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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

Spezifitat, Repertoire und Gedachtnis der Immunantwort werden durch eine Familie antigen-
bindender Molekile bestimmt: Immunglobuline (lg), T-Zellrezeptoren (TCR) sowie MHC-Mole-
kile der Klassen | und Il. Wahrend Immunglobuline natives Antigen binden, sind T-Lymphozy-
ten zur Antigenerkennung nur in der Lage, wenn ihnen geeignete Bruchstiicke des Antigens
(meist Peptide) im Kontext eines Selbst-MHC-Molekils prasentiert werden (MHC-Restriktion).
Der Haupthistokompatibilitatskomplex (major histocompatibility complex, MHC), beim Menschen
auch HLA (humanes leukozytenassoziiertes Antigen) genannt, ist in einer etwa 3,5 Mb gro-
Ben Region auf Chromosom 6p21.3 lokalisiert und kodiert flr Proteine, die historisch in drei
Klassen unterteilt werden: Zelloberflachenmolekile der Klasse | und Klasse Il sowie die zen-
tral gelegenen Klasse-lll-Gene, die unter anderem fir Proteine der Komplementkaskade kodie-
ren.

1.1 MHC-MOLEKULE DER KLASSEN | UND I

MHC-Molekiile lassen sich in zwei Gruppen einteilen, deren Aufgabe jeweils die Prasentation
von Peptiden an T-Lymphozyten ist, die sich aber in der Herkunft der von ihnen gebundenen
Peptide und dadurch in der mit ihnen interagierenden T-Zellpopulation unterscheiden.
Klasse-llI-Molekule Gbernehmen die Prasentation extrazellularer Antigene (z.B. Bakterien), die
erst durch Endozytose aufgenommen und in Endosomen abgebaut werden mussen, bevor die
Klasse-II-Molekile damit beladen werden kdnnen.

Molekule der Klasse | sind fur die Prasentation intrazellularer Antigene sowohl normaler Zell-
proteine ("Selbst"), die keine Immunantwort auslésen, als auch endogener viraler oder tumor-
spezifischer Antigene ("Fremd") verantwortlich.

Diese Aufgabenteilung spiegelt sich auf der Seite der T-Lymphozyten, denen die Peptide pra-
sentiert werden, wider. T-Zellen lassen sich anhand ihrer Oberflachenmolekile und daraus
folgend in ihrer MHC-Restriktion in zwei Hauptgruppen einteilen:

T-Helferzellen exprimieren CD4 als Korezeptor fur Klasse-ll-Molekile, cytotoxische T-Zellen
(CTL) CD8 als Korezeptor fiir die Klasse-I-Molekiile. CD8" CTL kénnen Zellen mit intrazellul&ren
Pathogenen sowie Tumorzellen direkt erkennen und eliminieren, da Molekile der Klasse | Pep-
tide dieser Antigene auf der Oberflache der betroffenen Zellen prasentieren. Zur Abwehr ex-
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trazellularer Pathogene ist auch die humorale Immunantwort notig, wobei die Antikbrper-pro-
duzierenden B-Lymphozyten die Hilfe der CD4" T-Zellen brauchen (Produktion von Cytokinen).
Diese Aufgabenteilung der beiden MHC-Klassen erklart auch das unterschiedliche Ex-
pressionsmuster dieser Molekile: Klasse-I-Molekiile werden auf fast allen kernhaltigen soma-
tischen Zellen exprimiert, wahrend Klasse-lI-Molekile nur auf immunregulatorischen Zellen
(Makrophagen, Antigen-prasentierenden Zellen (APC), B-Lymphozyten und aktivierten T-Lym-
phozyten) vorkommen. Im folgenden sollen die Molekile der Klasse | naher beschrieben wer-
den.

1.1.1 STRUKTUR DER MHC-MOLEKULE

MHC-Molekile sind transmembrane Glykoproteine aus drei Proteinkomponenten und gehéren,
da sie eine Ig-ahnliche Doméne besitzen, zur Immunglobulin-Superfamilie.

