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1 Einleitung

1.1 Immunsystem

Innerhalb eines Organismus schiitzt das Immunsystem mit Hilfe von verschiedenen biologi-
schen Strukturen und Prozessen den Korper vor Pathogenen wie Viren, Bakterien oder Para-
siten, aber auch vor Krebszellen. Neben dieser Tatigkeit ist das Immunsystem zudem mit der
Aufgabe betraut, korpereigene ausgediente oder tote Zellen zu entfernen. Es ist hierflr von
essentieller Bedeutung, dass das Immunsystem also nicht nur in der Lage ist, eine ausrei-
chende Immunantwort gegen eindringende Pathogene zu erzeugen, sondern es muss dar-
Uber hinaus auch zwischen korpereigen und korperfremd unterscheiden kdnnen. Einen
GroRteil seiner Arbeit leistet es in der Regel im Verborgenen, so dass die bedeutende Rolle
des Immunsystems in der Abwehr von Krankheitserregern haufig erst zu Tage tritt, wenn
Storungen in seiner Funktion vorliegen. Hierbei kann eine zu geringe Aktivitat des Immunsys-
tems zum Beispiel schwerwiegende Infektionskrankheiten beglinstigen, wohingegen eine

Ubersteigerte Aktivitat Allergien oder Autoimmunerkrankungen zur Folge haben kann.

Die Abwehr von Pathogenen verlauft meistens nach einem mehrschichtigen Muster. Als du-
Berer Schutzschild des Korpers dienen zundchst physikalische Barrieren, die das Eindringen
von Krankheitserregern verhindern. Werden diese lUberwunden, wartet als Nachstes das
angeborene Immunsystem mit seiner unmittelbaren, aber dafiir unspezifischen Immunant-
wort auf. Erst wenn dieses ebenfalls umgangen wird, kommt in der Folge schlielich das

adaptive, spezifische Immunsystem zum Zug.

1.1.1 Angeborenes Immunsystem

Das angeborene Immunsystem stellt quasi die erste Verteidigungslinie des Korpers dar. Spe-
zialisierte Epithelzellen, die tber Bindeproteine (die sogenannten , tight junctions” [1]) mit-
einander verbunden sind, bilden auf der Korperoberfliche zunachst eine dufRere Barriere
gegen Erreger aller Art und grenzen somit die extrazelluldire Umgebung vom Inneren des
Organismus ab [2]. Wahrend die trockenen Epithelzellschichten der Haut mit ihrem sauren
pH-Wert zumeist eine relativ standfeste Hiirde gegen eindringende Mikroorganismen dar-

stellen, bediirfen die Epithelien der Atemwege, des Magen-Darm-Traktes und des Urogeni-
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taltraktes zusatzlicher Schutzmechanismen, da sie haufig die Eintrittspforte fiir Erreger dar-
stellen. Daher verfligen diese, als Erganzung zu der fiir Epithelzellen tblichen Barrierefunkti-
on, Uber Schleimstoffe, die fir den Abtransport von Pathogenen verantwortlich sind [3, 4]
und haufig auch tber antimikrobiell und biochemisch wirksame Stoffe wie z. B. Lysozym [5]
im Speichel und in der Tranenflissigkeit oder Defensinen [6] im Respirations- und Verdau-
ungstrakt. Dartber hinaus werden viele Epithelzellen von einer bakteriellen Normalflora be-
siedelt, die mit pathogenen Mikroorganismen um Nahrung und Lebensraum konkurriert und
zum Teil auch in der Lage ist, antimikrobielle Stoffe zu erzeugen, um die Ansiedelung von

anderen, unerwiinschten Bakterien zu erschweren [7].

Wenn Pathogene diese erste Hirde tiberwinden konnten, wie das z. B. bei Wunden oder
Verbrennungen der Fall ist, treffen sie auf weitere zelluldre Bestandteile des angeborenen
Immunsystems. Zu Beginn handelt es sich hierbei meistens um Makrophagen, die zu den
Fresszellen gehoren und die innerhalb des Kérpers unermiudlich die Epithelien ,patrouillie-
ren” auf der Suche [8] nach eingedrungenen Erregern, die sie anhand von spezifischen Ober-
flachenrezeptoren, den sogenannten Mustererkennungsrezeptoren [9], erkennen kdnnen.
Wenn sie einen Eindringling entdeckt haben, zerstoren sie diesen durch Phagozytose und
geben Zytokine und andere Botenstoffe ab, mit denen sie zum einen eine lokale Entziin-
dungsreaktion im Gewebe auslésen und zum anderen weitere Zellen auf den Plan rufen. Zu
diesen Zellen gehoren vor allem die neutrophilen Granulozyten und die natiirlichen Killerzel-
len, die gemeinsam ebenfalls malRgeblich an der Beseitigung von Pathogenen beteiligt sind,
aber auch basophile und eosinophile Granulozyten. Neben der Aufgabe als Fresszellen besit-
zen neutrophile Granulozyten, Makrophagen und dendritische Zellen zudem die Fahigkeit,
Bestandteile der von ihnen aufgenommenen Pathogene mit Hilfe von MHC-Molekiilen auf
ihrer Oberflache zu prasentieren und T-Zellen zu aktivieren. Sie werden daher auch als anti-
genprasentierende Zellen bezeichnet. Vor allem die dendritischen Zellen des angeborenen
Immunsystems stimulieren somit die adaptive Immunantwort [10] und stellen auf diese

Weise eine Verknipfung zwischen angeborenem und adaptivem Immunsystem dar.

1.1.2 Adaptives Immunsystem

Im Vergleich zum angeborenen Immunsystem ist das adaptive Immunsystem zwar spezifi-

scher in seiner Wirkungsweise, braucht jedoch dafiir aber auch eine langere Anlaufzeit.
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Hauptbestandteile des adaptiven Immunsystems stellen die B- und T-Lymphozyten dar, die
zu den weillen Blutkdrperchen (Leukozyten) gezahlt werden. Da diese nur Uber eine relativ
begrenzte Lebensdauer verfiigen, wird im Kérper kontinuierlich fiir deren Neubildung aus

hdamatopoetischen Stammzellen im Knochenmark gesorgt.

1.1.2.1 T-Lymphozyten (T-Zellen)

Nach der Bildung im Knochenmark wandern die T-Lymphozyten-Vorldufer in den Thymus
[11]. Dort angekommen, vermehren sie sich durch Zellteilung und der Aufbau ihrer T-Zell-
Rezeptoren wird eingeleitet, mit denen sie spater befdhigt sind, normale und veranderte
Zellen voneinander zu unterscheiden. Ein Grofteil der Vorlauferzellen bildet hierbei T-Zell-
Rezeptoren aus, die aus einer a- und einer B-Kette bestehen. Nur ein kleiner Teil besitzt ei-
nen T-Zell-Rezeptor aus einer y- und einer 6-Kette [12], wobei letztere dem angeborenen
Immunsystem zugeordnet wird. Im weiteren Verlauf der T-Zell-Reifung im Thymus findet
eine positive und eine negative Selektion der Vorlauferzellen statt, d. h. es werden nur jene
Zellen nicht aussortiert und dem Tod durch Apoptose preisgegeben, die eine moderate Bin-
dung mit MHC-Klasse-I- und -1I-Molekilen (MHC: major histocompatibility complex) einge-
hen. Dadurch wird sichergestellt, dass weder T-Zellen, die keine MHC-Molekiile erkennen
konnen, noch jene, die eine zu starke Bindung mit korpereigenen MHC-Peptiden eingehen,
in die Korperperipherie entlassen werden [13]. Nach abgeschlossenem Reifungsprozess ver-
lassen die naiven T-Zellen (naiv, da sie noch nicht mit Antigen in Kontakt gekommen sind)

den Thymus und gelangen Uber die Blutbahn in die lymphatischen Gewebe [14].

Dort binden die naiven T-Zellen mit ihren T-Zell-Rezeptoren an MHC-Molekiile von antigen-
prasentierenden Zellen. In Kombination mit einer Bindung von B7-Proteinen der antigenpra-
sentierenden Zellen an CD28-Ko-Rezeptoren der T-Zelle und der Ausschittung von Zytokinen
durch die antigenprasentierenden Zellen kommt es schlieBlich zur Aktivierung der naiven T-
Zellen. Hierbei proliferieren diese und differenzieren sich entweder zu zytotoxischen CD8*-T-
Zellen oder zu CD4"-T-Helferzellen. Dieser Vorgang wird auch als ,,priming” bezeichnet. CD8"-
T-Zellen besitzen die Fahigkeit, mit ihren T-Zell-Rezeptoren MHC-Klasse-I-Molekiile verschie-
denster Korperzellen auf fremde Antigene hin zu untersuchen und diese, wenn sie flindig
geworden sind (wie z. B. bei infizierten, entarteten oder dysfunktionalen Zellen), durch die
Ausschiittung von Perforinen und Granzymen zu zerstéren. Auf Grund dieser Tatsache sind

zytotoxische T-Zellen fir die Immuntherapie verschiedener Krebserkrankungen von beson-
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derem Interesse, so dass mittlerweile viele immunologische Strategien auf einer zielgerichte-
ten, antitumoralen CD8'-T-Zell-Antwort beruhen [15]. CD4"-T-Zellen hingegen tragen auf
ihrer Oberflache T-Zell-Rezeptoren, die spezifisch sind fir Antigene, die auf MHC-Klasse-II-
Molekilen von antigenprasentierenden Zellen zur Schau gestellt werden [16]. Es gibt ver-
schiedene Arten von T-Helferzellen, z. B. T41-T-Zellen, die Phagozyten, natiirliche Killerzellen
und CD8"-T-Zellen aktivieren und stimulieren und auBerdem lokale Entziindungsreaktionen
steigern. AuBerdem Ty2-T-Zellen, die gemeinsam mit Ty1-T-Zellen B-Zellen aktivieren und
anregen, Antikorper zu bilden [17], sowie — als wichtige ausgleichende Komponente des Im-
munsystems — sogenannte regulatorische T-Helferzellen. Diese inhibieren die Aktivierung
und Proliferation anderer T-Zellen und halten somit die Toleranz des Immunsystems gegen-

Uber korpereigenen Antigenen aufrecht.

1.1.2.2 B-Lymphozyten (B-Zellen)

B-Zellen leisten im Korper einen wichtigen Beitrag zur humoralen Immunantwort des adapti-
ven Immunsystems. Wahrend ihrer Reifung im Knochenmark bilden sie IgM-Antikdrper auf
ihrer Oberflache aus, die sogenannten B-Zell-Rezeptoren, die, wie bei den T-Zellen, einer
positiven und einer negativen Selektion [18] unterzogen werden. Infolgedessen schreiten
ebenfalls nur jene Zellen mit ihrer Reifung voran, die einen funktionstiichtigen Antikorper
auf ihrer Oberflache besitzen, der nicht an korpereigene Antigene bindet. AnschlieBend
wandern die unreifen B-Zellen mit dem Blutstrom in die Milz. Dort tritt neben IgM nun auch
IgD auf ihrer Oberflache in Erscheinung, wodurch die Reifung der B-Lymphozyten abge-

schlossen ist [19].

Diese reifen, aber noch naiven B-Lymphozyten kdnnen auf zwei verschiedene Weisen akti-
viert werden, namlich mit und ohne die Zuhilfenahme von T-Helferzellen [20]. In letzterem
Fall mussen die B-Zellen zundchst Antigene wie z. B. Viren aus dem Blut oder der Lymphe mit
ihrem B-Zellrezeptor binden. In der Folge werden diese in die Zelle aufgenommen, in kleine-
re Bestandteile zerlegt und schliefSlich wieder als Peptide auf den MHC-Klasse-lI-Molekiilen
der Zelloberflache prasentiert, als sogenannte Liganden. Im ndchsten Schritt binden nun T-
Zellen mit ihrem T-Zell-Rezeptor an die MHC-Klasse-1I-Molekile der B-Zellen. Die prasentier-
ten Liganden auf beiden MHC-Molekiilen miissen hierbei vom gleichen Antigen stammen,

aber nicht identisch sein. Unter Verwendung von ko-stimulierenden Molekiilen und Zytoki-



Immunsystem 5

nen regt die T-Zelle anschliefend die B-Zelle an, zu proliferieren und sich zu Antikérper-

bildenden Plasmazellen zu differenzieren [2].

Plasmazellen sind in der Lage, Antikdrper, auch Immunglobuline genannt, zu sezernieren.
Antikorper sind Proteine, die aus zwei identischen leichten und zwei identischen schweren
Ketten bestehen, die jeweils wiederum in variable und konstante Bereiche unterteilt werden
konnen. Die variablen Bereiche der Antikoérper bilden hierbei die Stellen, an die ein spezifi-
sches Antigen gebunden werden kann. Der konstante Teil der schweren Kette der Antikorper
hingegen ist fir die Funktion des Immunglobulins zustandig und erlaubt, je nach Beschaffen-
heit, eine Einteilung in verschiedene Klassen (Isotypen) von Immunglobulinen. Wirbeltiere
besitzen zumeist finf verschiedene Immunglobulin-Isotypen: IgA, IgD, IgE, 1gG, IgM [21].
Antikorper verfligen tber verschiedene Funktionen im Kérper. Zum einen binden sie an Pa-
thogene im Korper, neutralisieren sie dadurch und kennzeichnen sie fir den Abbau durch

Fresszellen. Zum anderen sind sie imstande, das Komplementsystem zu aktivieren.

1.1.2.3 Gedachtniszellen

Bei jeder Immunreaktion differenzieren sich einige B- und T-Lymphozyten zu sogenannten
Gedachtniszellen, die sich liber Jahre hinweg an ein Antigen ,erinnern”. Somit kann spater
bei erneutem Antigenkontakt schneller eine effektive Immunantwort ausgeldst werden und
der Ausbruch einer Erkrankung haufig verhindert bzw. der Krankheitsverlauf abgeschwacht

werden [22].
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1.2 Hauptgewebevertraglichkeitskomplex

Innerhalb der DNA bildet eine Gruppe von Genen einen Abschnitt, der als Hauptgewebever-
traglichkeitskomplex (major histocompatibility complex, MHC) bezeichnet wird. Dieser Gen-
abschnitt kodiert fir bestimmte Glykoproteine, die spater einen groBen Teil der sogenann-
ten MHC-Molekiile auf der Oberflache von Zellen bilden. Mit Hilfe der MHC-vermittelten
Prasentation von Peptiden kdnnen zum einen T-Zellen aktiviert werden, zum anderen kon-
nen aber auch T-Zellen und andere Zellen des Immunsystems gesunde von infizierten bzw.
veranderten Zellen differenzieren. Auf Grund der Tatsache, dass MHC-Molekiile zuerst auf
der Oberfldche von Leukozyten entdeckt wurden, bezeichnet man jene des Menschen auch
als HLA-Molekiile (HLA: human leukocyte antigen). Es lassen sich zwei verschiedene Arten
von antigenprasentierenden MHC-Molekiilen unterscheiden: MHC-Klasse-I- und MHC-

Klasse-lI-Molekdile [23].

1.2.1 MHC-Klasse-I

MHC-Klasse-I-Molekile stellen Proteinkomplexe dar, die auf der Oberflache aller kernhalti-
gen Saugetierzellen exprimiert werden. Sie setzen sich jeweils aus zwei verschiedenen Po-
lypeptidketten, der schweren a-Kette und dem B,-Mikroglobulin (B.m) sowie einem gebun-
denen Peptid, dem Ligand, zusammen. Die a-Kette ist in der Zellmembran fixiert und kann in
eine al-, eine a2- und eine a3-Domane unterteilt werden, an die das B,-Mikroglobulin nicht
kovalent gebunden ist [24]. Durch die Bildung von a-Helices und B-Faltblattstrukturen for-

men die al- und a2-Domanen die Peptid bindende Furche [25].
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Peptid bindender

/ Skt

Mikroglobulin

extrazellularer
Raum

zytoplasmatisches
Ende

Abbildung 1:  Struktur eines MHC-Klasse-1-Molekiils.

(A) Schematische Darstellung eines MHC-Klasse-I-Molekiils, bestehend
aus einer in der Zellmembran verankerten schweren a-Kette und ei-
ner leichten Kette, dem B,-Mikroglobulin. Die a-Kette kann in eine
al-, eine a2- und eine a3-Domane unterteilt werden. Die al- und
die a2-Domaéne bilden den Peptid bindenden Spalt, in dem das Anti-
gen gebunden wird.

(B) Bandermodell eines MHC-Klasse-I-Molekiils mit gebundenem Anti-
gen.

Quelle: in Anlehnung an[26].

Diese beherbergt sechs verschiedene Bindungstaschen (A—F), die mit den Seitenketten des
gebundenen Peptids interagieren kdnnen und es somit auf der Oberflaiche des MHC-
Molekiils fixieren [27] (Abbildung 1, A und B). Dabei werden die Liganden meistens in ge-
streckter Form gebunden, wodurch sich innerhalb der Bindungsgrube nur Platz fiir Peptide
mit einer Lange von 8 bis 10 Aminosauren bietet [28]. Abhdngig von der Art des MHC-Allels
bestehen Differenzen in den Aminosauresequenzen der Bindungstaschen und somit auch in
den allelspezifischen Aminosduren, den sogenannten Ankerpositionen, tUber die das Peptid-

antigen mit dem MHC-Molekil verbunden ist. Aus der Gesamtheit der Ankerpositionen wie-
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derum ist es moglich, ein Bindemotiv fiir einen bestimmten MHC-Allotyp zu definieren [29,
30] und unter Verwendung von Online-Programmen wie SYFPEITHI [31] vorauszusagen, wel-

che Abschnitte eines Proteins auf einem bestimmten MHC-Molekil binden kénnen.

1.2.2 Antigen-Prozessierung

Peptide, die auf der Oberflaiche von MHC-Klasse-I-Molekilen prasentiert werden, stellen
hauptsachlich Teilstlicke von endogenen Proteinen dar, die durch eine Reihe von intrazellu-
laren Prozessen selektiert und zugeschnitten, also prozessiert wurden. Bei den endogenen
Proteinen kann es sich sowohl um zelleigene Proteine handeln als auch um Proteine, die als
Folge einer viralen Infektion oder malignen Transformation synthetisiert wurden [32]. Abbil-
dung 2 gibt einen Uberblick tiber die Vorginge, die an der Antigenprozessierung fiir MHC-

Klasse-I-Molekilen beteiligt sind.

Die Prozessierung von Antigenen beginnt mit der Markierung von intrazelluldren Proteinen,
die degradiert werden sollen, mittels einer Kette aus Ubiquitin-Molekilen. Diese Ubiquitinie-
rung wird durch drei verschiedene ATP-abhidngige Enzyme katalysiert, einem Ubiquitin-
aktivierendem Enzym, einem Ubiquitin-konjugierendem Enzym und einer Ubiquitin-Protein-
Ligase. In der Folge konnen die so markierten Proteine durch einen ATP-abhangigen Pro-
teasekomplex, durch das 26S-Proteasom, weiter verarbeitet werden [33, 34] (Abbildung 2).
Dieses befindet sich im Zytosol der Zelle und besteht jeweils aus einer katalytisch wirksamen
20S-Untereinheit und zwei regulatorischen 19S-Untereinheiten. Letztgenannte kdnnen
Ubiquitin-markierte Proteine erkennen, entfalten und deubiquiniert an das proteolytische
Zentrum [35, 36] weiterleiten. Dises befindet sich innerhalb des 20S-Teils des Proteasomes,
welches durch vier aneinander gelagerte Ringstrukturen gebildet wird, namlich durch zwei
dulere aus al- bis a7- und zwei innere aus B1- bis B7-Untereinheiten. Hiervon besitzen die
B1-, B>- und Bs-Untereinheiten jeweils unterschiedliche Proteaseaktivitdt, und zwar eine
Chymotrypsin-dhnliche (Spaltung nach hydrophoben Aminosauren), eine Trypsin-ahnliche
(Spaltung nach basischen Aminosduren) und eine Caspase-ahnliche (Spaltung nach sauren
Aminosauren) Aktivitat [37-39]. Im Falle einer viralen Infektion oder Entziindungsreaktion
konnen die proteolytischen Untereinheiten durch Interferon-y-induzierbare f-
Untereinheiten (LMP-2, LMP-7 und MECL-1) ersetzt werden [40], wodurch das Proteasom

die Moglichkeit besitzt, die Effizienz seiner Tatigkeit heraufzusetzen.
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Abbildung 2:

CDE+T-Zelle

T-Zelirezeptor

Darstellung der Antigenprozessierung iiber MHC-Klasse-I-Molekiile.

Kérpereigene oder korperfremde Proteine werden mittels Ubiquitinie-
rung markiert und anschliefend durch das Proteasom, einem multikata-
lytischen Proteasekomplex, in Peptide gespalten. Die neu gebildeten
Peptide werden dann Uber den TAP, bestehend aus den Untereinheiten
TAP 1 und TAP 2, selektiv in das endoplasmatische Retikulum transpor-
tiert und dort auf MHC-Klasse-I-Molekiile geladen. Die beladenen MHC-
Klasse-I-Komplexe werden schliefllich (iber den Golgi-Apparat an die
Zelloberflache transportiert und prasentieren dort ihr endogenes Anti-
gen den zirkulierenden zytotoxischen T-Zellen. Diese kdnnen sich somit
ein Bild vom Zustand der Zellen machen und in der Folge infizierte oder
maligne Zellen eliminieren.

Quelle: in Anlehnung an [41].
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Die auf diesem Weg neu entstandene Version des Proteasomes wird als Immunoproteasom
bezeichnet [42]. Durch die proteolytische Aktivitdt des Proteasomes erfahren die zukiinfti-
gen MHC-Klasse-I-Liganden bereits ihre endglltige, C-terminale Zuschneidung und besitzen

zu diesem Zeitpunkt eine Lange zwischen drei und 25 Aminosauren [43].

Wiéhrend einige Peptide nun bereits in ihrer endgiiltigen Form vorliegen, miissen andere
noch einer N-terminalen Kiirzung unterzogen werden. Zustandig hierfiir sind Peptidasen im
Zytosol und im endoplasmatischen Retikulum (ER) [44], wie zum Beispiel das Protein ERAAP
(endoplasmic reticulum aminopeptidase associated with antigen processing) [45]. Der Trans-
port der im Zytosol generierten Peptide wird Uber den TAP-Komplex (TAP: transporter
associated with antigen processing) vermittelt, welcher aus zwei Untereinheiten (TAP1 und
TAP2) gebildet wird [46]. Beziiglich der von ihm transportierten Peptide besitzt der TAP-
Komplex eine gewisse Selektivitat, die speziesspezifisch variieren kann. Wahrend der muri-
nen TAP-Komplex hauptsachlich eine Vorliebe fiir Peptide mit hydrophobem C-terminalem
Ende aufweist, praferiert der humane TAP-Komplex Peptide mit sowohl hydrophoben als

auch basischen C-terminalen Enden [47-49].

Dem TAP-Komplex wird nicht nur der Transport von Peptiden zugeschrieben, sondern er
stellt gleichzeitig auch das Kernstiick des sogenannten Peptid-Ladekomplex (PLK) innerhalb
des ER dar. Neben dem TAP-Komplex gehéren zu dem MHC-Klasse-I-Molekiil und die Chape-
rone Tapasin, ERp57 und Calreticulin zum PLK [50]. Die Aufgabe der letztgenannten besteht
in der Stabilisierung der anfangs unbeladenen MHC-Komplexe und der Gewaéhrleistung, dass
nur Peptide mit ausreichender Affinitdt gebunden werden [51-53]. Erst wenn die MHC-
Molekile vollstandig zusammengesetzt sind, also aus den drei Komponenten Peptid, schwe-
re Kette und leichte Kette bestehen, [6sen sie sich von den Chaperonen und kénnen mit Hilfe
des Golgi-Apparats an die Zelloberflache transportiert werden. MHC-Molekiile, die fehlgefal-
tet sind und somit kein Peptidantigen oder B,m binden kénnen, werden zurick ins Zytosol

befordert und dort durch das Proteasom abgebaut [54, 55].

1.2.3 MHC des Hundes

Der Hund besitzt, genauso wie der Mensch, im Vergleich zu anderen Tierarten eine relativ
groBe innerartliche Vielfalt. Auf Grund dieser Tatsache wurden Hunde in der Vergangenheit

haufig als Tiermodell in der Wissenschaft verwendet. Untersuchungen beziiglich der Ursache
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von AbstoBungsreaktionen bei Organ- und hamatopoetischen Stammzelltransplantationen
beim Menschen gaben in der Vergangenheit den Anreiz, das MHC-Molekiil des Hundes, das
als DLA (dog leucocyte antigen) bezeichnet wird, genauer zu untersuchen [56]. Wahrend
beim Menschen der Bereich, der die Information fiir MHC-Molekiile beinhaltet, auf Chromo-
som 6 lokalisiert ist, befindet sich jener beim Hund hauptsachlich auf Chromosom 12 [57].
Ende der 1980er Jahre wurden die MHC-Gene des Hundes in DLA-Klasse | und DLA-Klasse |
unterteilt [58]. AuRerdem war im Anschluss auch die erste Sequenzierung eines DLA-Klasse-
I-Genes von Erfolg gekront. Interessanterweise wurden hierbei groBe Ahnlichkeiten mit ei-
nem HLA-Gen festgestellt [59]. Die MHC-Klasse-I-Gene des Hundes setzen sich aus acht
Exons und sieben Introns zusammen, wobei das erste Exon den genetischen Code fiir das
Startpeptid beinhaltet. Des Weiteren liefert das zweite Exon die genetische Information fir
die al-, das dritte die fiir die a2- sowie das vierte die fir die a3-Domane. Als verbleibende
Bestandteile des MHC-Molekiils wird die transmembrane Region durch das fiinfte bis siebte
Exon kodiert und der innerhalb der Zelle gelegene Teil durch das achte Exon [60]. Bis zum
jetzigen Zeitpunkt konnten sieben verschiedene Genloci, die fiir DLA-Klasse-I-Molekile ko-
dieren, bestimmt werden, von denen aber nur vier, DLA-12, -64, -79 und -88 funktionale
MHC-Molekile liefern [61]. Wahrend DLA-79 einen relativ geringen Grad an Polymorphis-
mus aufweist und abweichend von den anderen drei DLA-Genloci auf Chromosom 18 kodiert
wird [62], zeichnet sich DLA-88 als MHC-Klasse-la-Molekil mit bisher 72 verschiedenen Alle-
len aus [63-65]. Dieser hohe Polymorphismus macht gerade das DLA-88 Gen besonders inte-
ressant fur die Transplantationsforschung und ist auch auf Grund dieser Eigenschaft ein

wichtiger Bestandteil dieser Doktorarbeit [62].

1.2.4 Vergleichende Onkologie beim Hund

Der Forschungszweig der vergleichenden Onkologie zeichnet sich durch die Verkniipfung von
Untersuchungsergebnissen beziiglich Krebserkrankungen aus der Veterinarmedizin mit bis-
her bestehendem Wissen aus der Humanmedizin [66] aus. Zu Beginn wurden vor allem M&u-
se als Modelltiere verwendet, um die biologischen Hintergriinde von humanen Krebserkran-
kungen zu verstehen. Jedoch hat sich gezeigt, dass Daten, die mit Hilfe von Mausmodellen
generiert wurden, teilweise nur bedingt aussagekraftig fur die humane Krebsforschung sind
[67]. Dies lasst sich unter anderem dadurch erklaren, dass Tumoren in Mausmodellen zu-

meist induziert werden, also nicht spontan auftreten, wie das beim Menschen der Fall ist.
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AuBerdem sind die verwendeten Mausstamme in ihrer genetischen Vielfalt ausgesprochen
limitiert im Vergleich zum Polymorphismus in der natiirlichen Menschenpopulation [68]. In
den letzten Jahren hat daher die Bedeutung von Haustieren fir die vergleichende Onkologie
rasant zugenommen, wobei insbesondere der Hund in den Fokus des Interesses geriickt ist
[68, 69]. Besagtes liegt in den bemerkenswerten Ahnlichkeiten von caninen Krebserkrankun-
gen zu humanen in puncto Histopathologie, Biologie, Vielfaltigkeit und dem Ansprechen auf
therapeutische Interventionen begriindet [70]. AulRerdem sind viele Hunde auf Grund eines
engen zwischenartlichen Zusammenlebens in der heutigen Zeit weitestgehend den densel-
ben Bedingungen sowie den gleichen umweltlichen Einflissen wie der Mensch ausgesetzt,
wodurch sie zur Ermittlung mdéglicher krebsauslésender Risikofaktoren als besonders prades-
tiniert erscheinen [71, 72]. Somit treiben neue Erkenntnisse beziiglich der Atiologie und der
Therapie caniner Krebserkrankungen nicht nur die Veterinarmedizin voran, sondern ermégli-

chen vermutlich auch einen Wissenszuwachs in der humanen Onkologie.

1.2.5 Therapie caniner Tumorerkrankungen

Vergleichbar mit dem Menschen besitzen Hunde ein relativ groBes Risiko, mit steigendem
Lebensalter Krebserkrankungen zu entwickeln. Da im wissenschaftlichen Bereich der Onko-
logie im humanen Sektor in der Zwischenzeit bereits ein weites Feld an Therapiemadglichkei-
ten zur Verfligung steht und eine Vielzahl der Tierbesitzer heutzutage bereit ist, in eine op-
timale, kostspielige Behandlung des tierischen Kameraden zu investieren, hat sich in den
letzten Jahren auch das Spektrum an Therapiemoglichkeiten im veterindarmedizinischen Be-
reich stark erweitert. Somit kann bei Hunden in der heutigen Zeit neben der klassischen on-
kologischen Chirurgie auch auf eine zytostatische Therapie mit geeigneten Chemotherapeu-
tika oder auf eine Strahlentherapie zurlickgegriffen werden, um den Krebs zu besiegen oder
zumindest zurickzudrangen. Jedoch ist die operative Entfernung von Tumorgewebe, je nach
Lokalisation, nicht immer moglich oder bei bereits erfolgter Metastasenbildung nicht als al-
leinige Therapie ausreichend. Eine Strahlentherapie ist haufig auch mit der Schadigung von
umliegendem gesundem Gewebe verbunden und eine Chemotherapie ist haufig mit einer
Reihe von begleitenden Nebenwirkungen verknipft. Aus diesem Grund ist der Wunsch nach
einem Mittel zur Krebstherapie mit einer optimalen, nur auf den Krebs ausgerichteten Wir-
kung hoch. Eine Therapieform, die das Potential besitzt, in der Zukunft diesen Anspruch zu

erfillen, stellt die Immuntherapie von Krebserkrankungen dar — und hierbei insbesondere
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die Stimulation des adaptiven Immunsystems mittels tumorspezifischer Vakzine. In der Ver-
gangenheit konnten bereits einige Erfolge durch den Einsatz von Tumorzellvakzinen beim
Hund erzielt werden. Jedoch ist einerseits, bei Verwendung dieser Methode, die Menge an
zur Vakzinierung verfligbarem Material stets begrenzt und andererseits konnte nur selten
eine komplette Tumorremission herbeigefiihrt werden [73, 74]. Eine Moglichkeit, um diese
Schwierigkeiten zu beseitigen, konnte in Zukunft die Entwicklung von tumorspezifischen

Peptidimpfstoffen fiir Hunde sein.

1.2.6 Tibingen Approach

Innerhalb des Korpers existiert in der Regel eine groBe Anzahl an zytotoxischen T-Zellen.
Diese ,patrouillieren”, wie bereits unter 1.1.2.1 beschrieben, durch die Blutbahn, das
Lymphsystem und das Gewebe auf der Suche nach infizierten oder entarten Zellen, die sie
mit Hilfe ihres T-Zell-Rezeptors erkennen kdnnen. Hierzu bindet letztgenannter an MHC-
Klasse-I-Molekiile verschiedener Korperzellen und untersucht das jeweilige, von ihnen pra-
sentierte Peptidantigen aus dem Zellinneren. Hierbei kann es sich entweder um Antigene,
die ihren Ursprung in unverdnderten korpereigenen Quellproteinen haben, virusspezifische
Antigene oder um Tumorantigene handeln. Im weiteren Verlauf werden Zellen, die Peptide
prasentieren, die nicht aus dem natirlich exprimierten Proteinpool stammen, durch die zy-
totoxischen T-Zellen eliminiert, wohingegen Zellen mit den fiir gewohnlich prasentierten
Peptiden toleriert werden [75]. Jedoch liefern Tumorzellen in vivo haufig nicht ausreichend
kostimulatorische Signale, die fir das Priming von naiven T-Zellen und somit fiir eine Im-
munantwort des Korpers benétigt werden [76]. Wichtige Ansitze zur Uberwindung dieses
Problems lieferte der Forschungszweig der aktiven Tumorimmuntherapie, zu dem auch der
»Tubingen Approach” der Arbeitsgruppe von Prof. Rammensee in Tlbingen gezahlt werden
kann. Dieser stellt eine Methode dar, mit der sowohl tumorspezifische Antigene, die nur von
Tumorzellen prasentiert werden, als auch tumorassoziierte Antigene (TAA), die bei Tumoren
Uberexprimiert werden, aber auch in normalem Gewebe vorkommen [77], fir die Krebsthe-
rapie identifiziert, selektiert und validiert werden kénnen. Ziel ist es hierbei, durch subkuta-
ne oder intradermale Injektion, tumorspezifische Peptide und ausgewdhlte TAA den dort
residierenden antigenprasentierenden Zellen bereitzustellen, wodurch zytotoxische T-Zellen
gegen eben diese Antigene geprimt werden kénnen und anschlieBend in der Lage sind, eine

spezifische Immunantwort gegen Krebszellen auszulésen. Anwendung finden hierbei Me-
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thoden der Genomforschung, der Proteomik, der Bioinformatik sowie der T-Zell-
Immunologie [15]. Im Rahmen des Tibingen Approaches erfolgt die Identifikation von natr-
lich prasentierten MHC-Klasse-I-Peptiden durch deren Elution von MHC-Komplexen primarer
Tumorzellen und der nachfolgenden Analyse mittels HPLC (high performance liquid chroma-
tography) gekoppelter Massenspektrometrie [78, 79]. Aus der Gesamtheit an identifizierten
Peptiden kann dann in einem nachsten Schritt die Selektion von tumorspezifischen und tu-
morassoziierten Antigenen erfolgen. Zur Auswahl werden hierbei Daten aus komparativen
Genexpressionsanalysen von Tumor- und zugehdrigem Normalgewebe herangezogen, mit
deren Hilfe beispielsweise starke TAA detektiert werden kdnnen, oder auch Daten aus per-
sonalisierten Genanalysen, die beispielsweise Aufschluss Gber das jeweilige MHC-Allel ge-
ben. Durch die Bestimmung des jeweiligen zugrunde liegenden MHC-Alleles kann weiterge-
hend jeweils eine Bindungsaffinitdatsvorhersage fur jedes identifizierte Peptid getroffen wer-
den und somit Peptide, die mit einer hohen Wahrscheinlichkeit auf den MHC-Molekiilen
binden kénnen, ausgewahlt werden. Im letzten Schritt wird die Fahigkeit der jeweils selek-
tierten Peptide — namlich T-Zellantworten auszulésen — mit Hilfe von verschiedenen, in vitro
durchgefiihrten T-Zell-Experimenten (z. B. Interferon-gamma Elispot Test und Tetramer-
Farbung) Uberprift, da nicht alle natirlich prozessierten und prasentierten Peptide auch
zwangslaufig eine gute Immunogenitat aufweisen. AbschlieRend werden dann je Allel sechs
bis zehn tumorspezifische oder -assoziierte Antigene ausgewahlt und fiir die Immuntherapie
weiterverwendet, wobei auch die Kombination von Peptiden verschiedener Allele bei hete-
rozygoten Patienten maoglich ist. Der Vorteil der Immuntherapie mittels Peptidvakzinen im
Vergleich mit anderen Krebstherapien liegt in der relativ einfachen und kostenglinstigen

Herstellung sowie der leichten und sicheren Anwendbarkeit im klinischen Bereich [15].
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Abbildung 3:  Der Tiibingen Approach.

Anwendung von Methoden der Genomforschung, der Proteomik, der
Bioinformatik sowie der T-Zell Immunologie, um tumorspezifische und
tumorassoziierte Antigene fiir eine T-Zell-lmmuntherapie von Krebser-
krankungen zu selektieren und zu identifizieren.

Quelle: in Anlehnung an [15].
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1.3 Das Influenzavirus

Influenzaviren stellen bedeutende humane Pathogene dar, die hauptsachlich die oberen
Atemwege angreifen und vor allem eine Bedrohung fir die Bevolkerungsgruppe der soge-
nannten YOPIs (Personengruppe aus Menschen mit den Eigenschaften ,young, old, preg-
nant, immunocompromised”) darstellen. Hierzu werden Kinder unter 5 Jahre, adltere Men-
schen, Schwangere und Menschen mit geschwachtem Immunsystem gezahlt. All diese haben
im Verlauf einer Influenzavirusinfektion ein besonders hohes Risiko, schwerwiegende, le-
bensbedrohliche Komplikationen zu entwickeln. Weltweit kénnen jahrlich 3 bis 5 Millionen
schwere Erkrankungen Influenzavirusinfektionen zugeordnet werden — und zwischen
250 000 und 500 000 Tote [80]. Influenzaviren werden meistens durch Tropfcheninfektionen
Ubertragen, Schmierinfektionen sind aber genauso moglich [81, 82]. Typische Symptome
einer Influenzavirusinfektion sind unter anderem das plotzliche Auftreten von hohem Fieber,
Husten, Schnupfen sowie eine starkes Erschopfungs- und allgemeines Krankheitsgefuhl. Als
schwere Komplikation kann vor allem bei YOPIs eine primare, virale oder eine sekundare,
bakterielle Lungenentziindung auftreten, mit daraus haufig resultierender Atemnot, Blaufar-
bung der Haut und Bluthusten, in deren Folge die Betroffenen haufig versterben [83]. Als
wichtigste praventive Malinahme gegen eine Reihe von Erkrankungen werden von der STIKO
(Standige Impfkommission am Robert Koch-Institut) Impfungen empfohlen. Im Falle des In-
fluenzavirus bedeutet dies fiir einen Groldteil der Gebiete der nérdlichen Hemisphare eine
»jahrliche Impfung im Herbst mit einem Impfstoff mit aktueller, von der WHO (World Health

Organization) empfohlener Antigenkombination” [84].

1.3.1 Einteilung und Aufbau

Influenzaviren werden zur Familie der Orthomyxoviren gezahlt, gemeinsam mit den Isaviren,
den Quaranjaviren sowie den Thogotoviren [85]. GemaR der gangigen Klassifizierung lassen
sich drei Typen von Influenzaviren unterscheiden: Influenzaviren Typ A, B und C (IAV, IBV,
ICV). Das Genom der Influenzaviren besteht aus mehreren Segmenten, dabei weisen IAV und
IBV jeweils ein Genom aus acht einzelstrangigen RNA-Abschnitten negativer Polaritat auf,
wohingegen ICV nur sieben beinhalten [86, 87]. Jedes RNA-Segment wird jeweils von Nukle-
okapsidproteinen umhillt und besitzt zudem drei Polymeraseproteine [88] (Abbildung 3).

Bei IAV kodieren die acht RNA-Abschnitte fir zwolf bis dreizehn virale Proteine. Dazu geh6-
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ren die Nichtstrukturproteine 1 und 2, das M1-Matrixprotein, das M2-lonenkanalprotein,
das Hamagglutinin, die Neuraminidase, das Nukleoprotein, der RNA-Polymerasekomlex (be-
stehend aus den Polymeraseproteinen 1 und 2 (PB1, PB2), zuziiglich dem sauren Polymera-
seprotein (PA)) sowie die Proteine PB1-F2, PB1-N40 und PA-X [89, 90]. Die Nukleoka-
psidsegmente werden ihrerseits von einem Mantel aus M1-Proteinen umgeben, der wiede-
rum von einer Phospholipidmembran bedeckt wird. Letztere beinhaltet die Oberflachenpro-
teine Hamagglutinin und Neuraminidase sowie das lonenkanalprotein M2. Anhand der Gly-
koproteine Hamagglutinin und Neuraminidase kénnen IAV charakterisiert und in verschiede-
ne Subtypen unterteilt werden. Durch serologische Tests wie beispielsweise ELISA [91] (en-
zyme-linked immunosorbent assay) konnten bislang achtzehn verschiedene Hamagglutinin-
und elf verschiedene Neuraminidaseproteine bestimmt werden [92]. Je nach Komposition
dieser Proteine ergeben sich die verschiedenen IAV-Subtypen mit teilweise unterschiedlicher
Wirtsspezifitat, von denen in der Vergangenheit HIN1-, H2N2- und H3N2-Subtypen Pande-
mien in der humanen Bevodlkerung ausgeldst haben [93]. In der Wissenschaft werden die
verschiedenen Influenzavirusstamme auf folgende Weise bezeichnet: Als Erstes wird der
Influenzatyp und der Ort der erstmaligen Isolierung (Virusanzucht) benannt, anschliefend
folgt die Nummer des Isolats sowie das Isolierungsjahr (Beispiel: Influenza
B/Phuket/3073/2013). Ergdnzend werden bei IAV zusatzlich die Subtypen der Oberfla-
chenantigene Hamagglutinin  und Neuraminidase angegeben (Beispiel: Influenza

A/Regensburg/D6/2009 (HIN1)).
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Abbildung 4: Schematische Darstellung eines Influenza-A-Virus.

