit hangt des Weitevon Faktoren wie der dNTP
Konzentration, Reaktionstemperaturen, dem GC GeleslZieltemplates, dem pH-Wert,
MgCI2 Konzentration etc. ab. Kunkel et al. habegstezlglich ideale Rahmenbedingungen
formuliert (Eckert K.A., 1991). Gewonnen werdensgidaten hauptsachlich durch vorwarts
Mutationsanalysen (Bebenek K., 1995). Zusammenfasseziehen sich die Daten auf kurze

DNA Zieltemplates unter Idealbedingungen was ferdirliegende Arbeit nicht der Fall ist.
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Ein einfaches Rechenbeispiel bezogen auf die Revieenskription kann dies verdeutlichen.
Fir die RT des HIV | Virus (in dieser Arbeit nicklerwendet) wird ein Fehler von 1/1700 pro
bp in der Literatur angegeben, womit sie allerdiegen Spitzenplatz einnimmt (Roberts
J.D., 1988). Rechnerisch kdnnte somit alleine diSséritt zu einer Variantenhaufigkeit von
19% fuhren.

Dem sich hier offenbarenden strukturellen ProblemAtbeit, den artifiziellen Fehler nicht
von dem angenommenen Phanomen unterscheiden zarkdasst sich aber dadurch
begegnen die Arbeit selbst als vorwarts Mutatioaee zu lesen. Setzt man die Pr&ibé
neonatalals Kontrolle, ergibt sich als artifizieller Himggund eine Variantenh&ufigkeit von
ca. 19%. Diese unterschatzt zwar den Polymeradenigh eine Variante mehrere Fehler
tragen kann, stellt aber die einzig zulassige Kadlgtidar, da nur in ihr gleiches Template und
Untersuchungsbedingungen zum Tragen kommen. DalgdProbeex vivosowohl von der
Kontrolle als auch von der ProBailtur signifikant unterscheiden, muss hier ein Effekt

unabhangig von einem systematischen Fehler angeearwerden.

IV.4. Hypothetische Auswirkungen der mRNA Alterationen

Wie einleitend diskutiert, lassen sich die Ergebaider Arbeit nur als Hinweis beziglich
einer pathogenetischen Bedeutung fir HLA-B27 umdesRolle fir die SpA interpretieren.
Postuliert man einen oxidativen Schaden, stellt keine naheliegende Hypothese, weshalb
dies gerade fur HLA-B27 oder die SpA gelten sotl&, Die Ergebnisse aus der
Krebsforschung zeigen, dass selbst die Inaktivigrinzelner Reparaturmechanismen nicht
gendgen, um in vivo zu einer erhdhten Mutagenedéahmen. Die gefundenen mRNA
Veranderungen kdnnten demnach auch ein in vivo lemsiprtes Phanomen unter
vermehrtem oxidativem Stress, wie z.B. an Orteivakinflammation darstellen.

Attraktiver erscheint eine Assoziation editing Prozessen. Dediting haufig in oben
erwahnterAlu repeatsbeziehungsweise in unmittelbarer Nahe zu ihndmithukdnnte hier
eine Verbindung zu distinkten HLA B Haplotypen vegen. Allerdings erbrachte eine Suche
nach einer Assoziation zwischen HLA Haplotypen Ahdrepeatsdisher keine Assoziation
zu B27 (Kulski J.K., 2005). Einschrankend muss festgestellt werden, dass unser Wissen
Ubereditingbzw. der Inhalt der zur Verfigung stehenden Daakén noch unvollstandig

ist.
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Unabhéngig von der Frage warum das gefundene Plgmomt HLA-B27 oder den SpA
assoziiert sein soll, hatte das Auftreten von véegien Proteinen weitreichende
Implikationen fir die immunologische wie proteinloigische Funktion von HLA-B27. Die
verwendete RT nutzt einen Primer der an den PdBclwanz der mRNA bindet und fuhrt so
ausschlieBlich intakte und reife mRNA dem Verfahzaninsofern ist zu erwarten, dass die
MRNA Varianten, welche nicht dem Hintergrundfeldes Verfahrens zuzuschreiben sind,
auch in vivo der Translation zugefihrt werden. Bterarandertes Selbstprotein kénnte durch
eine MHC | Prasentation immunogen wirken. Die gdimen Mutationen der Varianten
wiederholen sich weder in den nicht stochastisaesguenzierten Klonen, noch im Muster
der SSCP Analyse und treten demnach randomisierDaas kdnnte auch erklaren, warum
sie als arthritogenes Peptid nicht identifizierrden konnten. Ebenso kénnten diese nach
einer Translation als verénderte Proteine das &itlmssmisfoldingdarstellen, wie unter
[.4.3.undl.4.4beschrieben.