1.1.1.1 MoLEKULE DER KLASSE Il

Klasse-lI-Molekule sind Heterodimere aus einer 32-34 kDa schweren a- und einer 29-32 kDa
schweren (3-Kette, wobei al- und 31-Doméane die peptidbindende Region bilden, a2- und (32-
Domane Ig-dhnliche Domanen sind. Es schliel3en sich je eine etwa 25 Aminoséuren (As) lan-
ge Transmembranregion und der cytoplasmatische Teil an, dessen kurze Lange variabel ist.
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1.1.1.2 MoLEKULE DER KLASSE |

Peptidbindegrube

ai-Doméne
ai-Doméne

az-Doméne

Abb. 1.1: Modell der Struktur eines Klasse-I-Molekils und Aufsicht auf die Peptidbindungs-
grube

Gezeigt ist links die schematische seitliche Ansicht eines Klasse-I-Molekils (Kuby 1997).
Blau gezeichnet sind die Doméanen der schweren Kette und rot B.m. Rechts ist die von al-
und a2-Doméne gebildete Peptidbindungsgrube von HLA-A2 in der Aufsicht dargestellt
(Saper et al. 1991). Der Boden der Grube wird von B-Faltblattstrukturen gebildet, die von a-
helikalen Bereichen begrenzt werden. Die fir die Bindung der Seitenketten des Peptids zu-
standigen Taschen sind markiert. In die Peptidbindung involvierte Aminoséureseitenketten
sind gezeigt.

Klasse-I-Molekiile bestehen aus einer etwa 44 kDa schweren a-Kette, die nicht-kovalent mit
der 12 kDa leichten Kette, dem invarianten, auf Chromosom 15 kodierten (2-Mikroglobulin
(B,m) assoziiert ist. Das Molekdl 1aRt sich in vier strukturelle Abschnitte einteilen: drei extra-
zellulare Doméanen, einen Transmembranteil und einen cytoplasmatischen Teil. Die beiden ami-
noterminalen Domanen al und a2 bilden eine Grube aus 8 [-Faltblattern, stabilisiert durch
zwei a-Helices, in der Peptide mit bestimmten Sequenzmerkmalen gebunden werden kdnnen.
In der Grube lassen sich 6 Taschen (A-F) definieren, die die Peptidbindung beeinflussen,
wobei meist zwei Ankeraminosauren des Peptids fiir die Bindung entscheidend sind (haufig
Position 2 und 8/9 mit Tasche B und F). Auf diese Weise wird das Peptidrepertoire der
einzelnen HLA-Allele bestimmt. Bei Molekilen der Klasse | ist die Grube an beiden Enden
geschlossener als bei Klasse-lI-Molekilen, deshalb ist die Lange der gebundenen Peptide auf
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8-10 As begrenzt. Bei Klasse-lI-Molekilen kdnnen die Peptide Uberhangen. In der dritten, Ig-
ahnlichen Doméane a3, die zwischen den HLA-Klasse-I-Molekilen stark konserviert ist, liegt
die Bindestelle fur den CD8-Korezeptor und auch ein Bereich der Assoziation mit dem [(3,m
(Tysoe-Calnon et al. 1991).

Expression der Klasse-I-Molekile der Loci HLA-A, -B, und -C findet man auf den meisten
kernhaltigen somatischen Zellen, wobei die Menge abhéngig vom Gewebeursprung auch un-
ter physiologischen Bedingungen variieren kann. Keine oder nur sehr geringe Expression zei-
gen Zellen des zentralen Nervensystems, v.a. Neuronen und Astrocyten, sowie exokrine
Pankreaszellen, Corneaepithelium, Nebenschilddriise, Skelett- und glatte Muskulatur und einige
Neuroblastom-Zellinien (Le Bouteiller et al. 1990; Singer und Maguire 1990; Massa 1993; Le
Bouteiller 1994). HLA-A- und -B-Molekile fehlen auRerdem auf den unterschiedlichen
Trophoblasten-Zellpopulationen (villéser und extravilldser Cytotrophoblast, Syncytiotropho-
blast), die wahrend der Schwangerschaft die feto-maternale Barriere bilden, und auf mannli-
chen und weiblichen Keimzellen (Ohashi et al. 1990; Hunt und Orr 1992; Roberts et al. 1992;
Castilla et al. 1993).
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1.1.1.3 MecHANISMEN DER MHC KLASSE-I-RESTRINGIERTEN ANTIGENPROZESSIERUNG