Dieses besteht aus acht viralen RNA-Segmenten, die jeweils mit drei Po-
lymeraseproteinen und einem Nukleokapsidprotein assoziiert sind. Um-
hillt werden das virale Genom sowie die Nichtstrukturproteine 2 von ei-
ner Phospholipidmembran und einer Schicht aus Matrixproteinen. In die
Phospholipidmembran sind jeweils die Oberflachenproteine Hamagglu-
tinin, Neuraminidase und das lonenkanalprotein eingelagert.
Quelle: in Anlehnung an [88].

1.3.2 Influenzavirusinfektion

Die Infektion von Wirtszellen verlauft in einem mehrschrittigen Prozess, der in Abbildung 4
dargestellt wird. Eine wichtige Rolle kommt hierbei dem viralen Oberflachenprotein Hamag-
glutinin zu, welches aus drei gleichen Einheiten besteht, die jeweils als HAO bezeichnet wer-
den. Damit eine Wirtszelle infiziert werden, kann missen zwei wichtige Voraussetzungen
erfillt sein. Zum einen muss das HAO durch Proteasen in die Untereinheiten HA1 und HA2
gespalten worden sein, da nur durch diesen Vorgang das Fusionspeptid am N-Terminus des
HA2 freigegeben und somit eine spatere Freisetzung der viralen RNA in die Wirtszelle ermog-
licht wird [94, 95]. Zum anderen muss das Viruspartikel mit seinem Hamagglutinin an Sialin-

saure-haltige Zuckerreste auf der Wirtszelloberflache gebunden haben, da dies erst die Auf-
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nahme in die Zelle mittels Endozytose ermoglicht. Hat ein Virion diese ersten zwei Hlrden
Uiberwunden, erfdahrt es im Anschluss eine Absenkung des pH-Wertes innerhalb des Endo-
soms. Diese Zunahme der Aziditat bewirkt daraufhin die Aktivierung der M2-
lonenkanalproteine in der viralen Hillmembran, woraufhin Protonen in das Innere des Vi-
ruspartikels transferiert werden und somit die Matrixproteine von den Nukleokapsidseg-
menten geldst werden [96]. Des Weiteren bewirkt die pH-Wert-Veranderung innerhalb des
Endosoms eine Konformationsdanderung am viralen Hamagglutinin, wodurch das hydropho-
be Fusionspeptid in die Membran des Endosoms eingefligt wird. Durch diese Eingliederung
kann in der Folge die virale an die endosomale Membran herangezogen werden, so dass
beide schlieBlich fusionieren und die Ribonukleoproteinkomplexe in das Zytosol der Wirts-
zelle gelangen [95, 97]. Im Anschluss werden die Ribonukleoproteinkomplexe mittels ihrer
Kernlokalisierungssequenzen in den Zellkern importiert [98]. Dort erfolgt die Transkription
der viralen RNA in Boten-RNA (messenger RNA, mRNA), wobei der virale Polymerasekom-
plex, der aus den Proteinen PB1, PB2 und PA besteht, Verwendung findet. Da Influenzaviren
die Transkription ihrer RNA nicht selber einleiten kénnen, bedienen sie sich eines Vorgangs,
der als sogenanntes Kappen-Stehlen (cap snatching) bezeichnet wird. Hierbei wird zunachst
mit Hilfe des PB2-Proteins das 5’-kappentragende Ende eines Wirtszell-mRNA-Molekdls an
das 3’-Ende eines viralen RNA-Segments angelagert und anschlieBend wird die zelluldre
MRNA etwas unterhalb ihrer Kappenstruktur durch das PA-Protein geschnitten. Die neu her-
gestellten mRNA-Molekiile verlassen anschlieBend den Zellkern ins Zytoplasma. Dort erfolgt
die Neubildung der viralen Oberflachenproteine Hamagglutinin, Neuraminidase und des M2-
lonenkanalproteins durch Translation der viralen mRNA an Ribosomen des endoplasmati-
schen Retikulums, von wo aus die neu gebildeten Proteine mittels des Golgi-Apparates an

die Wirtszellmembran transportiert werden.
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Abbildung 5:  Replikationszyklus des Influenza-A-Virus.

Das Influenza-A-Virus bindet zunachst an das Oberflachenprotein Hima-
gglutinin der Wirtszelle und gelangt im Anschluss durch rezeptorvermit-
telte Endozytose in das Zellinnere. Dort wird die virale RNA freigesetzt,
in den Zellkern transportiert und zur Replikation und Transkription ver-
wendet. Die neu entstandene mRNA wird im Zytoplasma in virale Prote-
ine translatiert. Die neu gebildeten Virusteile werden an die Zellmemb-
ran transportiert und zusammengebaut. Anschliefend kommt es zur
Knospung der viralen Partikel und Freisetzung in den extrazellula-
ren Raum.

Quelle: in Anlehnung an [99].

Das auf diese Weise entstandene zelluldare Oligomer wird in der Folge von dem viralen PB1-
Protein als Primer zur Transkription der viralen RNA in mRNA genutzt. Neben der Bereitstel-

lung eines Startpunktes flr die virale RNA-Transkription ermdéglicht das Kappen-Stehlen dem
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Virus zusatzlich, die Protein-Biosynthese-Maschinerie der Wirtszelle fir sich zu beanspru-

chen und somit auch die Produktion zellspezifischer Proteine zuriickzufahren [98, 100].

Die (ibrigen viralen Proteine werden, im Gegensatz zu den membranassoziierten Proteinen,
an Ribosomen innerhalb des Zytoplasmas synthetisiert und anschlieBend in den Zellkern
transportiert [88]. Im Rahmen der Transkription werden dort, neben kappentragenden
mRNA-Molekiilen, auch kappenlose, komplementdre RNA-Molekile (cRNA) mit Hilfe des
viralen Polymerasekomplexes generiert. Diese cRNA-Molekiile dienen im Anschluss der Rep-
likation viraler RNA, da sie Zwischenprodukte darstellen, aus denen in einem weiteren Tran-
skriptionsschritt neue RNA-Molekiile negativer Polaritdt hergestellt werden [101]. Betrachtet
man den Zeitpunkt, an dem es zu einer Akkumulation neu gebildeter viraler RNA-Molekiile
kommt, fallt auf, dass dieses Ereignis erst eintritt, nachdem neu synthetisierte virale Protei-
ne im Zellkern eingetroffen sind. Fir diese Beobachtung existieren im Moment mehrere Er-
klarungsversuche, die kontrovers diskutiert werden. Eine Theorie besagt beispielsweise, dass
die neu gebildeten Proteine, insbesondere die Nukleoproteine, einen Wechsel der viralen
Polymerasefunktion von Transkription auf Replikation anregen und diese somit erst die
Transkription der viralen cRNA initiieren. Einer anderen Theorie zufolge, die in jlingster Zeit
vermehrt Beachtung findet, wird hingegen angenommen, dass durch die Aktivitat der viralen
Proteine keine Anderung in der Funktion des Polymerasekomplexes bewirkt wird. Sondern
es wird vielmehr davon ausgegangen, dass erst neu synthetisierte Polymerase- und Nukle-
oproteine die neu gebildeten cRNA-Molekiile stabilisieren und infolgedessen vor dem Abbau

schiitzen, wodurch eine vollstandige virale RNA-Replikation ermaoglicht wird [102, 103].

Nach der Replikation erfolgt die Assoziation der neu generierten RNA-Molekile mit Nukle-
oproteinen sowie Polymerasekomplexen zu Nukleokapsiden, an die zusatzlich M1-Proteine
gebunden werden. Im Anschluss werden die Ribonukleoproteine durch NS2-Proteine, die an
die M1-Proteine binden, aus dem Zellkern exportiert und zu den Stellen an der Wirtszell-
membran mit einem erhéhten Vorkommen an neu gebildeten Oberflachenproteinen trans-
portiert [104]. Dort binden die M1-Proteine vermutlich an Strukturen der in der Wirtszell-
membran eingelagerten Hamagglutinin- und Neuraminidasemolekiile [105] und die Wirts-
zellmembran beginnt die neu entstandenen Nukleokapside zu umhiillen. Schlieflich kommt
es zur Ausknospung der viralen Partikel sowie zu einer Abspaltung von Sialinsauren von Gly-

koproteinen und Glykolipiden auf der Virus- und Wirtszelloberflache durch virale Neurami-
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nidase-Molekiile. Durch letzteren Schritt werden die Viruspartikel freigesetzt, wodurch in

der Folge weitere Wirtszellen infiziert werden kénnen [106].

1.3.3 Infektionsfahigkeit von Zellen/Geweben

Wie vorangehend bereits beschrieben, wird die Influenzavirusinfektion auf molekularer Ebe-
ne durch das virale Oberflachenprotein Hamagglutinin (HA), das an SA-haltige Rezeptoren
(SA: Sialinsdure) von Schleimhautepithelzellen bindet, in die Wege geleitet. Welche Wirtszel-
len infiziert werden kénnen und welche nicht, hdngt von verschiedenen Faktoren ab. Als
erstes sei genannt, dass Influenzaviren je nach HA-Subtyp unterschiedliche Praferenzen be-
zuglich der von ihnen gewadhlten Sialinsaurezuckerketten besitzen. So binden zum Beispiel
HA-Subtypen, die an den Menschen angepasst sind, vermehrt an a2,6-gebundene Sialinsdu-
ren, wahrend an den Vogel adaptierte Subtypen a2,3-gebundene bevorzugen [107]. Neben
dieser unterschiedlichen Affinitat des Hamagglutinins entscheidet vermutlich auch die Loka-
lisation bestimmter SA-haltiger Rezeptoren innerhalb der jeweiligen Wirtsspezies liber den
Grad der Infektionsfahigkeit und die Schwere des Krankheitsverlaufes. Diese Annahme hat
ihren Ursprung in Forschungsergebnissen, wonach beim Menschen a2,6-Zuckerstrukturen
hauptsachlich auf Epithelzellen des oberen Respirationstrakt zu finden sind — im Gegensatz
zu a2,3-Zuckerstrukturen, die beim Menschen vermehrt im unteren Respirationstrakt und
beim Vogel hauptsachlich im Darm vorkommen [108]. Gestlitzt wird diese Annahme auch
durch damit korrelierenden Beobachtungen, denen zufolge humanspezifische Influenzaviren
beim Menschen in der Regel relativ leicht innerartlich Gibertragen werden, wohingegen bei
avidren Influenzaviren eher relativ selten eine humane Infektion und Ubertragung von
Mensch zu Mensch stattfindet [107]. Als weiterer Faktor, der in der Lage ist, die Spezifitat
der verschiedenen Influenzasubtypen zu beeinflussen, kann der Aufbau der Spaltstelle in-
nerhalb des Hamagglutinins betrachtet werden. Je nachdem, wie dessen Aminosaurenabfol-
ge gestaltet ist, kbnnen unterschiedliche Enzyme in schneidender Funktion tatig werden.
Niedrigpathogene Influenzaviren besitzen beispielsweise eine monobasische Spaltstelle im
Hamagglutinin, die nur von Trypsin-dahnlichen Proteasen gespalten werden kann, deren Vor-
kommen auf bestimmte Gewebe innerhalb des Respirations- oder Verdauungstraktes be-
grenzt ist. Im Gegensatz hierzu verfigt das Hamagglutinin hochpathogener Influenzaviren
Uber eine polybasische Spaltstelle, die durch Furin-dhnliche Proteasen, die fast Gberall im

Wirtskdrper vorkommen, geschnitten werden kann. Somit lasst sich mit Hilfe dieser Unter-



Das Influenzavirus 23

schiede im Hamagglutinin relativ gut erklaren, weshalb niedrigpathogene Influenzaviren in
der Regel lokal begrenzt im Korper in Erscheinung treten, wahrend hochpathogene In-

fluenzaviren meistens schwere systemische Infektionen bewirken [109-112].

1.3.4 Evolution der Influenzaviren

Vergleicht man das Wirtsspektrum von IAV mit dem von IBV und ICV, zeichnen sich erstge-
nannte durch eine auffallend hohe Variabilitdt aus. IAV-Infektionen wurden in der Vergan-
genheit bei einer relativ groRen Anzahl verschiedener Spezies beobachtet wie z.B. bei
Mensch, Vogel, Schwein, Pferd und Hund [113], IBV-Infektionen hingegen sind bislang nur
bei Mensch und Seehund [114] sowie ICV-Infektionen nur bei Mensch und Schwein bekannt
[115]. Die auffallend hohe Variabilitdt im Wirtsspektrum der IAV, die Periodizitdt von In-
fluenzaepidemien sowie das Auftreten immer neuer Influenzavirusstamme lasst sich durch
zwei besondere Mechanismen erkldren, die als Antigenshift und Antigendrift bezeichnet

werden [101, 116].

1.3.4.1 Antigendrift

Unter Antigendrift versteht man die allmahliche Verdanderung von viralen Oberflachenanti-
genen infolge von Punktmutationen der RNA. IAV und IBV besitzen eine relativ hohe Mutati-
onsrate von ungefihr 10°® bis 10~ Substitutionen/Nukleotidposition/Replikationszyklus [117,
118]. Dies ist durch die hohe Fehlerrate der viralen RNA-Polymerase wahrend der Replikati-
on sowie durch die fehlende Korrekturlesefunktion zu erkldaren [119]. Dadurch sind die In-
fluenzaviren immer wieder in der Lage, ihre Oberflaichenantigene zu verdandern. Hierbei
kommt insbesondere dem Hamagglutinin eine besondere Bedeutung zu, da dieses haupt-
sachlich durch die Antikorper des adaptiven Immunsystems erkannt werden kann [120].
Zwar werden im Anschluss an eine Infektion oder Impfung im Koérper Antikorper produziert,
die einen langfristigen Schutz gegen Influenzaviren bilden, diese sind jedoch nur gegen das
Hamagglutinin von Viren des gleichen Subtyps gerichtet. Neu entstandene Subtypen mit
unbekanntem Hamagglutinin bleiben hierbei jedoch von den Antikorpern unerkannt und
verschont [121]. Somit kann das Influenzavirus immer wieder das humorale Immunsystem
umgehen und beim Menschen zu jahrlich wiederkehrenden Influenzaepidemien mit immer
neuen Virusvarianten flihren. Des Weiteren besitzen Influenzaviren mittels Antigendrift die

Moglichkeit, ihre Wirtsspezifitat zu verandern. Untersuchungen haben gezeigt, dass bereits
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die Veranderung einer einzelnen Aminosdure im Hamagglutinin die Spezifitat fir bestimmte
Sialinsdurerezeptoren auf der Wirtszelloberflaiche verandern kann. Bei der Spanischen Grip-
pe von 1918 zum Beispiel erfuhr vermutlich ein an den Vogel adaptierter Influenza-Subtyp
durch Punktmutationen eine zusatzliche Anpassung an den Menschen. Hierbei erfolgte
wahrscheinlich der Austausch von Glutaminsdure an Position 190 und Glycin an Position 225
im Hamagglutinin durch Asparaginsdure, wodurch eine groere Bindungsaffinitat fir huma-

ne a-2,6-SA-Rezeptoren entstand [122].

1.3.4.2 Antigenshift

Influenza-A-Viren zeichnen sich durch das Auftreten immer neuer Subtypen aus. Dabei lsst
sich deren Entstehung unter anderem auf den Austausch von Gensegmenten zwischen be-
kannten Influenzavirus-Subtypen zurlickfiihren. Dieser Vorgang wird auch als genetische
Reassortierung (Neu-Gruppierung) bezeichnet. Voraussetzung hierfiir ist die Ko-Infektion
einer Zelle mit zwei unterschiedlichen Virussubtypen. Infolgedessen wird das Genom beider
Viren gleichzeitig repliziert, wobei es zu einer Neukombination der Gensegmente kommen
kann [123]. Betrifft diese Neuzusammenstellung Gensegmente, die fir die viralen Oberfla-
chenantigene Hamagglutinin und Neuraminidase kodieren, und stammen diese zusatzlich
von Viren mit unterschiedlicher Wirtsadaptation, so kdnnen neue Virussubtypen mit veran-
derter Wirtsspezifitit entstehen. Diese plétzlich auftretende Anderung in der Antigenitit
eines Influenzavirus wird als Antigenshift bezeichnet. Es wird angenommen, dass Schweine
bei der genetischen Reassortierung einen besonderen Stellenwert einnehmen, da diese so-
wohl a-2,3- als auch a-2,6-SA-Rezeptoren besitzen und daher durch humane sowie auch
durch avidre Influenzaviren gleichzeitig infiziert werden konnen. Aus diesem Grund werden
Schweine auch als potentielle Mischgefde (mixing vessels) betrachtet, die fiir die Entste-
hung neuer Virustypen verantwortlich sein kdnnen. Eine besondere Gefahr fiir die Mensch-
heit stellt hierbei die Erweiterung der Wirtsspezifitat hochpathogener aviarer Influenzaviren

vom Vogel auf den Menschen innerhalb des Schweins dar [124].
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2 Zielsetzung

In der heutigen Zeit existiert eine Vielzahl von Behandlungsmethoden, die zur Krebstherapie
eingesetzt werden. Hierzu gehort unter anderem die Immuntherapie von Krebserkrankun-
gen mittels tumorspezifischer Peptidvakzine. Hierbei werden ausgewahlte Tumorantigene
verwendet, um eine spezifische T-Zell-Antwort gegen Krebszellen auszulésen. Um eine Tu-
mor-Vakzinierung beim Hund etablieren zu kénnen, muss zunachst in Erfahrung gebracht
werden, wie Peptide auf den MHC-Klasse-I-Molekiilen beim Hund befestigt sind. Ein Ziel die-
ser Arbeit war daher, das Bindemotiv fiur das canine Allel DLA-88*03201 zu definieren,
wodurch in Zukunft leichter eine Zuordnung von DLA-assoziierten Peptiden vorgenommen
werden kann. Da in der Vergangenheit von einer starken Ahnlichkeit zwischen den bereits
charakterisierten Bindemotiven von DLA-88*50101 und HLA-A*02:01 berichtet wurde, sollte
in dieser Arbeit als weiteres Ziel der Vergleich von viralen und zelluldren DLA-88*50101- und
HLA-A*02:01-Liganden vorgenommen werden. Die Ergebnisse sollen dazu beitragen, die
Immunantwort caniner Zellen sowie die T-Zell-Reaktion beim Hund im Rahmen verschiede-
ner Infektionskrankheiten besser verstehen zu kénnen, woraus sich in Zukunft ein Nutzen fir

den Hund, moglicherweise sogar auch fiir den Menschen ergeben mag.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Antikorper

Antikorperbezeichnung

Hersteller

Anti-Influenza A Nucleoprotein monoclonal antibody

(MCA-400)
Anti-Mouse CD 16/32

Anti-HLA-A3 antibody

BBM.1 anti-Human-B,-microglobulin monoclonal anti-

body; immunoglobulin 1gG2b

Fluorescein (FITC) AffiniPure F(ab‘),

Fragment Goat Anti-Mouse IgG

humanes IgG (100 g/L)

Peroxidase AffiniPure Goat anti-Mouse IgG (H+L)

W6/32 anti-Human HLA-ABC monoclonal antibody;

immunoglobulin IgG2a

BIO-RAD, Hercules, USA

eBioscience, San Diego, USA

in Eigenproduktion hergestellt
durch C. Falkenburger

in Eigenproduktion hergestellt
durch C. Falkenburger

Jackson ImmunoResearch, West
Grove, USA

in Eigenproduktion hergestellt
durch C. Falkenburger

Jackson ImmunoResearch, West
Grove, USA

in Eigenproduktion hergestellt
durch C. Falkenburger

3.1.2 Enzyme

Bezeichnung

Hersteller

Pvul Restriktionsenzym

NEW ENGLAND BioLabs GmbH,

Frankfurt, DEU
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3.1.3 Chemikalien

Bezeichnung

Hersteller

100 x BSA

2-Propanol (Isopropanol)
Ammoniumacetat 7,5 M

Avicel

Bovine Albumin Fraction V (BSA)
Buffer EB Elutions-Puffer

CaCl, (Calciumchlorid) in H,0
CHAPS BC

Chloroform

CNBr-aktivierte Sepharose
Complete-Protease-Inhibitor-Cocktail-Tabletten
Dilution Buffer

DMSO

DPBS — Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline

Ethanol (99 %)

Ethylendiamin-Tetraessigsdure (EDTA)
FACS Lysing solution

FACS-Clean solution

FACS-Flow solution

FACS-Rinse solution

NEW ENGLAND BiolLabs GmbH,
Frankfurt, DEU

MerckMillipore, Billerica, USA
Carl Roth, Karlsruhe, DEU
FMC Health and Nutrition

Carl Roth, Karlsruhe, DEU
QIAGEN, Hilden, DEU
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
AppliChem, Darmstadt, DEU
Roth, Karlsruhe, DEU

GE Healthcare, Freiburg, DEU
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
GENAXXON bioscience, Ulm, DEU
Merck Millipore, Billerica, USA

Thermo Fisher Scientific, Wal-
tham, USA

SAV Liquid Production GmbH,
Flintsbach am Inn, DEU

Carl Roth, Karlsruhe, DEU

BD Biosciences, Heidelberg, DEU
BD Biosciences, Heidelberg, DEU
In Eigenproduktion hergestellt

BD Biosciences, Heidelberg, DEU




Material

29

Bezeichnung

Hersteller

Fetal Bovine Serum (FBS)

Fixation/Permeabilization Concentrate solution

Fixation/Permeabilization Diluent solution

Flachendesinfektionsmittel Descosept AF

IMDM-Medium

Isoamylalkohol

LC-MS Acetonitril

LC-MS Wasser

Lipofectamine3000-Reagenz

MgCl, (Magnesiumchlorid) in H,O

Minimum Essential Medium (MEM) (10x)

Natriumacetat-Losung (3M; pH 5,2)

NEB3.1-Puffer

Ethanol p. a.

P3000 TM Reagenz

Penicillin/Streptomycin (100 mM)
Permeabilization Buffer
Phenol

Roti-Histofix 10 %

Thermo Fisher Scientific, Wal-
tham, USA

eBioscience, San Diego, USA
eBioscience, San Diego, USA

Dr. Schumacher GmbH, Malsfeld,
DEU

Lonza, Basel, CHE

Thermo Fisher Scientific, Wal-
tham, USA

J.T.Baker (Thermo Fisher Scien-
tific, Waltham, USA)

J.T. Baker (Thermo Fisher Scien-
tific, Waltham, USA)

Thermo Fisher Scientific, Wal-
tham, USA

Merck Millipore, Billerica, USA

Gibco (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA)

AppliChem, Darmstadt, DEU

NEW ENGLAND BiolLabs GmbH,
Frankfurt, DEU

Merck Millipore, Billerica, USA

Thermo Fisher Scientific, Wal-
tham, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
eBioscience, San Diego, USA
Carl Roth, Karlsruhe, DEU

Carl Roth, Karlsruhe, DEU
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Bezeichnung

Hersteller

RPMI-Medium 1640

Salzsaure (HCI) (0.1 M)
ScreenFectA
Trifluoressigsdure (TFA)
Triton X-100 solution

TrueBlue Peroxidase Substrate

Trypanblau

Trypsin (Pulverform)

Tween 20

Gibco (Life technologies, Darm-
stadt, DEU)

Carl Roth, Karlsruhe, DEU
GENAXXON bioscience, Ulm, DEU
Merck Millipore, Billerica, USA
Sigma Aldrich, St. Louis, USA

KPL (SeraCare), Gaithersburg,
USA

MerckMillipore, Billerica, USA

Becton, Dickinson and Company,
Franklin Lakes, USA

Merck Millipore, Billerica, USA

3.1.4 Gerate

Bezeichnung

Hersteller

Analysenwaage MC BA 100

Analysenwaage XS105 DR

Autosampler-Vial

BD FACS-Jazz Zellsorter
Canoscan 8800F Scanner
Capacitance Extender Plus

Durchflusszytometer FACSCalibur

Sartorius, Gottingen, DEU

Mettler Toledo GmbH, Columbus,
USA

Thermo Fisher Scientific, Wal-
tham, USA

BD Biosciences, Heidelberg, DEU
Canon, Tokio, JP
BIO-RAD, Hercules, USA

Becton, Dickinson and Company,
Franklin Lakes, USA
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Bezeichnung

Hersteller

Flockeneis-Bereiter AF 30
Gene Pulser Il

GFL 1083 Wasserbad

Hamilton-Spritze 50 pl

Heracell 150 i Inkubator

Heraeus Biofuge fresco

Heraeus Multifuge 1S-R

Heraeus Varifuge 3. OR

Inverses Mikroskop Wilovert S

Kreisschittler KS125
Kihl- und Gefrierschrank

Lichtmikroskop

Mass spectrometer LTQ Orbitrap XL

Mass spectrometer Orbitrap Fusion Lumos

Micro Shaker Schitteltisch

Mr. Frosty Gefrierbehalter

NanoDrop1000 Spektralphotometer

Nano-HPLC-Saule

Scotsman, lllinois, USA
BIO-RAD, Hercules, USA

Gesellschaft fiir Labortechnik,
GrolRburgwedel, DEU

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Thermo Fisher Scientific, Wal-
tham, USA

Heraeus Instruments GmbH, Ha-
nau, DEU

Heraeus Instruments GmbH, Ha-
nau, DEU

Heraeus Instruments GmbH, Ha-
nau, DEU

Helmut Hund GmbH, Wetzlar,
DEU

IKA, Staufen, DEU
Liebherr, Bulle, CHE
A .Kriss Optronic, Hamburg, DEU

Thermo Fisher Scientific, Wal-
tham, USA

Thermo Fisher Scientific, Wal-
tham, USA

Dynatech, DEU

Nalgene (Thermo Fisher Scien-
tific, Waltham, USA)

Peqlab, Erlangen, DEU

Thermo Fisher Scientific, Wal-
tham, USA
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Bezeichnung

Hersteller

Neubauer-improved-Zdahlkammer (0,1 mm Tiefe)

Peristaltische Pumpe P-1

Pipetboy acu

Pipette Discovery Comfort Single Channel 0,1-2 pl

Pipette Discovery Comfort Single Channel 200—-1000 pl

Pipette Discovery Comfort Single Channel 20—-200 pl

Pipette Discovery Comfort Single Channel 2-20 pl

Pipette Multikanal

Pipette Multikanal Discovery Pro 20-200 ul

Potter (RB 18 Vario Tischbohrmaschine)

Rotor TFT-45.49

Sorvall RC-5C Plus Centrifuge

Sterilbank Tecnoflow 3F150-11 GS

UltiMate 3000 RSLC-nano System

Ultrazentrifuge Optima L-80

Vakuumzentrifuge SpeedVac Concentrator

Vortexer

Zentrifuge 5415 C

Marienfeld superior, Lauda-
Koénigshofen, DEU

Pharmacia Biotech, Uppsala, SWE

INTEGRA Biosciences, Konstanz,
DEU

HTL LAB SOLUTIONS, Warszawa,
POL

HTL LAB SOLUTIONS, Warszawa,
POL

HTL LAB SOLUTIONS, Warszawa,
POL

HTL LAB SOLUTIONS, Warszawa,
POL

Eppendorf AG, Hamburg, DEU

HTL LAB SOLUTIONS, Warszawa,
POL

Rotwerk GmbH, Miinchen, DEU
Kontron Instruments, Zirich, CHE

Sorvall (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA)

Integra Biosciences, Konstanz,
DEU)

Thermo Fisher Scientific, Wal-
tham, USA

Beckman Coulter, Brea, USA
Bachofer
IKA, Staufen, DEU

Eppendorf AG, Hamburg, DEU




Material

33

3.1.5 Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung

Hersteller

24-Well-Platte

6-Well-Platte

96-Well-Platte (F-Boden)

96-Well-Platte (U-Boden)

Amicon Ultra-0,5 ml Zentrifugationseinheit 3kD

Dreiwegehahn

Einmalpipetten 5 ml, 10 ml, 25 ml, 50 ml

FACS Rohrchen (5 ml)

Falcon-Rohrchen (15 ml, 50 ml)

Kryoréhrchen 2 ml

Laborhandschuhe

Pipettenspitzen (2 pl, 20 ul, 200 pl, 1000 pl)

Pipettenspitzen fir MS (2 ul, 20 pl, 200 pl, 1000 pl)

Pipettenspitzen Zip Tip mit C18-Matrix 2 pl
Reaktionsgefale (0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml)

Reaktionsgefalle niedrig-bindend (0,5 ml; 1,5 ml; 2 ml)

Reservoirs 50 ml, 100 ml

Greiner Bio-One, Frickenhausen,
DEU

Greiner Bio-One, Frickenhausen,
DEU

Greiner Bio-One, Frickenhausen,
DEU

Greiner Bio-One, Frickenhausen,
DEU

Merck Millipore, Billerica, USA
BIO-RAD, Hercules, USA

Corning Incorporated, Corning,
USA

Becton, Dickinson and Company,
Franlin Lakes, USA

Greiner Bio-One, Frickenhausen,
DEU

Greiner Bio-One, Frickenhausen,
DEU

Abena, Zorbig, DEU
Sarstedt, Nimbrecht, DEU

Axygen (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA)

Merck Millipore, Billerica, USA
Eppendorf AG, Hamburg, DEU
Eppendorf AG, Hamburg, DEU

Corning Incorporated, Corning,
USA
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Bezeichnung

Hersteller

Sorvallflaschen

Spritzen (steril) 50 ml

Sterilfilter (0,22; 0,5 um)

Thermo Fisher Scientific, Wal-
tham, USA

Becton, Dickinson and Company,
Franklin Lakes, USA

Merck Millipore, Billerica, USA

Zellkulturflaschen (25 cm?, 75 cm?, 175 sz) Greiner Bio-One, Frickenhausen,

DEU

3.1.6 Puffer, Medien, Losungen

Bezeichnung Zusammensetzung
Acetonitril-Losung (80 %) MS rein LC-MS Acetonitril 400 ml
LC-MS Wasser 100 ml
Avicel Stammldsung zweifach destilliertes Wasser 100 ml
Avicel 2,5g
Avicel-Mix Avicel-Stammlosung 5ml
Infektionsmedium 5ml
Versene-Trypsin 12 ul
BA-IMDM-Inkubationsmedium IMDM 500 ml
Penicillin/Streptomycin 5 ml
BSA/PBS-Stammldsung 3ml
BA-RPMI-Inkubationsmedium RPMI 500 ml
Penicillin/Streptomycin 5 ml
BSA/PBS-Stammldsung 3 ml
BSA/PBS-Stammldsung PBS
BSA 35%
CHAPS-Lysepuffer Protease-Inhibitor-Tablette 1
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Bezeichnung Zusammensetzung
CHAPS BC 04g
DPBS 33 ml
Einfriermedium IMDM/RPMI-Zellkulturmedium 4 ml
DMSO 0,5 ml
FBS 0,5 ml
FACS-Puffer BSA 2,5g
EDTA (pH-8, 0,5 M) 1,6 ml
DPBS 500 ml
FBS-Losung (10 %) FBS 50 ml
PBS 450 ml
Fixations-/Permeabilisationsreagenz Fixation/Permeabilisation 3,75 ml
Diluent Solution
Fixation/Permeabilisation 1,25 ml
Concentrate Solution
G418-Stammldsung G418-Sulfat 3,425¢g
RPMI 50 ml
humanes IgG (FcR-Blockierungslésung) humanes IgG 0,005 ml
FACS-Puffer 10 ml
IMDM-Medium fir Zellkultur IMDM-Medium 500 ml
Penicillin-Streptomycin 5ml
FBS 50 ml
IMDM-Selektivmedium IMDM-Medium fur Zellkultur 49 ml
G418-Stammldsung 1ml
Infektionsmedium zweifach destilliertes Wasser 346 ml
MEM (10 x) 100 ml
Penicillin/Streptomycin 10 ml
DEAE-Dextran
Natriumhydrogencarbonat 28 ml
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Bezeichnung Zusammensetzung

(7,5 %)

DEAE-Dextran-Losung (1 %) 10 ml

BSA-L6sung (35 %) 6 ml
Infektions-PBS DPBS 500 ml

Penicillin/Streptomycin 5ml

CaCl,/MgCl, Lésung 1ml

BSA/PBS-Stammldsung 3ml
Losung mit FACS Lysing Solution zweifach destilliertes Wasser 4,5 ml

FACS Lysing Solution 0,5 ml
Losung Roti-Histofix (4 %) Fixationsl6- DPBS 100 ml
sung Roti-Histofix 10 % 400 ml

zweifach destilliertes Wasser 500 ml
Losung Triton X-100 (0,3 %) DPBS 500 ml

Triton X-100 1,5 ml
Losung Tween 20 (0,1 %) Tween 20 0,5 ml

DPBS 500 ml
Losung Tween 20 mit FBS (10 %) Tween 20 (0,1 %) 9 ml

FBS 1 ml
Losungsmittel A* LC-MS Wasser

Trifluoressigsaure 0,1%
Losungsmittel Abe LC-MS Wasser

LC-MS Acetonitril 32 %

Trifluoressigsaure 0,2%
Losungsmittel Aoap LC-MS Wasser

LC-MS Acetonitril 1%

Trifluoressigsaure 0,05 %
Losungsmittel B* LC-MS Wasser

LC-MS Acetonitril 80 %




Material

37

Bezeichnung

Zusammensetzung

MgCl,/CaCl, Losung

Ethanol 70 % p. a.

Peptidlosung

Perm/Wash-Losung

Phenol/Chloroform-Lésung

Roti-Histofix (4 %)

RPMI-Medium fur Zellkultur

RPMI-Medium mit DMSO

RPMI-Selektivmedium

0,2 % TFA-Losung

10 % TFA-L6sung

Trypanblau-Losung

Trifluoressigsaure
Ca' 0,9 mM; Mg®* 0,5 mM
PBS

Ethanol p. a.

LC-MS Wasser

DMSO

FITC-markiertes Peptid

zweifach destilliertes Wasser

Permeabilization Buffer

Phenol

Chloroform

Roti-Histofix (10 %)

PBS

zweifach destilliertes Wasser
RPMI Medium 1640
Penicillin-Streptomycin

FBS

RPMI-Medium fir Zellkultur
DMSO

RPMI-Medium fir Zellkultur

G418-Stammlosung

LC-MS Wasser

Trifluoressigsaure

LC-MS Wasser

Trifluoressigsaure

PBS

Trypanblau

0,1%
0,2%
100 ml

70 mi
30 ml

1 ml
1mg
90 ml
10 ml
500 pl
500 pl
400 ml

100 ml
500 ml

500 ml
5ml
50 ml
990 pl
10 pl
49 ml

1ml

98,8 ml
0,2 ml

50 ml
5ml

100 ml
02¢g
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Bezeichnung Zusammensetzung

Trypsin in PBS (1 x) DPBS
Trypsin (10 x) 10 %

Versene-Trypsin PBS 21
Difco Trypsin 1: 250 25¢g
EDTA 25¢g

3.1.7 Zelllinien

Bezeichnung

Beschreibung

A549

C1R

C1R-DLA-88*03201

C1R-DLA-88*50101

C1R-HLA-A*02:01

JY

K562

K562-DLA-88*03201

MDCKII (Madin-Darby canine kidney cells)

adhadrent wachsende humane Lungenkar-
zinomzellen [125, 126]

B-lymphoblastoides Epstein-Barr-Virus,
immortalisierte humane Suspensionszell-
linie [127]

C1R-Zellen, die das canine MHC-Klasse-I-
Allel DLA-88*03201 tragen

C1R-Zellen, die das canine MHC-Klasse-I-
Allel DLA-88*50101 tragen [128]

C1R-Zellen, die das humane MHC-Klasse-I-
Allel HLA-A*02:01 tragen [129]

B-lymphoblastoides Epstein-Barr-Virus,
immortalisierte humane Suspenionszellli-
nie [130]

humane Leukdmiezellen (Erythrozytenvor-
lauferzellen) [131]

K562-Zellen, die das canine MHC-Klasse-I-
Allel DLA-88*03201 tragen

adharent wachsende canine Nie-
renepithelzellen [132]
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3.1.8 Software

Bezeichnung

Hersteller

CellQuestPro

FloJo 10.0.7

GibbsCluster-2.0 Server

Ligandosphere

Mascot Server 2.2.04

Microsoft Office 2010 (Word/Excel)
Motivefinder

NCBI-Nukleotiddatenbank

netMHC-3.4

NetMHCpan 3.0

Paint

SEQUEST-Suchalgorithmus

SYFPEITHI
SYFPEITHI@home
Thermo Proteome Discoverer 1.4

WebLogo

Becton, Dickinson and Company, Franklin
Lakes, USA

Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, DEU

Department of Bioinformatics;

TU Danemark, DNK

Immunologie Universitat Tlbingen, DEU
Matrix Science, Boston, USA

Microsoft Corporation, Redmond, USA
Immunologie Universitat Tubingen, DEU

National Center for Biotechnology Infor-
mation, Bethesda, USA

Department of Bioinformatics,
TU Danemark, DNK

Department of Bioinformatics, TU
Danemark, DNK

Microsoft Corporation, Redmond, USA

Thermo Finnigan (Thermo Fisher Scien-
tific, Waltham, USA)

Immunologie Universitat Tubingen, DEU
Immunologie Universitat Tubingen, DEU
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Berkely, University of California, USA

3.1.9 Virus

Influenza A/Regensburg/D6/2009 (HIN1)
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3.2 Methoden

3.2.1 Zellbiologische Methoden

3.2.1.1 Zellkultur

Um eine Kontamination der jeweiligen Zelllinie durch Pathogene zu vermeiden, wurde strikt
darauf geachtet, alle Arbeiten unter der Sterilbank durchzufiihren. Um sterile Bedingungen
zu gewadbhrleisten, wurden dariiber hinaus nur GefalRe verwendet, die entweder steril ver-
packt oder im Voraus autoklaviert worden waren. Das Handling der Zellen erfolgte stets un-
ter Verwendung von oberflachlich desinfizierten Schutzhandschuhen sowie sterilen Einmal-

pipetten.

3.2.1.1.1 Suspensionszellen

Die in dieser Arbeit verwendeten JY-, C1R- und K-562-Zellen sowie deren Transfektanten
lagen als Suspensionszellen vor. Die Kultivierung erfolgte in der Regel im Zellkulturschrank
bei 37 °C und 5 % CO, in 175 cm? Zellkulturflaschen. Als Medium wurden jeweils 50 ml des
RPMI-Zellkulturmediums verwendet. Wenn grofRere Zellmengen bendtigt wurden, wurde die
Kultivierung zusatzlich auf 2L-Rollflaschen ausgedehnt. Sowohl die C1R-Zellen als auch die JY-
Zellen wurden zweimal in der Woche jeweils 1 : 10 umgesetzt. Hierzu mussten vorher Zellen,
die sich abgesetzt hatten, durch leichtes Klopfen gegen die Flasche resuspendiert werden.
Die Transfektanten mit DLA-88*03201-, DLA-88*50101- und HLA-A*02:01-Zellen wurden auf
dieselbe Weise kultiviert, jedoch mit dem Unterschied, dass sie alle 2 bis 3 Tage 1: 5 umge-
setzt wurden und ihr Medium zusatzlich durch ein G418-Selektiv-Antibiotikum angereichert
wurde. Neben dem MHC-Klasse-I-Gen war bei letzteren Zellen im Zuge der Transfektion ein
zusatzliches Resistenzgen eingebracht worden, das eine Aminoglykosid-Phosphotransferase
kodiert. Dieses Enzym versetzte die Zellen in die Lage, G418-Selektiv-Antibiotika an ihren
Hydroxylgruppen zu phosphorylieren und somit deren verheerende Wirkung aufzuheben.
Somit konnte garantiert werden, dass Zellen, die unter Umstanden im Laufe der Zeit ihren

transfizierten Genabschnitt wieder verloren haben, aussortiert wurden.
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3.2.1.1.2 Adhéarent wachsende Zellen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei adhdrent wachsende Zelllinien verwendet: MDCKII-
und A549-Zellen. Beide wurden bei 37 °C und 5 % CO, im Zellkulturschrank in 175-cm?>-
Zellkulturflaschen kultiviert. Dabei wurden jeweils 25 ml IMDM-Zellkulturmedium verwen-
det. Jeweils zweimal die Woche mussten die Zellen umgesetzt werden. Hierflir wurde zu-
nachst das Medium abgenommen und die Zellen wurden anschlieBend zweimal mit PBS ge-
waschen. Fiir einen gleichmaRigen Waschvorgang wurde durch Schwenken der Flasche in
Achtertouren gesorgt. Das darauffolgende Losen der Zellen vom Flaschengrund wurde durch
die Verwendung von 4 ml Trypsin bewerkstelligt. Hierbei wurde die Trypsinlésung fir 2 Min.
im Zellkulturschrank auf den Zellen belassen und anschlieRend wieder abgenommen. Nach
erneuter, meist 20-mindtiger Inkubation waren die Zellen meist alle abgeldst und die Zellzahl

wurde bestimmt.