IV.5 Citrullinierte Proteine (CCP) als Beispiel ,postranslationaler” Pathogenese

Dass posttranslationale Veréanderungen einen attesk&chlissel zu HLA assoziierten
rheumatischen Erkrankungen liefern kénnen, zeig@unetle Erkenntnisse zu cyclischen
citrullinierten Proteinen (CCP) bei der Rheumataidethritis. Hier erdffnete die Entdeckung
von Antikorper gegen citrullinierte Selbstprotesiaen serologischer Marker fir die RA von
hoher Spezifitat und stellen ein neues Feld flrdtlypsen zum genetischen Hintergrund dar
(Vossenar E.R2004). Die Citrullinierung beschreibt die Desaminigg von Argininresiduen
an korpereigenen Proteinen durch eine Gruppe vaammasen (PADpeptidylarginine
deaminase enzymnau Citrullin, welches keine kérpereigene AminasadarstelltSingle
nucleotid polymorphismSNPs) dieser Enzymgruppe zeigen eine starke Astsamzizur RA
und tragen moglicherweise durch eine hdhere Stabdder veranderte Reifung ihrer mRNAs
zur Pathogenese bei (Suzuki A., 2003). Eine Brizcke assozierten HLA DR4 konnte
geschlagen werden, als an transgenen Ratten dieeehBindungsaffinitat von citrullinierten
im Vergleich zu nicht citrullinierten Proteinen das MHC Klasse Il mit konsekutiver CD4

Zell Aktivierung gezeigt werden konnte (Hill J,2003).
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IV.6 Tumorimmunologie und dasImmunoediting

Die initiale Theorie Uber das fehlende Selbst inTm8ieiner mangelhaften HLA Klasse |
Expression und deren Uberwachung durch Natrlidheriellen (NK-Zellen) als Teil des
angeboren Immunsystems geht auf Karre et al. zurddiiand unter dem Namen drissing
selfTheorie Eingang in die wissenschaftliche Diskusgkirre K, 1990). Die Uberlegung
folgte tierexperimentellen Daten Uber lysierende-Eidlen gegeniber allogenen
Stammzellen und Lymphomzellen. In der heutigen Tummunologie werden NK-Zellen
und zytotoxische T-Zellen (CTL) als reziprokes 8ystder immunologischen Uberwachung
angesehen. NK-Zellen erkennen und lysieren demnagtorzellen denen die HLA Klasse |
Expression fehlt, CTLs erkennen Tumorantigene die LA Klasse | prasentiert werden.
Eine Vielzahl von verédnderten Expressionsmusterdlaf Klasse | wurden bisher in fast
allen Tumoren beschrieben (Chang C-C, 2006). Dieiseen vom Fehlen eines der
heterozygoten Allele bis zum kompletten Fehlen Mo Klasse | oder der ersatzweisen
Expression von HLA-E Molekilen. Als Konzept wurde Brei-Phasen-System aus
Elimination, EquilibriumundEscapeentwickelt, in welchem die heutigen Erkenntnisse i
einem dynamischen Prozess integriert werden (Dufm, G004). Entscheidend ist hierbei der
alsimmunoeditingpezeichnete Gedanke, dass die zugrundeliegendetiggen
Veranderungen welche von herab regulierten Traps@rnsfaktoren bis zum
Chromosomenverlust reichen kdnnen, nicht der bigegbgenetischen Instabilitéat der
Tumoren allein geschuldet ist, sondern dass dtssapevarianteein Produkte des
immunologischen Selektionsdruckes darstellen.

Posttranslationale Mechanismen sind bis dato nadtt publiziert, wirden aber in der
sogenannten Equilibriumsphase eine probate Vorgtufien spateren DNA Defekten
darstellen. Es zeigt sich in diesem Beispiel zumeatddass ein langer wirkender
immunologischer Druck zu verandertem Expressiotaten fihren kann. Solch eine
klonale Genese wére auch fir chronisch entzindbkcheankungen denkbar.
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V. Zusammenfassung