Zelloberflache

p2m . Calretikulin
. e i
\ Signalpeptide _ Cal{t\axm }apasm oﬂ = Klasse I/

ER @ g e _
/ r f r?“ w[ﬂm/ﬁapudkomplex
%

Peptide

Proteasom

Abb. 1.2: Modell der Antigenprasentation durch MHC-Molekile der Klasse |

Die neu synthetisierte schwere Kette gelangt ins endoplasmatische Retikulum (ER), wobei
das Signalpeptid abgespalten wird. Zunachst erfolgt die Assoziation mit Calnexin, die wie-
der geldst wird durch Bindung von 3,m. Bindung an Calretikulin, Tapasin und ERp57 erlaubt
die Faltung des Molekiils und sorgt fir die Retention im ER. Endogene Proteine werden in
einem Proteasomen-abhangigen Weg degradiert und die entstehenden Peptide mittels des
TAP-Transporters ins ER transportiert, wo sie entsprechend der Spezifitdt der Antigen-
bindungsgrube von Klasse-I-Molekiilen gebunden werden kdénnen. Der fertige trimolekulare
Komplex kann nun Uber das Golgikompartiment an die Zelloberflache transportiert werden.

MHC-Klasse-I-Molekille werden auf der Zelloberflache als heterotrimere Komplexe aus
schwerer Kette, 3,m und einem kurzen Peptid exprimiert. Der korrekte Zusammenbau der
Klasse-I-/Peptidkomplexe im endoplasmatischen Retikulum (ER) ist dabei Voraussetzung fur
eine stabile Oberflachenexpression (Abb. 1.2). Die Generierung von geeigneten Peptiden, die
unerlaBlich fur die korrekte Bildung und Funktion der Klasse-I-Molekiile sind, aus cytosoli-
schen Proteinen findet in der Hauptsache durch das Proteasom, einen ATP-abhangigen Kom-
plex aus diversen Untereinheiten statt, dessen Aktivitat durch eine Reihe akzessorischer Pro-
teinkomplexe moduliert werden kann (Rock et al. 1994). Einige Bestandteile des Proteasoms
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(LMP2, LMP7, MECL-1, PA28) sind durch Interferon y regulierbar und beeinflussen uber die
Art der hergestellten Epitope die T-Zellantwort (Belich et al. 1994; Ahn et al. 1995; Nieder-
mann et al. 1995; Nandi et al. 1996). Allerdings kénnen auch andere Proteasen in die Erzeu-
gung von CTL-Epitopen involviert sein (Yang et al. 1996a). Der Transport der Peptide ins ER
erfolgt Uber ein heterodimeres Mitglied der "ABC"- (ATP-binding cassette) Transporterfamilie,
den TAP-Transporter (transporter associated with antigen processing), wobei die Bindung
des Peptids ATP-unabhangig, die Translokation aber ATP-abhangig ist (Androlewicz et al.
1993; Neefjes et al. 1993; Shepherd et al. 1993; Androlewicz und Cresswell 1994; An-
drolewicz et al. 1994). Die Peptidbindungsstelle des humanen TAP ist dabei weniger streng in
der Auswahl von akzeptablen Sequenzen als der TAP-Transporter der Maus, der eine starke
Praferenz fur Peptide mit hydrophoben C-terminalen Aminosauren aufweist, wahrend der hu-
mane TAP auch Peptide mit basischen C-Termini transportiert (Neefjes et al. 1995). Der Po-
lymorphismus von Maus- und humanem TAP ist begrenzt und scheint keinen Einflu® auf die
Spezifitat der Peptide zu haben (Schumacher et al. 1994; Daniel et al. 1997; Ubel et al. 1997).