3.2.1.2 Zellzahlbestimmung

Im Rahmen dieser Arbeit musste mehrmals die Zellzahl bestimmt werden. Hierzu wurden
zundchst 50 pl Zellsuspension sowie 50 ul Trypanblau in einer 96-Well-Platte mit U-Boden
durch Auf- und Abpipettieren gemischt. AnschlieBend wurde die Loésung zwischen Deckglas
und Grundplatte einer Neubauer-improved-Zahlkammer aufgebracht (Abbildung 5). Bei der
Auszahlung unter dem Lichtmikroskop wurde nur die Zellzahl innerhalb der flinf diagonalen
Gruppenquadrate bestimmt sowie jeweils nur die Gberschneidenden Zellen der linken und
unteren Begrenzungslinien mitgezahlt. Der Farbstoff Trypanblau wurde zur Vitalfarbung der
Zellen eingesetzt, so dass nur Zellen mit intakter Zellmembran, deren Zellinneres nicht ange-
farbt werden konnte, Beachtung fanden [133]. Die Berechnung der Zellzahl ergab sich unter

Verwendung folgender Formel:

Z = Zellzahl aus den in Abbildung mit E gekennzeichneten Feldern

Zellzahl pro Milliliter Losung = Z x 10°
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Abbildung 6: Neubauer-improved-Zahlkammer.
Quelle: in Anlehnung an [134].

3.2.1.3 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Um eine gleichbleibend hohe canine MHC-Expression der Transfektanten zu gewahrleisten
und aus Griinden der Wirtschaftlichkeit, wurde die Zeit der Zellkultivierung nach dem Auf-
tauen bis zur weiteren Analyse der Zellen moglichst kurz gehalten. Auerdem wurden momen-

tan nicht benoétigte Zellbestande moglichst schnell eingefroren und bei -80 °C gelagert.

Einfrieren:

Als erster Schritt hierzu musste zunachst die Zellzahl der einzufrierenden Zellen innerhalb
einer Zellkulturflasche bestimmt werden. Danach wurde die gewiinschte Zellmenge ent-
nommen und flir 7 Min. bei 1200 rpm und 4 °C zentrifugiert. Das Uberstehende Medium
wurde verworfen und die verbleibenden Zellen wurden resuspendiert. AnschlieBend wurde
Einfriermedium hinzugegeben und die entstandene Zellsuspension in 1,5 ml groBen Teilmen-
gen auf 2-ml-Kryoréhrchen verteilt. Diese wurden anschlieBend in einen Mr.-Frosty-
Gefrierbehalter mit Isopropanol verbracht und bei —-80 °C eingefroren. Auf diese Weise wurde
ein kontrollierter Einfriervorgang von -1 °C pro Minute gewahrleistet und die Zellen konnten,
wenn sie fur langere Zeit nicht bendétigt wurden, am nachsten Tag in einen Stickstoffbehalter

verbracht werden.
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Auftauen:

Um bendtigte Zellen aufzutauen, mussten diese zundchst aus den Stickstoffbehaltern oder
dem Gefrierschrank geholt und auf Eis in das Zellkulturlabor transportiert werden. Anschlie-
Rend wurden diese in der Hand aufgetaut und in ein 15-ml-Falcon-Réhrchen Uberfiihrt. Die
nachfolgende Zugabe von 10 ml IMDM- oder RPMI-Zellkulturmedium unter der Sterilbank
musste tropfenweise unter Schwenken der Zellen durchgefiihrt werden. Danach wurden die
Zellen bei 1 200 rpm fiir 7 Min. bei 4 °C zentrifugiert und der Uberstand abgekippt. SchlieRlich
wurden die Zellen in 5 ml IMDM/RPMI-Zellkulturmedium resuspendiert und in 25-cm*-
Zellkulturflaschen Gberfihrt. Am nachsten Tag wurden die Zellen kontrolliert und in der Regel
wurden weitere 5 ml des Zellkulturmediums erganzt. Im Falle der transgenen Zellen wurde
dem Medium erst nach einer Woche das zusatzliche Selektiv-Antibiotikum G418 zugesetzt, um
den Stress fir die Zellen Uber den Auftauvorgang hinaus nicht zu vergréBern. Auf Grund der
zytotoxischen Wirkung des im Einfriermedium als Kristallisationsschutz enthaltenen DMSO
[135] auf aufgetaute Zellen musste darauf geachtet werden, dass die vorangegangenen Schrit-

te nach Moglichkeit ohne Unterbrechung durchgefiihrt wurden.

3.2.1.4 Transfektion

In dieser Doktorarbeit wurde eine ,stabile Transfektion” von Zellen angestrebt. Darunter
versteht man einen Vorgang, bei dem Fremd-DNA dauerhaft in das Genom einer Zielzelle

eingebaut wird.

3.2.1.4.1 Linearisierung

Der DNA-Abschnitt mit dem caninen Allel DLA-88*03201 wurde als Insert aushdusig durch
das Unternehmen GeneArt in einen zirkularen pcDNA3.1(+)-Expressionsvektor eingefligt. Es
wird vermutet, dass Plasmide vor dem Einbau in das Genom einer transfizierten Zelle unspe-
zifisch durch intrazelluldre Vorgange geschnitten werden und die Schnittstellen in dem zu
untersuchenden Genabschnitt liegen kénnen, wodurch eine Synthese interessanter Proteine
verhindert werden wiirde. Deshalb wurden die Vektoren vor der Transfektion linearisiert.
Dies bedeutet, dass die Plasmide durch das Restriktionsenzym Pvul an spezifischer Stelle in
einem uninteressanten Vektorbereich geschnitten und ihre Ringformation infolgedessen

zerstort wurde.
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Linearisierung und Fdllung mittels Ethanol

Zu Beginn der Linearisierung wurden zunachst 30 pug Plasmid-DNA mit 5 ul NEB3.1-Puffer,
0,5 pl 100 x BSA und 2 pl Pvul-Restriktionsenzym in ein 1,5-ml-Eppendorf-Reaktionsgefal
Uberflihrt. AnschlieBend wurde mit LC-MS-Wasser auf ein Gesamtvolumen von 50 pl aufge-
fullt und 16 Std. bei 37 °C inkubiert. Danach wurde eine Ethanol-Fallung durchgefihrt, um
die linearisierte DNA aufzureinigen und zu konzentrieren. Hierfir wurden nach abgelaufener
Inkubationszeit jeweils 50 pl LC-MS-Wasser, 50 ul Ammoniumacetat sowie 300 ul Ethanol
p. a. zu der Probe hinzugegeben und fiir 30 Min. bei -20 °C inkubiert. Darauffolgend wurde
fir 15 Min. bei 4 °C und 14 000 rpm zentrifugiert, der Uberstand abgekippt und das Sedi-
ment zweimal mit 70 % Ethanol p. a. gewaschen. SchlieRlich wurde die Probe bei 37 °C ge-
trocknet, die linearisierten Plasmide in 16 ul Elutionspuffer resuspendiert und die DNA-

Konzentration mittels eines NanoDrop1000-Spektralphotometers bestimmt.

Linearisierung und Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol-Extraktion

Alle nachfolgenden Zentrifugationsschritte wurden bei 13 000 rpm durchgefiihrt. Zu Beginn
der Linearisierung wurden 50 pg Plasmid-DNA mit 50 ul NEB3.1-Puffer, 5 ul 100 x BSA und
10 pl Pvul-Restriktionsenzym in ein 1,5-ml-Eppendorf-Reaktionsgefall tberfihrt und mit LC-
MS-Wasser auf ein Gesamtvolumen von 500 pl aufgefillt. Darauf folgte eine 3-stiindige In-
kubation im Wasserbad bei 37 °C. Danach wurden 500 pl Phenol/Chloroform-Lésung er-
ganzt, dreimal geschwenkt, gevortext und fur 5 Min. bei 13 000 rpm zentrifugiert. Durch
letztgenannten Schritt wurde die Probe in drei Phasen aufgeteilt. Eine organische Phenol-
phase unten im Reaktionsgefal}, eine zwischengelagerte Interphase mit denaturierten Prote-
inen sowie eine wassrige Phase mit geloster DNA oben im Reaktionsgefal’. Die wassrige Pha-
se wurde dann in ein neues Reaktionsgefall mit 500 pl Chloroform/Isoamylalkohol Gberfihrt,
gevortext und fiir 5 Min. zentrifugiert. Die drei letzten Schritte wurden insgesamt zweimal
durchgeflhrt, wobei die DNA von Phenolresten gereinigt wurde. Danach wurde die wassrige
Phase in ein neues Reaktionsgefall mit 49 ul Natriumacetat pipettiert, geschwenkt und zu-
satzlich 1,2 ml Ethanol p. a. erganzt, wodurch es zu einer Ausfillung der DNA innerhalb der
Losung kam. AnschlieRend wurde die Probe (iber Nacht bei -20 °C inkubiert. Am nachsten
Tag wurde fiir 30 Min. bei 4 °C zentrifugiert und der Uberstand abgenommen. Das Pellet
wurde in der Folge getrocknet, in 40 ul LC-MS-Wasser resuspendiert und schlieBlich die

DNA-Konzentration mittels eines NanoDrop1000-Spektralphotometers bestimmt.
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3.2.1.4.2 Lipofektion

Damit eine effiziente Transfektion erfolgen kann, muss die DNA in der Lage sein, die Zell-
membran zu Uberwinden. Dies gestaltet sich als Herausforderung, da sowohl die DNA als
auch die Zellmembran eine negative Polaritat aufweisen und sich beide somit elektrostatisch
abstofRen. Aus diesem Grund existieren in der Zellbiologie mehrere Methoden zur Transfek-

tion von Zellen, eine davon wird als Lipofektion bezeichnet (Abbildung 7).
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Abbildung 7:  Darstellung der Transfektion von DNA mittels Lipofektion.

Lipide mit hydrophilem Kopf und hydrophobem Schwanz bilden kationi-
sche Liposome (A). Die positiv geladenen Liposome formen sogenannte
Lipoplexe mit der negativ geladenen DNA (B). Durch die Fusion der Lip-
oplexe mit der negativ geladenen Zellmembran wird ein Transfer der
DNA ins Zellinnere ermoglicht. Schlieflich wird die DNA im Zellkern
transkribiert und zur Proteinsynthese verwendet (C).

Quelle: in Anlehnung an [136].
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Im Anschluss daran kann die DNA in den Zellkern gelangen und transkribiert werden, worauf
eine Synthese von Fremdproteinen ermoglicht wird [136]. Im Rahmen der Lipofektion wurden
im Rahmen dieser Doktorarbeit unterschiedliche Transfektionsreagenzien verwendet, zum
einen ein ScreenFectA-Transfektionskit und zum anderen ein Lipofectamine3000-
Transfektionskit. Diese fusionieren in der Folge mit der Zellmembran, wodurch eine Freiset-
zung der DNA in das Zellinnere ermoglicht wird. Bei letztgenannter Methode formen negativ
geladene DNA-Molekiile stabile Komplexe mit kationischen Liposomen und bilden somit so-

genannte Lipoplexe.

ScreenFectA-Transfektionskit

In dieser Arbeit wurden sowohl C1R- als auch K562-Zellen unter Verwendung eines Screen-
FectA-Transfektionskits mit einem lineariserten Expressionsvektor transfiziert, der einen
DNA-Abschnitt mit dem caninen Allel DLA-88*%03201 beinhaltete. Alle nachfolgenden Inkuba-
tionsschritte erfolgten bei Raumtemperatur. Vor dem Beginn der eigentlichen Transfektion
wurden zundchst drei 0,5-ml-Eppendorf-Reaktionsgefalle mit jeweils 8 pl Verdiinnungspuffer
bestlickt. AnschlieBend wurde im ersten Reaktionsgefals 0,2 ul, im zweiten 0,3 pl und im
dritten 0,4 pl ScreenFectA erganzt, der Inhalt durch vorsichtiges Streichen mit dem Finger
Uber die AuRRenseite der ReaktionsgefdRe durchmischt und fiir 5 Min. inkubiert. Wahrend-
dessen wurden jeweils drei neue 0,5-ml-Eppendorf-Reaktionsgefalle vorbereitet und in je-
dem 75 ng linearisierte DNA in 8 ul Dilution Buffer gelost. Danach wurde der Inhalt der Reak-
tionsgefalle mit den unterschiedlichen ScreenFectA-Konzentrationen in die drei Reaktionsge-
fake mit geloster DNA Gberfuhrt und durch flinfmaliges Auf- und Abpipettieren durchmischt.
Darauffolgend wurde fir 25 Min. inkubiert und in der Zwischenzeit die Zellzahl der zu trans-
fizierenden Zellen bestimmt. Nach Abschluss des Inkubationsvorganges wurden jedem Reak-
tionsgefall durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren 80 ul Zellsuspension in Zellkulturme-
dium (1,25 x 10° Zellen/ml) beigefiigt, jeweils 80 pl eines jeden Ansatzes in die Vertiefungen
einer 96-Well-Platte tGberfiihrt und in den Zellkulturschrank bei 37 °C und 5 % CO, verbracht.
Wahrend der Transfektion wurde den Zellen mittels der Expressionsvektoren zusatzlich ein
Neomycin-Geneticin-Resistenzgen eingebracht, welches durch die Zugabe von Medium mit
dem Antibiotikum G418 nach 3 Tagen als Selektionsmarker fiir eine erfolgreiche Transfektion

diente [137].
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Lipofectamine ®3000-Transfektionskit

In dieser Arbeit wurden sowohl C1R- als auch K562-Zellen unter Verwendung eines Lipofecta-
mine3000-Transfektionskits mit einem linearisierten Expressionsvektor transfiziert, der einen
DNA-Abschnitt mit dem caninen Allel DLA-88*03201 beinhaltete. Als Vorbereitung wurden die
zu transfizierenden Zellen ausgezahlt, abzentrifugiert und in Zellkulturmedium resuspendiert
(4 x 10° Zellen/m| Zellkulturmedium). AnschlieBend wurden 250 pl der Zellsuspension in die
Vertiefung einer 24-Well-Platte Uberfihrt. Am darauffolgenden Tag wurden 3 pl Lipofectami-
ne3000-Reagenz in ein 1,5-ml-Eppendorf-Reaktionsgefal mit 50 pul Medium ohne Zuséatze pi-
pettiert und durch Vortexen gemischt. Dann wurde 1 pg linearisierte DNA, 2 pul P3000 TM-
Reagenz und 50 pl Medium ohne Zusatze in einem weiteren Reaktionsgefal vereinigt und ge-
vortext. Anschliefend wurden 50 pl der geldésten DNA in das Reaktionsgefdl mit dem ver-
diinnten Lipofectamine3000-Reagenz pipettiert und fir 5 Min. bei Raumtemperatur inkubiert.
SchlieBlich wurden 50 pl des Ansatzes zu der vorbereiteten Zellsuspension gegeben und die
Zellen wurden anschliefend bei 37 °C und 5 % CO, im Zellkulturschrank inkubiert. Wahrend
der Transfektion wurde den Zellen mittels der Expressionsvektoren zusatzlich ein Neomycin-
Geneticin-Resistenzgen eingebracht, welches durch die Zugabe von Medium mit dem Antibio-

tikum G418 nach 3 Tagen als Selektionsmarker fiir eine erfolgreiche Transfektion diente [137].

3.2.1.4.3 Elektroporation

Die Elektroporation stellt eine Methode dar, bei der DNA unter Verwendung von elektri-
schen Impulsen in Zellen eingebracht wird [138]. Sie wurde im Rahmen dieser Doktorarbeit
eingesetzt, um das canine Allel DLA-88*03201 in C1R-Zellen einzuschleusen. Vor der eigent-
lichen Transfektion wurde die Zellzahl der zu transfizierenden C1R-Zellen bestimmt und an-
schlieRend 2 x 10’ Zellen dreimal in kaltem RPMI-Zellkulturmedium ohne Zusitze gewaschen
(1 200 rpm, 7 Min., 4 °C). Danach wurden die Zellen in 500 ul RPMI-Zellkulturmedium ohne
Zusatze resuspendiert, es wurde jeweils 250 ul der Zellsuspension in vorgekiihlte Elektropo-
rationskivetten pipettiert und 10 pg linearisierte DNA erganzt. Die Elektroporation erfolgte
unter Verwendung eines Gene-Pulser-ll-Apparats, kombiniert mit einem Capacitance-
Extender-Plus-Modul bei 230 Volt und 975 uF. Im Anschluss an die Elektroporation wurden
die Zellen in 8 ml RPMI-Zellkulturmedium aufgenommen und in 48-Well-Platten Gberfihrt.
Einen Tag nach der Transfektion wurde zu den Zellen RPMI-Zellkulturmedium mit dem Anti-

biotikum G418 gegeben, wodurch auf positiv transfizierte Klone selektiert werden konnte.
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3.2.1.5 Reklonierung

Nach erfolgreicher Transfektion von C1R- und K562-Zellen mit dem Allel DLA-88*03201 wur-
den diese rekloniert. Hierfiir wurde die Methode der Limiting Dilution angewendet. Dadurch
konnten Klone mit einer moéglichst hohen DLA-Expression vereinzelt und im Anschluss fir
eine Immunaffinitatschromatographie herangezogen werden. Zu Beginn wurden 200 pl der
transfizierten Zellen in die Vertiefung Al einer 96-Well-Platte mit F-Boden Uberfiihrt, in die
restlichen Vertiefungen wurden jeweils 100 pul RPMI-Selektivmedium pipettiert. Dann wur-
den die Zellen in Vertiefung Al resuspendiert, 100 ul in die benachbarte Vertiefung A2 pipet-
tiert, durchmischt und wiederum 100 pl aus Vertiefung A2 in Vertiefung A3 Uberfiihrt. Dieses
Vorgehen wurde bis zum Ende der Reihe beibehalten und die verbleibenden 100 ul Zellsus-
pension verworfen. AnschlieBend wurden mit einer Multikanalpipette 100 pul RPMI-
Selektivmedium in Reihe A pipettiert, resuspendiert und 100 pl der Zellsuspension in Reihe B
Uberfihrt. Dieser Ablauf wurde bis zu letzten Reihe (Reihe H) wiederholt, wobei am Ende
wieder die verbleibenden 100 pl Zellsuspension verworfen wurden. Danach wurde die Platte
bei 37 °C und 5 % CO, fir ungefahr 2 Wochen im Zellkulturschrank inkubiert, wobei von Zeit
zu Zeit der Flussigkeitsspiegel der Vertiefungen kontrolliert werden musste, um eine Min-
derversorgung der Zellen zu verhindern. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden diejenigen
Vertiefungen einer jeden Reihe zur weiteren Anzucht in 48-Well-Platten Gberfihrt, in denen
bei lichtmikroskopischer Betrachtung gerade noch Zellen zu finden waren. Nach 4 bis 7 Ta-
gen konnten die Zellen dann zur Analyse der DLA-Expression mittels Durchflusszytometrie

verwendet werden.

3.2.1.6 FACS-Farbung zur Bestimmung der MHC-Expression

Vor dem eigentlichen Beginn des Analyseverfahrens wurde zunachst die Zellzahl der zu un-
tersuchenden Zellen bestimmt. In der Folge wurden 5 x 10° Zellen je Probe in vorgekiihlte 5-
ml-Falcon-Réhrchen Uberfiihrt. Um die Wirkung von proteolytischen Enzymen sowie die In-
ternalisierung von Oberflachenmolekilen zu verringern, wurden von diesem Moment an alle
vorbereitenden MalRnahmen auf Eis und mit gekiihlten Reagenzien durchgefiihrt [139]. An-
schlieBend wurden die Proben flr 7 Min. bei 4 °C und 1 200 rpm zentrifugiert sowie zweima-
lig mit jeweils 4 ml FACS-Puffer gewaschen. Auf diese Weise konnte die Entfernung von Me-
diumbestandteilen gewahrleistet werden. Im nachsten Schritt wurden jeweils 10 ul der Lo-

sung mit Primarantikorpern und 90 pl FACS-Puffer hinzugegeben. Hierbei wurden verschie-



Methoden 49

dene Arten von Antikdrpern verwendet, je nachdem welche Oberflachenstrukturen detek-
tiert werden sollten. Zum einen kam der Antikorper BBM.1 zum Einsatz, der spezifisch an das
B.-Mikroglobulin des Menschen bindet [140, 141]. Zum anderen wurde der Antikdrper
W6/32 verwendet, der eine Spezifitat fliir HLA-A-, -B- und -C-MHC-Klasse-I-Molekiile besitzt
[142]. Nach einer 30-min(tigen Inkubation auf Eis, bei der die Zellen abgedunkelt wurden,
erfolgten zwei weitere Waschschritte mit jeweils 4 ml FACS-Puffer, mit deren Hilfe die nicht
gebundenen Antikorper entfernt werden konnten. SchlieBlich wurde jeweils 100 pl Sekun-
darantikorper in einer Konzentration von 10 pg pro ml FACS-Puffer hinzugegeben. Verwen-
dung fanden hierbei FITC-konjugierte F(ab’),-Fragmente (FITC: fluorescein isothiocyanate).
Nachfolgend wurde erneut fiir 20 Min. abgedunkelt auf Eis inkubiert. AbschlieBend folgten
auch hier wieder zwei Waschschritte mit jeweils 4 ml FACS-Puffer zur Entfernung der nicht
gebundenen Antikorper, bevor die Zellen dann in 1 ml FACS-Puffer zur FACS-Analyse aufge-

nommen wurden.

3.2.1.7 Peptidbindungsassay

Mit Hilfe eines Peptidbindungsassays wurde das Bindungsverhalten ausgewahlter Peptide
auf JY-, C1R- und C1R-DLA-88*5010-Zellen untersucht. Hierfir wurde zunachst die Zellzahl
der verschiedenen Zelllinien bestimmt. Danach wurden jeweils 2 x 10° Zellen in 100 pl Medi-
um aufgenommen und in eine 96-Well-Platte iberfiihrt. Zur Uberpriifung der Eigenfluores-
zenz wurden jeweils 100 pl RPMI-Zellkulturmedium mit DMSO verwendet, wohingegen fir
die Untersuchung der Bindungsfahigkeit der verschiedenen Peptide jeweils 100 pl Peptidlo-
sung in einer Verdiinnung von 1 : 100 in RPMI-Zellkulturmedium eingesetzt wurden. Fir je-
des Peptid wurden jeweils drei Ansatze angefertigt. Folgende FITC-markierte Peptide wur-
den im Peptidsyntheselabor des Instituts hergestellt und zur Bindungsanalyse herangezogen

(Tabelle 9):
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Tabelle 9: Darstellung der synthetischen Peptide, die fiir den Peptidbindungsassay
verwendet wurden.

Peptidsequenz Quellprotein UniProt-KB-  Position im HLA-
Nummer Quellprotein Restriktion
GILGKVFTL Matrix-Protein 1 C6HOI6-1 58-66 A*02:01

(Influenzavirus)

SVAEKLSKL Spatacsin Q96lI17 1.296-1.304

YINDKGKEVL Hamagglutinin C6HOI3-1 182-191
(Influenzavirus)

DALKEKVI S-Adenosylmethionin- P31153 220-227 B*51
Synthase

Nach einer 90-mindtigen Inkubation bei 37 °C und 5 % CO; abgedunkelt im Zellkulturschrank
wurden die Zellen fiir 7 Min. bei 1 200 rpm und 4 °C zentrifugiert. AnschlieBend wurden die
Ansatze zweimal mit jeweils 200 pl FACS-Puffer gewaschen, bevor sie in 500 pl FACS-Puffer
aufgenommen und an einem FACSCalibur-Zytometer analysiert wurden (siehe 3.2.3.1). Zur

Auswertung der Daten wurde wie folgt vorgegangen:

Zunachst wurde die mittlere Fluoreszenzintensitat, die sich jeweils aus den Ergebnissen
der drei Anséatze eines jeden Peptides berechnete, ermittelt.

AnschlieBend wurde jeweils fiir jede Zelllinie das Verhaltnis der mittleren Fluoreszenzin-
tensitat zur Fluoreszenzintensitat der Negativkontrolle DALKEKVI gebildet.

Dann wurde das Verhéltnis der Negativkontrolle DALKEKVI von dem Verhéltnis der je-
weiligen Ansatze abgezogen.

SchlieRlich wurden die Werte, die fiir die C1R-Zellen erzielt wurden, von denen der C1R-
DLA-88*50101-Zellen abgezogen, wodurch die DLA-88*50101-Bindungsfahigkeit ermit-
telt werden konnte.

Zur Analyse der Bindungsfahigkeit auf HLA-A*02:01 wurde die Bindung von GILGFVFTL
auf HLA-A*02:01 als 100 % betrachtet.

Zur Analyse der Bindungsfahigkeit auf DLA-88*50101 wurde die Bindung von SVAEKLSKL
auf DLA-88*50101 als 100 % betrachtet.
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3.2.1.8 Peptidsynthese

Die synthetischen Peptide wurden alle im institutseigenen Peptidsyntheselabor mittels
Fmoc-Chemie hergestellt. Die Peptide, die fiir den Peptidbindungsassay verwendet wurden,
wurden jeweils FITC-markiert. Die Peptide, die der Validierung identifizierter, natirlicher

Liganden dienten, wurden jeweils an der Aminosaure Valin isotopenmarkiert.

3.2.2 Arbeiten mit Influenzaviren

3.2.2.1 Virusanzucht

Fir die Vermehrung der Influenzaviren wurden sowohl A-549- als auch MDCKII-Zellen ver-
wendet. Die Zelllinien mussten hierfir zunachst mit Hilfe von Trypsin abgelost (gemafR
3.2.1.1.2.) und die Zellzahl bestimmt werden. Dann wurden jeweils 1,2 x 10’ Zellen in acht
175-cm>-Zellkulturflaschen tberfiihrt und fir 24 Std. bei 37 °C und 5 % CO, in 25 ml IMDM-
Medium im Zellkulturschrank inkubiert. Am darauffolgenden Tag wurden die Zellen im S2-
Labor dreimal mit jeweils 5 ml Infektions-PBS gewaschen. Die Infektion der Zellen fand mit
einer MOI (multiplicity of infection) von 0,001, unter Verwendung einer Influenza-A-
Virussuspension, statt. Dies bedeutete die Verwendung von 5 ml Virussuspension mit 2 x 10*
FFU (focus forming units) fiir 2 x 10’ Zellen. Nach halbstiindiger Inkubation bei 37 °C und 5 %
CO, wurde die Virussuspension abgenommen und 20 ml BA-IMDM-Inkubationsmedium mit
1,2 ul Versene-Trypsin pro Milliliter Medium beigefiigt. Anschliefend wurde erneut bei 37 °C
und 5 % CO, inkubiert. Eine regelmaRige visuelle Begutachtung der infizierten Zellrasen per
Mikroskop war in der Folge von Noten, um den Fortschritt des zytopathischen Effekts ein-
schatzen zu kdnnen. Konnte nach circa 2—3 Tagen ein zytopathischer Effekt von 50 % ausge-
macht werden, wurden die Uberstande in 50-ml-Falcon-Réhrchen iiberfiihrt und fiir 10 Min.
bei 4 000 rom und 4 °C zentrifugiert, um Zellreste zu entfernen. AnschlieBend wurden diese
in einer 200-ml-Zellkulturflasche vereinigt und jeweils zwei 60-ul-Aliquots gezogen, die in
0,5-ml-Eppendorf-ReaktionsgefalRen bei -80 °C zur weiteren Lagerung eingefroren wurden.
Der restliche vereinigte Uberstand wurde entweder in Teilportionen in 50-ml-Falcon-
Rohrchen bei -80 °C gelagert oder sofort fir die nachfolgende Ultrazentrifugation auf Eis

bereitgestellt.

Vor jeder Ultrazentrifugationseinheit wurden die Einsdtze des TFT-Rotors-45.49 jeweils mit

PBS gespiilt und auf Eis vorgekiihlt. Beim Verteilen des Uberstandes musste darauf geachtet
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werden, dass die Einsatze jeweils mindestens mit 40 ml Inhalt beflllt wurden und dass zum
Gewichtsausgleich immer die gleiche Teilmenge pro Rotoreinsatz verwendet wurde. Nach
der 6-stiindigen Ultrazentrifugation bei 41 000 rpm und 4 °C wurden jeweils zwei 200-pl-
Aliquots aus den Einsdtzen entnommen und bei -80°C in 0,5-ml-Eppendorf-
ReaktionsgefaRen eingefroren. AnschlieRend wurden die verbleibenden Uberstinde verwor-
fen und jeweils 1 ml Infektions-PBS zu dem Pellet aus Viruspartikeln hinzugefiigt. Wichtig
war hierbei, durch eine geeignete Positionierung der Rotoreneinsatze sicherzustellen, dass
die jeweiligen Pellets ausreichend benetzt und somit gelést wurden. Nach einer 15-
minitigen Inkubation im Kihlschrank bei 4 °C wurden die Pellets abpipettiert und in einem
15-ml-Falcon-Réhrchen vereinigt, aus dem zwei 10-ul-Aliquots in 0,5-ml-Eppendorf-
Reaktionsgefadlle gezogen wurden. AnschlieBend wurde das verbleibende Viruskonzentrat in
1 ml groBen Teilmengen auf 1,5-ml-Eppendorf-Reaktionsgefalie verteilt und mit den restli-

chen Aliquots bei -80 °C gelagert.

3.2.2.2 Bestimmung des Virustiters (Avicel Plaque Assay)

3.2.2.2.1 Verdlinnung und Infektion

Zu Beginn wurden MDCKII-Zellen wie unter 3.2.1.1.2. beschrieben abgeldst und die Zellzahl
wurde bestimmt. Im Anschluss wurden jeweils 1 x 10° Zellen pro Vertiefung in eine 96-Well-
Platte mit F-Boden uberfiihrt. Die Zellen wurden in IMDM-Medium fir 16—24 h bei 37 °C und
5 % CO; inkubiert bis zum Erreichen eines anndhernd konfluenten Zustandes. Am darauffol-
genden Tag wurden die Aliquots, welche bei der Virusanzucht entnommen wurden, im S2-
Labor aufgetaut und in 1,5-ml-Reaktionsgefdllen auf Eis je nach angenommener Konzentra-
tion verdiinnt. Hierbei wurde wie folgt vorgegangen: Die Aliquotes der Anzucht wurden
1:100 und 1:1000, die des konzentrierten Pellets 1:5000 und 1:10000 und die des
Uberstandes der Ultrazentrifugation 1:1 in Infektions-PBS verdiinnt (Abbildung 8). Dann
wurden jeweils 100 ul Infektions-PBS in die Vertiefungen einer 96-Well-Platte mit U-Boden
vorgelegt und 50 pl einer der Virusverdiinnungen pro Vertiefung in Reihe A ergénzt, so dass
je Verdiinnung drei technische Replikate entstanden. Anschlieend wurde mit einer Multi-
kanalpipette jeweils dreimal in Reihe A auf- und abpipettiert und jeweils 50 pl der Virusver-

dinnungen in Reihe B Uberfiihrt. Dort wurde erneut durch dreimaliges Auf- und Abpipettie-
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ren durchmischt und somit fiir eine 1-zu-3-Verdiinnung im Vergleich zur vorherigen Reihe

gesorgt.

Uberfiihren Uberfiihren Uberfiihren

won 20 pd won 20 pd won 20 pd
Uberfishren
won 20 pl

130 pl
/ Infektions-PES
Uberfithren ﬂ
zu verdiinnende 120 pl 180 pl 120 pl von 40l =
Lasung Infektions-FBS Infektions-PBS Infektions-FBS

160 pl
Infektions-PBS

Abbildung 8: Pipettierschema zur Herstellung einer Verdiinnungsreihe.

Nach einem Pipettenspitzenwechsel wurden 50 ul aus Reihe B in Reihe C pipettiert und das
oben beschriebene Pipettierschema fiir die folgenden Reihen gleichermalRen fortgesetzt.
Nach Erreichen der untersten Reihe wurden die (iberschiissigen 50 pl Virusverdiinnung ver-
worfen. Nun wurde das Medium der tags zuvor ausgesaten MDCKII-Zellen ausgeworfen und
dreimal mit Infektions-PBS gewaschen. Hierbei musste, um Zellverluste zu vermeiden, darauf
geachtet werden, dass die Waschlosung nicht direkt auf den Zellrasen aufpipettiert wurde,
sondern eher an die seitlichen Wande der jeweiligen Vertiefungen. Daraufhin wurden je-
weils 50 ul der Virusverdiinnungen mit der Multikanalpipette von niedriger zur hohen Kon-
zentration auf die MDCKII-Zellen aufgebracht. Das heif§t, es wurde jeweils bei Reihe H be-
gonnen und sich weiter bis zur Reihe A vorgearbeitet. Die Zellen wurden dann bei 37 °C und
5 % CO, inkubiert. Wahrend alle vorangegangenen Schritte, abgesehen von den Inkubations-
schritten, auf Eis durchgefiihrt werden mussten, konnte nun auf dieses verzichtet werden.
Nach Ablauf einer Stunde wurde die Inkubation der Zellen unterbrochen und jede Vertiefung
mit 100 pl Avicel-Mix erganzt. AnschlieBend wurde die Inkubation fur einen Zeitraum von 22

bis 30 Std. fortgesetzt.
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3.2.2.2.2 Fixierung

Nach Beendigung der Inkubationszeit wurde der Avicel-Mix ausgeworfen und die Zellen
wurden zweimal hintereinander mit 100 ul PBS je Vertiefung gespiilt. Anschliefend wurden
die Zellen durch die Zugabe von jeweils 100 pl Roti-Histofix pro Vertiefung bei einer 30-
minitigen Inkubation bei 4 °C im Kiihlschrank fixiert. Danach wurde die Roti-Histofix-Losung
ausgeworfen und es wurden die Zellen erneut zweimal mit PBS gewaschen. SchlieBlich wur-
den die Zellen mit PBS bedeckt und dadurch vor dem Austrocknen geschitzt, bevor, nach
dulerer Desinfektion der Titrationsplatten, die weiteren Arbeitsschritte im S1-Labor fortge-

setzt wurden.

3.2.2.2.3 Féarbung

Vor der Farbung der Titerplatten wurde zunachst das PBS aus den Titerplatten ausgeworfen.
Dann wurde pro Vertiefung 100 pl Triton X-100-Lésung (0,3 %) hinzugegeben und fir
10 Min. bei Raumtemperatur auf dem Schitteltisch inkubiert, wodurch die Zellen permeabi-
lisiert wurden. Anschliefend wurde die Triton X-100-Losung ausgeworfen und je Vertiefung
100 pl FBS-Losung (10 %) erganzt. Es folgte ein weiterer 10-mindtiger Inkubationsschritt auf
dem Schiitteltisch. Danach wurde die FBS-Losung ausgeworfen und je Vertiefung 50 pl Pri-
marantikorper-Losung aufgebracht. Hierbei handelte es sich um einen monoklonalen Anti-
korper, der an das Nukleoprotein von Influenza-A-Viren bindet (MCA-400) und in einem Ver-
haltnis von 1:10 000 in Tween-20-Losung mit FBS Verwendung fand. Nach einstiindiger In-
kubation auf dem Schitteltisch wurde die Antikorper-Losung ausgeschlagen und die Zellen
durch eine 5-mindtige Inkubation auf dem Schitteltisch mit je 100 pl Tween-20-Losung
(0,1 %) pro Vertiefung gewaschen. Im Verlaufe des Waschschrittes wurde bereits der durch
Peroxidase konjugierte Anti-Mouse-IgG-Sekundarantikérper im Verhaltnis von 1:1 000 in
Tween-20-Lésung mit FBS verdiinnt, so dass im Anschluss, nachdem die Tween-20-Lésung
ausgeworfen wurde, sofort 50 pl der Sekundarantikdrper-Lésung pro Vertiefung auf die Zel-
len gegeben werden konnten. Es folgte eine 30-minitige Inkubation der Titerplatten auf
dem Schitteltisch, bevor die Zellen dann erneut dreimal mit Tween-20-Lésung gewaschen
wurden. Am Ende erfolgte die Zugabe von 50 ul TrueBlue-Peroxidasesubstrat pro Vertiefung
und die Zellen wurden, nach 10-minttiger Inkubation auf dem Schitteltisch, abschliefend
dreimal mit zweifach destilliertem H,O fiir eine Minute gewaschen. Nachdem die Titerplat-

ten an der Luft getrocknet waren, standen sie zur Auswertung bereit.
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3.2.2.2.4 Auswertung

Die fertig gefarbten Titerplatten wurden zur weiteren Auswertung mit einem Flachbettscan-
ner erfasst und mit einer Auflésung von 600 DPI unter Verwendung der Grafiksoftware Paint
auf dem Computer dargestellt. Das Bild einer eingescannten Titerplatte ist in Abbildung 9 zu
sehen. Das Computerprogramm ermaoglichte die optische Untersuchung einer jeden Vertie-
fung, wobei die viralen Foci jeweils markiert und deren Anzahl bestimmt wurde. Die Auszah-
lung innerhalb einer Reihe wurde immer an der Vertiefung begonnen, die den hochsten Ver-
diinnungsgrad in Kombination mit einer Bildung von Foci aufwies und wurde dann fir die
beiden folgenden Vertiefungen mit niedrigeren Verdiinnungen fortgesetzt. Wichtig war
hierbei, dass nur valide Werte berlicksichtigt wurden. Das heil3t, dass pro Titrationsreihe nur
die drei aufeinanderfolgenden Vertiefungen verwendet wurden, deren Anzahl an Foci dqui-
valent zu dem Verdiinnungsgrad zu oder abnahmen. Abbildung 10 zeigt die Titerplatte aus

Abbildung 9 nach Auszahlung und Markierung der Foci pro Vertiefung.
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Abbildung 9: Scan einer 96-Well-Platte nach Durchfiihrung eines Avicel Plaque As-
say.
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Abbildung 10: Beispielhafte Auszdahlung und Markierung der Foci je Vertiefung an-
hand der 96-Well-Platte aus Abbildung 9.