Die seit ca. 30 Jahren wahrenden Forschungsbeméhwmg die Krankheitsassoziation von
HLA-B27 zu den Spondylarthropathien haben zu eifielzahl von Hypothesen gefiihrt ohne
ihre eigentliche Pathogenese aufdecken zu kdnneme Erkenntnisse in der Epigenetik, aber
auch die ungewdhnlichen Proteinbiologie des HLA-B®ekils ermutigen dazu sich
posttranskriptionellen Ereignissen zuzuwenden.Bpigenetik befasst sich mit den
Mechanismen, die meist durch Nukleinsduren sekasnitelt, zur Regulation aber auch
Formung von Genprodukten beitragt und so dem GeatierRlastizitat verleiht die es in
biologischen Systemen annimmt. Im Rahmen der Dgkungieser Arbeit werden am
Beispiel vonediting Prozessers(ehe 1V.2.) einige heute bereits bekannte Einflisse auf
physiologische, aber auch pathophysiologische \faggam menschlichen Organismus
diskutiert. Desweiteren gelang es Mear et. al. #RA-B27 Molekil einzigartige
Eigenschaften zuzuschreiben was alternative Enkgamdglichkeiten fur die
Assoziationshypothesen bedeutaele 1.4.3.

Ermutigt durch diese neuen Forschungsansatze Verdigcvorliegende Arbeit einen Zugang
zu moglichen Veranderungen auf HLA-B27 Transkript@mlich der mRNA von HLA-B27,
zu finden. Die mRNA, synthetisiert durch eine DNBhangige RNA Polymerase, stellt den
ersten Schritt auf dem Weg von der DNA zum fertilytolekl dar. Veranderungen der
MRNA kénnten Ausdruck von epigenetischen Mechanmsseen und so zu einer veranderten
Proteinbiologie beitragen.

Ausgewahlt wurde hierzu eine interkurrent erkrartit&\-B27 positive Patientin von der
eine Blutprobe, ein Gelenkspunktat und ein in elBtssage kultiviertes Gelenkspunktat
untersucht wird.

Einem biochemischen Zugriff auf Verdnderungen dBNA - im Rahmen der Arbeit werden
diese als Mutationen der mRNA bezeichnet - steieh mehrere grundséatzliche Probleme.
Zunachst ist es unbekannt ob es sich um eine odlerare bestimmte Mutationen handelt,
oder ob diese gleichsam randomisiert auftretenw@isrn ist ebenso unbekannt ob sich
diese Mutationen nur in wenigen Zellen in gleictéise oder in vielen Zellen auf
unterschiedliche Weise finden. Um die Mutationejestem Fall detektieren zu kénnen wird
in der vorliegenden Arbeit nach dem notwendigenling und Amplifizierung der Proben ein
zusatzlicher Vereinzelungsschritt eingefiigt. Diggezielle Sensitivitat erkauft sich das
vorgelegte Verfahren mit einer nicht unerheblicegstematischen Fehlerrate. So zeigte die

zur Kontrolle mitgefiihrte Probe eines HLA-B27 po&h gesunden Neugeborenen eine
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Mutationshaufigkeit von ca. 19%, welche sich haéghéich durch die Fehlerh&ufigkeit der
verwendeten Polymerasen in vitro in den kombinreAenplifizierungsschritten erklaren
l&sst.

Demnach wurde zunéachst die gesamte RNA der jeweilRyobe extrahiert (pooling). Die
gesamte mRNA mittels einer Reversen Transkriptiodié stabilereopy DNA(CDNA)
umgeschrieben und anschlieRend beide komplette BllANel Transkripte durch eine PCR
vervielfaltigt (Amplifikation). Dieses PCR Produkird aufgereinigt und durch eine
Vektorligation in E. coli kloniert (Vereinzelundpie E. coli wurden ausplattiert und deren
Kolonien jeweils in Mikrotiterplatten Gberfuhrt. éfvon ausgehend wurden zwei
Mutationsanalyseverfahren angewendet. Einerserts @mne SSCP Gelanalyse verwendet,
welche einzelne Basenveranderungen durch ein veré@sd_aufverhalten im Gel aufdeckt.
Da dieses Verfahren nur kleine Fragmente untersukhen wird ausgehend von den
Bakterienkolonien durch eine PCR ein die Exone @ 3immfassendes Fragment (B-
Fragment)gewonnen und untersucht. Aul3erdem weresimimte im Gellauf evaluierte
Proben einer Direktsequenzierung zur weiteren Giteigierung der Mutationen, aber auch
der Wildtyp Allele zugefihrt.