Aufgabe der Klasse-I-Molekile ist es, die intrazellulare Proteinzusammensetzung anzuzeigen.
Deshalb gibt es eine Reihe von Proteinen mit der Aufgabe, sie im ER festzuhalten, bis sie ein
Peptid mit ausreichender Affinitat gebunden haben. Im Anschluf3 an die Translokation ins ER
bindet die Klasse-I-schwere-Kette zunéchst an ein 88 kDa schweres, membrangebundenes,
Lektin-&hnliches Chaperon, Calnexin, das an der korrekten Faltung des Molekils beteiligt ist
(Carreno et al. 1995). Nach der Assoziation mit B,m dissoziiert das entstandene schwere-
Kette/B,m-Heterodimer von Calnexin und lagert sich mit Hilfe der Interaktion mit Calretikulin, der
Reduktase ERp57 und Tapasin an die TAP-1-Untereinheit des TAP-Transporters an
(Sadasivan et al. 1996; Solheim et al. 1997; Hughes und Cresswell 1998). Letzteres bildet die
Bricke zwischen Klasse | und TAP und liefert das ER-Retentionssignal fiir leere Klasse-I-Mo-
leklle. Sobald ein geeignetes Peptid gebunden ist, faltet sich das Klasse-I-Molekil vollstandig,
trennt sich von allen Hilfsmolekilen und kann an die Zelloberflache exportiert werden.

1.1.1.4 EINTEILUNG DER MOLEKULE DER KLASSE |

Molekule der Klasse | werden weiter in zwei Gruppen eingeteilt:

HLA-A, -B und -C werden als sogenannte klassische Transplantationsantigene oder auch
Klasse-la-Molekiile bezeichnet. Diese Molekule sind hochpolymorph mit derzeit 124 bekannten
Allelen fur HLA-A, 258 fur HLA-B und 74 fir HLA-C (http://www.anthonynolan.-
com/HIG/index.html, 11/98). Die meisten Unterschiede finden sich dabei in Bereichen, die in
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der Peptidbindung involviert sind und beeinflussen so die peptidbindenden Eigenschaften der
einzelnen Allele (Janeway et al. 1998).

Im Gegensatz dazu wurden HLA-E, -F und -G aufgrund des begrenzten Polymorphismus, der
beschrankten Gewebeverteilung, der geringen Expression und der bis dahin unbekannten
Funktion als nicht-klassische Klasse-I-Molekiile oder auch als Klasse Ib bezeichnet (Le Bou-
teiller und Lenfant 1996).

1.1.1.4.1 HLA-E

HLA-E ist das einzige Klasse-Ib-Molekill, das in allen untersuchten Geweben und Zellinien
transkribiert wird (Wei und Orr 1990; Ulbrecht et al. 1992a). Nur zwei Allele wurden bislang
beschrieben, die sich an Aminosdureposition 107 unterscheiden (HLA-ER: Arginin, HLA-E®:
Glycin) und in vergleichbarer Haufigkeit in der kaukasischen Population vorkommen (Geraghty
et al. 1992). Generell ist HLA-E nur in geringer Menge an der Zelloberflache exprimiert. Inku-
bation bei 26°C, Zugabe von humanem 3,m (huf,m) oder exogenen Peptiden kann in Trans-
fektanten jedoch die Oberflachenexpression stabilisieren (Ulbrecht et al. 1992b). Kdrzlich
wurde gezeigt, daR HLA-E in der Lage ist, Peptide aus der Signalsequenz von Klasse-I-Mole-
kilen zu binden (As 3-11), wobei die Positionen 2, 7 und 9 entscheidend sind. Vor allem ein
Methionin an Position zwei des Peptids ist essentiell fir die Bindung (Braud et al. 1997a; Lee
et al. 1998a; Brooks et al. 1999).