Die Anzahl an Foci wurden anschliefend in das Tabellenkalkulationsprogramm Excel tber-
tragen und unter Beriicksichtigung der vorausgegangenen Verdiinnungen die Menge an
Focus-bildenden Einheiten (focus forming units, FFU) pro Milliliter bestimmt. Fir die erste
Reihe der Titerplatte wurden hierzu beispielsweise die ausgezdhlten Foci je Vertiefung mit
dem Faktor 60 multipliziert. Dieser ergab sich aus der vorausgegangenen 1-zu-3-Verdiinnung
der vorverdinnten Virusproben vor der Infektion (Faktor 3), der weiteren 1-zu-3-
Verdinnung durch Zugabe des Avicel-Mix (Faktor 3) und der abschlieRenden Angleichung
des Ergebnisses von FFU/150 pl auf FFU/ml (Faktor 6,67). Fur die zweite Reihe und alle fol-
genden wurde zusatzlich mit ansteigender Verdiinnung pro Reihe ein Faktor von 3 mit ein-
bezogen. Dies bedeutete beispielsweise fiir Reihe 2, dass zusatzlich mit 3 multipliziert wur-
de, fir Reihe 3 mit 9 und so weiter. Dann wurden die Ergebnisse innerhalb einer Verdin-
nungsreihe gemittelt und mit dem Faktor der Vorverdiinnungen multipliziert, das heiRt bei-
spielsweise eine Multiplikation mit 100 bei einer 1-zu-100-Vorverdinnung. Schliellich wurde
pro Verdiinnungsreihe die Anzahl der Foci je Milliliter aus den Ergebnissen von drei techni-
schen Replikaten gemittelt und der Virustiter als Logarithmus zur Basis 10 angegeben. Tabel-
le 10 zeigt die Vorgehensweise zur Bestimmung des Virustiters anhand der ersten Verdiin-

nungsreihe der 96-Well-Titerplatte, die auch schon in Abbildung 9 und 10 verwendet wurde.
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Tabelle 10: Bestimmung des Virustiters

Reihe Focusanzahl Faktor FFU

1 60

2 17 180 3060

3 5 540 2700

4 4 1620 6 480

5 4 860

6 14 580

7 43 740

8 131220

Mittelwert 4 080
Verdiinnungsfaktor 10 000 40 800 000
LOG10 7,6106602

3.2.2.3 Intrazellulare FACS-Farbung

3.2.2.3.1 Untersuchung der Infektionsfdhigkeit von C1R-DLA-88*50101-Zellen

Um herauszufinden, ob sich C1R-DLA-88*50101-Zellen mit Influenzavirus RB1 infizieren las-
sen, wurden die Zellen am Vortag ausgezahlt und jeweils 1,6 x 10’ Zellen in 16 ml RPMI-
Zellkulturmedium gleichmaRig auf sieben Vertiefungen einer 24-Well-Platte verteilt. Am
nachsten Tag wurden die Zellen in das S2-Labor verbracht, jeweils in 15-ml-Falcon-Réhrchen
Uberfihrt und 2 ml PBS wurde ergadnzt. Anschliefend wurde fiir 5 Min. bei 1 200 rpm zentri-
fugiert. Nach Abkippen des Uberstandes wurde in 10 ml PBS resuspendiert und erneut zent-
rifugiert. Letztgenannter Waschschritt wurde noch ein weiteres Mal durchgefiihrt und die
Zellen in 2 ml PBS aufgenommen. AnschlieRend wurden die Zellen der Proben 3, 4, 5, 6, 7
und 8 mit jeweils 2 x 10° FFU in 1 ml Infektions-PBS (MOI von 1) infiziert und fiir 1 Std. bei 37
°Cund 5 % CO, inkubiert. Fir die Proben 1 und 2 wurde jeweils nur 1 ml Infektions-PBS ver-
wendet. Danach wurde erneut zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und die Zellen

jeweils in 1 ml BA-RPMI-Inkubationsmedium mit 1,2 ul Trypsin pro Milliliter Losung aufge-
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nommen. Proben 1, 2, 3 und 4 wurden dann fiir 9 Std., Proben 5 und 6 fiir 12 Stunden und
Proben 7 und 8 fiir 15 Std. bei 37 °C und 5 % CO, in einer 24-Well-Platte inkubiert. Nach Ab-
lauf der Inkubationszeit wurden samtliche Proben in 4-m|-FACS-R6hrchen tberfiihrt und fur
10 Min. bei 1 000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgekippt und die Zellen
wurden einmal mit 4 ml PBS gewaschen. AnschlieBend wurde die PBS-Losung abpipettiert
und die Zellen in 1 ml Fixations-/Permeabilisationsreagenz durch Vortexen resuspendiert. Es
folgte eine Inkubation fiir 45 Min. bei Raumtemperatur, bei der die Zellen abgedunkelt wur-
den. Von da an konnten alle Schritte im S1-Labor stattfinden, wobei die Zellen stets gekiihlt
werden mussten, damit deren Permeabilisation aufrechterhalten werden konnte. Nach einer
Zentrifugation, die wie alle nachfolgenden Zentrifugationsschritte fir 7 Min. bei 1 200 rpm
und 4 °C erfolgte, wurden die Zellen zweimal mit 2 ml Perm/Wash-Losung gewaschen. An-
schlieBend wurde fiir 15 Min. mit 75 pl CD 16/32-Antikorper (1 : 4 in FACS-Puffer) abgedun-
kelt bei 4 °C inkubiert, um die unspezifischen Bindungsstellen zu blockieren. Dann wurde wie

folgt vorgegangen:

Zugabe von 800 pl MCA-400-Primarantikérper (1: 100 in FACS-Puffer), der an das In-
fluenza-A-Nukleoprotein bindet, zu Proben 1, 2, 3, 5und 7

Zugabe von 800 ul FACS-Puffer zu Proben 4, 6 und 8

einstiindige Inkubation abgedunkelt bei 4 °C und Vortexen im 15-minitigen Abstand
zweimaliges Waschen mit 2 ml FACS-Puffer

Zugabe von 100 pl Sekundarantikorper Anti-Mouse-IgG-FITC (1 : 100 in FACS-Puffer)
45-minutige Inkubation abgedunkelt bei 4 °C

zweimaliges Waschen mit 2 ml| FACS-Puffer

Aufnahme in 200 pl FACS Lysing Solution

Analyse der Proben wie unter 2.2.3.1. beschrieben mit Hilfe eines FACSCalibur-

Zytometers

3.2.2.3.2 Infektionsfahigkeit von C1R-DLA-88*50101-Zellen ohne Trypsin

Zur In-vitro-Infektion von Zellen wird dem Zellkulturmedium in der Regel das Enzym Trypsin
hinzugefligt, wodurch das virale Oberflachenprotein Hamagglutinin proteolytisch aktiviert
und somit eine Virusreplikation ermaoglicht wird [143]. Trypsin beschrankt seine proteolyti-
sche Tatigkeit nicht nur auf die Spaltung des Hamagglutinins in seine Untereinheiten, son-

dern kann auch andere Oberflachenmolekiile schneiden, wie zum Beispiel MHC-Komplexe,
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und deren Vorkommen somit mindern. Um eine moglichst groRe Ausbeute an Peptidligan-
den bei der Immunaffinitatschromatographie zu erzielen, wird jedoch eine méglichst groRe
Menge an MHC-Komplexen auf der Zelloberflache bendétigt. Da einige Zelllinien lber eine
endogene Proteaseexpression verfiigen und somit auch ohne die Verwendung von Trypsin
mit Influenza-A-Viren infiziert werden konnen, wurde durch den Einsatz einer intrazellularen
FACS-Farbung Uberprift, ob sich Zellen, die mit dem Allel DLA-88*50101 transfiziert wurden,
auch ohne die Verwendung von Trypsin effizient infizieren lassen. Die intrazelluldre FACS-
Farbung stellt ein Verfahren dar, bei dem monoklonale Antikérper eingesetzt werden, um

intrazelluldre Antigene zu identifizieren.

Als Vorbereitung wurden C1R-DLA-88*50101-Zellen ausgezihlt und 3 x 10° Zellen fur die
Scheininfektion (Si), sowie 9 x 10° Zellen fiir die verschiedenen Infektionsansitze in jeweils
ein 0,5 ml Eppendorf-ReaktionsgefaR Uberfihrt. Danach wurde fir 10 Min. bei 4 °C und
1 000 rpm zentrifugiert, der Uberstand verworfen und die Zellen jeweils in 0,5 ml PBS resus-
pendiert. Insgesamt wurde dieser Waschschritt dreimal durchgefiihrt. Von diesem Zeitpunkt
an wurde im S2-Labor weiter gearbeitet. Die Uberstdnde wurden mit der Pipette abgenom-
men und 60 pl PBS in das Si-ReaktionsgefaR tberfiihrt (5 x 10’ Zellen/ml). Die Zellen des an-
deren ReaktionsgefiRes wurden mit 1,8 x 10’FFU (MOI von 2) infiziert und auf ein Volumen
von 180 ul mit PBS aufgefiillt (5 x 10’ Zellen/ml). Dann wurden beide Reaktionsgefalle fir

1 Std. bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert. AnschlieBend wurde unterschiedlich vorgegangen:

Probe 1: Scheininfektion

60 pl Scheininfektionsansatz in 48-Well-Platte; Zugabe von 200 ul erwdarmtem BA-RPMI-
Inkubationsmedium mit 1,2 pl Trypsin pro Milliliter Losung; halbstiindige Inkubation bei
37 °C und 5% CO,; Abzentrifugieren (1 000 rpm; 10 Min.; 24 °C); Resuspendieren in
2,9 ml erwdrmtem RPMI-Zellkulturmedium; Inkubation fir 11 Std. bei 37 °C und 5 %
CO..

Probe 2: Inkubation ohne Trypsin

Uberfiihrung von 60 pl aus Infektionsansatz in 48-Well-Platte; Zugabe von 2,9 ml RPM-
Zellkulturmedium; Inkubation fiir 11,5 Std. bei 37 °Cund 5 % CO..
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Proben 3 und 4: Inkubation mit Trypsin

Jeweils 60 pl aus Infektionsansatz in 48-Well-Platte; Zugabe von 200 pl erwdarmtem BA-
RPMI-Inkubationsmedium mit 1,2 ul Trypsin pro Milliliter Lésung; halbstiindige Inkubation
bei 37 °C und 5 % CO,; Abzentrifugieren (1 000 rpm; 10 Min.; 24 °C); Resuspendieren in
2,9 ml erwdrmtem RPMI-Zellkulturmedium; Inkubation fur 11 Std. bei 37 °Cund 5 % CO,.

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Proben jeweils in ein 4-mI-FACS-R6hrchen Uber-
fuhrt und fiir 10 Min. bei 1 000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgekippt
und die Zellen wurden einmal mit 4 ml PBS gewaschen. Anschliefend wurde die PBS-Losung
abpipettiert und die Zellen in 1 ml Fixations-/Permeabilisationsreagenz durch Vortexen re-
suspendiert. Es folgte eine Inkubation fir 45 Min. bei Raumtemperatur, bei der die Zellen
abgedunkelt wurden. Danach wurde jede Probe auf drei 4-mI-FACS-R6hrchen aufgeteilt, so
dass jeweils drei technische Replikate entstanden. Von da an konnten alle weiteren Schritte
wieder im S1-Labor stattfinden, wobei die Zellen stets gekiihlt werden mussten, damit deren
Permeabilisation aufrechterhalten werden konnte. Nach einer Zentrifugation, die wie alle
nachfolgenden Zentrifugationsschritte fiir 7 Min. bei 1 200 rpm und 4 °C erfolgte, wurden
die Zellen in eine 96-Well-Platte Uberflihrt und dreimal mit 200 pl Perm/Wash-Losung gewa-
schen. AnschlieRend wurde fur 20 Min. mit 100 ul 1gG-FcR-Blockierungsreagenz bei 4 °C in-
kubiert, wobei die unspezifischen Bindungsstellen der im nachsten Schritt verwendeten Pri-

marantikorper blockiert wurden. Dann wurde wie folgt vorgegangen:

100 pl MCA-400-Primarantikdrper wurden zu den Replikaten der zweiten und dritten
Probe hinzugefiigt (1 : 100 in FcR-Blockierungsldsung).

100 ul eines Anti-HLA-A3-Antikorpers als Isotypkontrolle wurden zum ersten und zwei-
ten Replikat der vierten Probe hinzugefiigt, in einer Konzentration von 10 mg/L FcR-
Blockierungslésung.

Zum dritten Replikat der vierten Probe wurden 100 ul FcR-Blockierungslésung hinzugefugt.

Es folgte eine einstiindige Inkubation bei 4 °C, in deren Anschluss die Zellen zweimal mit
200 pl Perm/Wash-Lésung gewaschen wurden. Danach wurden jeweils 100 pl Sekundéaranti-
korper-Losung zu jedem Replikat hinzugegeben, wobei ein Anti-Mouse-IgG-FITC-Antikdrper
Verwendung fand (1 : 100 in FACS-Puffer). Die Zellen wurden fiir 45 Min. inkubiert und an-

schlieBend erneut in 200 pl Perm/Wash-Losung gewaschen, bevor sie schlieflich in 300 ul
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FACS-Lysing-Solution-Losung aufgenommen wurden. Die Analyse der Proben wurde, wie

unter 2.2.3.1. beschrieben, mit Hilfe eines FACSCalibur-Zytometers durchgefiihrt.

3.2.3 Analytische Methoden

3.2.3.1 Durchflusszytometrie

Theoretischer Hintergrund

Die Durchflusszytometrie stellt ein Verfahren dar, das die Analyse und Unterscheidung ver-
schiedener Zellpopulationen ermoglicht. Innerhalb des Durchflusszytometers werden die zu
analysierenden Zellen mit Hilfe einer Tragerflissigkeit durch eine Messkiivette geleitet und

dadurch vereinzelt.

Side Scatter (S5C)

Laser 3 Forward Scatter (F5C)
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Abbildung 11: Funktionsweise eines Durchflusszytometers.

Die zu analysierenden Zellen passieren jeweils einen Laserstrahl. Hierbei
kann durch die Umwandlung des entstehenden Streulichts in elektrische
Signale jede Zelle genauer untersucht werden. Das Seitwartsstreulicht
(side scatter, SSC) stellt hierbei die seitliche Ablenkung des Lichtstrahls
dar und gibt Aufschluss Uber die intrazellulare Beschaffenheit und Gra-
nularitat der Zellen. Das Vorwartsstreulicht (forward scatter, FSC) repra-
sentiert die Beugung des Lichts im flachen Winkel und erlaubt die Beur-
teilung der ZellgroRe. Die Messung der Fluoreszenz ermoglicht die De-
tektion von Zellen und Zellbestandteilen, die mit fluoreszenzmarkierten
Antikorpern markiert wurden.

Quelle: in Anlehnung an [139, 144].
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Wahrend ihrer Passage wird die einzelne Zelle von einem Laserstrahl erfasst. Dabei wird das
Licht je nach Beschaffenheit der Zelle gestreut. Das Vorwartsstreulicht (forward scatter, FSC)
liefert hierbei Informationen Ulber die GrolRe der analysierten Zellen, das Seitwartsstreulicht
(side scatter, SSC) gibt Aufschluss liber deren Granularitdt (Abbildung 11). Die Detektion die-
ser zwei GroRen erlaubt somit, zum Beispiel kleinere Partikel wie Zelltrimmer von vollstan-
digen Zellen zu unterscheiden. Bei der in dieser Arbeit verwendeten Form des Zytometers,
einem sogenannten FACSCalibur-Gerat (fluorescence activated cell sorting, FACS) kdnnen
zusatzlich bestimmte Strukturen auf der Zelloberflache oder innerhalb von Zellen sichtbar
gemacht werden. Dies geschieht durch die spezifische Bindung von Primarantikdorpern und
der nachfolgenden Markierung mittels eines Sekundarantikorpers, der an einen Fluoreszenz-
farbstoff gekoppelt ist. Fluoreszenzfarbstoffe besitzen die Eigenschaft, eintreffendes Licht
teilweise zu resorbieren und wieder in einer anderen Wellenlange abzugeben. Das emittierte
Licht kann innerhalb des Zytometers durch verschiedene Detektoren, in diesem Fall ein FL-1-
Detektor, erfasst und in ein optisches Signal umgewandelt werden. Die Intensitdt des emit-
tierten Fluoreszenzlichtes steht dabei in Zusammenhang mit der Menge an gebundenen Flu-
oreszenzfarbstoffen auf der Zelloberflache [139] oder, bei intrazelluldren Farbemethoden,
innerhalb der Zellen. Je grofRer die Menge an gebundenen Fluoreszenzfarbstoffen ist, desto

grofer ist die gemessene Fluoreszenzintensitat.

3.2.3.1.1 Durchfiihrung

Nach der Aufbereitung der Zellen wurden diese mit Hilfe des Computerprogramms Cell Qu-
est Pro an einem FACSCalibur-Zytometer analysiert und mittels des Programms FlowlJo
10.0.7. visualisiert. Hierbei wurde die zu analysierende Zellzahl auf 5 000 Zellen beschrankt.

Es wurden die folgenden Einstellungen verwendet (Tabelle 11 und 12):
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Tabelle 11: Einstellungen zur Bestimmung der MHC-Expression und bei der intrazellu-
laren FACS-Farbung.

Detector Voltage AmpGain Mode
FSC E-1 4,99 Lin
SSC 458 1.00 Lin
FL-1 421 1.00 Log

Tabelle 12: Einstellungen fiir den Peptidbindungsassay

Detector Voltage AmpGain Mode
FSC E-1 4,99 Lin
SSC 480 1.00 Lin
FL-1 510 1.00 Log

Durch die gemeinsame Darstellung der Parameter SSC und FSC in einem Dot-Plot-Schaubild
bestand fir jede Probe die Maoglichkeit, bestimmte Bereiche innerhalb des Messspektrums
durch das Setzen eines Fensters (dem sogenannten Gate) zu fokussieren und somit die Rein-

heit der zur Analyse herangezogenen Zellen zu steigern (Abbildung 12).
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Abbildung 12: Exemplarische Darstellung eines Dot Plot von C1R-DLA-88*03201-
Zellen.

Hierbei wurden die untersuchten Zellen nach ihrem Seitwartsstreulicht
(SSC) und ihrem Vorwartsstreulicht (FSC) dargestellt. In der Folge konnte
die Reinheit der zu analysierenden Zellen erhéht werden, indem durch
die Verwendung eines Gates Zelltrimmer oder zu stark granulierte Zel-
len von der weiteren Darstellung in einem Histogramm ausgeschlossen
wurden. In diesem Fall liegen 64,71 % der Probe innerhalb des einge-
grenzten (,gegateten”) Bereichs.

In der Folge konnte dann der Bereich des besonderen Interesses in einem weiteren Schau-
bild, dem sogenannten Histogramm, einer genaueren Untersuchung unterzogen werden.
Das Histogramm wurde in diesem Fall durch die Aufzeichnung der Haufigkeit bestimmter
Fluoreszenzintensitaten, die mit dem FL-1-Detektor gemessen wurden, charakterisiert. Die
Starke der Fluoreszenz korrelierte hierbei jeweils mit der Menge an MHC-gebundenen Pri-
marantikorpern auf der Zelloberflache, da diese, wie vorher bereits erwahnt, zusatzlich

durch FITC-gekoppelte Sekundéarantikérper markiert wurden (Abbildung 13).
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Abbildung 13: Exemplarische Darstellung der Histogramme ausgewahlter K562-DLA-
88*03201- und C1R-DLA-88*50101-Zellen zur Bestimmung der DLA-
Expression.

Die Histogramme zeigen die Fluoreszenzintensitdt der Ansatze nach In-
kubation mit verschiedenen Primdrantikérpern und nachfolgender Zu-
gabe von FITC-markiertem Sekundarantikdrpern. Die rote Kurve zeigt die
Eigenfluoreszenz der Zellen unter ausschlieBlicher Verwendung von
FITC-markierten Sekundarantikérpern. Die griine Kurve stellt die Fluo-
reszenz der Zellen nach Inkubation mit BBM.1 als Primarantikdrper dar.
Dieser Antikorper kann sowohl an canine als auch an humane MHC-
Komplexe binden. Die lila Kurve veranschaulicht die Fluoreszenz der Zel-
len nach Verwendung des W6/32-Antikorpers, der nur an humane MHC-
Molekile bindet. Bei den transfizierten K562-Zellen genligte die Ver-
wendung von BBM.1 als Primédrantikorper zur Analyse der DLA-
Expression, da diese Zelllinie keine eigenen MHC-Molekiile auf der Ober-
flache ausbildete. Die transfizierten C1R-Zellen hingegen mussten so-
wohl mit BBM.1- als auch mit W6/32-Antikérpern inkubiert werden, da
diese liber eine eigene, humane MHC-Expression verfligten.
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3.2.3.2 Isolation von viralen/zellularen DLA- und HLA-Liganden

3.2.3.2.1 Vorbereitung Infektionsansatz

Fir die nachfolgende Immunaffinitatschromatographie wurden sowohl C1R-DLA-88*50101-
als auch JY-Zellen verwendet. Die Kultivierung der C1R-DLA-88*50101- und JY-Zellen wurde in
2L-Rollflaschen durchgefiihrt. Nach Bestimmung der Zellzahl wurden pro Zelllinie 2 x 10° Zel-
len entnommen und in Sorvall-Flaschen (berfiihrt. Nach 10-mindtiger Zentrifugation in einer
Sorvall-Zentrifuge bei 1 120 rpm und 4 °C wurde der Uberstand abgekippt und die Zellpellets
wurden mit PBS resuspendiert. Dann wurden die Zellen so aufgeteilt, dass jeweils 1 x 10° Zel-
len fiir den Infektionsansatz und 1 x 10° fiir den Scheininfektionsansatz in ein 50-ml-Falcon-
Réhrchen verbracht wurden. Im Anschluss folgten drei Waschschritte, bei denen jeweils zent-
rifugiert (1 200 rpm, 7 min, 4 °C), der Uberstand abgekippt und wieder mit 50 ml PBS resus-
pendiert wurde. Die Zellen wurden auf Eis ins S2-Labor verbracht. Dort wurde der Infektions-
ansatz mit einer MOI von 2 fir 1 Std. bei 37 °Cund 5 % CO, in 10 ml Infektions-PBS inkubiert.
Der Scheininfektionsansatz wurde auf dieselbe Weise behandelt, jedoch unter ausschlieRli-
cher Verwendung von Infektions-PBS. Nach einer Zentrifugation fiir 7 Min. bei 1 200 rpm und
4 °C wurden die Uberstinde verworfen, die Zellen eines jeden Ansatzes in 30 ml BA-RPMI-
Inkubationsmedium aufgenommen und auf sechs 175-cm?Zellkulturflaschen verteilt. Es wur-
den jeweils 5 ml Zellsuspension mit 45 ml BA-RPMI-Inkubationsmedium verdiinnt. Hiernach
erfolgte eine Inkubation fur 11 Std. bei 37 °C und 5 % CO,. Anschliefend wurde der Inhalt der
Zellkulturflaschen in 50-ml-Falcon-Réhrchen Gberfiihrt und bei 1 200 rpm fiir 7 Min. bei 4 °C
zentrifugiert. Die Uberstande wurden abgekippt, die Zellpellets in 5 ml PBS resuspendiert und
in einem weiteren 50-ml-Falcon-Réhrchen vereinigt. Anschliefend wurden alle leer geworde-
nen Falcon-Réhrchen einmal im Kettenprinzip mit 5 ml PBS gespiilt, um Zellverluste moglichst
gering zu halten. Die vereinigten Zellsuspensionen wurden dann fiir 7 Min. bei 4 °Cund 5 %
CO; zentrifugiert und zweimal mit 50 ml PBS gewaschen. Wahrend den Zentrifugationszeiten
wurde der zweifach konzentrierte CHAPS-Lysepuffer in einem 50-ml-Falcon-Réhrchen ange-
fertigt. Zu den Zellpellets der Ansatze wurde zusatzlich ein Volumen an zweifach konzentrier-
tem und vier Volumen an einfach konzentriertem CHAPS-Lysepuffer gegeben. Es folgte eine
einstiindige Inkubation auf dem Schitteltisch bei 4 °C sowie eine viermalige 20 Sek. lange
Beschallung der Zellen im Ultraschallbad. Danach wurde erneut fiir 1 Std. bei 4 °C auf dem

Schitteltisch inkubiert sowie fur 1 Std. bei 4 000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Um Zelltrimmer
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zu entfernen, wurde dann nur der Uberstand weiterverwendet und dieser zusatzlich durch

Verwendung eines 0,5-um-Filters aufgereinigt.

3.2.3.2.2  Vorbereitung nicht infizierter Zellen

Fir die Immunaffinitdtschromatographie der K562-DLA-88*03201-, C1R-DLA-88*03201- und
C1R-HLA-A*02:01-Zellen wurden diese zunachst ausgezdhlt und dann in einer Sorvall-
Zentrifuge zentrifugiert (10 Min., 1440 rpm, 4 °C). Nach dem Abkippen des Uberstandes
wurden die Zellpellets jeweils in 5 ml PBS resuspendiert und in einem 50-ml-Falcon-
Rohrchen vereinigt. Die Sorvall-Zentrifugationsgefalle wurden anschlieRend nach dem Ket-
tenprinzip mit 5 ml PBS gespilt und die Spilflissigkeit wurde ebenfalls in das 50-ml-Falcon-
Rohrchen Uberfiihrt. AnschlieRend wurde erneut fiir 10 Min. bei 1 440 rpm und 4 °C zentri-
fugiert, der Uberstand abgekippt und mit 30 ml PBS resuspendiert. Letztgenannter Wasch-
schritt wurde insgesamt zweimal wiederholt, bevor das Zellpellet zur weiteren Verwendung
bei -80 °C eingefroren wurde. Am Tag, an dem die Immunaffinitatschromatographie durch-
geflihrt werden sollte, wurde das Zellpellet in der Hand aufgetaut und ein Volumen an zwei-
fach konzentriertem CHAPS-Lysepuffer hinzugegeben. Anschlieend wurde das Zelllysat in
ein PottergefaR Gberfiihrt und die Zellen wurden durch langsames Auf- und Abbewegen des
PottergefalRes Gber 2 Min. bei 200 rpm zerkleinert. Das Zelllysat wurde in ein neues 50-ml-
Falcon-R6hrchen Uberfiihrt, das Pottergefdll zweimal mit einfach konzentriertem CHAPS-
Lysepuffer gesplilt und die Spiilflissigkeit ebenfalls in das 50-ml-Falcon-Rohrchen (iberfiihrt.
Im weiteren Verlauf wurde genauso vorgegangen, wie unter 3.2.3.2.1 beschrieben, nachdem

der CHAPS-Lysepuffer hinzugegeben wurde.

3.2.3.2.3 Vorbereitung der Sdulenmatrix fir die Affinitatschromatographie

Mit Hilfe der Affinitatschromatographie konnten MHC-Komplexe aus den vorbereiteten Ly-
saten isoliert werden. Hierzu wurde der Antikdrper BBM.1, der an Bromcyan-aktivierte Se-
pharose gekoppelt wurde, verwendet. Der Vorgang der Antikdrperkopplung verlief in meh-
reren Schritten und wurde bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Die Zentrifugation erfolgte
jeweils fiir 4 Min. bei 300 rom ohne Bremse. Als erstes wurden 40 mg Sepharose pro Milli-
gramm verwendetem BBM.1-Antikdrper in einem 50-ml-Falcon-Réhrchen eingewogen. Dann
wurden zusatzlich 45 ml einer 1 mM Salzsdure hinzugegeben und nach fiinfmaligem

Schwenken fiir 30 Min. auf dem Drehrad rotiert. AnschlieBend wurde zentrifugiert und der



68 Material und Methoden

Uberstand vorsichtig abgegossen. Dann wurde der Antikdrper hinzugegeben und auf 45 ml
mit Kopplungspuffer aufgefiillt. Nach flinfmaligem Schwenken wurde es fiir 2 Std. auf dem
Drehrad rotiert und im Anschluss wieder zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig ab-
gekippt und anschliefend das Falcon-Réhrchen mit 0,2 M Glycin auf 50 ml aufgefiillt. Es folg-
te ein finfmaliges Schwenken und ein einstlindiges Rotieren auf dem Drehrad. Nach einer
weiteren Zentrifugation wurde der Uberstand verworfen und zweimal mit 45 ml PBS gewa-
schen. AbschlieRend wurde zentrifugiert und das Sediment anschlieBend in PBS resuspen-
diert, so dass 1 mg Antikoérper pro Milliliter PBS vorlag. Die weitergehende Lagerung erfolgte

bei 4 °C.

3.2.3.2.4  Affinitatschromatographie

Vor der Verwendung der Chromatographie-Saulen mussten diese zunachst gewaschen wer-
den. Hierzu wurden sie inklusive Deckel und Dreiwegehahn zweimal gegenlaufig mit Ethanol
und ddH,0 gespiilt. Danach wurden die Sdulen von auflen abgetrocknet und mit beschrifte-
tem Klebeband gekennzeichnet. AuBerdem wurde Uberpriift, ob jede Sdule einen Filter be-
inhaltete, so dass spater die Zurlickhaltung der Sepharosekigelchen im Inneren gewahrleis-

tet werden konnte.

Die Saulen wurden anschlieBend in den 4-°C-Kiihlraum des S2-Labors tberfiihrt. Dort wur-
den sie zundchst an peristaltische Pumpen angeschlossen und mit Hilfe von Aufsaug- und
Auslassschlauchen mit PBS gespilt. Nachdem man die Saulen trockenlaufen liel3, wurde der
Sepharose-gekoppelte Antikorper bei geschlossenem Dreiwegehahn in 1-ml-Teilmengen
eingefillt. Es wurde pro Milliliter Zellpellet 1 ml Antikdrperlésung verwendet. AnschlieSend
wurden die Saulensysteme mit einfach konzentriertem CHAPS-Lysepuffer gefillt und das
jeweilige Zelllysat aufgebracht. Diese lieR man mit einer FlieRgeschwindigkeit von zwei Milli-
litern pro Minute tber Nacht zirkulieren. Innerhalb der ersten halben Stunde kam der Kon-
trolle der Saulen eine besondere Bedeutung zu, da auf diese Weise undichte Stellen erkannt
und somit ein Trockenlaufen verhindert werden konnte. Am néchsten Tag wurden die Sdulen

fiir 30 Min. mit PBS und fiir 1 Std. mit ddH,0 gewaschen.
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3.2.3.2.5 Elution und Ultrafiltration

Alle nachfolgenden Schritte wurden fiir den Infektionsansatz bei 4 °C im Kihlraum des S2-
Labors oder im Falle der nicht infizierten Zellen im Kiihlraum des S1-Labors durchgefiihrt
unter Verwendung von niedrig bindenden Eppendorf-Reaktionsgefdllen sowie MS-reinen
Pipettenspitzen. Zundchst wurden die 0,5-ml-Amicon-Filtereinheiten vorbereitet. Hierzu
wurde jeweils nacheinander mit 500 pl LC-MS Wasser, 0,1 M NaOH, LC-MS Wasser und TFA-
Losung (0,2 %) fir 10 Min. bei 13 000 rpm zentrifugiert. Der Durchlauf wurde verworfen.
Wahrenddessen lieR man die Saulen trockenlaufen und bedeckte deren Matrix mit TFA-
Losung (0,2 %). Im ersten Schritt wurde zusatzlich 1 Tropfen 10%ige TFA-Losung hinzugege-
ben, um den pH-Wert schneller abzusenken. AnschlieBend wurde fir 30 Min. auf dem Schiit-
teltisch inkubiert. Durch die saure Behandlung konnten Peptidliganden sowie nicht kovalent
gebundene a-Ketten und B,.Mikroglobuline von den Saulen geldst werden. Das Eluat wurde
in der Folge mit einer 50-ml-Spritze aus den Saulen in die Amicon-Filtereinheiten geblasen.
Die Zugabe von Trifluoressigsaure (0,2 %) wurde insgesamt achtmal durchgefihrt. Die Ultra-
filtration des Eluats erfolgte durch die Zentrifugation der Amicon-Filtereinheiten fiir jeweils
15 Min. bei 13 000 rpm. Dies wurde durchgefiihrt, bis das gesamte Eluat ultrafiltriert wurde.
AbschlieBend wurde der Filter durch die Zugabe von 400 pl Abe gespilt und der Durchlauf zu
dem restlichen Ultrafiltrat gegeben. Mit Hilfe der Ultrafiltration konnten die Peptidliganden

von den restlichen Bestandteilen der MHC-Komplexe separiert werden.

3.2.3.2.6  Vakuumzentrifugation

Das Ultrafiltrat wurde anschlieBend mit Hilfe einer Vakuumzentrifuge auf ein Volumen von
40 pl konzentriert. Hierbei konnte es passieren, dass die Proben aus organisatorischen
Grinden eingetrocknet werden mussten. Um die Peptide anschlieRend wieder aus den Ep-
pendorf-Reaktionsgefdllen zu I6sen, wurden 200 ul B* hinzugegeben und die Proben zwei-
malig fir 30 Sek. gevortext. Zwischen den beiden Vortexeinheiten wurde zusatzlich fir
5 Min. im Ultraschallwasserbad inkubiert. Hinterher wurden 30 ul A* erganzt und abermals

auf 40 pl Gesamtvolumen eingeengt.
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3.2.3.2.7 Reinigung und Entsalzung

Im Anschluss konnten die Proben mit Hilfe von C18-Zip-Tip-Pipettenspitzen entsalzt, gerei-
nigt und weiter aufbereitet werden. Hierzu wurden diese zunéchst fiir 5 Min. bei 13 000 rpm
und 4 °C zentrifugiert und der Uberstand wurde anschlieRend in ein niedrig bindendes 1,5-
ml-Eppendorf-Reaktionsgefal} (berfiihrt. AnschlieRend wurden pro Probe zuséatzlich vier
niedrig bindende 1,5-ml-Eppendorf-Reaktionsgefalle vorbereitet. In zwei davon wurden je-
weils A* und B* vorgelegt, wihrend die Ubrigen einmal als BeladungsgefiR und einmal als
Abfall dienten. AuBerdem wurde ein niedrig bindendes 0,5-ml-Eppendorf-Reaktionsgefald
mit 20 ul B* befillt. Wahrend der nachfolgenden Pipettierschritte musste darauf geachtet
werden, dass keine Luft an das C18-Material gelangte. Hiervon ausgeschlossen war der letzte
Elutionsschritt eines jeden Durchgangs. Insgesamt wurden flinf Durchgidnge pro Probe
durchgefihrt. Verwendung fand hierbei eine 10-ul-Pipette, die auf ein Pipettiervolumen von

10 pl eingestellt war. Der Reihe nach wurde wie folgt vorgegangen:
1. Reinigung der C18-Matrix: Aspiration und anschliefendes Verwerfen von B* (zehnmal).
2. Equilibrierung: Aspiration und anschlieBendes Verwerfen von A* (flinfmal).

3. Beladung der C18-Matrix: Uberfiihrung der Probe in das BeladungsgefaR (Probe wird in
den weiteren Durchgdangen immer zwischen den zwei ReaktionsgefaBen hin- und herpi-

pettiert).
4. Waschen und Entsalzen: Aspiration und anschlielendes Verwerfen von A* (dreimal).

5. Elution: 10-maliges Auf- und Abpipettieren in 20 pl B* mit abschlieBendem Ausblasen

des Pipetteninhalts.

Nach dem ersten Durchlauf wurden alle weiteren Durchldufe erst beim zweiten Schritt be-

gonnen.

3.2.3.3 Massenspektrometrie

3.2.3.3.1 Vorbereitung fir die Massenspektrometrie

Das Eluat wurde in der Vakuumzentrifuge auf ein Volumen von 10 pl eingeengt und in ein

Autosampler-Vial Uberfiihrt. AnschlieRend wurde mit Aoap auf ein Gesamtvolumen von
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25 ul aufgefillt und die Proben wurden bis zur massenspektrometrischen Messung bei

-20 °C gelagert.

3.2.3.3.2 LC-MS/MS

Zur Analyse und Detektion der isolierten Peptide wurde ein LC-MS/MS-System verwendet.
Dieses ermoglicht die Trennung und Identifizierung von Molekiilen durch die Kombination
der Hochleistungsflissigkeitschromatographie (high performance liquid chromatography,
HPLC) mit der Tandem-Massenspektrometrie (MS/MS). Die Hochleistungsfliissigkeitschro-
matographie wurde mit einem 3000-RSLCnano-HPLC-System durchgefiihrt, das im Falle der
C1R-Zellen an ein LTQ-Orbitrap-XL-Massenspektrometer und im Falle der JY-Zellen an ein
Orbitrap-Fusion-Lumos-Massenspektrometer gekoppelt wurde. Die Nano-HPLC-Sdule er-
moglichte es, Peptide unter Einsatz einer steigenden Konzentration des unpolaren Losungs-
mittels Acetonitril aufzutrennen [145]. Hierbei wurden pro Replikat jeweils 5 ul (20 %) des

Zip-Tip-Eluats verwendet.

3.2.3.3.3 LTQ Orbitrap XL

Zur massenspektrometrischen Analyse der Peptide von C1R-Zellen wurde ein LTQ-Orbitrap
XL-Hybridmassenspektrometer verwendet. Dieses besteht aus finf Hauptbestandteilen: ei-
ner Elektrospray-lonenquelle, einer linearen LTQ-lonenfalle, einer c-formigen lonenfalle,
einer Kollisionszelle sowie einem Orbitrap-Massenanalysator (Abbildung 14). Nach Auftren-
nung der Peptide mittels HPLC-Verfahren wurden diese mittels Electrospray-lonisation (ESI)
ionisiert. Bei der ESI werden die Molekile mit Hilfe eines Losungsmittels durch eine Kapillare
geleitet, an der ein hohes elektrisches Potential herrscht. In der Folge werden die Molekile
durch das groRBe elektrische Feld beim Austritt in kleinen geladenen Losungsmitteltropfchen

verspriiht.
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Abbildung 14: Darstellung eines LTQ Orbitrap XL-Massenspektrometers.

Veranschaulicht wird die Elektrospray-lonenquelle mit anschlieBender
linearer LTQ-lonenfalle. Im Anschluss daran befindet sich die c-formige
lonenfalle sowie der Orbitrap-Massenanalysator zur Bestimmung des
m/z-Verhaltnisses. (Quelle: [146], modifiziert durch C. Schreitmiiller).

Diese verlieren anschlieRend immer weiter an Volumen, was durch das Verdampfen ihres
Losungsmittels sowie den fortschreitenden Zerfall in kleinere Tropfchen (Coulomb-

Explosion) bedingt ist [147].

Bezliglich der finalen Bildung einzelner Analytionen bestehen derzeitig zwei Theorien: zum
einen die Theorie des geladenen Riickstands (charged residue model, CRM), bei der letztend-
lich durch die fortwdhrende Verdampfung des Losungsmittels und weitere Coulomb-
Explosionen einzelne lonen lbrig bleiben [148], zum anderen das lonenemissionsmodell (ion
emission model, IEM), bei dem von einer direkten lonenfreisetzung aus hochgeladenen Tropf-
chen, die mehrere lonen enthalten, ausgegangen wird [149]. Die so generierten lonen werden
dann in die lineare LTQ-lonenfalle weitergeleitet und anschlieRend portionsweise zur Speiche-
rung und Lagerung in eine c-formige lonenfalle Gberfiihrt. Von dort aus erfolgt der allmahliche
Transfer der lonen in den Orbitrap-Analysator. Dieser besteht aus einer zentralen, spindelfor-
migen Elektrode sowie zwei duReren, glockenférmigen Elektroden. Innerhalb des Orbitrap-
Analysators beginnen die lonen durch elektrostatische Anziehungskraft um die zentrale Elekt-
rode zu rotieren. Dabei schwingen sie je nach Masse-zu-Ladung-Verhaltnis in unterschiedlicher
Frequenz entlang der z-Achse der Elektrode. Die Frequenz dieser Oszillation kann von einem

Detektor registriert und in ein Massenspektrum konvertiert werden [150, 151].



Methoden 73

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zunichst Ubersichtsscans (MS1-Scans) der Vorlauferionen
in dem Orbitrap-Massenanalysator angefertigt. AnschlieRend wurden die fliinf haufigsten
Vorlauferionen ausgewahlt, in der linearen LTQ-lonenfalle mittels kollisionsinduzierter Dis-

soziation (CID) fragmentiert und deren Fragmentionen aufgezeichnet.

3.2.3.3.4 Orbitrap Fusion Lumos

Fir die Analyse viraler und zelluldrer Peptide von Influenza-infizierten JY-Zellen wurde ein
Orbitrap-Fusion-Lumos-Massenspektrometer verwendet. Dieses besitzt, im Vergleich zu dem
fir die anderen Zelltypen verwendeten LTQ-Orbitrap-XL-Hybridmassenspektrometer, eine
héhere Sensitivitat und eine hohere Auswertungsgeschwindigkeit. Somit konnte gewahrleis-
tet werden, dass, trotz einer nur einmalig durchgefiihrten Immunoaffinitdtschromatogra-

phie, eine ausreichende Anzahl an Peptidsequenzen detektiert werden konnte.

3.2.3.3.5 Peptididentifizierung

Die Peptide wurden zunéachst unter Verwendung einer Nano-HPLC-Saule aufgetrennt. An-
schlieBend wurden die Vorlauferionen innerhalb einer Spanne von 400 bis 650 Th bei einer
Auflosung von 60 000 aufgezeichnet. Bei den K562- und C1R-Transfektanten wurden jeweils
die finf haufigsten zwei- und dreifach geladenen Vorlauferionen von jedem MS1-Scan fir
eine CID ausgewahlt und fir 3 Sek. von der wiederholten Fragmentierung ausgeschlossen.
Bei den JY-Zellen wurde jeweils eine Hochgeschwindigkeitsmethode angewendet, bei der
mit einer dynamischen Ausschlusszeit von 7 Sek. so viele lonen wie moglich fragmentiert
wurden. Die Fragmentionen wurden entweder in der LTQ-lonenfalle aufgezeichnet (K562-
und CI1R-Transfektanten) oder mit einer Auflésung von 30000 im Orbitrap-
Massenanalysator (JY-Zellen). Die MS-Daten wurden mit Hilfe des Programms Proteome Dis-
coverer 1.4. analysiert. Hierbei wurde die Suchmaschine Mascot 2.2.04 fiir die nicht infizier-
ten Zellen und die Suchmaschine Sequest fiir die Infektionsansatze verwendet. Die Annotati-
on der Fragmentspektren erfolgte mit den 20 279 gepriiften (reviewed) humanen Proteinen

der Datenbank Swiss-Prot (www.uniprot.org, Stand: 27. September 2013). Fiir die Infekti-

onsansidtze war die humane Datenbank zusatzlich um Aminosauresequenzen des In-
fluenzavirus A/Regensburg/D6/2009 (H1IN1) ergdnzt worden. Hierfiir wurden die Nukleo-
tidsequenzen der NCBI-Nukleotiddatenbank verwendet und in alle drei Leseraster mittels

des Ubersetzungsprogramms ExPASy [152] libersetzt. Die umgekehrten Formen der Proteine
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der Zieldatenbank bildeten eine getrennte Kdderdatenbank. Weitergehend wurden folgende

Filterkriterien verwendet (Tabelle 13):

Tabelle 13: Verwendete Filterkriterien zur Peptididentifizierung

JY C1R-DLA- C1R-HLA- K562-DLA- C1R-DLA-
88*50101 A*02:01 88*03201 88*03201
erlaubte MS1: 5 ppm MS1: 5 ppm
URESEE MS2:0,02Da  MS2: 0,5 Da
abweichung
Peptidldnge 8-12 Aminosauren
False dis- 5%
covery rate
variable Modi- Oxidation von Methion (+15,99492 Da) Oxidation von Methion
fikationen

Cysteinylierung von Cystein (+119,00410 Da) (+15,99492 Da)

3.2.3.3.6 HLA-Annotation

Zur Charakterisierung des Bindemotives fir DLA-88*03201 sowie zur Bestimmung der vira-
len und zelluldren Peptide, die von DLA-88*50101 prasentiert werden, sollten HLA-Liganden,
die von den endogen exprimierten humanen MHC-Komplexen stammten, nicht miteinbezo-
gen werden. Ebenso durften bei der Ermittlung der viralen Peptide, die vom HLA-A*02:01
der JY-Zellen prasentiert wurden, die B*07:02- und C*07:02-restringierten Peptide nicht be-
ricksichtigt werden. Aus diesem Grund wurden bei den C1R-Zellen die natirlich prasentierten
HLA-B*35:03- und HLA-C*04:01-restringierten Peptide und bei den JY-Zellen die B*07:02- und
C*07:02-restringierten Peptide von der jeweils gefundenen Gesamtpeptidzahl pro Experiment
subtrahiert. Die dafiir notwendige Zuordnung der identifizierten Aminosauresequenzen zu den
jeweiligen HLA-Allelen erfolgte mittels SYFPEITHI [31] und netMHC-3.4 [153]. SYFPEITHI bein-
haltet Gber 7 000 Peptidsequenzen und basiert auf experimentell gewonnenen Daten von T-
Zell-Epitopen und MHC-Liganden, wobei die Ubereinstimmung eines Peptids mit dem Binde-
motiv eines Allotyps bewertet wird. Das Softwareprogramm netMHC-3.4 berechnet die theo-
retische Affinitat eines Peptids mit einem HLA-Allotyp mittels artifizieller neuronaler Netzwer-
ke. Die Peptide mussten zur Bestimmung der jeweiligen HLA-Restriktion fiir SYFPEITHI jeweils
mehr als 50 % des Allotyp-spezifischen Maximalwertes aufweisen, fir netMHC 3.4 galt jeweils

eine mittlere inhibitorische Konzentration kleiner als 500 Nanomolar.
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3.2.3.3.7 Bestimmung der Bindungsaffinitat

Fur die identifizierten viralen Peptide wurde jeweils die Bindungsaffinitdt an HLA-A*02:01 und
DLA-88*50101 mittels des Programms SYFPEITHI@home und des Servers NetMHCpan 3.0 be-
stimmt. SYFPEITHI@home beruht hierbei auf experimentell gewonnenen Daten von MHC-
Liganden, mit deren Hilfe HLA-A*02:01- und DLA-88*50101-spezifische Matrizen gebildet
wurden. Die Matrizen gaben dabei Aufschluss Gber die Haufigkeitsverteilung der Aminosauren
an einer bestimmten Position und somit Uber die spezifischen Ankerpositionen eines jeden
Allels. Der Grad der Assoziation einer Peptidsequenz mit dem HLA-A*02:01- oder DLA-
88*50101-Bindemotiv wurde jeweils als Score angegeben. Dieser war umso hoher, je groRer
die Ubereinstimmung eines Peptides mit einem Bindemotiv war. Mit NetMHCpan 3.0 wurde
jeweils die Interaktion eines Peptides mit einem HLA-Allotyp beurteilt und als %-Rank angege-
ben. Der %-Rank (prozentuale Rangstufe) war hierbei umso kleiner, je gréBer die Bindungsaffi-

nitat war.