Im Ergebnis zeigt sich eine signifikant erhdhte Miansrate im frischen Gelenkspunktat
gegeniber der Kontrolle und dem kultivierten Gesgnnktat. Im Verhaltnis der beiden
Wildtyp Allele zeigt sich HLA-B27 unterreprasentieln der Direktsequenzierung ergibt sich
mit einer Ausnahme eine Ubereinstimmung mit derePaer SSCP Gelanalyse, wobei sich
einmalig eine vorhandene Mutation auf der mRNA hiohGellauf darstellt. Bei den
Mutationen handelt es sich in allen Fallen um Basstausche welche sich tGber das gesamte
HLA B Transkript verteilen. Es zeigen sich wededer SSCP Gelanalyse noch in den
Sequenzdaten wiederholte oder bestimmte Mutationen.

Im Ergebnis zeigt sich das gefundene Verfahrengget¢iMutationen auf der mRNA
nachzuweisen und kann diese quantitativ von deminmmanenten systematischen Fehler
unterscheiden.

Der fir die SSCP Gelanalyse verwendete MTE Pufiegtsich dem TBE Puffer durch seine
bessere Diskriminierung zwischen Mutation und Witdiiberlegen.

Bei der untersuchten Patientin zeigen sich Mutatmoauf den Transkripten (MRNAS) von
HLA B in der Probe aus dem entziindeten Gelenk.aBbhtet man die Verhaltnisse zwischen
Mutation und den beiden Wildtyp Allelen in der SSGElanalyse scheinen diese, mit
Ausnahme des systematischen Fehlers, wahrscheihliéhB27 zu betreffen.

Madglicherweise lasst sich hierdurch der bei derdpéin gefundene allelspezifische Mangel
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an HLA-B27 Oberflachenmolekilesi€he 11.3 erklaren. Die gefundenen Mutationen treten
randomisiert auf und sind wahrscheinlich nicht @eif DNA vorhanden.

Es ist denkbar, dass in dieser Mutationsbereitselogh der Schlissel zur
Krankheitsassoziation von HLA-B27 liegt. So kéndiese generiert durch epigenetische
Mechanismen wie def&diting im Sinne einesxtended haplotypgenetisch an den HLA-
B27 Haplotypen gekoppelt sein. Veranderte HLA-B2@ldkile kdnnten das Substrat des
misfoldingdarstellen oder im Sinne ihrer Imunnogenitéat macsentation auf HLA Klasse |

Molektlen zu einemarthtitogenic peptide‘werden.
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VI Statistik

Verwendet wurde ddishers exact tesinhand einer Vierfeldertafel. Bei einem signifitean
Ergebnis ist es unwahrscheinlich dass die Assoniaiwischen Mutationsrate und jeweiliger
Probe eingedenk der Mutationshaufigkeit dem Zyfedichuldet ist. Verglichen wurden die
einzelnen Proben gegen die Kontrolle, sowie dasrikspunktaéx vivomit seiner in eine
Passage genommenen Zellkultur. Ein signifikanteietschied ergab sich fur den Vergleich
zwischen deKontrolle und dem Gelenkspunktak vivg sowie fir den Vergleichx vivound
Kultur. Dargestellt sind lediglich diese beiden signifiten Ergebnisse, welche auch nach
einer Korrektur fur multiples Testen bestand haben.

VI.1. Vergleich der Kontrolle gegen Patient Gelenksunktat ex vivo

Vierfeldertafel Kontrolle gegen Gelenkspunktat eive

Vergleich Kontrolle versus | Mutationen | Wildtyp Gesamt
ex vivo

Kontrolle SM neonatal 12 56 68
Patient ex vivo 22 28 50
Gesamt 34 84 118

Tabelle 6.1: Zeigt die Rohdaten der statistischemadyse, vgl. Tabelle 3.1

Fisher's Exact Test :
The two-sided P value is 0.0022, considered very significant.

The row/column association is statistically significant.

VI.2. Vergleich Patient Gelenkspunktat ex vivo gegeKultur

Vierfeldertafel Gelenkspunktat ex vivo gegen Kultur

Vergleich ex vivo versus Mutationen | Wildtyp Gesamt
Kultur

Patient ex vivo 22 28 50
Patient Kultur 9 35 44
Gesamt 31 63 97

Tabelle 6.2: zeigt Rohdaten der statistischen Arsalyvgl. Tabelle 3.1

Fisher's Exact Test :
The two-sided P value is 0.0172, considered very significant.

The row/column association is statistically significant.

Zusammenfassend zeigt sich die Mutationsrate inertkspunktat der Patientin signifikant

erhoht gegenuber der Kontrolle und dem in eines&gs kultiviertem Gelenkspunktat.
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VII.1 Das analytische Verfahren im graphischen Ubdblick (Abbildung 7.9
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