1.1.1.4.2 HLA-G: GEMEINSAMKEITEN UND UNTERSCHIEDE ZWISCHEN HLA-G UND DEN

+KLASSISCHEN" HLA-MOLEKULEN

Vergleich der Genorganisation der Klasse-la-Molekille und HLA-G

Die einzelnen Abschnitte der Klasse-I-Molekiile werden von sechs bis acht Exons kodiert.
Exon 1 beginnt mit einem kurzen 5'-untranslatierten Teil (5'-UT), gefolgt von 73 bp fur das Si-
gnalpeptid, das nach dem Eintritt ins ER abgespalten wird. Die Exons 2 (270 bp), 3 und 4 (je
276 bp) kodieren die 90 (al) bzw. 92 Aminosauren (As) der 3 extrazellularen Doméanen al,
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02 und a3, Exon 5 die 27 As der hydrophoben Transmembranregion und die Exons 6-8 die 30
As des cytoplasmatischen Teils. Das letzte Exon enthalt au3erdem die 3'-untranslatierte Re-
gion (3'-UT). HLA-G unterscheidet sich in der Intron-Exon-Organisation von HLA-A/-B/-C zum
einen dadurch, daf3 Exon 7 nicht im Transkript enthalten ist (dies ist auch bei HLA-F der Fall).
Zum andern ist das zweite Codon in Exon 6 der Translationsstop, wodurch der cytoplasma-
tische Anteil von HLA-G nur 6 As lang ist (Geraghty et al. 1987; Ellis et al. 1990). Dies fuhrt
zu einer drastisch reduzierten Endozytose von HLA-G im Gegensatz zu anderen Klasse-I-
Molekulen, da die entscheidende Determinante fur diesen Vorgang fehlt, woraus ein unge-
wohnlich langsamer Turnover von HLA-G an der Zelloberflache resultiert (Davis et al. 1997).
Des weiteren fehlen dadurch ein Serin (Pos. 336) als Phosphorylierungsstelle und ein hoch
konservierter Tyrosinrest, der als Substrat fir Tyrosinkinasen dient. Dies kénnte funktionelle
Auswirkungen auf die Signalvermittiung haben (Geraghty et al. 1987; Le Bouteiller und Mallet
1997). Allerdings wurde gezeigt, dall z.B. HLA-A2 mit einem auf vier As verkirzten
cytoplasmatischen Teil noch in der Lage ist, Signale weiterzuleiten, die zu einer Erhéhung des
intrazelluldren freien Ca®* und der IL2-Produktion in Jurkat-Zellen fiihren, so daR ein intakter
cytoplasmatischer Teil nicht fur alle Klasse-I-Funktionen erforderlich zu sein scheint (Gur et
al. 1990).

Die Gesamthomologie zwischen HLA-G und der HLA-A/-B/-C Konsensus-Sequenz betragt
86% auf Proteinebene, und seine Homologie zu HLA-A und -B entspricht deren Homologie
untereinander (Geraghty et al. 1987). Besonders konserviert ist die a3-Doméane mit 91% Ho-
mologie. Ein konserviertes Alanin an Position 245 in dieser Domane ist fur die Interaktion mit
dem auf cytotoxischen T-Lymphocyten exprimierten CD8-Glycoprotein verantwortlich (San-
ders et al. 1991). Alle fir die Interaktion mit B,m verantwortlichen Reste in der al-, a2- und
a3-Domane sind bei HLA-G konserviert (Tysoe-Calnon et al. 1991). Andere Gemeinsamkeiten
mit Klasse-la-Molekilen sind eine einzelne N-Glycosylierungsstelle (Asp86) am Ende der al-
Domaéne und das Auftreten von Disulfidbriicken in der a2- (Cys101-Cys164) und a3-Doméane
(Cys203-Cys259) (Le Bouteiller und Mallet 1997). Allerdings finden sich bei HLA-G noch zwei
weitere Cysteine: an Position 42 in der al-Doméne und an Position 147 in der a2-Domane. Die
meisten Unterschiede liegen zwischen As 61 und 83 (Geraghty et al. 1987). Hier
unterscheiden sich auch die HLA-A/-B/-C-Allele am starksten voneinander (Parham et al.
1988).
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Polymorphismus von HLA-G

Wahrend das Hauptcharakteristikum der Klasse-la-Molekile der enorme Polymorphismus ist,
sind von HLA-G bis jetzt 14 Allele beschrieben, von denen sich nur vier auch auf Aminosau-
reebene unterscheiden (Moreau et al. 1998; Bodmer et al. 1999).