3.2.3.3.8 Gibbs-Clustering

Zur Analyse der identifizierten Peptide einer Ldnge des ersten und zweiten Experiments mit
transfizierten C1R-DLA-88*03201-Zellen war der Server GibbsCluster-2.0 der technischen
Universitat in Danemark verwendet worden. Dieser ermdglicht den gleichzeitigen Abgleich
und die Gruppierung von Peptiden anhand der Untersuchung von Gemeinsamkeiten in ihrer
Sequenz unter Verwendung eines spezifischen Gibbs-Clustering-Algorithmus. Weitergehend
konnen dann Bindemotive innerhalb eines bestimmten Peptidsequenzdatensatzes aufge-
schlisselt und somit kann eine Aussage Uber die mogliche Zuordnung der Peptide zu be-
stimmten MHC-Bindemotiven gemacht werden. Ein Vorteil dieser Methode gegeniiber an-
deren ist, dass hierbei mogliche Kontaminanten detektiert und ausgeschlossen werden kon-
nen [154, 155]. Da die verwendeten C1R-Zellen auch im natirlichen Zustand Uber eine eige-
ne Expression von HLA-B*35:03 und HLA-C*04:01 verfiigen [156-158] und die Bindemotive
beider MHC-Allele bereits bestimmt wurden, konnte durch den Abgleich der konstruierten
Bindemotive mit den publizierten Ankeraminosduren eine Zuordnung der Peptide aus dem
Peptidpool der beiden Experimente durchgefiihrt und sich zusatzlich ein Bild der DLA-
Expression gemacht werden. Fiir die Analysen wurde ein Schwellenwert von null fir die Aus-
sortierung von Peptiden verwendet und die Anzahl an zu detektierenden Gruppen wurde auf

drei begrenzt.
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4 Ergebnisse

4.1 Teil 1: Bestimmung der Bindespezifitaten fiir das Allel DLA-
88*03201

Das Ziel des ersten Teils dieser Arbeit war die Bestimmung der Bindespezifititen fiir das
canine MHC-Klasse-I-Allel DLA-88*03201. Hierfiir wurden C1R-Zellen sowie K562-Zellen mit-
tels verschiedener Methoden mit DLA-88*03201 transfiziert. Durch die Verwendung eines
sogenannten Selektionsmarkers, einem Geneticin-Neomycin-Resistenzgen, das ebenfalls bei
der Transfektion in die Zielzellen eingebracht wurde und fir die Ausbildung von Aminoglyko-
sid-Phosphotransferasen kodiert, konnte durch die Zugabe des Antibiotikums G418 auf Zel-
len selektiert werden, bei denen eine erfolgreiche Transfektion stattgefunden hatte. Diese
Zellen wurden durch den Einsatz von Limiting Dilutions verdiinnt, wodurch Klone mit hoher
DLA-Expression vereinzelt wurden. Die Analyse der Klone und Bestimmung von deren DLA-
Expression erfolgte mittels Durchflusszytometrie. Nur Klone mit einer hohen DLA-Expression
wurden weiter kultiviert, da nur diese eine reiche Ausbeute an MHC-Peptiden versprachen.
AnschlieBend wurden Peptide von den MHC-Komplexen dieser Klone geldst und mittels Im-
munaffinitatschromatographie isoliert. Nach massenspektrometrischer Analyse konnten die
verschiedenen Peptidsequenzen schliefllich miteinander verglichen werden und durch die
Haufigkeit des Auftretens einzelner Aminosadure an bestimmten Stellen konnte ein mogliches

Bindemotiv bestimmt werden.

4.1.1 Transfektion und Bestimmung der DLA-Expression

Zur Charakterisierung des caninen MHC-Klasse-I-Bindemotives von DLA-88*03201 wurden
humane C1R- und K562-Zellen mit dem Allel DLA-88*03201 transfiziert. Das Transgen ko-
dierte hierbei flir die Ausbildung der schweren Kette des MHC-Klasse-I-Molekiils, wohinge-

gen die leichte Kette, das B,m, durch die humanen Zellen gestellt wurde.
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4.1.1.1 C1R-Zellen mit DLA-88*03201

Transfektion mittels Lipofectamine3000- und ScreenFectA-Transfektionskit

Zwei Tage nach Zugabe des RPMI-Selektivmediums mit dem Antibiotikum G418 zeigten die
transfizierten C1R-Zellen in beiden Fallen bei lichtmikroskopischer Analyse eine zunehmende
Granulation, die schlieflich nach circa 1,5 Wochen in eine komplette Verwandlung der Zellen
in Zelltrimmer mindete. Auf diesen Beobachtungen basierte die Annahme, dass der Trans-
fektionserfolg bei beiden Methoden ausgeblieben war. Die Zellen beider Ansatze wurden

somit verworfen.

Transfektion mittels Elektroporation

Einen Tag, nachdem die Zellen unter Verwendung der Elektroporation transfiziert worden
waren, erfolgte der Austausch des RPMI-Zellkulturmediums durch ein RPMI-Selektivmedium
mit dem Antibiotikum G418. Nach circa 1,5 Wochen erfolgte eine lichtmikroskopische Unter-
suchung der Zellen. Hierbei konnten grofStenteils intakte Zellen und nur vereinzelt Zelltrim-
mer festgestellt werden. Diese Beobachtungen lieRen die Annahme zu, dass die Transfektion
in diesem Fall mittels Elektroporation funktioniert hatte. In der Folge wurde eine durch-
flusszytometrische Analyse durchgefiihrt, um den Transfektionserfolg zu bestatigen und des-
sen Grad zu bestimmen (Abbildung 15). Hierflir wurden einerseits transfizierte C1R-DLA-
88*03201-Zellen von zwei verschiedenen Elektroporationsansatzen sowie andererseits nicht
transfizierte C1R-Zellen als Negativkontrolle verwendet. Zur Bestimmung der MHC-
Expression wurden die Zellen mit FACS-Puffer gewaschen und mit unterschiedlichen Anti-
korpern inkubiert. Es wurde als Primarantikorper entweder der Antikorper BBM.1, der spezi-
fisch an das humane B2-Mikroglobulin bindet, oder aber der Antikérper W6/32, der spezi-
fisch fir HLA-A, -B und -C ist, verwendet. Als Sekundarantikérper kam ein FITC-markierter
Antikorper zum Einsatz. Die Verwendung des BBM.1-Antikdrpers ermoglichte die gleichzeiti-
ge Detektion von humanen sowie caninen MHC-Komplexen auf der Zelloberflache. Die Ex-
pression von humanen MHC-Molekiilen auf der Oberflache von C1R-Zellen war zu erwarten,
da diese bekanntermalien Uber eine eigene HLA-B*35:03- und C*04:01-Expression verfiigen.
Die Moglichkeit, canine MHC-Molekiile mit Hilfe des BBM.1-Antikorpers zu detektieren,
ergibt sich dadurch, dass das transfizierte DLA-Gen jeweils nur fir die schwere Kette des

caninen MHC-Molekdls kodiert, welche wiederum ein Hybrid-MHC-Molekil mit dem huma-
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nem B2-Mikroglobulin der Zelle bildet, das mit BBM.1 erkannt werden kann. Durch die Be-

ricksichtigung der Fluoreszenzkurven von BBM.1 und W6/32 kann somit die Fluoreszenzin-

tensitat von DLA-Molekilen und der im natirlichen Zustand exprimierten HLA-Molekiilen

dargestellt werden.
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Abbildung 15: Histogramme der mittels Elektroporation transfizierten C1R-DLA-

88*03201-Zellen.

Die rote Kurve stellt die unspezifische Bindung des Sekundéarantikorpers
dar. Die lila Kurve zeigt die Fluoreszenz der Ansitze, die mit W6/32-
Antikorper behandelt worden waren, die griine Kurve die Fluoreszenz
der Ansatze, die mit BBM.1-Antikorper inkubiert worden waren.

Die durchflusszytometrische Analyse erfolgte an einem FACSCalibur-Zytometer unter Ver-

wendung des Programms CellQuestPro und nachfolgender Visualisierung mittels FlowJo Ver-

sion 10.0.7.
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In Abbildung 15 werden die Histogramme der mittels Elektroporation transfizierten C1R-
DLA-88*03201-Zellen sowie von nicht transfizierten C1R-Zellen dargestellt. Hierbei ist auf
der y-Achse der Histogramme die Anzahl der gezidhlten Ereignisse aufgetragen, wohingegen
die x-Achse die jeweils zugehorigen Fluoreszenzintensitdaten als dekadischen Logarithmus
angibt. Bei der Auswertung wurde jeweils zusatzlich der Median zu jeder Fluoreszenzkurve
bestimmt (Tabelle 14). Bei Betrachtung der Histogramme aus Abbildung 15 wird zunachst
ersichtlich, dass sich die Fluoreszenzkurven des FITC-Antikorpers fiir alle Proben wie ge-
winscht im niedrigen Fluoreszenzbereich befanden. Daraus ergab sich, dass der Grad der
unspezifischen Bindung des Sekundarantikorpers fiir jede Probe niedrig war. Dies stimmte
mit den berechneten Medianen der FITC-Antikdrper-Fluoreszenz liberein, wobei die Media-
ne der transfizierten Zellen jeweils eine etwas hohere Fluoreszenz in diesem Bereich vorzu-
weisen hatten. Die Mediane der Fluoreszenzintensitat fiir den Antikérper W6/32 lagen fir
die Negativkontrollen und den ersten Transfektionsansatz im Bereich zwischen 25,89 und
27,88, wohingegen der Median des zweiten Transfektionsansatzes 45,01 betrug (siehe Ta-

belle 14).

Tabelle 14: Mediane der mittels Elektroporation transfizierten C1R-DLA-88%03201-

Zellen.

Probe CiR1 CiR2 C1R-DLA- C1R-DLA-
88*03201 88*03201
Ansatz 1 Ansatz 2

Median unspezi- 1,76 1,75 2,73 2,28

fische Bindung

Sekundar-AK

Median Fluores- 25,89 20,12 27,88 45,01

zenz W6/32

Median Fluores- 40,68 31,55 48,04 74,15

zenz BBM.1

Differenz: 14,79 11,43 20,16 29,14

Median BBM.1 —

Median W6/32
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Die Mediane der Fluoreszenzintensitat fir den Antikérper BBM.1 lagen fiir die Negativkon-
trollen bei 40,68 und 31,55, fir den ersten Transfektionsansatz bei 20,16 und fir den zwei-
ten Transfektionsansatz deutlich hoher, namlich bei 74,15. Die Werte der berechneten Me-
diane entsprachen somit dem Bild, das bereits die Histogramme zeigten. Um die Fluores-
zenzintensitat, die von DLA-Molekiilen ausging, abschatzen zu kénnen, wurde jeweils die
Differenz der Mediane aus der BBM.1- und der W6/32-Fluoreszenz fiir jede Probe gebildet.
Hierbei zeigten der erste und der zweite Transfektionsansatz jeweils eine héhere Differenz
als die beiden Negativkontrollen. Somit wurde angenommen, dass diese durchflusszytomet-
rischen Ergebnisse den Transfektionserfolg der Zellen bestatigten, da die vergleichsweise
hohen Differenzen der Mediane beider Primarantikérper der Elektroporationsansatze, ge-
geniliber den Negativkontrollen, als Ursache der zusatzlichen DLA-Expression gesehen wur-
den. In der Folge wurden die Zellen des zweiten Transfektionsansatzes mittels der Methode
der Limiting Dilution weiterverdiinnt, um einen Klon mit moglichst hoher DLA-Expression zu

selektieren.

Limiting Dilution

Die Zellen des zweiten Elektroporationsansatzes wurden mit der Methode der Limiting Dilu-
tion verdiinnt und die DLA-Expression der Klone hoher Verdinnungsstufen wurde durch-
flusszytometrisch bestimmt. Die Zellen des Klons, der die hochste DLA-Expression aufwies,
wurden dann fiir eine weitere Limiting Dilution verwendet. Insgesamt wurden die vorange-
gangenen Schritte dreimal wiederholt, bis ein Klon mit einer ausreichend hohen DLA-
Expression fiir eine nachfolgende Immunaffinitatschromatographie selektiert werden konn-
te. In Abbildung 16 sind die Histogramme verschiedener Klone der dritten durchflusszyto-
metrischen Analyse nach vorausgegangener Selektion mittels Limiting Dilution dargestellt.
Als Negativkontrolle wurden nicht transfizierte C1R-Zellen verwendet. Zur Bestimmung der
HLA-Expression wurde ebenfalls wie zur durchflusszytometrischen Bestatigung des Transfek-
tionserfolgs (4.1.1.1.) der Antikérper W6/32, der nur spezifisch fiir HLA-A, -B und -C ist und
somit nicht an die caninen MHC-Molekile bindet, verwendet. Um die Expression an DLA-
Molekilen abschatzen zu kdnnen, wurde genauso mit dem Antikorper BBM.1 inkubiert, der

an alle MHC-Molekile auf der Oberflache der Klone bindet.
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Abbildung 16: Histogramme der C1R-DLA-88*03201-Klone der dritten Limiting Dilution.

Die rote Kurve stellt die unspezifische Bindung des fluoreszenzmarkier-
ten Sekundarantikorpers dar, die lila Kurve zeigt die Fluoreszenzintensi-
tat der Proben, die mit dem Antikérper W6/32, die griine Kurve die Fluo-
reszenzintensitat der Proben, die mit dem Antikorper BBM.1 inkubiert
worden waren.

Far alle Proben wurde zusatzlich der Median der Fluoreszenzintensitdten bestimmt (Tabelle
15). Bei Betrachtung der Fluoreszenzkurven fir den W6/32- und den BBM.1-Antikorper der
Negativkontrolle in Abbildung 16 fiel zunachst auf, dass sich beide beinahe lberschneiden.
Dies war zu erwarten, da die Zellen in diesem Fall nur HLA-Molekile auf ihrer Oberflache
tragen, an die die Priméarantikérper binden kénnen. Verglich man des Weiteren die Kurven-
verlaufe der Negativkontrolle mit denen der transfizierten Klone, zeigten die Klone A11 und
D10 einen relativ dhnlichen Kurvenverlauf fir die Antikorper BBM.1 und W6/32. Somit ist bei
diesen Klonen von keiner oder nur einer geringen DLA-Expression auszugehen. Diese An-

nahme wurde durch die Bestimmung der Mediane der Klone bestétigt (Tabelle 15).
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Tabelle 15: Mediane der C1R-DLA-88*03201-Klone der dritten Limiting Dilution.

Probe CiR Klon Klon Klon Klon Klon

All B11 C11 D10 F8

Median unspezi- 3,23 - - - - -
fische Bindung
Sekundar-AK

Median Fluores- 66,41 64,94 40,86 57,77 46,24 53,16
zenz W6/32

Median Fluores- 102,04 91,19 94,32 116,78 68,54 127,20
zenz BBM.1

Differenz: 35,63 26,25 53,46 59,01 22,30 74,04
Median BBM.1 -

Median W6/32

Bildete man hierbei die Differenz der Mediane beider Primarantikorper, erzielte man sogar
noch einen kleineren Wert fir die beiden Klone als fiir die Negativkontrolle. Die Klone B11,
C11 und F8 zeigten hingegen bei visueller Begutachtung der zugehérigen Histogramme eine
relativ starke Abweichung zwischen der Fluoreszenzintensitatskurve des BBM.1- und des
W6/32-Antikorpers. Dieser Eindruck bestatigte sich auch, wenn man die zugehérigen Diffe-
renzen der Mediane der einzelnen Proben betrachtete. Fir alle drei Klone war die Differenz
deutlich groBer als bei der Negativkontrolle, jedoch hob sich der Klon F8 besonders ab, da
bei ihm die Differenz mit 74,04 mehr als doppelt so hoch wie bei der Negativkontrolle war.
Die vergleichsweise hohen Differenzen der Mediane beider Primarantikdrper gegeniiber den
Negativkontrollen wurden als Ursache der zusatzlichen Bindung des BBM.1-Antikorpers an
canine MHC-Molekiile neben den natiirlich exprimierten humanen MHC-Molekilen gese-
hen. In der Folge wurde der Klon F8 auf Grund seiner relativ hohen DLA-Expression zur Im-

munaffinitdtschromatographie herangezogen.
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4.1.1.2 K562-Zellen mit DLA-88*03201

Transfektion mittels Lipofectamine ®3000-Transfektionskit

Die transfizierten Zellen zeigten 4 Tage nach Zugabe des Antibiotikums G418 eine vermehrte
intrazelluldare Granulation bei lichtmikroskopischer Analyse. Nach 1,5 Wochen konnten
schlieBlich nur noch Zelltrimmer und keine Uberlebenden Zellen im Medium ausgemacht
werden. Als Schlussfolgerung wurde angenommen, dass die Verwendung des Lipofectami-

ne3000-Transfektionskits zu keiner erfolgreichen Transfektion der K562-Zellen geflihrt hatte.

Transfektion mittels ScreenFectA-Transfektionskit

Zur Transfektion der K562-Zellen wurden unterschiedliche Mengen an ScreenFectA-Reagenz
wahrend der Inkubation verwendet. Es fand jeweils ein Ansatz mit 0,2, einer mit 0,3 und
einer mit 0,4 ul ScreenFectA-Reagenz Verwendung, wodurch herausgefunden werden sollte,
wie viel Transfektionsreagenz idealerweise fiir eine erfolgreiche Transfektion der Zellen be-
notigt wird. Eine erste lichtmikroskopische Begutachtung der Zellen erfolgte 4 Tage nach der
Transfektion. Hierbei konnte bei den Zellen, die mit 0,2 und 0,3 ul Reagenz inkubiert worden
waren, eine verstarkte Granulation beobachtet werden. Die Zellen des Ansatzes mit 0,4 pl
Reagenz hingegen zeigten nur teilweise eine vermehrte Granulation und wurden in der Folge
in eine 48-Well-Platte Uberfihrt. Durch mehrmaliges Splitten und Umsetzen der Zellen des
letzten Ansatzes konnten daraufhin ausschliefSlich Zellen selektiert werden, denen das G418-
Antibiotikum nichts ,,anhaben” konnte. Es wurde somit angenommen, dass die Transfektion
bei diesen Zellen erfolgreich war, da mit dem Antibiotikaresistenzgen auch der DLA-
88*03201-Genabschnitt eingebracht worden war. Die Zellen der zwei anderen Ansétze zeig-

ten keine Antibiotikaresistenz und somit auch keinen Transfektionserfolg.

Limiting Dilution

Die Zellen, die mit 0,4 ul ScreenFectA-Reagenz transfiziert worden waren, wurden zur Selek-
tion auf Transfektanten mit einer moglichst hohen DLA-Expression mittels der Methode der
Limiting Dilution verdiinnt und rekloniert. AnschlieRend wurden die Klone zur Uberpriifung
der DLA-Expression durchflusszytometrisch analysiert. Hierbei wurde im Vergleich zur Analy-
se der transfizierten C1R-Zellen ausschliefSlich BBM.1 als Primarantikérper verwendet, da die

K562-Zellen (iber keine eigene humane MHC-Expression verfligten und der Antikérper spezi-
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fisch fir das B,-Mikroglobulin ist, das von der humanen Zelle gestellt wird und einen Hybrid-
komplex mit der schweren a-Kette bildet, fir die das DLA-88*03201-Gen kodiert. Als Sekun-
darantikorper wurde ein fluoreszenzmarkierter Antikdrper verwendet. Die durchflusszyto-
metrische Analyse erfolgte an einem FACSCalibur-Zytometer unter Verwendung des Pro-
gramms CellQuestPro und nachfolgender Visualisierung mittels FlowJo Version 10.0.7. Die
Histogramme der reklonierten K562-DLA-88*03201-Zellen sind in Abbildung 17 dargestellt.
Die rote Kurve zeigt die unspezifische Bindung des FITC-Sekundarantikorpers, die orange
Kurve die unspezifische Bindung des BBM.1-Primarantikdrpers und die griine Kurve die Fluo-
reszenzintensitdt der Klone nach Inkubation mit BBM.1. Als Referenz zur Bestimmung der
DLA-Expression der Klone diente die Fluoreszenzintensitat nicht transfizierter K562-Zellen.
Diese zeigten fir BBM.1- und FITC-Sekundarantikorper jeweils Fluoreszenzintensitdtspeaks
im unteren Fluoreszenzbereich, weshalb von einer niedrigen unspezifischen Bindung beider
Antikorper an K562-Zellen auszugehen war. Klone, die nur mit fluoreszenzmarkiertem Se-
kundarantikorper markiert worden waren, zeigten ebenfalls eine niedrige Fluoreszenz (wie
bei der Negativkontrolle). Alle Klone der transfizierten K562-DLA-88*03201-Zellen zeigten
nach Inkubation mit dem Antikérper BBM.1 einen Fluoreszenzintensitatspeak mit einer Fluo-
reszenz unter 101, mit Ausnahme der Klone E8 und F7, bei denen die Fluoreszenz bei 10 und
3 x 10" lag. Bei Betrachtung des Kurvenverlaufs der Klone oberhalb einer Fluoreszenzintensi-
t4t von 10° zeigten die Klone B10, E8 und F7, im Vergleich zu den anderen Klonen, eine rela-
tiv hohe Fluoreszenzintensitat. Aus diesem Grund wurden diese Klone daraufhin jeweils mit-
tels einer weiteren Limiting Dilution verdiinnt und die DLA-Expression der Subklone an-

schliefend erneut durch durchflusszytometrischen Analysen bestimmt.
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Abbildung 17: Histogramme der mit DLA-88*03201 transfizierten K562-Zellen.

Die rote Kurve stellt die unspezifische Bindung des fluoreszenzmarkier-
ten Sekundarantikorpers dar. Die griine und die orange Kurve zeigen die
Fluoreszenzintensitat der Proben nach Inkubation mit dem Primaranti-
koérper BBM.1
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Der Subklon, der eine besonders hohe DLA-Expression aufwies, wurde anschlieBend aufei-
nanderfolgend mit BBM.1- und FITC-Antikorper behandelt und eine Selektion stark exprimie-
render Zellen am BD-FACS-Jazz-Zellsorter vorgenommen. AnschlieBend wurden die selektier-
ten Zellen erneut mittels Limiting Dilution rekloniert und durchflusszytometrisch bestimmt.
Abbildung 18 zeigt das Histogramm eines Klons, der auf Grund seiner DLA-Expression fiir
eine nachfolgende Immunaffinitdtschromatographie herausgesucht wurde. Zur Bestimmung
der DLA-Expression ist der gleiche Antikorper verwendet worden, wie vorangehend be-
schrieben wurde. Die BBM.1-Fluoreszenzintensitatskurve des Klons D6 zeigt im Vergleich mit
nicht transfizierten K562-Zellen eine deutlich hohere Fluoreszenz. Dies spiegelt sich ebenfalls

in den Medianen der Kurven wieder (Tabelle 16).
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Abbildung 18: Histogramm des K562-DLA-88*%03201-Klons D6, der auf Grund seiner
DLA-Expression zur Immunaffinitatschromatographie weiterverwendet
wurde. Die rote Kurve stellt die unspezifische Bindung des FITC-
Sekundarantikérpers dar. Die griine Kurve zeigt die Fluoreszenz der
Proben nach Inkubation mit dem Antikérper BBM.1

Wahrend der BBM.1-Antikorper bei den nicht transfizierten Zellen eine geringe unspezifische
Bindung aufweist und somit einen niedrigen Median der Fluoreszenzkurve, befindet sich der
Median der Fluoreszenzkurve des Klons D6 der K562-DLA-88*02301-Zellen hingegen in ei-

nem deutlich hoheren Fluoreszenzbereich.
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Tabelle 16: Median des K562-DLA-88*%03201-Klons D6, der zur Immunaffinitidtschro-
matographie selektiert wurde.

Probe K562 Klon D6

Median unspezifische 3,94 3,79
Bindung Sekundar-AK

Median Fluoreszenz BBM.1 5,05 13,31

4.1.2 Immunaffinitatschromatographie

Um eine groRe Peptidausbeute bei der Immunaffinitatschromatographie zu gewahrleisten,
wurden transfizierte Zellen mit einer moglichst hohen MHC-Expression benotigt. Deshalb
wurden vorangehend hochexprimierende Klone mittels durchflusszytometrischer Analyse
bestimmt und fir die Immunaffinitdtschromatographie ausgewahlt. Dabei handelte es sich
fur die C1R-DLA-88*03201-Zellen um den Klon F8 und fir die K562-DLA-88*03201-Zellen um
den Klon D6. Tabelle 17 gibt einen Uberblick iiber die verwendeten Zellzahlen pro Experi-

ment sowie die zugehorigen Mengen an isolierten Peptiden.

Tabelle 17: Ubersicht der durchgefiihrten Immunaffinititschromatographien.

Experiment Zellart Zellzahl Klon Gesamtpeptidzahl
1 C1R-DLA-88*03201 1,1x 10° F8 314

2 C1R-DLA-88*03201 1,12 x 10° F8 89

3 K562-DLA-88*03201 1 x 10° D6 232

Vereinigung 635

Ex.1+2+3

Die ausgewahlten Zellen wurden, wie unter 3.2.3.2. beschrieben, lysiert und das Zelllysat
wurde im Anschluss zyklisch durch eine Immunaffinitdtssdule geleitet, in der sich Sepharose-

gekoppelter BBM.1-Antikdrper befand. Durch die selektive Bindung des Antikdrpers an das
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B,-Mikroglobulin konnten somit MHC-Molekiile separiert und deren Peptidliganden durch
die Verwendung von TFA-Losung nachfolgend eluiert werden. Nach Aufreinigung und Kon-
zentration des Peptideluats erfolgte die massenspektrometrische Analyse am LTQ-Orbitrap-
XL-Massenspektrometer durch Daniel Kowalewski (Universitat Tiibingen). Wobei bei dem
zweiten Experiment die Probe aus organisatorischen Grinden vorab komplett eingeengt
werden musste. Es wurden pro Experiment drei Replikate gemessen, die fiir die weiterge-
hende Auswertung vereinigt wurden. Zur Charakterisierung des Bindemotives flir DLA-
88*03201 sollten Peptide, die von humanen MHC-Komplexen stammten, nicht miteinbezo-
gen werden. Aus diesem Grund mussten im Fall der C1R-Zellen zunéachst die HLA-B*35:03-
und HLA-C*04:01-Liganden von der Gesamtpeptidzahl abgezogen werden. Hierfir wurden
die gefundenen C1R-DLA-88*03201-Peptide mittels des Programms Ligandosphere unter-
sucht, welches eine Epitopvorhersage durch den gleichzeitigen Abgleich der isolierten Pepti-
de mit den zwei Peptiddatenbanken SYFPEITHI [31] und netMHC-3.4 [153] ermdglichte.
Hierdurch konnten mogliche HLA-Restriktionen der Peptidsequenzen bestimmt und eine
Zuordnung der Peptide vorgenommen werden. Tabelle 18 gibt einen Uberblick tiber den
prozentualen Anteil der mittels des Vorhersageprogramms bestimmten HLA-Liganden an der

Gesamtzahl an gefundenen Peptiden.

Tabelle 18: Ubersicht iiber die HLA-assoziierten und vermutlich DLA-88*03201-
assoziierten Peptide pro Experiment.

Exp. Peptide DLA- % DLA- % HLA- % HLA-
gesamt 88%03201 8*03201 B*35:03 C*04:01

netMHC-3.4 SYFPEITHI netMHC-3.4 SYFPEITHI

1 314 85 27 2,2 - 0,3 70,4
2 89 16 18 1,1 - - 80,9
3 232 232 100 - - - -

Hierbei war der Prozentsatz der HLA-B*35:03-assoziierten Liganden an der Gesamtpep-
tidzahl fiir beide C1R-DLA-88*03201-Experimente vergleichsweise niedrig, der Anteil an HLA-

C*04:01-assoziierten Liganden hingegen relativ hoch. Die Experimente 1 und 2 mit C1R-DLA-
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88*03201-Zellen lieferten im Vergleich zu Experiment 3, fir das K562-DLA-88*03201-Zellen
verwendet wurden, deutlich weniger potentielle DLA-88*03201-Liganden. Tabelle 19 stellt
die Anzahl an Ubereinstimmenden potentiellen DLA-88*03201-Liganden im Vergleich der
durchgefiihrten Experimente dar. Wie zu erwarten, zeigt hierbei die Gegeniberstellung von
den Experimenten 1 und 3, also der Experimente, die auch die grofSte Peptidausbeute liefer-

ten, die groRRte Zahl an Ubereinstimmungen.

Tabelle 19: Ubersicht iiber die iibereinstimmenden potentiellen DLA-88*03201-
Liganden im Vergleich der durchgefiihrten Experimente.

Experiment Anzahl iibereinstimmender Peptide
1+2 1

1+3 12

2+3 5

1+2+3 1

In Abbildung 19 sind die Langenverteilungen der vermutlichen DLA-88*03201-Peptide aus
den verschiedenen Experimenten dargestellt. Hierbei kamen in Experiment 1 und 3 jeweils
Peptide mit einer Lange von 9 Aminosauren am haufigsten vor, wohingegen im Experiment 2
Peptide mit einer Ldnge von 11 Aminosauren (iberwogen. Letztgenannte Aminosauren ran-
gierten in Experiment 1 und 3 jeweils an zweiter Stelle. Bei Betrachtung der Langenvertei-
lung aller gefundenen Peptide herrschten Nonamere vor, jedoch machten Undecamere
ebenfalls einen hohen Prozentsatz aus. Die Kombination der bisherigen Ergebnisse legte an
dieser Stelle den Verdacht nahe, dass die Transfektion der C1R-Zellen mit dem Allel DLA-
88*03201 nicht vollstdndig funktioniert haben kdnnte und somit nur Teile der transfizierten
genetischen Information in das Genom der Zelle integriert wurden. Grinde fiir diese An-
nahme wurden zum einen in Abbildung 16 geliefert, in der die transfizierten Zellen nur eine
relativ geringe Steigerung der Fluoreszenzintensitat der BBM.1-Antikérperkurve gegenlber

der W6/32-Antikdrperkurve im Vergleich mit den nicht transfizierten Zellen aufwiesen.
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Abbildung 19: Langenverteilung der Peptide aus den verschiedenen Experimenten.

Dargestellt sind jeweils die absoluten Peptidzahlen sowie der prozentua-
le Anteil an der Gesamtpeptidzahl.
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Zum anderen auch von Tabelle 19 veranschaulicht, der zufolge nur eine sehr geringe Anzahl
an Ubereinstimmenden Peptiden beim Vergleich der vermutlichen DLA-88*03201-Peptide in
den drei Experimente untereinander detektiert werden konnte und von Abbildung 19, in der
insbesondere die Liangenverteilung der vermutlichen DLA-88*03201-Peptide des zweiten
Experiments deutlich von der Langenverteilung der anderen zwei abwich. Da bei der Zuord-
nung der Peptide zu den jeweiligen MHC-Allelen mittels Ligandosphere keine Vorhersage
Uber mogliche Kontaminanten (Peptide, die keine MHC-Liganden darstellen) gemacht wer-
den konnte und der Ursprung der identifizierten Peptide weitergehend Uberprift werden
sollte, wurden die Peptide einer Lange des ersten und zweiten Experiments zusatzlich mittels
des Servers GibbsCluster-2.0 analysiert. Dieser erlaubt die Aufschlisselung von Peptidse-
guenzdatensatzen in rekonstruierte Bindemotive, wodurch in der Folge, durch den Abgleich
mit bereits bekannten Bindemotiven, eine Aussage uber die vermutliche MHC-Allel-
Annotation der Peptide getroffen werden kann. Abbildung 20 zeigt jeweils die erzielten Ana-
lyseergebnisse der identifizierten Nonamere des ersten (A) und zweiten (B) Experiments mit
C1R-DLA-88*03201-Zellen. Hierbei korreliert die Haufigkeit der Aminosauren innerhalb der
zugeordneten Gruppen mit der Grofle der Buchstaben der Aminosdauren-Codes. Die Eintei-
lung der identifizierten Peptide in bis zu drei Gruppen erfolgte anhand von gruppenspezifi-
schen Ahnlichkeiten in ihren Aminosiduresequenzen. Im oberen Teil des Schaubildes sind die
Ergebnisse des ersten Experiments dargestellt (A). Als Erstes fallt auf, dass die identifizierten
Liganden insgesamt in drei unterschiedliche Bindemotivgruppen aufgeteilt werden konnten,
wobei sich jedoch die zweite und die dritte Gruppe in ihrem Motiv stark ahnelten. Das Bin-
demotiv der ersten Gruppe, dem insgesamt 21 Peptide zugeordnet werden konnten, zeigte
eine Dominanz von Prolin (P) an Position 2 sowie eine starke Prdsenz von Leucin (L), Isoleu-
cin (1) und Valin (V) am C-Terminus. Das Bindemotiv der zweiten Gruppe, dem 61 Peptide
zugeordnet werden konnten, und das der dritten Gruppe mit 111 zugeordneten Peptiden
zeigten jeweils eine Dominanz von Phenylalanin (F) und Tyrosin (Y) an Position 2 sowie eine
Dominanz von Asparaginsdure (D) an Position 3. AulRerdem fand sich eine starke Prasenz der
Aminosauren Leucin, Phenylalanin und Valin (V) an Position 9. Insgesamt konnten 7 Peptide
keiner Gruppe zugeordnet werden und wurden somit als mogliche Kontaminanten von der
Analyse ausgeschlossen. Bei Betrachtung der Analyseergebnisse von identifizierten Noname-
ren aus dem zweiten Experiment (B) fiel zundchst auf, dass hier nur eine Unterteilung in zwei

Gruppen moglich gewesen war.



Teil 1: Bestimmung der Bindespezifitaten fur das Allel DLA-88*03201 93

Gruppe 1von 3 Gruppe 2 von 3 Gruppe 3von 3

Bits
Bits

Gruppe Anzahl
1 37
2 21
nicht zuzuordnende 0
Peptide
Gruppe 1 von 2 Gruppe 2 von 2

Gruppe Anzahl
1 21
2 61
3 111
nicht zuzuordnende 7
Peptide

Abbildung 20: Rekonstruierte Bindemotive des ersten und zweiten Experiments.

(A) Ergebnis der Gruppierung von identifizierten Nonameren des ersten
Experiments und Angabe der Anzahl an zugeordneten Peptiden je
Gruppe.

(B) Ergebnis der Gruppierung von identifizierten Nonameren des zwei-
ten Experiments und Angabe der Anzahl an zugeordneten Peptiden

je Gruppe.
Die Abbildung wurde mit Hilfe des Servers GibbsCluster-2.0 erstellt.
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Beide Gruppen zeigten eine relativ hohe Ubereinstimmung beziiglich der Hiufigkeit be-
stimmter Aminosauren an definierten Positionen beim Abgleich mit der zweiten und dritten
Gruppe aus dem ersten Experiment. Es zeigte sich ebenfalls eine Dominanz von Phenylalanin
und Tyrosin an Position 2, Asparaginsaure an Position 3 und von Leucin, Phenylalanin und
Valin an Position 9. Der ersten Gruppe konnten jeweils 37 Peptide zugeordnet werden, der
zweiten Gruppe 21. Im Anschluss wurden die rekonstruierten Bindemotive aus Abbildung 20
mit den bereits publizierten Bindemotiven fir die Allele HLA-B*35:03 und HLA-C*04:01 (Ta-
belle 20) verglichen. Hierbei wurde eine Ubereinstimmung der dominierenden Aminosduren
an Position 2 und 3 aus der ersten Gruppe des ersten Experiments mit den Ankerpositionen

des Bindemotives von HLA-B*35:03 deutlich.

Tabelle 20: Publizierte Bindemotive fiir die Allele HLA-B*35:03 und HLA-C*04:01.

Bindemotiv von HLA-B*35:03 gemaR [157]

Position 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Anker P M
L

weitere haufige A M E Vv F
Aminosauren G M

L N T

F D |

\Y; K G

H

Bindemotiv von HLA-C*04:01 gemaR [158]
Position 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Anker F D L
starke y Vv =

Aminosauren

weitere haufige V
Aminosduren E
Y
S
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AuBerdem bestand eine sehr starke Ubereinstimmung der dominierenden Aminosauren der
restlichen Gruppen des ersten und zweiten Experiments mit den Ankerpositionen und starken
Aminosduren des Bindemotives von HLA-C*04:01. Da die auf diese Weise durchgefiihrte Aus-
wertung der Daten nur eine Zuordnung der Peptide zu rekonstruierten Bindemotiven, die sehr
stark den Bindemotiven von HLA-B*35:03 und HLA-C*04:01 dhnelten, erlaubte und somit kei-
ne Hinweise auf ein mogliches drittes, DLA-zuzuordnendes Bindemotiv geliefert wurde, wurde
anschliefend noch auf eine weitere Weise versucht, Peptide, die vom DLA stammten, zu de-
tektieren. Hierzu wurden die 403 identifizierten Peptide des ersten und zweiten Experiments
mit C1R-DLA-88*03201-Zellen (Tabelle 18) mit Peptidlisten, die insgesamt 39945 HLA-B*35:03-
und HLA-C*04:01-assoziierte Peptide beinhalteten, abgeglichen (Abbildung 21).

. zugeordnete Peptide zu HLA-B*35:03 und HLA-C*04:01

. identifizierte Peptide des ersten und zweiten Experiments mit C1R-DLA-
88%03201-Zellen

273

57

';!:_,-«”’

Abbildung 21: Vergleichende Analyse von HLA-B*35:03- und HLA-C*04:01-
zugeordneten Peptiden mit den identifizierten Peptiden des ersten und
zweiten Experiments mit CL1R-DLA-88*03201.

Die Abbildung wurde mit Hilfe des Programms http://www.biovenn.nl erstellt.