Unterschiede in der Regulation der Genexpression

In den Promotoren von Klasse-la-Genen finden sich einige konservierte cis-regulatorische Ele-
mente, die in der Lage sind, nukleare trans-agierende Faktoren zu binden. Neben einer unge-
wohnlichen TATA-Box (TCTAAA) und einer klassischen CCAAT-Box sind dies eine Enhan-
cer-A-Region, die eine NF-kB Bindestelle enthélt, die Enhancer-B-Region und eine Interferon
Konsensussequenz (ICS) (Le Bouteiller 1994). Nur die CCAAT- und die TATA-Box sind m
HLA-G-Promotor konserviert. Die Enhancer-B-Sequenz unterscheidet sich in zwei Basen-
paaren, die Enhancer-A-Sequenz weist eine 5-bp-Deletion auf und ist deshalb nicht mehr in
der Lage, kB-Faktoren zu binden (Geraghty et al. 1987). Die ICS ist zum Grof3teil deletiert; al-
lerdings konnte gezeigt werden, dal3 HLA-G durch Interferon y induzierbar ist, so daf3 die In-
duzierbarkeit durch Interferon bei HLA-G anders reguliert sein muf3 als bei Klasse-la-Moleku-
len (Yang et al. 1996b). Untersuchungen in HLA-G transgenen Mausen zeigten, dald die 5'-
flankierende Sequenz hauptséachlich fir die unterschiedlichen Expressionsmuster von HLA-G
und Klasse-la-Genen verantwortlich ist. Alle bekannten regulatorischen Elemente fur Klasse-
la-Gene liegen innerhalb von 500-600 bp der 5'-flankierenden Sequenz unmittelbar vor Exon 1
(Epstein et al. 1989; Chamberlain et al. 1991). Fur HLA-G erwies sich ein 1,1 kb distal des
Transkriptionsstarts lokalisiertes 244 bp Hind Ill-EcoR |-Fragment als wichtiges positiv-regu-
latorisches Element und konnte als "locus control region" fungieren (Schmidt et al. 1993;
Schmidt und Orr 1995; Moreau et al. 1997).
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Unterschiede in der Genexpression

In der Genexpression unterscheidet sich HLA-G drastisch von allen tbrigen Klasse-I-Moleki-
len. Am auffallendsten ist dabei das Auftreten verschiedener alternativer Splei3formen:

Isoform G1 (G1m): Das Volle-Lange-Transkript kodiert fir ein Polypeptid, das im Aufbau den

klassischen Klasse-I-Membranmolekilen entspricht und mit B,m assoziiert auf der Zellober-
flache exprimiert wird (Shimizu et al. 1988). Es ist ebenfalls in der Lage, Peptide zu prasen-
tieren, bevorzugt mit einer Lange von 9 As mit Ankeraminosauren in Position 2, 3 und 9. Zwei
Positionen scheinen besonders die Spezifitdt der von HLA-G gebundenen Peptide zu be-
stimmen: bevorzugt Leu am C-Terminus und Pro oder eine andere kleine hydrophobe As in
Position drei. Die Komplexitat der gebundenen Peptide ist etwas geringer, entspricht aber in
etwa der von HLA-A und -B (Lee et al. 1995; Diehl et al. 1996).