Die Analyse ergab, dass jeweils 12 075 unterschiedliche Peptide innerhalb des Peptidpools

von 39 945 Peptiden vorkamen und von diesen 273 Peptide auch den Experimenten mit C1R-
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DLA-88*03201-Zellen zugeordnet werden konnten. AulRerdem wurde ersichtlich, dass von
den Experimenten mit C1R-DLA-88*03201-Zellen 57 Peptide nicht mit den B*35:03- und
C*04:01-assoziierten Peptiden Ubereinstimmten. Daher wurde davon ausgegangen, dass
diese Peptide nicht von HLA-Molekilen prasentiert wurden und folglich vom DLA stammten.
Somit wurden diese 57 Peptide gemeinsam mit den Peptiden des dritten Experiments fir die
weitere Analyse der Bindespezifitdten von DLA-88*03201 verwendet. Die Peptide des dritten
Experiments wurden ausnahmslos zur Bestimmung des Bindemotives verwendet, da die
verwendeten K562-Zellen im natirlichen Zustand keine eigene MHC-Klasse-I-Expression
aufwiesen [159] und somit davon auszugehen war, dass die identifizierten Peptide des drit-
ten Experiments vermutlich vom DLA stammten. Zur Bestimmung des Bindemotives von
DLA-88*03201 wurde weitergehend mit Hilfe des Programms Motivefinder die prozentuale
Verteilung der Aminosauren an den unterschiedlichen Sequenzpositionen fiir die Octamere,
Nonamere und Decamere getrennt angegeben (Abbildung 22). Aminosduren, die an einer
Position mit einer Haufigkeit von 10-40 % vorkamen, sind hellgelb markiert, Aminosauren
mit einer Haufigkeit von 40-70 % gelb. Zusatzlich wurden die Aminosauren nach ihren physi-
kalisch-chemischen Eigenschaften in Gruppen unterteilt und deren Haufigkeit an den ver-
schiedenen Sequenzpositionen wurde ebenfalls bestimmt. Hellgelb wurden hierbei Amino-
sauregruppen mit einer Haufigkeit von 30-50 % gekennzeichnet, gelb Aminosduregruppen
mit einer Haufigkeit von 50-90 %. Es wurde angenommen, dass der prozentuale Anteil einer
Aminosaure oder einer Aminosauregruppe an einer spezifischen Position mit der Neigung,
durch MHC-Molekile gebunden zu werden, korreliert. Bei Betrachtung der Aminosaurever-
teilung an erster Position innerhalb der Peptidsequenzen zeigten alle drei Peptidlangen ein
einheitliches Bild. Hier wurden jeweils die hochsten prozentualen Werte flir die Aminosau-
regruppe AST+V (Alanin, Serin, Threonin und Valin) und die Gruppe ILV (Isoleucin, Leucin und
Valin) erzielt. An zweiter Stelle sowie an dritter Position bei den Nonameren und Decameren
konnte eine Dominanz der AST+V-Gruppe vermerkt werden — im Gegensatz zu den Octame-
ren, bei denen die RHK-Gruppe (Arginin, Histidin, Lysin) an dritter Stelle dominierte. Die fol-
genden Positionen der Peptidsequenzen waren von einem relativ uneinheitlichen Bild ge-
pragt, jedoch zeigte sich fir die Positionen 5, 6 und 7 jeweils auch eine Dominanz der Grup-
pe AST+V. Am C-Terminus konnte bei den Octameren und Decameren die Gruppe ILV am
haufigsten bestimmt werden, bei den Nonameren folgte diese als zweithaufigste nach der

Gruppe FWY (Phenylalanin, Tryptophan, Tyrosin).
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nicht gebiaste Octamere

nicht gebiaste Nonamere

Position 1 2 3 4 5 & 7 2 5 10 Position 1 2 3 4 5 3 7 2 5 10
Amino Amino
..58ure
A 0,00 588 441 882 000
C 0,00 000 000 000 000
] 0,00 13,24 882 882 000
E 0,00 5,88 441 882 000
F 0,00 2,94 294 20,59 0,00
G 0,00
H 0,00
| 0,00
K 0,00
L 0,00
M 0,00
N 0,00
P 0,00
a 0,00
R 0,00
5 0,00
T 0,00
v 0,00
W 0,00
¥ 0,00
Gruppen
DE 204 1633 B16 1425 816 2653 2041 2445 000 000 13,12 1324 17,65 000
RHK 408 1409 2553 816 2245 1204 23245 14239 000 000 13,24 20,59 10,29 0,00
0,00 000 27,94 0,00
0,00 000 11,76 0,00
0,00 000 2341 2353 1471 000
000 000 16,18 20,55 22.06 000
Position 1 2 3 4 5 B 7 2 9 10
Amino
..... Saure
A 10,00 1400 1200 800 1600 18300 000 600 200 400
000 000 000 OO0 000 OO0 000 000 000 000
o 200 800 800 800 400 1000 400 E00 E00 200
E 800 E00 800 400 18300 1200 800 1000 400 1000
F 1400 200 400 400 OO0 OO0 200 000 000 1000
G 200 400 1600 800 1000 200 1200 1000 E00 000
H 200 400 400 400 400 200 1000 000 400 200
| 000 000 400 600 200 200 000 400 8200 000
K 200 800 600 1200 000 1200 800 800 800 200
L 1200 800 800 200 OO0 400 1200 800 800 3000
__________ M 000 200 000 000 OO0 000 200 000 000 000
N 200 000 400 400 200 200 000 400 400 000
P 1200 800 000 1400 1800 1000 600 1600 000 000
a 000 400 000 000 000 400 400 400 1000 400
R 600 400 200 400 400 600 200 600 1400 400
s 400 400 800 600 1400 400 1200 200 200 200
T 500 400 400 1200 200 400 1000 400 200 1000
v 1500 1800 1200 400 400 6,00 600 1200 10,00 400
w 000 200 OO0 OO0 OO0 OO0 200 000 OO0 000
¥ 200 OO0 OO0 OO0 200 200 000 OO0 000 10,00
Gruppen
DE 10,00 1400 1600 1200 2200 2200 1200 1600 1000 1800
RHE 10,00 1600 1200 2000 800 2000 2000 1400 2600 200
FWNESS 16,00 400 400 400 200 200 400 000 000 2000
22,00 1200 1800 1600
28,00 2400 2800 2000
18,00 2400 26,00 3400

Abbildung 22: Prozentuale Verteilung

der Aminosduren an den unterschiedlichen

Sequenzpositionen der Octamere, Nonamere und Decamere der aus-

gewdhlten Peptide aller drei Experimente.

Fiir jede Peptidlange wird die Haufigkeit der Aminosauren an den unter-

schiedlichen Sequenzpositionen angegeben. Die Aminosauren mit einer

Haufigkeit von 10-40 % sind hellgelb unterlegt, Aminosdauren mit einer

Haufigkeit von 40-70 % gelb. Jeweils im linken unteren Spaltenbereich

wurde eine Einteilung der Aminosauren nach physikalisch-chemischen

Eigenschaften in Aminosduregruppen vorgenommen. In hellgelb sind

Aminosauregruppen mit einer Haufigkeit von 30-50 % an den unter-

schiedlichen Sequenzpositionen markiert, Aminosauregruppen mit einer
Haufigkeit von 50-90 % sind gelb dargestellt.
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Bei Betrachtung der einzelnen Aminosauren an den unterschiedlichen Sequenzpositionen
aller drei Auswertungen konnten ebenfalls einige Gemeinsamkeiten ausgemacht werden. Es
zeigte sich jeweils eine Dominanz von Valin an Position 1, eine Dominanz von Prolin an Posi-
tion 4 sowie C-terminal eine Dominanz von Leucin. Fir die Transfektion mit dem caninen
MHC-Klasse-I-Allel DLA-88*03201 waren humane C1R- und K562-Zellen verwendet worden.
Somit ist davon auszugehen, dass Peptide, die auf den MHC-Komplexen prasentiert wurden,
vorher durch eine humane Antigenprozessierungsmaschinerie zugeschnitten und selektiert
wurden. Hierzu gehdren als wesentliche Bestandteile das Proteasom als multikatalytische
Protease sowie der TAP-Komplex als Transporteinheit. In vorausgegangenen Untersuchun-
gen zeigte der humane TAP-Komplex vor allem eine Selektivitat fur Peptide mit hydropho-
bem oder basischem C-Terminus beim Transport in das Lumen des endoplasmatischen Reti-
kulums [47, 48]. Es wird somit angenommen, dass die Auswahl der Peptide durch den TAP-
Komplex einen entscheidenden Einfluss darauf hat, welche Peptide im Anschluss auf den
MHC-Komplexen gebunden werden und welche nicht. Aus diesem Grund wurden von der
Peptidgesamtzahl einer Lange aus allen Experimenten jeweils die Peptide mit sauren oder
polaren Seitenketten am C-Terminus abgezogen und nur die verbleibenden Peptide zur wei-
teren Analyse verwendet. Die Peptide wurden also gebiast. Somit konnten Peptide, die ver-
mutlich nicht von den MHC-Molekiilen stammten, vor der Bestimmung des Bindemotives
ausgeschlossen werden. In Tabelle 21 ist die Anzahl der Peptide mit polaren oder sauren
Seitenketten am C-Terminus, die unter den ausgewdahlten Peptiden aller drei Experimente
gefunden wurden, dargestellt. Hierbei wird jeweils die Peptidzahl pro Aminosdure der zuge-
horigen Peptidlange zugeordnet. Erganzend hierzu zeigt Abbildung 23 den prozentualen An-
teil der gefundenen Peptide mit saurem oder polarem C-Terminus an der Gesamtzahl aller

ausgewahlten Peptide einer Lange.
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Tabelle 21: Anzahl an Peptiden verschiedener Léngen mit saurem oder polarem C-
Terminus aus der Gesamtzahl aller ausgewahlten Peptide.

C D E G N Q S gesamt
8er - 5 7 1 0 4 0 17
9er - 6 6 3 1 2 0 18
10er - 4 5 0 0 2 1 12
1ler - 4 3 2 1 3 2 15
12er - 6 6 1 2 0 0 12

B Undecamere

m Dodecamere

B Octamere
B Nonamere
Decamere

Abbildung 23: Prozentualer Anteil der Peptide mit sauren oder polaren Seitenketten
am C-Terminus an der Peptidgesamtzahl einer Linge.

Flr die gebiasten Peptide wurde anschliefend erneut die Haufigkeit der Aminosduren an
Sequenzpositionen innerhalb der Octamere, Nonamere und Decamere der ausgewahlten
Peptide aller drei Experimente ermittelt (Abbildung 24). Hierbei zeigte sich ein dhnliches Bild
wie auch schon in Abbildung 22, nun mit etwas verdanderten Werten. An erster Position war
eine Dominanz der Aminosauregruppen AST+V und ILV zu vermerken. An zweiter und dritter
Stelle eine Dominanz der AST+V-Gruppe und auRerdem ein relativ haufiges Auftreten der
Gruppen AST+V und AST an Position 5, 6 und 7. Am C-Terminus wurden jeweils hohe Werte
fir die Gruppe ILV und FWY erzielt. Bei der Betrachtung der einzelnen Aminosduren an den

unterschiedlichen Sequenzpositionen aller drei Auswertungen zeigte sich nun neben Valin
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eine zusatzliche Dominanz von Alanin an Position 1, eine Dominanz von Prolin an Stelle 4

sowie neben Leucin am C-Terminus zeigten sich zusatzlich hohe Werte fiir Phenylalanin.

Im Anschluss wurde nun das vermutliche Bindemotiv fir das Allel DLA-88*03201 mit dem
Programm WebLogo bestimmt und visualisiert (Abbildung 25). Hierbei wurden jeweils die
gebiasten und die nicht gebiasten Nonamere der im Voraus ausgewahlten Peptide verwen-
det, da diese zahlenmalig am hdufigsten vertreten waren. Es zeigte sich bei der Visualisie-
rung des Bindemotives, das mit den nicht gebiasten DLA-88*03201-Nonameren erstellt wur-
de (Abbildung 25 A), eine Dominanz von Arginin und Valin am N-Terminus sowie eine erhdh-
te Prasenz von Prolin an vierter Position und von Asparaginsaure (D) an Position 7. AulRer-
dem konnte ein relativ haufiges Auftreten von Phenylalanin und Leucin am C-Terminus de-
tektiert werden. Verglich man dieses vermutliche Bindemotiv von DLA-88*03201 mit dem,
das mittels der identifizierten gebiasten Nonamere erstellt wurde (Abbildung 25 B), zeigte
sich eine Zunahme der Haufigkeit einiger Aminosauren an spezifischen Positionen innerhalb
der Peptidsequenzen und somit ein noch etwas deutlicheres Hervortreten des vermutlichen
Bindemotives fiir DLA-88*03201. Es kann die Vermutung gestellt werden, dass es sich bei
Arginin und Valin an Position 1 und Phenylalanin und Leucin an Position 9 moglicherweise
um sogenannte Ankeraminosduren handelt, mit denen das Peptid am MHC-Molekil veran-
kert ist. AuRBerdem konnten die Position 4 mit der Aminosadure Prolin und die Position 7 mit

den Aminosauren Asparaginsaure als vermutliche Hilfsanker identifiziert werden.
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gebiaste Octamere

gebiaste Nonamere

Fosition 1 2 3 4 5 3 7 B a9 10 Position 1 2 2 4 5 3 7 2 3 10
Amino Amino
A 1250 3,13 1250 3,13 000 938 625 1250 000 000
c 900 000 000 000 000 OO0 000 OO0 000 000
] 000 313 313 1563 3,13 2188 1563 000 000 000
E 3,13 E25 625 313 625 g8 .000 000 000
F 1563 313 9838 938 000 313 313 1250 000 000
g 3,13 1875 000 625 938 313 625 313 000 000
H 3,13 E25 313 000 25 000 000 OO0 000 000
| 313 §25 313 313 625 000 313 538 000 000
K 000 313 1563 625 938 625 9383 1875 000 000
L 1875 3,13 1563 938 625 625 938 2813 000 000
M 000 000
200 000
000 000
000 000
000 000
000 000
0,00 000
000 000
000 000
000 000
0,00 000 1400 600 1600 B00 2000 1200 000 0,00
000 000 1600 10,00 1600 1200 1800 2400 1400 0,00
000 000 800 1000 400 600 600 600 3800 000
000 000 2400 16,00 2000 1800 2600 1800 1600 0,00
000 000 32,00 26,00 2800 2600 2800 2200 2000 000
0.00 0,00 16,00 2200 1600 2000 1200 1600 3000 0.00
gebiaste Decamere
Position 1 2 3 4 5 ] 7 8 9 10
Aming
Sdure
000 789 263 G536
0,00 0,00
2,63 0,00
5,26 2,00
2,63 1316
10,53 0,00
10,53 2,63
0,00 0,00
7,83 2,63
1579 39,47
2,63 0,00
0,00 0,00
7,88 0,00
5,26 0,00
2,63 5,26
10,53 0,00
5,26 13,16
7,88 5,26
2,63 0,00
2,00 13,16
Gruppen
DE 789 1053 1579 1053 7,88
HK 10,53 1578 15758 2105 21,05
526 263 263 5,26
21,05 2855 2105 15,79
42,11 36,84 26,32 2368 1242 3153 2363
2805 1842 1578 2368 1842 2368 4474

Abbildung 24: Haufigkeiten der Aminosduren an Positionen innerhalb der Sequenzen

der gebiasten Octamere, Nonamere und Decamere der ausgewdhlten

Peptide aller drei Experimente.

Fir alle Peptide einer Lange wird die Haufigkeit der Aminoséduren an den
unterschiedlichen Sequenzpositionen angegeben. Aminosduren mit ei-
ner Haufigkeit von 10-40 % sind hellgelb unterlegt Jeweils im linken un-
teren Spaltenbereich wurde jeweils eine Einteilung der Aminosauren
nach physikalisch-chemischen Eigenschaften in Aminosaduregruppen
vorgenommen. In hellgelb sind hier Aminosdauregruppen mit einer Hau-
figkeit von 30-50 % an den unterschiedlichen Sequenzpositionen mar-
kiert.
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Abbildung 25: Vermutliches Bindemotiv fiir das Allel DLA-88*03201. Dargestellt sind
die Haufigkeiten der Aminosauren an verschiedenen Sequenzpositio-
nen der ausgewahlten Nonamere aller drei DLA-88*%03201-
Experimente.

(A) Verwendung nicht gebiaster Nonamere

(B) Verwendung gebiaster Nonamere

Die GroRe der Buchstaben korreliert jeweils mit der Haufigkeit einer
Aminosaure an einer bestimmten Stelle. Je groRer der Buchstaben ist,
desto frequenter tritt eine Aminosaure auf.

Die Abbildung wurde mit Hilfe des Programms Weblogo
(http://weblogo.berkeley.edu/logo.cgi) erstellt.
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4.2 Teil 2.1: Isolation viraler und zellularer DLA-88*50101- und
HLA-A*02:01-Liganden

4.2.1 Bestimmung der Infektionsfahigkeit von C1R-DLA-88*50101-Zellen

Vor der eigentlichen Isolation von viralen DLA-88*50101-Liganden musste als erster Schritt
die Infektionsfahigkeit von C1R-DLA-88*50101-Zellen mittels intrazelluldrer FACS-Farbung
bestimmt werden. Hierbei sollte nicht nur herausgefunden werden, ob eine Infektion von
C1R-DLA-88*50101 moglich ist, sondern gleichzeitig im Falle eines positiven Ergebnisses
festgestellt werden, nach welcher Inkubationszeit die Infektionsrate der Zellen am héchsten
war. Aus diesem Grund wurden mehrere Ansatze verwendet, die nach Infektion mit dem
Influenzavirus entweder fiir 9, 12 oder 15 Stunden inkubiert wurden, bevor die Zellen fixiert
und permeabilisiert wurden. Vorgegangen wurde wie unter 3.2.2.3.1 beschrieben. Als Pri-
marantikorper wurde der MCA-400-Antikorper verwendet, mit dem Influenza-A-
Nukleoproteine nachgewiesen werden koénnen, als Sekundarantikérper kam ein FITC-
konjugierter Antikorper zum Einsatz. Zur Bestimmung der unspezifischen Bindung des Se-
kundarantikorpers wurde fiir jedes Zeitintervall zusatzlich jeweils ein Ansatz ohne Primdran-
tikorper ausgewertet. Zur Kontrolle wurden nicht infizierte C1R-DLA-88*50101-Zellen ver-
wendet, die mit und ohne Primarantikorper inkubiert wurden. In Abbildung 26 sieht man die
Histogramme der verschiedenen Ansatze nach intrazellularer FACS-Farbung und Auswertung
mittels eines FACSCalibur-Zytometers sowie des Programms FloJo 10.0.7. Die Fluoreszenzin-
tensitdt nicht infizierter CIR-DLA-88*50101-Zellen nach Inkubation ohne Primarantikérper
(in hellrot) zeigte hierbei einen Fluoreszenzpeak bei 2, die Fluoreszenzintensitat nicht infi-
zierter C1R-DLA-88*50101-Zellen nach Inkubation mit Primarantikérper (in dunkelrot) einen
Fluoreszenzpeak bei 15. Somit wurde ein geringer Grad an unspezifischer Bindung des Pri-
mar- sowie des Sekunddrantikdrpers an den nicht infizierten Zellen deutlich. Fir die Infekti-
onsansatze nach 9, 12 und 15 Stunden ohne Verwendung des Primarantikorpers zeigte sich,
dquivalent zu der Negativkontrolle ohne Primarantikorper, dieselbe niedrige Fluoreszenzin-
tensitat (dargestellt in hellbraun, -blau und -griin) und somit dieselbe niedrige unspezifische

Bindung des Sekundarantikorpers.
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Abbildung 26: Histogramme zur Bestimmung der
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88*50101-Zellen mit dem Influenzavirus RB1.

m C1R-DLA-88*50101:
RB1-/MCA 400 -/FITC +
m C1R-DLA-55*50101:
RB1-/MCA 400 +/ FITC +

C1R-DLA-88*50101 (9h):
RB1 +/MCA 400 -/ FITC +
m C1R-DLA-55*50101 (9h):
RB1 +/MCA 400 +/ FITC +

C1R-DLA-88*50101 (12h):
RB1 +/MCA 400 -/ FITC +
m C1R-DLA-55*50101 (12h):
RB1 +/MCA 400 +/ FITC +

C1R-DLA-88*50101 (15h):
RB1 +/MCA 400 - / FITC +
= C1R-DLA-55*50101 (15h):
RB1 +/MCA 400 +/ FITC +

Infektionsrate von C1R-DLA-

Rottone stellen die Fluoreszenzintensitdt der Negativkontrollen dar.

Braun-, Blau- und Griintone zeigen die Fluoreszenzintensitat der Infekti-

onsansatze jeweils mit und ohne Verwendung des Primarantikorpers
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MCA-400, nach 9-, 12- und 15-stiindiger Inkubationszeit. Flr jeden An-
satz wurde jeweils die Infektionsrate in Prozent angegeben und der hier-
fir berlcksichtigte Bereich markiert. Bei der Bestimmung der Infektions-
rate wurde jeweils die voraussichtliche unspezifische Bindung des Pri-
marantikorpers nicht berticksichtigt (dargestellt in dunkelrot).

Die Infektionsansatze, die mit Primarantikdrper inkubiert wurden, sind in dunkelbraun, -blau
und -griin dargestellt und zeigen jeweils zwei Teilpopulationen. Vergleicht man weiterge-
hend jeweils die Fluoreszenzpeaks der Teilpopulationen mit niedriger Fluoreszenzintensitat
mit den Fluoreszenzpeaks der Kontrollen mit Primarantikorper, wird augenscheinlich, dass
beide im gleichen Bereich angesiedelt sind und somit wahrscheinlich durch die unspezifische
Bindung des Primarantikorpers zustande kamen. Weitergehend wurde die Infektionsrate der
verschiedenen Ansatze jeweils durch das Setzen eines Gates bestimmt. Hierbei wurden Fluo-
reszenzintensitdten unterhalb eines Wertes von hundert fir jeden Ansatz von der Beurtei-
lung ausgeschlossen, um Fluoreszenzintensitaten als Folge der unspezifischen Bindung des
Primarantikérpers nicht zu berticksichtigen. Als Infektionsrate wurde jeweils der Anteil der
markierten Teilpopulation an der Gesamtpopulation in Prozent angegeben. Die Bestimmung
der Infektionsraten ergab schliellich nach einer Inkubation von 12 Stunden den gréRten
Wert mit 57,1 %, gefolgt von einer Infektionsrate von 56,1 % nach 9-stiindiger Inkubation.
Die niedrigste Infektionsrate wurde nach 15 Stunden erreicht mit 45,1 %. Somit wurden die
C1R-DLA-88*50101-Zellen in den folgenden Experimenten nach der Infektion jeweils fir

12 Stunden inkubiert, um eine moglichst groBe Anzahl an infizierten Zellen zu erzielen.

4.2.2 Ergebnisse der Virusanzucht

Vor dem Beginn der eigentlichen Experimente musste zunachst eine ausreichende Menge an
Influenzaviren generiert werden. Zur Replikation des Virus wurden humane Lungenkarzi-
nomzellen (A549-Zellen) sowie canine Hundenierenepithelzellen (MDCKII-Zellen) verwendet.
Die Vorgehensweise erfolgte hierbei wie unter 3.2.2.1 beschrieben, wobei die Zellen zu-
nachst mit einer MOI von 0,001 infiziert wurden. Nach dem Erreichen eines zytopathischen
Effekts von 50 % in den Zellkulturen der adhérent wachsenden Zellen wurde der Uberstand
abgekippt und ultrazentrifugiert. Dann wurde eine Probe des Viruskonzentrats gezogen und
der Virustiter wurde mittels Avicel Plaque Assay und dem Tabellenkalkulationsprogramm

Excel bestimmt. Das Viruskonzentrat wurde in der Zwischenzeit bei -80 °C gelagert, bis die
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Ergebnisse der Virustitration vorlagen. Tabelle 22 gibt einen Uberblick iiber die in dieser Ar-

beit zur Virusproduktion durchgefiihrten Experimente unter zuséatzlicher Angabe des zuge-

horigen Virustiters und der generierten Menge.

Tabelle 22: Virustiter der Viruskonzentrate und Angabe der jeweils verfiigbaren

Menge in Milliliter.

Experiment

Virustiter des Pellets (log10 FFU)

Volumen (ml)

2016-CSC-004

2016-CSC-007

2016-CSC-010

2016-CSC-012

2016-CSC-015

2016-CSC-017

2016-CSC-020

2016-CSC-022

2016-CSC-027

2016-CSC-032

8,6
8,4
6,6
7,7
8,6
7,7
7,3
7,6
7,9

8,1

4.2.3 Infektion von C1R-DLA-88*%50101-Zellen ohne Trypsin

Das Protein Hamagglutinin auf der Oberflache von Influenza-A-Viren besteht aus drei glei-

chen Untereinheiten, die gemeinsam als HO bezeichnet werden. Als Grundvoraussetzung fiir

die Infektion von Zellen muss das HO jeweils proteolytisch in die Untereinheiten H1 und H2

gespalten worden sein. Bei hochpathogenen, avidren Influenzaviren erfolgt die Spaltung des

HO durch ubiquitdr vorkommende Furin-Proteasen, wohingegen bei niedrigpathogenen In-

fluenzaviren das HO durch trypsindhnliche Proteasen gespalten wird [160]. Zur In-vitro-

Infektion von Zellen wird in der Regel die Protease Trypsin im Zellkulturmedium verwendet,

um eine effiziente HO-Spaltung zu vermitteln [143]. Die Verwendung von Trypsin bei der In-

fektion von Zellen mit Influenza-A-Virus hat jedoch nicht nur einen Einfluss auf das virale
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Hamagglutinin, sondern bewirkt auch, dass Proteine wie zum Beispiel MHC-Klasse-I-
Komplexe auf der Zelloberfliche enzymatisch gespalten werden. Die daraus resultierende
Verringerung der MHC-Klasse-I-Expression ist in der Folge mit einer niedrigeren Ausbeute an
MHC-Liganden bei einer nachfolgenden Immunaffinitdtschromatographie verkniipft. Da ei-
nige Zelllinien Uber eine endogene Proteasenexpression verfligen, wurde im nachsten Schritt
Uberprift, ob sich C1R-DLA-88*50101-Zellen auch ohne die Verwendung von Trypsin effi-
zient infizieren lassen, um somit nachfolgend eine moglichst grofle Peptidausbeute gewahr-
leisten zu kénnen. Hierzu wurde die Infektionsrate der Zellen nach Infektion mit und ohne
Verwendung von Trypsin mittels intrazellularer FACS-Farbung bestimmt. Das experimentelle
Vorgehen erfolgte wie unter 3.2.2.3.1 beschrieben. Um den Bereich festzulegen, der zur Be-
stimmung der Infektionsrate herangezogen werden sollte, wurden die Fluoreszenzkurven
der Negativkontrollen mit denen der Infektionsansatze in einem gemeinsamen Histogramm
dargestellt (Abbildung 27). Als Primarantikdrper wurde der Antikdrper MCA-400 verwendet,
der an das Influenza-A-Nukleoprotein bindet. Als Sekundarantikérper kam ein FITC-
markierter Antikdrper zum Einsatz. Zur Kontrolle der unspezifischen Bindung des Primaranti-
korpers wurden Negativkontrollen mit nicht infizierten Zellen sowie Isotypkontrollen mit
GAP-A3-Antikérpern verwendet. Zur Uberpriifung der unspezifischen Bindung des Sekun-
darantikorpers wurde ein Ansatz ohne Primarantikorper inkubiert. Bei Betrachtung der un-
terschiedlichen Kurvenverldufe wurde zunachst ersichtlich, dass die Infektionsansatze im
Vergleich zu den Kontrollansadtzen, wie auch schon unter 4.2.1 beschrieben, jeweils zwei Po-
pulationen aufwiesen. Hierbei zeigten die Teilpopulationen mit niedriger Fluoreszenzintensi-
tat jeweils Kurvenverldufe im selben Fluoreszenzbereich wie auch die Negativkontrollen,
wodurch davon auszugehen war, dass hierbei jeweils Fluoreszenzintensitaten wiedergege-
ben wurden, die durch die unspezifische Bindung des Primarantikorpers zustande gekom-
men sind. Somit wurden im weiteren Verlauf niedrige Fluoreszenzintensitaten von der wei-
teren Analyse ausgeschlossen, indem nur Fluoreszenzen groRer als hundert innerhalb der
Histogramme markiert und zur weiteren Bestimmung der Infektionsraten herangezogen

wurden.
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Abbildung 27: Festlegung des Bereichs, der fiir die Bestimmung der Infektionsrate

relevant ist.

Die roten Kurven zeigen die Fluoreszenz der Negativkontrollen, die
orangen Kurven die der Infektionsansdtze unter Verwendung von
Trypsin und die griinen Kurven stellen die Fluoreszenz der Infektionsan-
satze ohne Verwendung von Trypsin dar. Die blauen Kurven zeigen die
Fluoreszenzintensitat der Isotypkontrollen, die lila Kurve die des Ansat-
zes ohne primdren Antikorper. In schwarz ist der Bereich markiert, der
jeweils zur Bestimmung der Infektionsrate herangezogen wurde.

Abbildung 28 zeigt die Histogramme der einzelnen Ansatze jeweils getrennt voneinander
aufgelistet. Hierbei ist flir jeden Ansatz jeweils der Bereich, welcher zur Bestimmung der
Infektionsrate herangezogen wurde, markiert und die jeweilige Infektionsrate ist angegeben.
Die Infektionsrate entspricht hierbei dem Anteil der markierten Teilpopulation an der Ge-
samtpopulation in Prozent. Bei genauerer Analyse der verschiedenen Fluoreszenzkurven
zeigte sich jeweils wie erwiinscht eine niedrige Fluoreszenzintensitat fir die beiden techni-
schen Replikate der Isotypkontrollen sowie fiir die unspezifische Bindung des Sekundaranti-
korpers mit Fluoreszenzpeaks unterhalb von zehn. Fir die drei Replikate beider Infektions-
ansatze konnten jeweils, wie bereits in Abbildung 26 ersichtlich wurde, zwei Teilpopulatio-
nen beobachtet werden. Nachfolgend wurden, wie oben bereits beschrieben, nur die Berei-
che mit Fluoreszenzintensitaten oberhalb von hundert zur weiteren Bestimmung der Infekti-

onsrate herangezogen.
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Abbildung 28: Histogramme zur Uberpriifung der Infektionsfihigkeit von C1R-DLA-
88*%50101-Zellen mit dem Influenzavirus RB1 ohne Verwendung von
Trypsin.

Die roten Kurven zeigen jeweils die Fluoreszenzintensitat der Negativ-
kontrollen, die orangen Kurven die der Infektionsansatze ohne Verwen-
dung von Trypsin bei der Inkubation, die griinen Kurven die Fluores-
zenzintensitat der Infektionsansatze nach Verwendung von Trypsin bei
der Inkubation. Als Primarantikérper wurde der Antikorper MCA-400
verwendet, als Sekundarantikérper ein FITC-markierter Antikdrper. Die
blauen Kurven zeigen die Isotypkontrollen mit GAP-A3-Primarantikorper
und Sekundarantikorper, die lila Kurve die Isotypenkontrolle unter aus-
schlielllicher Verwendung von Sekundarantikorpern. Fur jeden Ansatz
wurde jeweils die Infektionsrate in Prozent bestimmt und der hierfiir be-
riicksichtigte Bereich markiert (schwarz).

Hierbei zeigte sich wie zu erwarten eine Infektionsrate von 0 % fiir die Negativkontrollen, die
Isotypkontrollen und den Ansatz ohne Primarantikorper. Des Weiteren konnten héhere In-
fektionsraten bei den Infektionsansatzen ohne Trypsin erzielt werden als bei den Infektions-
ansatzen mit Trypsin. Insgesamt wurde dieser Versuch zweimal durchgefiihrt. Tabelle 23 gibt
jeweils einen Uberblick iber die Mittelwerte der Infektionsraten beider Versuche, bestimmt
aus den technischen Replikaten der Infektionsansatze mit zugehoriger Standardabweichung.
Es wird ersichtlich, dass sich das vorherige Bild auch im zweiten Versuch bestétigte und so-
mit beide Experimente eine hdhere Infektionsrate ohne Verwendung von Trypsin wahrend
der Inkubation aufwiesen. Somit konnte im weiteren Verlauf die Infektion der C1R-DLA-
88*50101-Zellen fir die nachfolgende Immunaffinitditschromatographie ohne die Verwen-
dung von Trypsin im Inkubationsmedium erfolgen, wodurch eine moglichst grole Menge an

viralen MHC-Liganden bei der Immunaffinitditschromatographie garantiert werden sollte.
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Tabelle 23: Ubersicht liber die Mittelwerte der Infektionsraten aus drei technischen
Replikaten pro Experiment mit zugehoriger Standardabweichung.

Experiment 1

Ansatz Infektionsrate Standardabweichung
Infektion mit Trypsin 19,6 0,4
Infektion ohne Trypsin 24,5 0,5

Experiment 2

Ansatz Infektionsrate Standardabweichung
Infektion mit Trypsin 8,7 0,2
Infektion ohne Trypsin 11,0 0,7

4.2.4 Isolation viraler und zelluldarer DLA-88*50101- und HLA-A*02:01-
Liganden

Zur lIsolation von viralen und zelluldren DLA-88*50101- und HLA-A*02:01-Liganden wurden
C1R-DLA-88*50101-, C1R-HLA-A*02:01- sowie JY-Zellen vorbereitet, wie unter 3.2.3.2 be-
schrieben, wobei die Infektionsansatze jeweils ohne die Verwendung von Trypsin im Inkuba-
tionsmedium infiziert und anschlieBend fiir 12 Stunden inkubiert wurden. Darauf folgend
wurden die vorbereiteten Zelllysate jeweils zyklisch durch Chromatographie-Saulen geleitet
und der Antikorper BBM.1 verwendet, um MHC-Molekiile zu isolieren. Mit Hilfe eines sauren
Losungsmittels konnten die Peptidliganden dann von den MHC-Molekilen eluiert und mit-
tels Ultrafiltration separiert werden. Nach weiterer Konzentration und Aufreinigung der Pro-
ben erfolgte eine Analyse der Peptide mittels eines LTQ-Orbitrap-XL-Hybridmassen-
spektrometers. Auf Grund der nur einmaligen Durchfiihrung einer Immunaffinitdtschroma-
tographie mit infizierten JY-Zellen wurde in diesem Fall ein Orbitrap-Fusion Lumos-
Massenspektrometer mit hoherer Sensitivitdt verwendet, um eine ausreichende Peptidaus-
beute zu gewahrleisten. Zur Analyse der MS-Daten wurde jeweils das Programm Proteome
Discoverer 1.4 verwendet, das die Rohdaten des Massenspektrometers an die Suchmaschine

Sequest weiterleitete.
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Tabelle 24: Vergleichende Darstellung der identifizierten Peptide nach Isolierung mit-

tels MHC-Immunaffinitdtschromatographie (Experiment mit nicht infizier-

ten Zellen).
Experiment Art der Infektion Zellart Zellzahl  Gesamtpeptidzahl
1 - C1R-DLA-88*50101 1 x 10° 497
2 - C1R-DLA-88*50101 1x10° 1206
3 - C1R-DLA-88*50101 1x10° 1316
4 - C1R-HLA-A*02:01 5x 10° 1414
5 - C1R-HLA-A*02:01 5 x 10° 1150

Tabelle 25: Vergleichende Darstellung der identifizierten Peptide nach Isolierung mit-

tels MHC-Immunaffinitditschromatographie (Experiment mit infizierten

Zellen).
Experiment Art der Infektion Zellart Zellzahl Gesamtpeptidzahl
1 Influenzavirus C1R-DLA-88*50101 1 x 10° 1220
2 Influenzavirus C1R-DLA-88*50101 1 x 10° 1150
3 Influenzavirus C1R-DLA-88*50101 1 x 10° 1352
4 Influenzavirus ~ JY 5x10° 8850

AnschlieBend wurden mit Hilfe der Datenbank Swissprot die Fragmentspektren annotiert,

wobei fir die Infektionsansatze jeweils zusatzlich die Aminosauresequenzen des Influenzavi-

rus A/Regensburg/D6/2009 (H1N1) der NCBI-Nukleotiddatenbank ergdanzt worden waren.

Tabelle 24 gibt einen Uberblick tiber die Menge an Peptiden, die pro Experiment mit nicht

infizierten Zellen identifiziert werden konnten, gemeinsam mit den hierfir jeweils eingesetz-

ten Zellzahlen. Tabelle 25 liefert dieselben Informationen fiir die Experimente mit infizierten

Zellen. Die verwendeten C1R-DLA-88*50101- und C1R-HLA-A*02:01-Zellen wiesen neben

den zu bestimmenden DLA-88*50101- und HLA-A*02:01-Peptiden jeweils auch eine natiirli-
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che Co-Expression von HLA-B*35:03- und HLA-C*04:01-Peptiden auf ihrer Oberflache auf.
Ebenso exprimierten die verwendeten JY-Zellen nicht nur die fir die weiteren Analysen inte-
ressanten HLA-A*02:01-Peptide, sondern auch zusatzlich HLA-B*07:02- und C*07:02-
Peptide. Aus diesem Grund wurde jeweils fiir jedes Experiment der Anteil an nicht relevan-
ten Peptiden, wie unter 3.2.3.3.5 und 3.2.3.3.6 beschrieben, bestimmt und jeweils von der
Gesamtpeptidzahl abgezogen. Tabelle 26 gibt einen Uberblick (iber den prozentualen Anteil
der mittels des Vorhersageprogramms Ligandosphere bestimmten HLA-Liganden an der Ge-
samtzahl an gefundenen Peptiden der Experimente mit nicht infizierten Zellen. Tabelle 27
liefert dieselben Informationen fiir die Experimente mit infizierten Zellen. Barth et al., 2016,
PLoS ONE hatten vorausgehend das Bindemotiv fiir das canine Allel DLA-88*50101 charakte-
risiert und dabei eine groRe Ahnlichkeit der Bindemotive von DLA-88*50101 und HLA-
A*02:01 festgestellt. Somit sollte im weiteren Verlauf untersucht werden, ob ein dhnliches
Bindemotiv in diesem Fall auch mit einer groBen Ubereinstimmung der prisentierten Peptid-

liganden einherging.

Tabelle 26: Ubersicht iiber die HLA-assoziierten und vermutlich DLA-assoziierten Pep-
tide pro Experiment mit nicht infizierten Zellen.

Experiment Zellart Gesamt- % HLA- % HLA- % HLA- % DLA-
peptidzahl A*02:01 B*35:03 C*04:01 88*50101

1 C1R-DLA- 497 - 0,4 8,2 91,3
88*50101

2 C1R-DLA- 1206 - 0,7 7,6 91,8
88*50101

3 C1R-DLA- 1316 - 0,7 14,3 85,1
88*50101

4 C1R-HLA- 1414 79,6 0,6 15,3 -
A*02:01

5 C1R-HLA- 1150 80,3 0,4 13,9 -

A*02:01
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Tabelle 27: Ubersicht iiber die HLA-assoziierten und vermutlich DLA-assoziierten Pep-
tide pro Experiment mit infizierten Zellen.

Experi- Zellart % HLA- % % % % %
ment A*02:01 HLA- HLA- DLA- HLA- HLA-
B*35:03 C*04:01 88*50101 B*07:02 C*07:02

1 C1R-DLA- - 0,6 7,7 91,3 - -
88*50101

2 C1R-DLA- - 0,8 8,0 91,8 - -
88*50101

3 C1R-DLA- - 0,7 11,7 85,1 - -
88*50101

4 JY 48,6 - - 43,2 8,1

Hierfir wurde in der Folge das Ligandom von C1R-DLA-88*50101-Zellen mit dem von C1R-
HLA-A*02:01 verglichen. Verwendung fanden jeweils zehn HLA-Proben aus zwei biologischen
Replikaten sowie sieben DLA-Proben aus drei biologischen Replikaten. Peptide, die von HLA-
A*02:01 prasentiert wurden, konnten hierbei jeweils 1 033 Quellproteine zugeordnet wer-
den, wobei 765 Quellproteine (74,1 %) ausschlieRlich von HLA-A*02:01 stammten (Abbil-
dung 29).

B HLA-A*02:01 (C1R-Zellen) [ DLA-88*50101 (C1R-Zellen)

765

Abbildung 29: Vergleich der Quellproteine der MHC-Klasse-I-Liganden von DLA-
88*50101 und HLA-A*02:01.

Die Abbildung wurde mit Hilfe des Programms http://www.biovenn.nl
erstellt.
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Peptide, die von DLA-88*50101 ausgingen, wurden 1 150 Quellproteinen zugeordnet, wobei
882 Quellproteine (76,7 %) ausschlieRlich zu DLA-88*50101 zugehorig waren. Bei Betrach-
tung der Gesamtheit aller bestimmten Quellproteine konnten 268 Proteine sowohl DLA-
88*50101 (23,3 %) als auch HLA-A*02:01 (25,9 %) zugeordnet werden. Weitergehend wurde
die Zusammensetzung der identifizierten DLA-88*50101- und HLA-A*02:01-Peptide mitei-
nander verglichen (Tabelle 24; Abbildung 30). Die Probenanalyse der Experimente mit C1R-
HLA-A*02:01-Zellen lieferte 2 564 identifizierte Peptide. Hiervon stammten 391 Peptide von
HLA-B*35:03 und HLA-C*04:01 (15,2 %) sowie 2049 Peptide von HLA-A*02:01 (79,9 %). Die
Experimente mit C1R-DLA-88*50101-Zellen ergaben 3 019 Peptide, 340 (11,2 %) von HLA-
B*35:03 und HLA-C*04:01, aulRerdem 2 681 (88,8 %) von DLA-88*50101. Die Schnittmenge
der C1R-DLA-88*50101- und C1R-HLA-A*02:01-Peptide umfasste 96 Peptide (3,4 %). Die
Kontrolle technischer Schwankungen der Peptidanalysen mittels LC/MS-System erfolgte
dann mittels Darstellung in einem Waterfall Plot (Abbildung 31). Hierbei wurde jeweils das
Auftreten der Peptide wahrend der verschiedenen Laufe fir die zwei unterschiedlichen
MHC-Klasse-I-Molekile veranschaulicht und der Schwellenwert fir signifikante Peptide, die
entweder durch HLA oder DLA prasentiert wurden, mittels randomisierter Analyse be-

stimmt.

I HLA-A*02:01 (C1R-Zellen) [ DLA-88*50101(C1R-Zellen)

¥ N

1232 1489 |

Abbildung 30: Vergleich der MHC-Klasse-I-prasentierten Peptide von DLA-88*%50101
und HLA-A*02:01.

Die Abbildung wurde mit Hilfe des Programms http://www.biovenn.nl er-
stellt.
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Es zeigte sich, dass 681 der 1 232 Liganden (24,2 % des gesamten HLA-/DLA-Ligandoms), die
nur auf HLA-A*02:01-MHC-Molekiilen prasentiert wurden, signifikant mit C1R-HLA-A*02:01-
Zellen assoziiert waren. Wohingegen von den 1489 DLA-Liganden, die ausschlieRlich auf
DLA-88*50101-MHC-Molekilen prasentiert wurden, 845 signifikante Peptide mit C1R-DLA-
88*50101-Zellen assoziiert waren (30,0 % des gesamten HLA-/DLA-Ligandoms).

B HLA-A*02:01 (C1R-Zellen) B DLA-88*50101 (C1R-Zellen)

Vs

10 / -

n =681 845

=
1

MHC-Liganden n =2 817

Abbildung 31: Vergleichende Analyse der Peptidfrequenzen von DLA-88*50101 und
HLA-A*02:01.

Auf der x-Achse sind die jeweiligen Peptidliganden aufgetragen, auf der
y-Achse ist deren Auftreten wahrend der verschiedenen massenspekt-
rometrischen Laufe angegeben. Die schwarzen Boxen stellen die Menge
an signifikanten Peptiden unter den Liganden dar, die entweder auf DLA-
88*50101 oder HLA-A*02:01 prasentiert werden, wobei die Anzahl an
signifikanten Peptiden jeweils unterhalb der Boxen angegeben ist.

Des Weiteren wurden die Abundanzen der Liganden, die auf HLA-A*02:01 und DLA-
88*50101 prasentiert wurden, mittels Volcano Plot miteinander verglichen (Abbildung 32).
Hierbei sind Liganden mit einem Signifikanzlevel von p < 0,05 nach Benjamini-Hochberg-
Korrektur und einem Fold Change >4 fir DLA-88*50101 in rot dargestellt oder fir HLA-
A*02:01 in blau. Peptide, die sowohl auf HLA als auch auf DLA prasentiert wurden, sind
schwarz markiert. Es wird ersichtlich, dass 40 der 96 Peptide, die auf HLA und DLA prasen-
tiert wurden, jeweils oberhalb des Signifikanzlevels lagen. Dies entspricht 1,4 % des gesam-

ten HLA-/DLA-Ligandoms.
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n=18

-log10 korrigierter p-Wert
(BH)

log2 fc(DLA/HLA)

Abbildung 32: Vergleichende Darstellung der Abundanzen der DLA-88*50101- und
HLA-A*02:01-Liganden.

in

Jeder Punkt reprasentiert einen spezifischen Liganden. Die y-Achse zeigt
das Signifikanzlevel nach Benjamini-Hochberg-Korrektur, die x-Achse
stellt den Log2-fold Change der Abundanzen dar. Peptide mit einem p-
Wert < 0,05 und Fold Change >4 sind in rot beziehungsweise blau dar-
gestellt. Die Peptide, die auf HLA und DLA préasentiert wurden, sind
schwarz markiert. Die Anzahl an signifikanten Peptiden unter den Uber-
lappenden Peptiden ist oberhalb der zugehorigen Quadranten angege-
ben.

Nach vergleichender Betrachtung der Peptide von HLA-A*02:01 und DLA-88*50101 aus
Quellproteinen humanen Ursprungs sollten nun weitergehend Peptide von Quellproteinen
viralen Ursprungs genauer analysiert werden. Hierflir wurden virale Peptide, die von C1R-
DLA-88*50101-Zellen eluiert wurden, mit viralen Peptiden des HLA-A*02:01 von JY-Zellen
verglichen. Es wurden in diesem Fall JY-Zellen verwendet, weil sie eine relativ hohe MHC-
Expression aufweisen. Insgesamt wurden 3 354 DLA-88*50101-Peptide in sieben Ldufen
(drei biologische Replikate) identifiziert sowie 4 786 HLA-A*02:01-Peptide in drei Laufen ei-
nes Experiments (Tabelle 26). Fiir DLA-88*50101 konnten 8 virale Peptide identifiziert wer-
den, diese sind in Tabelle 28 dargestellt unter zusatzlicher Angabe des jeweils zugrunde lie-

genden Influenzaquellproteins. Jede identifizierte Peptidsequenz wurde zusatzlich hinsicht-
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lich ihrer Bindungsaffinitdt gegeniiber DLA-88*50101 und HLA-A*02:01 untersucht, wofir
die Epitopvorhersageprogramme SYFPEITHI@home sowie NetMHCpan 3.0 verwendet wur-
den. Die jeweils erzielten SYFPEITHI@home-Scores als Prozentsatz der erreichten Werte am
maximal moglichen Wert sowie der NetMHCpan 3.0-%-Rank sind zusatzlich in Tabelle 28
angegeben. Zwei Peptide zeigten hierbei einen hohen SYFPEITHI-Score fiir DLA-88*50101
mit Uber 80 % des maximal erreichbaren Wertes, ein Peptid einen niedrigen Score mit

36,7 % und fir 3 Peptide konnte kein Wert berechnet werden.

Tabelle 28: MHC-Klasse-I-Peptide (DLA-88*%50101) aus Influenza-spezifischen Protei-
nen (MHC-Prazipitation mit CLR-DLA-88*50101-Zellen).

Influenza- Quellprotein UniProt  Position SYFPEITHI- % of maximal SYFPEITHI- % of maximal %-rank HLA-
Peptid-Sequenz KB IB Score HLA-  possible Score DLA- possible A*02:01
A*02:01 SYFPEITHI- 88*50101 SYFPEITHI-
HLA-Score* DLA-Score*
SYFPEITHI SYFPEITHI SYFPEITHI SYFPEITHI NetMHCpan
@home @home @home @home
KVNSVIEKM Hamagglutinin C6HOI3-1 395-403 16 44,4 17 56,7 12,0
NDKGKEVL Hamagglutinin  C6HOI3-1 184-191 n.a. - n.a. - 95,0
YINDKGKEV Hamagglutinin C6HOI3-1 182-190 24 66,7 24 80,0 4,5
YINDKGKEVL Hamagglutinin C6HOI3-1 182-191 22 64,7 25 86,2 13,0
IIGPLCVRL Non-structural C6HO0I9-1 111-119 25 69,4 22 73,3 3,0
protein 1
MVTRFESL Nuclear export C6H0I8-1 31-38 n.a. - n. a. - 23,0
protein
TVMRMGDLHYL Nuclear export C6HOI8-1 48-55 n. a. - n.a. - 1,2
protein
VVFPNEVGA Polymerase C6H0J2-1 166-174 15 41,7 11 36,7 5,5

basic protein

Die Elution von viralen Liganden vom HLA-A*02:01 der JY-Zellen ergab 6 Peptide, die nach-
folgend in Tabelle 29 aufgelistet sind. Hierbei zeigten vier Peptide einen SYFPEITHI-Score fiir
DLA-88*50101 von > 60 % des maximal erreichbaren Scores. Verglich man die viralen Pepti-
de, die von DLA-88*50101 eluiert wurden, mit denen von HLA-A*02:01, zeigte sich, dass kei-

ne gleichen Peptidsequenzen gefunden wurden (Tabelle 28 und 29).
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Tabelle 29: MHC-Klasse-I-Peptide (HLA-A*02:01) aus Influenza-spezifischen Proteinen
(MHC-Prazipitation mit JY-Zellen).

Influenza- Quellprotein  UniProt Position SYFPEITHI- % of maximal SYFPEITHI- % of maximal %-rank HLA-
Peptid-Sequenz KB IB Score HLA-  possible Score DLA- possible A*02:01
A*02:01 SYFPEITHI-HLA- 88*50101 SYFPEITHI-DLA-
Score* Score*
SYFPEITHI SYFPEITHI SYFPEITHI SYFPEITHI Net_MHCpan
@home @home @home @home
RLATGLRNV Hamagglutinin C6HO0I3-1 330-338 28 77,8 19 63,3 0,6
GILGFVFTL Matrix protein 1 C6H0I6-1 58-66 30 83,3 21 70,0 0,2
AMMDQVRES Nucleoprotein C6H0I7-1 237-245 18 50,0 3 10,0 3,0
IMDSNTLEL Nucleoprotein C6H0I7-1 373-381 25 69,4 11 36,7 0,3
AIMEKNIVL Non-structural C6HO0I9-1 122-130 24 66,7 22 73,3 1,6
protein 1
ILKEESSETL Non-structural C6HO0I9-1 68-77 25 73,5 22 75,9 4,5
protein 1

“Prozentsatz der erreichten Werte am maximal moglichen Wert (HLA: 9mer 36; 10mer
34; DLA: 9mer 30; 10mer 29).

4.3 Bestdtigung des Bindemotives fiir DLA-88*50101

Weitergehend wurden die zelluldren Peptide, die DLA-88*50101 zugeordnet werden konn-
ten, dazu verwendet, um das MHC-Klasse-I-Bindemotiv von DLA-88*50101 zu bestimmen.
Auf diese Weise sollte (iberprift werden, ob das vermutliche Bindemotiv, dass Barth et al.
[128] bereits fuir DLA-88*50101 charakterisiert hatten, bestatigt werden konnte. Hierfiir
wurden die identifizierten DLA-88*50101-Peptide aus den Experimenten mit nicht infizierten
Zellen (Tabelle 24) mit Hilfe des Programms Motivefinder weiter untersucht. Abbildung 33
zeigt die Langenverteilung der DLA-88*50101-Peptide, die in den Experimenten mit nicht
infizierten C1R-DLA-88*50101-Zellen gefunden wurden. Hierbei zeigte sich, dass die Mehr-

heit der Peptide, wie zu erwarten, eine Lange von 9 Aminosduren aufwies.
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Abbildung 33: Langenverteilung aller DLA-88*50101-Peptide aus den MHC-
Immunprazipitationen mit nicht infizierten C1R-DLA-88*%50101-Zellen.

Auf der x-Achse sind die unterschiedlichen Peptidlangen aufgetragen
und auf der y-Achse ist jeweils deren prozentualer Anteil an der Ge-
samtpeptidzahl angegeben. Fir jede Peptidlange ist zusatzlich jeweils
die absolute Peptidzahl aufgefihrt.

Weitergehend wurde die Haufigkeit des Auftretens bestimmter Aminosauren an Stellen in-
nerhalb der gefundenen Peptidsequenzen ermittelt und die prozentuale Verteilung der Ami-
nosauren an den unterschiedlichen Sequenzpositionen angegeben (Abbildung 34 A). Fir die
Analyse wurden die isolierten Nonamere herangezogen, da diese, wie vorausgehend in Ab-
bildung 33 ersichtlich, den grofSten Anteil an isolierten Peptiden darstellten. Die Betrachtung
der einzelnen Aminosauren zeigte eine Dominanz der aliphatischen und hydrophoben Ami-
nosauren lIsoleucin (I = 46,99 %), Leucin (L = 11,78 %) und Valin (V = 31,78 %) an Position 2.
AuBerdem war eine Dominanz der aliphatischen und hydrophoben Aminosduren Leucin

(L=58,04 %) und Valin (V = 19,39 %) am C-Terminus ersichtlich (Abbildung 33 A).
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Pasition 1 2 3 4 5 & 7 2 9

Abbildung 34: Vergleichende Darstellung der Haufigkeiten von Aminosauren an ver-
schiedenen Sequenzpositionen.

(A) Identifizierte DLA-88*50101-Nonamere aus den Experimenten mit
nicht infizierten C1R-DLA-88*50101-Zellen.
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(B) Identifizierte DLA-88*50101-Nonamere von Barth et al. [128]. Die
bevorzugten Anker-Aminosduren sind jeweils in blau dargestellt.

Da sonst keine anderen Positionen eine derartige Anhaufung von bestimmten Aminosduren
aufwiesen, wurde davon ausgegangen, dass Position 2 und 9 in diesem Fall als Hauptanker
dienten. Weitergehend wurde dieses Analysenergebnis mit dem Ergebnis der Analyse von
DLA-88*50101-Nonameren von Barth et al. [128] (Abbildung 34 B) verglichen. Hierbei zeigte
sich jeweils in beiden Analysen eine Anhdufung derselben Aminosduren an denselben Se-
quenzpositionen (in blau hervorgehoben). Weitergehend wurden die identifizierten DLA-
88*50101-Nonamere dazu verwendet, um mit Hilfe des Programms Weblogo das Bindemo-
tiv fiir das Allel DLA-88*50101 zu bestimmen (Abbildung 35 A). AnschlieBend wurde das auf
diese Weise visualisierte Bindemotiv mit dem von Barth et al. [128] fiir DLA-88*50101 pra-

sentierten Bindemotiv (Abbildung 35 B) verglichen.
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Abbildung 35: Abgleich der vermutlichen Bindemotive fiir das Allel DLA-88*50101.

(A) Bindemotiv bestimmt aus den DLA-88*50101-Nonameren im Rah-
men der vorliegenden Arbeit.
(B) Bindemotiv fiir das Allel DLA-88*50101 charakterisiert durch Barth

et al. [128]
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Hierbei zeigte sich ebenfalls in beiden Fallen eine Dominanz von Isoleucin, Leucin und Valin

an Position 2 sowie von Leucin und Valin an Position 9. Somit konnte das vermutliche Bin-

demotiv fiir das Allel DLA-88*50101 von Barth et al. [128] bestatigt werden.

4.4 Peptidbindungsassay

Wie bereits vorangehend beschrieben wurde, konnten Barth et al. [128] eine groRe Ahnlich-
keit zwischen den Bindemotiven von DLA-88*50101 und HLA-A*02:01 feststellen. Im nachs-
ten Schritt sollte daher nun die Bindungsfahigkeit ausgewéhlter Peptide an DLA-88*50101
und HLA-A*02:01 Uberprift werden. Hierzu wurden die Fragmentspektren der identifizierten

natirlichen Liganden YINDKGKEVL und GILGFVFTL zunachst mit denen der zugehdrigen syn-
thetischen Peptide verglichen.
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Abbildung 36:

Bestdtigung des experimentell bestimmten DLA-Liganden YINDKGKEVL
(A) und des HLA-Liganden GILGFVFTL (B).

Hierbei wurden die Fragmentspektren der natlrlichen Liganden
(A.1/B.1) mit denen der korrespondierenden synthetischen Peptide

(A.2/B.2) verglichen. Die Peptide konnten durch identische MS-Spektren
verifiziert werden.
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Es zeigten sich hierbei fiir beide Peptide jeweils identische MS-Spektren, wodurch die identi-
fizierten Liganden vorausgehend bestédtigt werden konnten (Abbildung 36). AnschlieBend
wurden JY-Zellen, die homozygot fiir HLA-A*02:01 sind, C1R- und C1R-DLA-88*50101-Zellen
jeweils mit FITC-markierten Peptiden (wie unter 3.2.1.7 beschrieben) inkubiert. Hierzu wur-
den zum einen die Influenzapeptide GILGFVFTL und YINDKGKEVL verwendet (siehe 4.2.4),
zum anderen aber auch DALKEKVI, ein HLA-B*51-Ligand als Negativkontrolle, und SVA-
EKLSKL, ein C1R-DLA-88*50101-Peptid mit starker Bindungskapazitdt hinsichtlich DLA-
88*50101. Die voraussichtlichen Bindungsaffinitdten gegeniber DLA-88*50101 und HLA-
A*02:01 waren im Vorfeld jeweils mit Hilfe der Epitopvorhersageprogramme SYFPEIT-
Hi@home sowie NetMHCpan 3.0 fiir die 4 Peptidsequenzen bestimmt worden. Tabelle 30
gibt Aufschluss Uber die erzielten SYFPEITHI@home-Scores als Prozentsatz der erreichten
Werte am maximal moéglichen Wert und den NetMHCpan 3.0-%-Rank. Die durchflusszyto-
metrische Analyse der verschiedenen Ansdtze erfolgte jeweils an einem FACSCalibur-
Zytometer mit nachfolgender Visualisierung mittels des Programms FloJo 10.0.7. Um repra-
sentative Ergebnisse zu erzielen, wurde der Versuch insgesamt flinfmal durchgefihrt. In Ab-
bildung 37 sind exemplarisch die durchflusszytometrischen Ergebnisse des ersten Peptidbin-
dungsversuchs dargestellt. Zu Beginn jeder Analyse wurden jeweils die Zellen, die zur Be-
stimmung der Fluoreszenzintensitat herangezogen wurden, fiir jede Zellart durch ein Gate
innerhalb der jeweiligen Dot Plots festgelegt. Flr jede Zellart wurden pro Peptid drei techni-
sche Replikate angefertigt, um die Varianz innerhalb der Analysen zu kontrollieren. Die Ei-
genfluoreszenz der Zellen, bei denen keine fluoreszenzmarkierten Peptide wahrend der In-
kubation verwendet wurden, ist in blau dargestellt, die Fluoreszenzkurven der Ansatze, die

mit Peptid inkubiert wurden, in rot.
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Tabelle 30: Peptide, die zur Analyse der Bindungsfahigkeit auf HLA-A*02:01 und DLA-
88*50101 herangezogen wurden mit Angabe der zugehorigen MHC-
Bindungsscores.
Peptid-Sequenz  SYFPEITHI- % of maximal  SYFPEITHI- % of maximal  %-rank HLA- %-rank HLA- %-rank HLA-
Score HLA- possible Score DLA- possible A*02:01 B*35:03 C*04:01
A*02:01 SYFPEITHI-HLA- 88*50101 SYFPEITHI-DLA-
Score® Score®
SYFPEITHI SYFPEITHI SYFPEITHI SYFPEITHI NetMHCpan  NetMHCpan  NetMHCpan
@home @home @home @home
YINDKGKEVL 22,0 64,7 25,0 86,2 13,0 7,5 4,0
GILGFVFTL 30,0 83,3 21,0 70,0 0,2 6,5 22,0
SVAEKLSKL 27 75,0 26 86,7 4,0 7,0 3,5
DALKEKVI® 90,0 49,0 90,0

YINDKGKEVL und SVAEKLSKL sind Peptide, die von DLA-88*50101 stammen, GILGFVFTL
ist ein HLA-A*02:01-Ligand, DALKEKVI ein HLA-B*51-assoziiertes Peptid, das als Negativ-
kontrolle diente. YINDKGKEVL und GILGFVFTL sind zusatzliche Peptide, die ihren Ur-
sprung in Influenzaquellproteinen haben.

®Prozentsatz der erreichten Werte am maximal méglichen Wert (HLA: 9mer 36; 10mer
34; DLA: 9mer 30; 10mer 29).
®Kein SYFPEITHI-Score, da keine Matrix verflugbar fir Octamere.

Tabelle 31 gibt Aufschluss lber die Mediane der Fluoreszenzintensitaten aus den Histo-

grammen der verschiedenen Peptidbindungsversuche. Hierbei liefert die Betrachtung der

Mediane des ersten Versuchs in Tabelle 31 sowie der Kurvenverlaufe aus Abbildung 37 fiir

die drei technischen Replikate eines Peptids jeweils ein relativ einheitliches Bild, wodurch

von einer relativ niedrigen Variabilitat der Analysemethode auszugehen war. Die Eigenfluo-

reszenz der Zellen erzielte, wie zu erwarten, in allen Versuchen die niedrigsten Fluoreszenz-

werte (Abbildung 37 und Tabelle 31). An zweiter Stelle rangierten jeweils bei den JY- und

den C1R-DLA-88*50101-Zellen die Fluoreszenzwerte der Negativkontrollen, an dritter Stelle

die Fluoreszenzwerte nach Inkubation mit dem Peptid YINDKGKEVL und an vierter Stelle die

Werte nach Inkubation mit dem Peptid SVAEKLSKL. Die héchste Fluoreszenzintensitat der

Zellen konnte nach Inkubation mit dem Peptid GILGFVFTL gemessen werden.
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Abbildung 37: Exemplarische Darstellung der Dot Plots und Histogramme des ersten
Peptidbindungsassays.

In blau sind jeweils die Ansatze, bei denen kein Peptid bei der Inkubation
verwendet wurde, gekennzeichnet, in rot die Ansatze mit Peptid.
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Abbildung 37.1: Fortsetzung der exemplarischen Darstellung

ersten Peptidbindungsassays.
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Abbildung 37.2: Fortsetzung der exemplarischen Darstellung der Histogramme des

ersten Peptidbindungsassays.
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Abbildung 37.3: Fortsetzung der exemplarischen Darstellung der Histogramme des
ersten Peptidbindungsassays.

Fiir die Ansatze, bei denen C1R-Zellen verwendet wurden, ergab sich beim Vergleich der
Versuche untereinander ein weniger homogenes Bild. Fiir den zweiten und vierten Versuch
konnte bei Betrachtung der durchschnittlichen Fluoreszenzintensititen die gleiche Rangie-
rung wie auch schon bei den anderen Zellarten beobachtet werden. Die verbleibenden Ver-
suche zeigten ebenfalls eine groBe Ubereinstimmung in der Rangierung der durchschnittli-
chen Fluoreszenzintensitaten, jedoch war hier fiir Ansatze, die mit dem Peptid YINDKGKEVL
inkubiert wurden, jeweils eine niedrigere durchschnittliche Fluoreszenz als bei den Ansatzen
mit dem Peptid DALKEKVI zu vermerken. Im Anschluss wurden die verwendeten Mediane
der Fluoreszenzintensitaten, wie unter 2.2.1.7 beschrieben, weiter ausgewertet. Hierbei
ergaben sich jeweils besonders hohe Fluoreszenzintensitdten fir die Ansatze, bei denen JY-
Zellen, die homozygot fiir HLA-A*02:01 sind und mit dem FITC-markierten HLA-A*02:01-
Influenzapeptid GILGKVFTL inkubiert worden waren, weshalb diese Fluoreszenzen fir eine
bessere Vergleichbarkeit jeweils auf 100 % gesetzt wurden (Abbildung 37, A und B).
GILGFVFTL ist fur seine starke Bindungsfahigkeit auf HLA-A*02:01 bekannt und stellt mit ei-
nem SYFPEITHI-Score von 30 83 % des maximal moglichen Scores (Tabelle 29). Das FITC-
markierte DLA-88*88*50101-Influenzapeptid YINDKGKEVL, mit 65 % des maximal moglichen
Bindungsscores hinsichtlich HLA-A*02:01, sowie der FITC-markierte DLA-88*50101-Ligand
SVAEKLSKL, mit 75 % des maximal moglichen Bindungsscores hinsichtlich HLA-A*02:01, zeig-

ten im Mittel 7 % und 67 % normalisierte Fluoreszenzintensitat bei Inkubation mit JY-Zellen.
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Tabelle 31: Mediane der Fluoreszenzintensitaten aus den Histogrammen der jeweiligen Peptidbindungsversuche.
Versuch Zellart @ Peptid GILGFVFTL SVAEKLSKL YINDKGKEVL DALKEKVI
Ansatz 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
JY 2,7 2,7 2,7 29,2 29,0 28,6 20,2 19,9 19,5 8,3 8,3 8,2 6,2 62 58
C1R- 3,2 3,0 31 22,5 22,0 21,9 19,0 18,9 19,7 11,8 12,1 123 74 73 71
Vi DLA
C1R 2,3 2,3 2,3 12,7 12,2 11,6 59 5,9 5,9 5,3 51 4,8 Bl 55 53
JY 2,8 3,0 2,9 38,4 38,4 38,1 26,4 26,7 27,8 9,0 8,5 8,4 65 66 63
C1R- r i 2,5 2,5 19,5 21,3 18,9 17,4 17,1 17,5 116 116 11,5 59 57 57
V2 DLA
C1R 2.2 r X 2,4 13,8 14,1 13,2 %3 6,5 6,1 6,2 5,9 W 54 55 56
JY 2,2 r Jv. 2,4 27,8 26,6 26,8 21,6 21,3 21,3 7,6 /7. 6,7 5 53 55
C1R- 3,3 3,2 3,2 18,8 17,8 16,9 15,1 14,2 14,5 9,7 9,7 9,4 6,7 64 6,1
V3 DLA
C1R 2,4 2,5 2,4 9,7 9,3 9,4 6,9 5,6 5,3 5,2 4,9 5,0 59 58 47
JY 3,5 3,7 3,7 43,1 43,0 42,1 30,4 29,2 29,6 10,3 9,5 9,5 85 76 73
C1R- 3,8 4,1 3,9 26,9 26,6 26,5 30,3 29,2 29,9 17,2 174 17,7 96 91 90
v4 DLA
C1R 3,6 3,6 3.5 16,4 14,8 14,1 9,4 8,5 8,8 8,5 8,5 7,9 77 74 75
JY 3.3 3,2 31 39,6 39,6 41,3 31,0 31,1 31,2 9,8 9,6 9,9 80 78 76
C1R- 3,0 3,0 3,0 23,8 23,1 22,6 23,0 23,3 23,6 144 142 143 70 66 6,7
V5 DLA
C1R 3,0 3,0 31 15,3 15,2 15,0 8,5 8,0 8,0 7,1 71 6,9 76 71 7.2
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Der HLA-B*51-Ligand DALKEKVI zeigte keine Bindungsfahigkeit beziglich der JY-Zellen und
diente als Negativkontrolle. Die Auswertung der Bindungsfahigkeit des DLA-88*50101-
Liganden SVAEKLSKL auf DLA-88*50101 mit 87 % des maximal moglichen Bindungsscores
hinsichtlich DLA-88*50101, ergab im Hinblick auf DLA-88*50101 die groRten Fluoreszenzin-
tensitaten und wurde daher auf 100 % gesetzt (siehe Tabelle 30, sowie Abbildung 38 A/B).
Das HLA-A*02:01-Influenzapeptid GILGKFVTL, mit 70 % des maximal moglichen SYFPEITHI-
Scores beziiglich DLA-88*50101, und das DLA-88*50101-Influenzapeptid YINDKGKEVL, mit
86 % des maximal moglichen Bindungsscores hinsichtlich DLA-88*50101, erzielten im Mittel
58 % und 47 % normalisierte Fluoreszenzintensitat hinsichtlich DLA-88*50101. Der HLA-
B*51-Ligand DALKEKVI zeigte ebenfalls keine Bindungsfahigkeit hinsichtlich DLA-88*50101
und wurde erneut als Negativkontrolle verwendet. Die Ergebnisse zeigten somit jeweils fiir
die Peptide SVAEKLSKL und YINDKGKEVL je nach Allotyp eine vermehrte Bindungsfahigkeit.
Beide DLA-88*50101-Liganden zeigten also beziiglich DLA-88*50101 eine hohere Bindungs-
fahigkeit als beziglich HLA-A*02:01. Dieses Bild konnte auch durch die Ergebnisse, die mit
dem HLA-A*02:01-Liganden GILGKVFTL erzielt wurden, bestatigt werden, jedoch ist hier die
normalisierte Fluoreszenzintensitat des dritten Experiments hinsichtlich DLA-88*50101 an-
zuzweifeln, da diese deutlich von den restlichen erzielten Werten abweicht. Erstaunlicher-
weise stehen diese Ergebnisse im Kontrast zu den Werten, die mittels Epitopvorhersagepro-
gramm (Tabelle 30) bestimmt wurden. Hier war fir alle Peptide eine relativ hohe Bindungs-
fahigkeit vorhergesagt worden, was sich insbesondere fiir das Peptid YINDKGKEVL nicht be-

statigte.
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Normalisierte Fluoreszenzintensitaten in %

A Experiment Experiment Experiment Experiment Experiment Mittelwert — Standard
1 2 3 a4 5 shwichung
c1g |EELKP':-3F_TCL1R 45 53 BB 43 58 58 0,18
Clsnwfﬁﬁ:: :Lm i 100 100 100 100 100 0,0
Tinokeke 52 % 55 s P
CIFE:L[&E:{}?R g 0 0 0 0 0 0,0
Hglt [g:{?fl:?&* 100 100 100 100 100 100 0,0
A-ﬂz:nﬂ;p\:r_AEKLSKL o s i &3 7 &7 0,06
k:’ﬁ?;{;ﬁlﬁ?f? i 7 B B B 7 0,02
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Abbildung 38: Normalisierte Fluoreszenzintensitaten der Peptidbindungsversuche.

(A) Normalisierte Fluoreszenzintensitaten der verschiedenen FITC-
markierten Peptide pro Experiment unter Angabe der Mittelwerte
und der Standardabweichung.

(B) Visualisierung der Mittelwerte und Standardabweichungen aus (A).
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5 Diskussion

Neben den konservativen Behandlungsmethoden in der Tumortherapie, der chirurgischen
Intervention sowie der Radio- und Chemotherapie existiert ein immer breiter werdendes
Spektrum an alternativen Therapiemoglichkeiten, von denen einige vor allem in den letzten
Jahren an Bedeutung gewonnen haben. Hierzu zahlt unter anderem die Immuntherapie von
Krebserkrankungen mittels tumorspezifischer Peptidvakzine. Hierbei werden mittels ver-
schiedener Verfahren im Voraus selektierte und generierte tumorassoziierte und tumorspe-
zifische Peptide in den Kdrper des Patienten injiziert, damit anschlieBend eine spezifische T-
Zell-lImmunantwort gegen Tumorzellen ausgelost werden kann. Auf diese Weise wird der
Korper in die Lage versetzt, entartete Zellen zu erkennen und selbst zu eliminieren [15]. Die
Untersuchungen im Rahmen dieser Doktorarbeit bestanden aus zwei Teilen, wobei jeder fiir
sich gesehen einen Beitrag zur Entwicklung von Peptidvakzinen gegen Tumoren beim Hund
leisten sollte. Der erste Teil beschéftigte sich mit der Bestimmung der Bindespezifitaten fir
das canine Allel DLA-88*03201, wahrend im zweiten Teil zelluldre und virale HLA-A*02:01-

und DLA-88*50101-Liganden miteinander verglichen wurden.

5.1 Auswahl von Zelllinien zur Transfektion von caninen MHC-
Allelen

Fiir die Entwicklung von Peptidvakzinen beim Hund bedarf es zunachst, als einer der wich-
tigsten Schritte, der Bestimmung von Peptidbindemotiven fiir die am meisten exprimierten,
bisher bekannten caninen MHC-Klasse-1-Allele. Zur Bestimmung von humanen Bindemotiven
werden in der Regel MHC-Klasse-I-Liganden von humanen Zellen isoliert und massenspekt-
rometrisch identifiziert. AnschlieBend erfolgt die Betrachtung der prozentualen Verteilung
der Aminosduren an den verschiedenen Positionen der Peptidsequenzen und der daraus
resultierenden Bestimmung des Bindemotives [78, 158]. Fir die lIsolierung von MHC-
Liganden existiert eine Reihe von Moglichkeiten, wobei im Institut fiir Zellbiologie, Abteilung
Immunologie der Universitat in Tlbingen schon seit vielen Jahren die Methode der Immun-
affinitatschromatographie bevorzugt verwendet wird. Diese ermdglicht, durch die Verwen-
dung MHC-spezifischer Antikdrper, einen relativ hohen Reinheitsgrad der isolierten MHC-

Liganden [79]. Da fir die Immunaffinitatschromatographie mit caninen Zellen kein er-
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schwinglicher DLA-spezifischer Antikdrper zu Verfliigung stand, wurden stattdessen humane
C1R- und K562-Zellen verwendet, in welche die schwere Kette von DLA-88*03201 und DLA-
88*50101 mittels Transfektion verbracht wurde. Die leichte Kette, das B,-Mikroglobulin,
wurde in diesem Fall von der humanen Zelle gestellt, wodurch die neu exprimierten Hybrid-
MHC-Molekile anschliefend mittels des Antikérpers BBM.1 in der Immunaffinitatschroma-
tographie und Durchflusszytometrie detektiert werden konnten. Beim Hund sind bisher vier
Gene bekannt, die flr funktionale MHC-Klasse-I-Komplexe kodieren, wobei hier DLA-88 auf
Grund seines Polymorphismus besonders heraussticht [61, 62]. Fir die Bestimmung der
MHC-Bindespezifitaiten wurde im Rahmen dieser Arbeit das Allel DLA-88*03201 ausgewahlt,
das bisher bei Boxern [63] gefunden werden konnte. Fir die Bestimmung des caninen Bin-
demotives wurde humanen Zellen gegeniiber den ebenfalls in der Forschung haufig verwen-
deten Mausezellen der Vorzug gegeben, da diese vermutlich Gber eine geeignetere Antigen-
prozessierungsmaschinerie verfligen. Dies wird im Folgenden genauer erldutert. Wichtigste
Werkzeuge zur Prozessierung von Antigenen innerhalb der Zelle stellen das Proteasom sowie
der TAP dar. Obwohl das Proteasom in Eukaryoten allgemein sehr konserviert auftaucht [35,
161, 162] und somit beispielsweise humane, murine und canine Proteasome die gleichen
Schneidespezifitaten aufweisen [163], existieren einige Untersuchungen, die die Vermutung
nahelegen, dass speziesspezifische Schneidemuster, beispielsweise bei Maus und Mensch,
bestehen [164, 165]. In vergangen Studien hatten sowohl EBV-immortalisierte B-Zelllinien,
maligne Zelllinien (die von B-Zellen stammten) als auch maligne Zelllinien des hamatopoeti-
schen Systems eine hohe Expression von Immunoproteasomen aufgewiesen [166-168]; zu-
satzlich war eine konstitutive Expression von Immunoproteasomen auf antigenprasentieren-
den Zellen festgestellt worden [169]. Somit wurde auch das Vorkommen von Immunopro-
teasomen in den zur Verfiigung stehenden, EBV-immortalisierten, lymphoblastoiden Zellli-
nien angenommen und Untersuchungen Uber die Schneideaktivititen des Immunoprotea-
somes von Maus und Mensch ebenfalls als Auswahlkriterien miteinbezogen. In der Vergan-
genheit zeigte die vergleichende Betrachtung der Schneideaktivitdten des murinen Protea-
somes mit denen des murinen Immunoproteasomes uneinheitliche Ergebnisse. Eine Studie
belegte, dass Proteasome von mit Interferon-y behandelten Mausezellen eine vermehrte
Menge an Peptiden mit hydrophobem C-Terminus und eine verringerte Menge an Peptiden
mit saurem C-Terminus generierten [162]. Eine andere zeigte einen Anstieg der Chy-

motrypsin- und Trypsin-dhnlichen Aktivitaten nach Stimulation von murinen Hepatomzellen
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mit Interferon-y [170]. Dies stand wiederum im Kontrast zu Untersuchungen, bei denen die
Interferon-y-Stimulation von Mdausezellen zu einer Abnahme der Chymotrypsin-dhnlichen
Aktivitat bei gleicher Trypsin-ahnlicher Aktivitat fihrte [171]. Bei dem humanen Proteasom
zeigten vergleichende Untersuchungen lber die Schneidespezifitdten des konstitutiven Pro-
teasomes gegeniber dem Immunoproteasom ein dhnlich inhomogenes Bild. Wahrend in
zwei Studien jeweils eine Zunahme der Chymotrypsin-ahnlichen und Trypsin-dhnlichen Akti-
vitat nach Interferon-y-Stimulation vermerkt wurde [170, 172], zeigten andere Ergebnisse
jeweils eine Zunahme der Chymotrypsin-ahnlichen und Trypsin-dhnlichen Aktivitat nach der
Inkorporation Interferon-y-induzierbarer proteasomaler Einheiten [173]. Somit konnte an-
hand von Untersuchungsergebnissen bezliglich der proteasomalen Schneideaktivitaiten von
Maus und Mensch nicht entschieden werden, ob murine oder humane Zellen in der vorlie-
genden Arbeit zur Bestimmung caniner Bindemotive favorisiert werden sollten. Jedoch hat-
ten vorangegangene Untersuchungen gezeigt, dass der murine TAP im Vergleich zum huma-
nen TAP ein verringertes Spektrum an Peptiden aufwies, die in das endoplasmatische Retiku-
lum transportiert wurden. Wahrend der murine TAP bevorzugt Peptide mit hydrophoben C-
terminalen Aminosduren transportierte, zeigte der humane TAP eine Praferenz fiir Peptide
mit basischem oder hydrophobem C-Terminus [47, 128, 174]. Somit sprach die erhdhte Viel-
falt an transportierten Peptiden durch das humane TAP fir die Verwendung von humanen

Zellen zur Bestimmung caniner Bindemotive.