Isoform G5 (G1s): Eine l6sliche Form dieses G1-Molekiils (G1s oder G5) wird von einer mRNA

kodiert, in der die 120 bp der Intron-4-Sequenz nicht entfernt wurden. Der offene Leserahmen
dieser RNA endet im Intron 4 (In4) 21 As nach der a3-Doméne (Fuijii et al. 1994; Moreau et al.
1995). G1s bindet im wesentlichen denselben Satz an Peptiden wie G1m, assoziiert aber of-
fensichtlich nicht im selben Mal3 mit TAP, da es im Gegensatz zu G1m nicht mit TAP-
spezifischen Antikdrpern prazipitiert werden kann (Lee et al. 1995).

Weitere SpleiRvarianten entstehen durch das Entfernen von einem oder zwei Exons: Der
Isoform G2 (G2m) fehlt das Exon 3 (Aa2-Doméne) (Ishitani und Geraghty 1992). Auch von
dieser Form gibt es eine losliche Variante, G6 (G2s), die wie G1s durch das Vorhandensein
von Intron 4 entsteht (Aa2-Doméne, + In4) (Fujii et al. 1994). Der Isoform G3 fehlen Exon 3
und 4 (Aa2/Aa3-Domane) (Ishitani und Geraghty 1992), die Isoform G4 enthalt kein Exon 4
(Aa3-Doméane) (Kirszenbaum et al. 1994).
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Abb. 1.3: Schematische Ubersicht der bekannten HLA-G-Isoformen
Gezeigt sind die Genstruktur von HLA-G, die daraus durch alternatives SpleiRen entstehen-
den cDNAs fir die einzelnen Isoformen sowie deren schematische Proteinstrukturen, die
bislang nur fir G1m und G1s nachgewiesen werden konnten. Die kodierten Proteindoma-
nen sind in den Exons der jeweiligen Transkripte angegeben.

Expression von HLA-G in der Plazenta und vermutete Funktion

Der semiallogene Fetus exprimiert MHC-Molekiile der Mutter und des Vaters und wéare somit
ein Angriffsziel fur die cytotoxischen T-Zellen der Mutter, die allogene Zielzellen zerstoren.
Menschliche Pra-Implantationsembryos exprimieren kein HLA-A, und -B und keine HLA-Klas-
se-lI-Molekdle. Nach der Implantation entsteht aus dem Trophoectoderm der implantierten Blas-
tocyste der Trophoblast und bildet die fetale Komponente der maternal-fetalen Barriere. Cyto-
trophoblasten sind negativ fur HLA-A und HLA-B und fur HLA-Klasse Il und sind die Vorlaufer
aller Subpopulationen von Trophoblastenzellen, die anhand von Lokalisation, Morphologie und
Differenzierungsstatus eingeteilt werden (Hunt und Orr 1992). Sie Uben eine Reihe von Funk-
tionen aus, u.a. den Nahrstofftransport von der Mutter zum Fetus und die Synthese verschie-
dener Hormone und Wachstumsfaktoren. Der voll differenzierte Syncytiotrophoblast bildet ei-
ne durchgehende Zellschicht, die dem muiitterlichen Blut ausgesetzt ist. Villése Cytotropho-
blasten, die im frihen Stadium der Schwangerschaft reichlich vorhanden sind, liegen direkt
unter dem Syncytium. Diese Trophoblasten-Zellpopulation ist durch ihre proliferativen und m
Anschluf3 daran invasiven Fahigkeiten charakterisiert: Sie wandert zur Verankerung der Pla-
zenta in die maternale basale Decidua (interstitielle Trophoblasten) ein und sorgt fur ver-
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mehrten Blutflud durch Beteiligung an der Bildung der uteroplazentaren Spiralarterien. Bei
Fortschreiten der Schwangerschaft werden die Cytotrophoblasten weniger invasiv, und ex-
travillose Zellen bilden die Chorionmembran, die von den Grenzen der Plazenta ausgeht, den
Embryo umgibt und direkt an die mutterliche Decidua angeschlossen ist. HLA-G wird biallelisch
im extravilldsen Cytotrophoblasten von Plazenten des ersten Trimesters exprimiert, zum Ende
der Schwangerschaft nimmt die Expression, die transkriptionell reguliert ist, merklich ab und
die Expression von HLA-A und -B nimmt zu (Kovats et al. 1990; Hunt und Orr 1992; McMaster
et al. 1995; Yang et al. 1996b; Blaschitz et al. 1997; Hashimoto et al. 1997; Hviid et al. 1998).
Die mogliche Peptidprasentation durch HLA-G kbnnte es erlauben, viral infizierte oder entar-
tete Zellen in der Plazenta zu erkennen (Lee et al. 1995; Blaschitz et al. 1997). Des weiteren
wurde gezeigt, da3 der Kontakt mit HLA-G-exprimierenden Zellen die Freisetzung von IL-3
und IL-1p hochregulieren und die Freisetzung von TNF-a herunterregulieren kann (Maejima et
al. 1997).