5.2 Vergleich der Methoden zur Transfektion des caninen Allels
DLA-88*%03201

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene Methoden verwendet, um C1R-
und K562-Zellen mit dem Allel DLA-88*03201 zu transfizieren: zum einen die Lipofektion
mittels ScreenFectA-Transfektionskit oder Lipofectamine3000-Transfektionskit bei beiden
Zelllinien, zum anderen die Elektroporation bei den C1R-Zellen. Wahrend bei den C1R-Zellen
mit keinem der beiden Transfektionskits ein Transfektionserfolg erzielt werden konnte und
nur die Elektroporation sich als geeignete Methode herausstellte (Abbildung 15 und 16),
konnte bei den K562-Zellen nach ergebnisloser Transfektion mittels Lipofectamine3000-
Transfektionskit eine gelungene Transfektion mittels ScreenFectA-Transfektionskit erzielt

werden (siehe 4.1.1.2). Zur Uberpriifung des Transfektionserfolgs war jeweils ein Selekti-
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onsmarker, der ein Geneticin-Neomycin-Resistenzgen enthielt, mit in die Zellen eingebracht
worden. Aullerdem konnte durch durchflusszytometrische Analysen der transfizierten Zellen
ein Eindruck von deren DLA-Expression gewonnen werden. Fiir die verwendeten C1R-Zellen
wurden hierzu zwei verschiedene Primarantikorper verwendet, da diese im nattirlichen Zu-
stand Uber eine eigene HLA-Expression verfligten [158]: zum einen der Antikdrper BBM.1,
der spezifisch fiir das B,m des Menschen ist und somit sowohl an die neu exprimierten Hyb-
rid-MHC-Molekile (bestehend aus DLA und humanem [,m) als auch an die nattrlich prasen-
tierten HLA-Molekiile band, zum anderen der Antikérper W6/32, der spezifisch fur die
schwere Kette von HLA-A/-B/-C ist und folglich nur HLA-Molekule detektiert. Durch die Diffe-
renz der mittels Sekundarantikérper bestimmten Mediane der Fluoreszenzintensitatskurven
beider Antikorper konnte somit die DLA-Expression der Zellen abgeschatzt werden (Tabelle
14). Da die verwendeten K562-Zellen liber keine eigene MHC-Expression verfugten [175],
genligte in diesem Fall die alleinige Verwendung des Antikérpers BBM.1 zur Bestimmung der
DLA-Expression (Abbildung 17). Bei den mittels Lipofektion transfizierten C1R-Zellen (siehe
4.1.1.1) sowie bei den K562-Zellen, die mittels Lipofectamine3000-Transfektionskit trans-
fiziert wurden (siehe 4.1.1.2), gab bereits die ausbleibende Resistenz bezliglich des Antibioti-
kums G418 Aufschluss Gber das Scheitern der Transfektionsmethoden. Als Ursache fiir den
ausbleibenden Transfektionserfolg kamen mehrere Faktoren in Betracht. Zum einen war zu
Uberlegen, ob eine ausreichende Menge an DNA, wie sie vom Hersteller empfohlen worden
war, zur Transfektion verwendet wurde. Dies war jedoch durch eine vorausgehende Kon-
zentrationsmessung der DNA-Proben mit Hilfe eines NanoDrop1000-Spektralphotometers
sichergestellt worden. Ein weiterer Grund, der moglicherweise Einfluss auf die Transfektions-
fahigkeit hat, ist der Zustand der Zellen. Hierbei kann insbesondere eine hohe Passagezahl
eine Transfektion der Zellen zu einem Zeitpunkt mit geringem Zellwachstum oder eine hohe
Anzahl an toten oder in Mitleidenschaft gezogener Zellen zu einer verringerten Infektionsfa-
higkeit der Zellen flihren [176]. Die verwendeten Zellen wurden einen Tag vor der Transfek-
tion gesplittet, mikroskopisch und mittels Vitalfarbung mit Trypanblau bei der Zellzahlbe-
stimmung auf einen geringen Gehalt an toten oder versehrten Zellen im Medium untersucht,
wodurch ein guter Zustand der verwendeten Zellen garantiert werden konnte. Aulerdem
waren die Zellen zusatzlich erst wenige Wochen vorher frisch aufgetaut worden. Somit konn-
te keiner der vorherigen Aspekte als Ursache angesehen werden. Des Weiteren kann die

Kontamination mit Mikroorganismen, insbesondere Mykoplasmen, zu einer schlechten
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Transfektionsfahigkeit fihren [177]. Dieser Gesichtspunkt war fir die C1R-Zellen relativ un-
wahrscheinlich, da alle Arbeiten kontinuierlich unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt und
die Medien in regelmaligen Abstanden erneuert worden waren. Fiir die K562-Zellen konnte
diese Ursache durch einen negativen Mykoplasmentest ausgeschlossen werden. Schliefilich
kann auch die Verwendung eines unpassenden Vektors zu einer ausbleibenden Transfektion
fihren, jedoch hat der verwendete pcDNA3.1(+)-Expressionsvektor in der Vergangenheit
schon haufig seine Tauglichkeit bei einer Transfektion von C1R- und K562-Zellen bewiesen
[178-180]. Auffallend bei der Transfektion von C1R-Zellen mittels Elektroporation war zu-
satzlich die in diesem Fall relativ geringe Transfektionseffizienz, da nach durchflusszytomet-
rischer Analyse der transfizierten Zellen nur eine relativ geringe DLA-Expression detektiert
werden konnte. Als eine Ursache hierfiir konnte die Form, in der die DNA zur Transfektion
vorlag, in Betracht gezogen werden. Bei der Transfektion von Zellen mit nicht linearisierten
Plasmiden wird angenommen, dass hierbei immer wieder Enzyme innerhalb der Zellen in
dem zu transfizierenden Genabschnitt schneiden, ihn dadurch zerstéren und untauglich fir
eine Transfektion machen. Dies resultiert dann wiederum in einer niedrigen detektierbaren
Transfektionseffizienz der jeweils ausgewahlten Transfektionsmethode. Bei der Transfektion
mit im Voraus linearisierten Plasmiden hingegen wird angenommen, dass hierdurch eine
erhohte Transfektionseffizienz erzielt werden kann, da die Plasmide bereits vor der Transfek-
tion mittels spezifischer Restriktionsenzyme in Bereichen geschnitten wurden, die fir die
Transfektion irrelevant sind und somit eine erhohte Anzahl an intakten Genabschnitten, die
in das Genom der Zielzellen eingebaut werden kénnen, zur Verfligung steht. Dies wird besta-
tigt durch Experimente von Stachbury und Miinch (2010), bei denen die Verwendung von
linearisierten Plasmiden einen erh6hten Transfektionserfolg aufwies im Vergleich zum Ge-
brauch von nicht linearisierten Plasmiden [181]. Bei der Transfektion von C1R-Zellen mittels
Elektroporation konnte durch eine Agarosegelelektrophorese der Erfolg der vorausgehenden
Linearisierung garantiert werden, wodurch die Verwendung von Plasmiden, bei denen die
Linearisierung nicht funktioniert hatte, als Grund fiir den niedrigen Transfektionserfolg aus-
geschlossen werden konnte. Es ist anzunehmen, dass dariber hinaus auch noch weitere,
teilweise unbekannte Faktoren existieren, die fiir eine ausbleibende Transfektion oder einen
niedrigen Transfektionserfolg von Zellen verantwortlich sind, deren Bestimmung jedoch der

weiteren Forschung obliegt.
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5.3 Bestimmung der Bindespezifitaten fiir das Allel DLA-
88*03201

Nach durchflusszytometrischer Analyse waren fiir die C1R-DLA-88*03201-Zellen der Klon F8
(Abbildung 16) und fir die K562-DLA-88*03201-Zellen der Klon D6 (Abbildung 18) fiir eine
weitere Kultivierung ausgesucht worden. Ausschlaggebend hierfir ist bei beiden die héchste
vermutete DLA-Expression beim Abgleich der jeweiligen Klone miteinander gewesen. Fir die
anschlieRende Isolierung von MHC-Klasse-I-Liganden ist die Methode der Immunaffinitats-
chromatographie verwendet worden, da hierbei eine groRe Reinheit durch die Verwendung
spezifischer Antikorper erzielt werden kann [79]. In diesem Fall wurde der Antikorper BBM.1
verwendet, der spezifisch fiir das humane B,-Mikroglobulin ist. Nach der Isolierung der MHC-
Liganden erfolgte deren Identifizierung mittels Massenspektrometrie. Hierbei lieferte das
erste Experiment mit C1R-DLA-88*03201-Zellen eine deutlich hohere Gesamtpeptidzahl als
das zweite (Tabelle 18). Die Ursache kann in dem etwas anderen Ablauf der Vakuumzentri-
fugation des ersten Experiments gegeniiber dem zweiten Experiment gesehen werden, da
bei Letztgenanntem im Gegensatz zum Erstgenannten aus organisatorischen Griinden die
Probe komplett eingetrocknet werden musste. Beim kompletten Eintrocknen der eluierten
Liganden lagern sich diese an die Oberflache des verwendeten Probengefalles an und mus-
sen anschlieBend durch die Verwendung von Losungsmittel mit 80 % Acetonitril wieder in
Losung gebracht werden. Nachfolgende Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe haben er-
geben, dass durch die Verwendung von organischem Losungsmittel immer noch relativ viele
Peptide an der Wand des Probengefalles verbleiben und dass erstaunlicherweise wassrige
Losungsmittel mit einem geringen Acetonitrilgehalt an dieser Stelle deutlich mehr Peptide
[6sen konnen. Leider wurden diese Beobachtungen erst nach Abschluss der Experimente
gemacht und eine Anderung des Protokolls von einem organischen zu einem wéssrigen L6-
sungsmittel hin vorgenommen. Somit war davon auszugehen, dass die verminderte Anzahl
an identifizierten Peptiden des zweiten Experiments der Tatsache geschuldet war, dass die
Probe hier eingetrocknet wurde und infolgedessen ein Teil der eluierten Peptide in dem
ProbegefaR verblieb. Die verwendeten C1R-DLA-88*03201-Zellen verfligten lber eine natiir-
liche HLA-Expression, somit musste hier die Anzahl an HLA-Liganden von der Gesamtzahl an
identifizierten Peptiden abgezogen werden, um Peptide, die vom DLA stammten, zu erhal-
ten. Die Zuordnung der Aminosauresequenzen zu den jeweiligen HLA-Restriktionen ergab

sich durch den Abgleich mit den Peptiddatenbanken SYFPEITHI und netMHC-3.4. Durch die
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Substraktion der HLA-assoziierten Peptide von der Gesamtpeptidzahl konnten nachfolgend
die Peptide, die vermutlich von DLA-Molekiilen stammten, abgegrenzt werden. Ein Nachteil
der hier verwendeten Methode der sauren Elution von MHC-Liganden liegt darin, dass zu-
satzlich unspezifische Peptide gelést werden, die nicht von MHC-Molekiilen stammen [79,
182]. Auf Grund dieser Tatsache, der geringen Anzahl an (ibereinstimmenden vermutlichen
DLA-Liganden aller drei durchgefihrten Experimente (Tabelle 19) sowie auf Grund des Um-
stands, dass es sich bei der Zuordnung mittels Ligandosphere ,,nur“ um eine in silico gene-
rierte Vorhersage der voraussichtlichen HLA-Restriktionen der Liganden anhand von experi-
mentell gewonnen Daten handelte, wurde anschlieRend eine weitere Analyse der Peptide
von den Experimenten mit C1R-DLA-88*03201-Zellen mittels des Servers GibbsCluster-2.0
durchgefiihrt. Die Methode des Gibbs Clustering erlaubt die Detektion von rekonstruierten
Bindemotiven in Peptiddatensatzen und dadurch zusatzlich, dass Peptide, die keinem Motiv
zugeordnet werden konnten (also moglicherweise Kontaminanten darstellen) aussortiert
werden kdonnen [154, 155]. In der Folge zeigten die Peptide des ersten und zweiten Experi-
ments jeweils eine Zuordnung zu Motiven, die sehr stark den vorher bestimmten Bindemoti-
ven von HLA-B*35:03 und HLA-C*04:01 dhnelten, und nur eine sehr geringe Anzahl an nicht
zuzuordnenden Peptiden (Abbildung 20 und Tabelle 20). Somit konnte auf diese Weise keine
Selektion moglicher DLA-Liganden durchgefiihrt werden. Daher wurde als weiterer Versuch,
vermutliche DLA-Peptide aus den Experimenten mit C1R-DLA-88*03201-Zellen zu selektie-
ren, ein Abgleich der Gesamtpeptide des ersten und zweiten Experiments mit einem Daten-
satz von 39945 HLA-B*35:03- und HLA-C*04:01-zugeordneten Peptiden, der in diesem Haus
generiert wurde, durchgefiihrt. Hierbei zeigte sich, dass 273 Peptidsequenzen mit den Se-
quenzen aus dem groRen Peptidpool libereinstimmten, woraus die Annahme resultierte,
dass diese Peptide ebenfalls HLA-assoziiert waren. Weiterhin zeigten 57 Peptide keine Uber-
einstimmung in ihrer Sequenz mit den HLA-assoziierten Peptiden, wodurch angenommen
wurde, dass diese vom DLA stammten und somit, gemeinsam mit den identifizierten K562-
DLA-88*03201-Liganden, zur Bestimmung der Bindespezifitaten von DLA-88*03201 verwen-
det werden konnten. Bei der Charakterisierung von Bindemotiven werden die Bindungsan-
spriiche, die ein MHC-Molekdil an seine Peptidliganden stellt und die je nach MHC-Allel vari-
ieren, definiert [31]. In der Vergangenheit wurde schon eine Vielzahl von unterschiedlichen
MHC-Klasse-I-Bindemotiven bei verschiedenen Spezies bestimmt, wie beispielsweise beim

Menschen,bei der Maus, beim Rind oder auch beim Huhn [78, 183, 184]. Jedoch wurden
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bisher nur in zwei Arbeiten die vermutlichen Bindespezifititen zweier DLA-Allele themati-
siert. Hierbei handelte es sich zum einen um eine Veréffentlichung von Ross et al. [185] , in
der das voraussichtliche Bindemotiv fiir das Allel DLA-88*50801 definiert wurde und um die
Arbeit von Barth et al. [128], bei der das Bindemotiv fiir das Allel DLA-88*50101 bestimmt
werden konnte. Ross et al. [185] verwendeten hierflir 36 DLA-assoziierte Peptide, wahrend
fir die Analyse von Barth et al. [128]3 720 Peptide genutzt wurden. Im Rahmen der vorlie-
genden Doktorarbeit konnte insgesamt auf eine Anzahl von 289 vermutlichen DLA-
88*03201-Liganden zuriickgegriffen werden, um die Bindungsspezifititen des Allels DLA-
88*03201 zu analysieren. Die verwendeten DLA-Hybridzellen verfligten tiber eine humane
Antigenprozessierungsmaschinerie, welche im Voraus die prasentierten Peptidantigene se-
lektiert und zugeschnitten hatte. Als wichtiger Teil hiervon ist der TAP-Komplex zu nennen,
der in der Vergangenheit eine starke Praferenz fir Peptide mit hydrophobem oder basi-
schem C-Terminus gezeigt hatte [47, 48]. Da infolgedessen angenommen wurde, dass diese
Selektivitat einen starken Einfluss auf das prasentierte Peptidspektrum der MHC-Komplexe
hat, wurden weitergehend 74 Peptide mit saurem oder polarem C-Terminus von der weite-
ren Analyse ausgeschlossen (Tabelle 21). Fiir die weitere Bestimmung des Bindemotives von
DLA-88*03201 wurden somit 50 Nonamere verwendet, da diese insgesamt am héaufigsten
unter den Octa-, Nona- und Decameren gefunden worden waren und zudem Peptide dieser
Lange in der Regel auch am haufigsten auf MHC-Klasse-I-Molekiilen vertreten sind [186,
187]. Die nachfolgende Bestimmung der prozentualen Verteilung der Aminosaduren an Posi-
tionen innerhalb der Peptidsequenzen ergab eine Dominanz von Phenylalanin (28 %) und
Leucin (24 %) am C-Terminus. Dies sind unpolare, hydrophobe Aminosauren, die auch schon
beim Menschen beispielsweise bei den Allelen HLA-B*39:09 und HLA-B*27:07 als Ankerposi-
tionen an dieser Stelle definiert werden konnten [188, 189]. AuBRerdem dominierten Aspara-
ginsaure (20 %) und Valin (20 %) als mogliche Ankeraminosauren an erster Stelle der Se-
guenzen. Obwohl beim Menschen in der Regel die zweite und neunte Position als Ankerposi-
tion detektiert werden und diese Verteilung der Ankerpositionen zundchst ungewdohnlich
erscheinen mag, wurde bei anderen Spezies, wie beispielsweise beim Huhn und beim Rind,
bereits von einer von dem ersten Schema abweichenden Verteilung der Ankerpositionen
berichtet [184, 190]. Wie bereits vorangehend erldutert wurde, verwendeten Ross et al.
[185] 36 Peptide, um die Bindespezifitdten eines DLA-Allels zu definieren. In der vorliegen-

den Arbeit wurden hierflir 50 Peptide eingesetzt. Obwohl mit diesen Peptidzahlen bereits
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Hinweise auf die moglichen Bindemotive geliefert werden konnten, sollten in der Zukunft noch
weitere DLA-88*50801- und DLA-88*03201-Peptide hinsichtlich ihrer Bindespezifitdten analy-

siert werden, um die Ergebnisse zu validieren und die statistische Kredibilitat zu steigern.

5.4 Bestimmung der Infektionsfahigkeit von C1R-DLA-
88*50101-Zellen

Damit virale DLA-88*50101-Peptide isoliert werden konnten, musste vorausgehend die Infi-
zierbarkeit der hierfir verwendeten C1R-DLA-88*50101-Zellen mit dem Influenza-A-Virus
H1N1 sichergestellt werden. Auf Grund der Tatsache, dass diese bei Influenzaviren im Allge-
meinen von verschiedenen Umstanden abhangt, war die erfolgreiche Infektion von C1R-DLA-
88*50101 nicht als selbstverstandlich anzusehen. Als einer der wichtigsten Faktoren sei bei-
spielsweise die Praferenz unterschiedlicher Influenzasubtypen beziiglich der von ihnen ge-
wahlten Sialinsdure-haltigen Rezeptoren auf der Wirtszelloberflaiche genannt, da nur durch
die Bindung des viralen Hamagglutinins an Sialinsdure-haltigen Rezeptoren auf der Wirtszel-
loberflache eine nachfolgende Endozytose des Viruspartikels ermdglicht wird [191]. So bin-
det zum Beispiel das Himagglutinin von Influenzasubtypen, die an den Menschen angepasst
sind, vermehrt an a2,6-gebundene Sialinsdure [192]. Folglich lasst sich erklaren, warum an
den Menschen angepasste Influenzaviren in der Regel Symptome im oberen Respirations-
trakt hervorrufen, da dort, im Gegensatz zu anderen Bereichen des Korpers, vor allem a2,6-
gebundene Sialinsdauren auf den Rezeptoren der Epithelzellen vorkommen [193]. In der heu-
tigen Zeit existiert eine Vielzahl von Zelllinien, die experimentell hdufig zur Infektion mit In-
fluenzaviren verwendet wurden, wobei hier insbesondere auch die canine Nierenepithelzell-
linie MDCKIl zu erwdhnen ist, die sowohl a2,3- als auch a2,6-gebundene Sialinsauren auf
ihrer Oberflache aufweist [194]. Jedoch liegen bisher nur relativ wenige Angaben lber die
direkte Infektion von B-Zellen vor. Obwohl es in der Vergangenheit schon gelungen war, die
B-lymphoblastoiden C1R-Zellen mit dem Influenza-A-Virus HIN1 zu infizieren [195] und so-
mit auch eine erfolgreiche Infektion der C1R-DLA-88*50101-Zellen anzunehmen war, wurde
der praktische Nachweis bezliglich der verwendeten Transfektanten noch nicht erbracht. Zur
Bestimmung der Infektionsrate wurden jeweils mehrere Ansdtze genutzt, wobei die verwen-
deten C1R-DLA-88*50101-Zellen zunéachst einheitlich mit Influenza-A-Virus HIN1 infiziert,

anschliefend jedoch unterschiedlich lange inkubiert wurden. Als Zeitintervall wurden jeweils



142 Diskussion

9 Std., 12 Std. und 15 Std. ausgewahlt. Als Primdrantikdrper wurde der Antikérper MCA-400
verwendet. Die Auswertung am FACSCalibur-Zytometer ergab zunédchst eine im Zeitverlauf
ansteigende Infektionsrate der Zellen und schlief3lich, ab einem gewissen Zeitpunkt, auch
wieder deren Absinken. Wahrend nach einer 9-stiindigen Inkubation weitere 3 Std. noch
eine Zunahme der Infektionsrate um 1 % erlaubten, konnte nach 15 Std. bereits ein Riick-
gang der Infektionsrate ausgemacht werden. Das Bild, dass die Infektionsraten im zeitlichen
Verlauf geliefert hatten, konnte in der Vergangenheit beispielsweise auch schon bei der
durchflusszytometrischen Analyse von MDCKII-Zellen, nach Infektion mit Influenza-A-Virus
H1N1, detektiert werden. Jedoch wurde hierbei der Zeitpunkt mit der maximalen Infektions-
rate erst etwas spater erreicht [196]. Auf Grund dieser Ergebnisse konnte somit gezeigt wer-
den, dass sich zum einen C1R-DLA-88*50101-Zellen mit dem Influenza-A-Virus HIN1 infizie-
ren lassen und zum anderen, dass die Infektionsrate der Zellen nach 12-stiindiger Inkubation
vermutlich am hochsten ist. Auf Grund der Tatsache, dass nach viraler Infektion in der Regel
sowohl virale als auch zelluldare Peptide aus dem Peptidpool der jeweiligen Zelle auf den
MHC-Komplexen prasentiert werden [197], wurde somit angenommen, dass eine Zellernte
fir die Immunaffinitatschromatographie nach 12-stiindiger Inkubation eine maoglichst groRe

Ausbeute an viralen DLA-Liganden ermdglichen sollte.

5.5 Infektionsfahigkeit von C1R-DLA-88*50101-Zellen ohne die
Verwendung von Trypsin

Wie vorausgehend schon erwahnt wurde, missen Influenzaviren zunachst an Sialinsaure-
haltige Rezeptoren auf der Wirtszelloberflache binden, um anschlieBend per Endozytose ins
Zellinnere gelangen zu kénnen. Ein weiterer Faktor, der zusatzlich tGber die Infektiositat von
Influenzaviren entscheidet, ist die Spaltung des viralen Oberflachenproteins Hamagglutinin
in seine zwei Untereinheiten. Je nachdem wie die Spaltstelle des Hamagglutinins gestaltet
ist, kdnnen hierfiir unterschiedliche Proteasen verwendet werden. Wahrend das Hamagglu-
tinin von niedrigpathogenen Influenzaviren in der Regel von Trypsin-dhnlichen Proteasen
gespalten werden kann, wird das Hamagglutinin hochpathogener Influenzaviren normaler-
weise von Furin-dhnlichen Proteasen geschnitten [198]. Passend hierzu wird in der Zellkul-
tur, beispielsweise zur Replikation von Influenzaviren in MDCKII-Zellen, haufig die Protease

Trypsin erganzt, um eine Infektion der Zellen und damit eine hohe Virusproduktion zu ge-
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wahrleisten [143]. Bei denen in der nachfolgenden Immunaffinitdtschromatographie selek-
tierten MHC-Molekiilen handelte es sich um Oberflachenproteine, die durch Proteasen ge-
spalten werden kénnen. Daher ist von einem dezimierenden Einfluss des Trypsins auf die
MHC-Expression und die Menge der eluierten Peptidliganden auszugehen. Somit wurde wei-
tergehend Uberprift, ob sich C1R-DLA-88*50101-Zellen auch ohne die Verwendung von
Trypsin im Medium effizient infizieren lassen. Hierzu wurde jeweils ein Ansatz mit C1R-DLA-
88*50101-Zellen ohne Trypsin im Medium infiziert und ein Ansatz mit Trypsin im Medium.
AnschlieBend wurden die Zellen permeabilisiert und eine FACS-Farbung mit dem Primaranti-
korper MCA-400 wurde durchgefiihrt, der spezifisch fiir das Nukleoprotein von Influenza-A-
Viren ist. Das Experiment wurde insgesamt zweimal durchgefihrt, und, erstaunlicherweise,
konnte beide Male eine hohere Infektionsrate ohne die Verwendung von Trypsin im Medium
wahrend der Inkubation erreicht werden als mit (Tabelle 23). Dieses Ergebnis lasst die Ver-
mutung zu, dass die verwendeten C1R-DLA-88*50101-Zellen (iber eine endogene Proteasen-
expression verfligen, die es ermdoglicht, das virale Hamagglutinin zu spalten. In vorangegan-
gen Untersuchungen anderer Forschungsgruppen war Trypsin jeweils auf Grund seiner stei-
gernden Wirkung auf die Influenzavirusproduktion verwendet worden [143]. Im Rahmen der
vorliegenden Arbeit konnte bei der Verwendung von Trypsin eher eine gegenteilige Wirkung
auf die Infektionsrate vermerkt werden. Ein Grund fiir die erhdhte Infektionsrate der ohne
Trypsin infizierten Zellen gegenuber der mit Trypsin infizierten Zellen mag moglicherweise in
einer niedrigeren Schneideaktivitdt der Protease Trypsin gegenliber der Schneideaktivitat
der Proteasen, die von den C1R-DLA-88*50101-Zellen exprimiert wurden, liegen. Da beide
guasi um die Schnittstellen konkurrieren, ist somit moglicherweise zu erklaren, warum die
Zellen, die mit Trypsin inkubiert wurden, eine geringere Infektionsrate aufwiesen. Ein ande-
rer, wenn auch nicht sehr wahrscheinlicher Grund kdnnte sein, dass das verwendete Trypsin
die endogenen Proteasen der Zelle schneidet, dadurch inaktiviert und somit insgesamt we-
niger Trypsin und endogene Proteasen Ubrig bleiben, die das Hamagglutinin schneiden kon-
nen. Moglicherweise kénnen zukiinftige Untersuchungen mit infizierten C1R-DLA-88*50101-
Zellen Aufschluss Uber die hierbei aktiven Proteasen liefern und somit die hier erzielten Er-
gebnisse erklaren. An dieser Stelle konnte gezeigt werden, dass sich C1R-DLA-88*50101-
Zellen auch ohne die Verwendung von Trypsin effizient infizieren lassen, so dass vor der
nachfolgenden Immunaffinitdtschromatographie eine Infektion ohne Trypsin durchgefiihrt

werden konnte.
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5.6 Vergleich zelluldrer und viraler HLA-A*02:01- und DLA-
88*50101-Liganden

Die Ergebnisse von Barth et al. [128] zeigten in der Vergangenheit eine groRe Ubereinstim-
mung zwischen den Bindemotiven von HLA-A*02:01 und DLA-88*50101 [128]. Hierbei konn-
te bereits die groBe Ahnlichkeit der Bindemotive infolge einer méglichen HLA-A*02.01-
Expression der C1R-DLA-88*50101-Zellen ausgeschlossen werden. In der vorliegenden Arbeit
sollte weitergehend das Peptidrepertoire von HLA-A*02:01 mit dem von DLA-88*50101 ver-
glichen werden. Hierzu wurden zunachst C1R-HLA-A*02:01- und C1R-DLA-88*50101-
Liganden mittels Immunaffinitdtschromatographie unter Verwendung des Antikorpers
BBM.1 isoliert und anschliefend mittels massenspektrometrischer Analyse identifiziert. Nach
Abzug der Liganden (die den im natirlichen Zustand von C1R-Zellen exprimierten MHC-
Molekilen zugeordnet wurden [158]) von dem jeweiligen Gesamtpeptidpool erfolgte die
Gegenuberstellung der verbleibenden HLA-A*02:01- und DLA-88*50101-Peptide. Hierbei
konnten zunachst 268 (ibereinstimmende Quellproteine als gemeinsame Wurzel der vergli-
chenen Peptide aufgezeichnet werden. Dies entsprach 23,3 % der jeweils insgesamt zuge-
ordneten Quellproteine fir DLA-88*50101 und 25,9 % fiir HLA-A*02:01. Trotz dieser relativ
hohen Anzahl an identischen Quellproteinen und den relativ dhnlichen Bindemotiven von
HLA-A*02:01 und DLA-88*50101 konnten jedoch nur 96 (3,4 %) identische Peptidsequenzen
gefunden werden. Weitergehend zeigte ein Vergleich der Abundanzen der Liganden, die
mittels Volcano Plot auf HLA-A*02:01 und DLA-88*50101 gefunden wurden, dass sogar nur
40 der 96 gemeinsamen Peptide als signifikant eingestuft wurden. Im Anschluss wurden je-
weils JY-Zellen, die HLA-A*02:01 auf ihrer Oberflache tragen, sowie C1R-DLA-88*50101-
Zellen mit Influenza-A-Virus HIN1 infiziert. Ziel war es, hierdurch die gleichen exogenen
Quellproteine in die Wirtszellen einzubringen. Die nachfolgende Selektion und Analyse der
viralen HLA-A*02:01- und DLA-88*50101-Liganden ergab keine Uberschneidung zwischen
den Identitaten unterschiedlichen Ursprungs, ungeachtet der Verwendung der gleichen
Quellproteine sowie der hohen Ahnlichkeit in den Bindemotiven. Ausschlaggebende Fakto-
ren fur die Auswahl intrazelluldrer Peptide fir eine spatere Prdasentation durch MHC-
Komplexe stellen verschiedene Selektionsprozesse innerhalb der Zelle dar. Hierzu gehoren
insbesondere das Proteasom, der TAP-Komplex sowie die Affinitdt des Peptid bindenden
Spalts. Da das Proteasom von Mensch und Hund Uber die gleichen Trypsin-, Caspase- und

Chymotrypsin-dhnlichen proteolytischen Aktivitaten verfugt [163, 199] und zudem dessen
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Primarstruktur bei Sdaugetieren als hochst konserviert betrachtet wird [35, 161, 162], wurde
davon ausgegangen, dass die Verwendung eines humanen Proteasomes an Stelle eines cani-
nen Proteasomes wahrscheinlich keinen entscheidenden Einfluss auf das auf der Zelloberfla-
che prasentierte Peptidspektrum hat. Da jedoch einige wenige Untersuchungen existieren,
die speziesspezifische Schnittmuster vermuten lassen [164, 165], ist an dieser Stelle jedoch
die Moglichkeit nicht vollstandig auszuschlielRen, dass die Verwendung eines humanen Pro-
teasomes anstelle eines caninen Proteasomes einen modulierenden Effekt auf das prasen-
tierte MHC-Peptidspektrum hat. Weitergehend lassen die Resultate den Schluss zu, dass bei
der Auswahl von Peptiden, die anschliefend auf den MHC-Komplexen gebunden werden, in
erster Linie wohl nicht die Selektivitdt des Proteasomes und des TAP-Komplex entscheidend
sind, sondern dass viel eher die Affinitdt des Peptid bindenden Spalts fiir spezifische Pep-
tidsequenzen eine Rolle spielt. Dies geht konform mit verschiedensten Forschungsergebnis-
sen, denen zufolge angenommen wird, dass MHC-Komplexe im endoplasmatischen Retiku-
lum in mehreren Runden mit Peptiden beladen werden, wobei sich die Liganden mit niedri-
ger Affinitat jeweils wieder ablosen, und zwar so lange bis am Ende jeweils nur Peptide mit
relativ hoher Affinitat auf den MHC-Komplexen verbleiben [200-202]. Dies stltzt die An-
nahme, dass sich die verwendeten humanen DLA-Transfektanten gut flr eine Bestimmung
caniner Bindemotive eignen, obwohl deren Antigenprozessierungsmaschinerie von der im
Naturzustand in Hundezellen exprimierten abwich, jedoch wird in Zukunft nur der Vergleich
des Peptidrepertoires von humanen DLA-Hybridzellen mit dem Peptidrepertoire von caninen

Zellen mit dem gleichen DLA-Allel den endgdltigen Nachweis ermoglichen.

5.7 ldentifikation von viralen DLA-88*50101-T-Zell-Epitopen

In der vorliegenden Arbeit konnten zum ersten Mal 8 Influenza-A-Peptide von caninen MHC-
Klasse-I-Molekilen mit dem Allel DLA-88*50101 eluiert und anschlieend identifiziert wer-
den. Bei der Immunantwort gegen Influenza-A-Viren spielen zytotoxische T-Zellen, die spezi-
fische Peptidepitope erkennen kdnnen, eine entscheidende Rolle. In der Vergangenheit hat-
te sich gezeigt, dass neben der humoralen Immunitat auch eine zelluladre, T-Zell-basierte Im-
munitat gegen Influenzaviren eine signifikante Rolle spielt [203-205]. Bisherige Impfstrate-
gien gegen Influenzaviren beruhen auf der Bildung von Antikdrpern, die spezifisch gegen das

Oberflachenprotein Hamagglutinin der Influenzaviren gerichtet sind [206]. Auf der einen
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Seite bietet diese Methode bisher den besten Schutz gegen Influenzaviren, auf der anderen
Seite muss der jeweilige Impfstoff jedoch genau auf die jeweiligen temporéar kursierenden
Influenzastamme ausgerichtet sein [207, 208]. Im Gegensatz dazu kénnten T -Zellen zur Be-
kampfung von Influenzaviren die Moglichkeit bieten, einen breiteren Schutz gegen verschie-
dene Influenzavirenstamme zu erzielen, da diese moglicherweise konservierte virale Peptide
aus dem Zellinnern erkennen kénnen [209, 210]. Das Wissen, das aus den neu identifizierten
DLA-Bindungsspezifitaiten und den identifizierten Influenzaepitopen resultiert, kbnnte unter
anderem dazu beitragen, die Immunantwort caniner Zellen sowie die T-Zell-Reaktionen beim
Hund im Rahmen verschiedener Infektionskrankheiten in Zukunft besser verstehen zu kon-
nen. Obwohl Influenzavirusinfektionen beim Hund bisher keinen besonders hohen Stellen-
wert eingenommen haben, so kdnnte sich dies moglicherweise in Zukunft andern, da beim
Hund in der Vergangenheit auch schon Infektionen mit aviarem Influenzavirus nachgewiesen
werden konnten. Dies lasst sich dadurch erkldren, dass avidre Influenzaviren in der Regel
bevorzugt an a2,3-gebundene Sialinsduren binden kénnen [211] und beim Hund sowohl
a2,3- als auch a2,6-gebundenen Sialinsduren auf der Oberflache der Epithelzellen des obe-
ren und unteren Respirationstrakts festgestellt werden konnten [212]. Da zwischengeschal-
tete Wirte, die als sogenannte ,, mixing vessels” dienen, bei der Infektion von Menschen von
Bedeutung sein kénnen [213], stellt eine genetische Reassortierung und damit eine Uber-
windung zwischenartlicher Barrieren durch hochpathogene Influenza-A-Viren eine latente
Gefahr fir den Menschen dar [113]. Eine Moglichkeit, die potentielle Bedrohung, die Hunde
als ,,mixing vessels” in der Zukunft fir den Menschen darstellen kdnnten, zu verringern,
konnte die Entwicklung eines universellen Influenzaimpfstoffes fir Mensch und Hund sein,
der auf einer breiten, T-Zell-basierten Immunitat beruht, dessen Entwicklung jedoch noch

weiterer Forschungsarbeit bedarf [214].

5.8 Untersuchung der Bindungsfahigkeit auf DLA-88*50101 und
HLA-A*02:01

Peptidbindungsassays werden in der Immunologie haufig verwendet, um die MHC-
Bindungsaffinitat vorhergesagter MHC-Liganden zu messen [215, 216]. Wie oben schon er-
wahnt wurde, hatten Barth et al. [128] bereits eine groRe Ahnlichkeit zwischen den Binde-
motiven von DLA-88*50101 und HLA-A*02:01 feststellen kénnen. Im letzten Teil der vorlie-

genden Arbeit sollte deshalb die Bindungsfahigkeit ausgewdahlter Peptide an DLA-88*50101
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und HLA-A*02:01 Gberprift werden. Verwendet wurden hierfiir jeweils zwei im Voraus iden-
tifizierte und validierte virale MHC-Liganden, die neu synthetisiert und mit Fluoreszenzfarb-
stoff markiert wurden: zum einen das von HLA-A*02:01 stammende Influenzapeptid
GILGFVFTL und zum anderen das DLA-88*50101-Influenzapeptid YINDKGKEVL. Als Negativ-
kontrolle wurde das Fluoreszenzfarbstoff-markierte Peptid DALKEKVI verwendet, ein HLA-
B*51-Ligand. Zur Festlegung eines Referenzwertes wurde zusatzlich das Fluoreszenzfarb-
stoff-markierte Peptid SVAEKLSKL verwendet, das eine starke Bindungsfahigkeit in Bezug auf
DLA-88*50101 zeigt. Fiir jedes der eingesetzten Peptide wurde jeweils eine Vorhersage der
Bindungsaffinitat mittels bioinformatischer Epitopvorhersageprogramme getroffen. Die Er-
gebnisse zeigten fiir die zwei verwendeten Influenzapeptide sowie das DLA-assoziierte Pep-
tid SVAEKLSKL jeweils Allotyp-spezifisch eine vermehrte Bindungsfahigkeit. Das heilt, dass
die DLA-assoziierten Peptide SVAEKLSKL und YINDKGKEVL jeweils eine hohere Bindungsfa-
higkeit hinsichtlich DLA-88*50101 als in Bezug auf HLA-A*02:01 aufwiesen. AulRerdem zeigte
sich, dass das HLA-assoziierte Peptid GILGVFTL wiederum eine hohere Bindungsfdhigkeit
beziiglich HLA-A*02:01 als bezlglich DLA-88*50101 aufwies. Dies stand in Kontrast zum Bin-
dungsscore der Epitopvorhersageprogramme, wonach die Peptide jeweils bei beiden Alloty-
pen eine dhnlich hohe Bindungsfahigkeit hatten zeigen mussen. Da der Hund als erste Tierart
domestiziert wurde [217] und deshalb (iber eine lange gemeinsame Geschichte mit dem
Menschen verfligt, wurde schon 6fters die Vermutung aufgestellt, dass die Entwicklung der
MHC-Molekiile des Menschen und des Hundes, infolge einer Koevolution mit den gleichen
Pathogenen, dhnlich abgelaufen sein konnte. Diese Hypothese wird unter anderem bekraf-
tigt durch Arbeiten, bei denen eine grofle Homologie in den Aminosdureabfolgen von HLA-
und DLA-Allelen festgestellt werden konnte [59], wobei in der Zwischenzeit auch noch wei-
tere Ubereinstimmungen in den Aminosiureabfolgen zwischen humanen MHC-Allelen und
MHC-Allelen anderer Saugetierarten beschrieben werden konnten [128]. Die Ergebnisse des
Bindungsassays lieferten an dieser Stelle jedoch keine Anhaltspunkte, die diese Theorie ge-
stutzt hatten, da sonst von einer eher gleich hohen Bindungsfahigkeit aller getesteten Pepti-
de auf HLA und DLA auszugehen gewesen ware. Die Ergebnisse zeigten zudem, dass trotz
dhnlichen Bindemotives in diesem Fall trotzdem nicht alle Peptide gleich gut auf den ver-
schiedenen MHC-Allotypen gebunden wurden. Als denkbare Ursache hierfiir kénnen allotyp-
spezifische Unterschiede in dem Aminosauremuster der Bindungstaschen gesehen werden,
da dadurch moglicherweise eine abweichende Affinitat gegentiber bestimmten Aminosduren

an definierten Positionen innerhalb der Peptidsequenzen zustande kommt [128].
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6 Zusammenfassung

Ermittlung der Bindespezifitdten fiir das canine MHC-Klasse-I-Allel DLA-88*03201 sowie ver-

gleichende Betrachtung viraler und zelluldrer Liganden von DLA-88*50101 und HLA-A*02:01

Fiir die Behandlung von Krebserkrankungen existieren inzwischen, neben den konservativen
Methoden, der chirurgischen Intervention, der Radio- und der Chemotherapie, auch eine
Reihe alternativer Therapieansatze. Hierzu zahlt unter anderem die Immuntherapie mittels
Peptidvakzinen, welche sich durch die Injektion von im Voraus bestimmten, tumorassoziier-
ten und tumorspezifischen Peptiden auszeichnet. Infolgedessen kann eine spezifische T-Zell-
Immunantwort gegen Tumorzellen ausgeldst werden und der Kdrper wird somit in die Lage
versetzt, entartete Zellen zu erkennen und selbst zu eliminieren. Eine wichtige Vorausset-
zung fur die Etablierung von Peptidvakzinen besteht in der Kenntnis der Bindungsanspriiche,
die ein MHC-Molekiil, je nach MHC-Allel, an seine Peptidliganden stellt. Wahrend in der Hu-
manimmunologie bereits eine Vielzahl an allelspezifischen Bindemotiven definiert werden
konnte, ist in der Veterindrimmunologie noch relativ wenig dariiber bekannt, wie Peptide
auf caninen MHC-Molekilen verankert sind. In dieser Arbeit wurden daher humane C1R-
und K562-Zellen mit dem caninen MHC-Klasse-I-Allel DLA-88*03201 transfiziert, die MHC-
Molekile anschlieBend mittels Immunaffinitdischromatographie selektiert und 289 DLA-
assoziierte Liganden mittels massenspektrometrischer Analyse identifiziert. Daraus ergab
sich die Moglichkeit, die Bindespezifitaten fiir das canine MHC-Klasse-I-Allel DLA-88*03201
zu definieren, welche vermutlich durch die Aminosauren Arginin und Valin an Position 1 so-
wie die Aminosauren Phenylalanin und Leucin an Position 9 bestimmt werden. Dariiber hin-
aus konnten C1R-DLA-88*50101-Zellen mit dem Influenza-A-Virus H1N1 Regens-
burg/D6/2009 infiziert werden, wodurch nach durchgefuhrter Immunaffinitatschromatogra-
phie und massenspektrometrischer Analyse erstmalig 8 virale DLA-88*50101-Liganden iden-
tifiziert werden konnten. Durch den Vergleich zelluldrer und viraler HLA-A*02:01- und DLA-
88*50101-Liganden konnte in dieser Arbeit dargelegt werden, konform mit bereits existie-
renden Forschungsergebnissen, dass bei der Auswahl der Peptide, die auf den MHC-
Komplexen gebunden werden, in erster Linie wohl nicht die Selektivitdt des Proteasomes

und des TAP-Komplex entscheidend ist, sondern viel eher die Affinitat des Peptid bindenden
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Spalts fur spezifische Peptidsequenzen eine Rolle spielt. Daraus folgt die Annahme, dass sich
die verwendeten humanen DLA-Transfektanten gut fiir eine Bestimmung caniner Bindemoti-
ve eignen, obwohl deren Antigenprozessierungsmaschinerie von der im Naturzustand in
Hundezellen exprimierten abwich. Jedoch wird den endgiiltigen Nachweis in Zukunft nur der
Vergleich des Peptidrepertoires von humanen DLA-Hybridzellen mit dem Peptidrepertoire
von caninen Zellen mit dem gleichen DLA-Allel erméglichen. Das Wissen, das aus den neu
identifizierten DLA-Bindungsspezifitaten und Influenzaepitopen resultiert, kdnnte in Zukunft
dazu beitragen, die Immunantwort caniner Zellen sowie die T-Zell-Reaktionen beim Hund im
Rahmen von Krebserkrankungen und verschiedener Infektionskrankheiten besser zu verste-
hen. Davon kdnnte wiederum nicht nur der Hund profitieren, sondern auch der Mensch,

indem moglicherweise auch neue Erkenntnisse fir die Humanmedizin gewonnen werden.
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7 Summary

Characterization of the binding specificities for the canine MHC class | DLA-88*03201 allele
and comparative analysis of viral and cellular DLA-88*50101 and HLA-A*02:01 ligands

Besides conservative methods, surgery, radiotherapy and chemotherapy, numerous alterna-
tive approaches to cancer treatment are now available. One example is immunotherapy with
peptide vaccines, involving the injection of previously determined, tumor-associated and tu-
mor-specific peptides. A specific T-cell immune response against tumor cells can thus be in-
duced, enabling the body to recognize and eliminate mutated cells. To develop peptide vac-
cines, it is important to be aware of the binding requirements an MHC molecule places on its
peptide ligands depending on the MHC allele. Whereas in human immunology a vast number
of allele-specific binding motifs have already been defined, relatively little is known about the
way peptides are bound to canine MHC molecules. Hence, for the purposes of this thesis, hu-
man C1R and K562 cells were transfected with the canine MHC class | DLA-88*03201 allele.
The MHC molecules were then selected using immunoaffinity chromatography, and 289 DLA-
associated ligands identified by mass spectrometric analysis. It was therefore possible to de-
fine the binding specificities for the canine MHC class | DLA-88*03201 allele that are presuma-
bly determined by the amino acids arginine and valine at position 1, and phenylalanine and
leucine at position 9. In addition, C1R-DLA-88*50101 cells were infected with influenza virus
A/Regensburg/D6/2009(H1N1), whereupon eight viral DLA-88*50101 peptides were identified
for the first time by means of immunoaffinity chromatography and mass spectrometric analy-
sis. Comparison of cellular and viral HLA-A*02:01 and DLA-88*50101 ligands revealed, in line
with previously published research, that the selection of peptides bound to the MHC complex-
es depends much less on the selectivity of the proteasome and the TAP complex and far more
on the affinity of the peptide-binding groove for specific peptide sequences. As a result, it can
be assumed that the employed human DLA transfectants work well for the characterization of
canine binding motifs, although their antigen processing machinery differs from that ex-
pressed in the natural state in canine cells. However, this can only be verified in the future by
comparing the peptide repertoire of human DLA hybrid cells with the repertoire of canine cells
that have the same DLA allele. The knowledge gained from the newly determined DLA binding
specificities and influenza virus epitopes will most likely help in better understanding the ca-
nine cell immune responses and canine T-cell reactions within the context of cancer and vari-
ous infectious diseases. This could, in turn, not only benefit dogs but possibly offer new oppor-

tunities in human medicine.
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