Als mogliche Funktion von HLA-G in der Plazenta wurde lange der Schutz des Fetus vor der
Erkennung und Abstofl3ung durch das Immunsystem der Mutter angenommen. Durch die feh-
lende Expression der polymorphen klassischen Klasse-I-Molekile wird die Erkennung durch
cytotoxische T-Zellen verhindert (Kovats et al. 1990). Allerdings kdnnen Zellen, die negativ
fur Klasse | sind, von NK-Zellen zerstort werden. Diese beiden Probleme (Lyse durch CTL
aufgrund des paternalen (Fremd-) MHC oder Lyse durch NK-Zellen wegen fehlender Klasse-
I-Molekiile) kdnnen durch die Expression des wenig polymorphen HLA-G-Molekils umgangen
werden (Shimizu et al. 1988; Burt et al. 1991; Colbern et al. 1994; Diehl et al. 1996). Die Be-
deutung der HLA-G-Expression fur eine Aufrechterhaltung der Schwangerschaft zeigt sich in
Hinweisen, dal3 verminderte Expression von HLA-G im extravilldsen Trophoblasten mit Pra-
eklampsie korreliert zu sein scheint (Colbern et al. 1994), (Hara et al. 1996).

Mittlerweile wurde die Expression von HLA-G aber auch in einer Reihe anderer Gewebe
nachgewiesen: in fetalem Auge und Thymus, fetaler Leber, aber auch in adulten Geweben
wie der hinteren Augenkammer, (die als immunprivilegierter Ort angesehen wird und wo, wie
in der Plazenta, Zellen zu finden sind, denen die Expression klassischer Klasse-I-Molekile
fehlt), Keratinozyten, Keimzellen, peripheren Blutlymphozyten, Thymus, mononukleéren Pha-
gozyten (Shukla et al. 1990; Houlihan et al. 1992; Ishitani und Geraghty 1992; Chiang et al.
1994; Kirszenbaum et al. 1994; Ulbrecht et al. 1994; Yang et al. 1996b; Crisa et al. 1997). Sie
ist aber in der Regel um GréR3enordnungen niedriger als die Mengen an klassischen Klasse-I-
Molekilen in denselben Geweben (Onno et al. 1994).
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1.2 CYTOTOXISCHE EFFEKTORZELLEN

Neben den CD3*/CD8" cytotoxischen T-Zellen existieren im Organismus die NK-Zellen (natirli-
che Killerzellen, 10-15% der peripheren Blutlymphozyten). Beide stammen von gemeinsamen
CD34" Vorlauferzellen ab (Colonna et al. 1993; Sanchez et al. 1994). NK-Zellen sind im allge-
meinen CD3/TCR sowie CD4 und CD8 negativ und exprimieren CD56 (eine Isoform des
"neural cell adhesion molecule" - NCAM) auf der Oberflache (Hercend et al. 1985). Etwa 10%
der Zellen exprimieren sehr viel CD56 (CD56"™) und entweder kein CD16-Antigen (CD16)
oder nur wenig (CD16%™) (Lanier et al. 1986). Da diese Zellen ein hohes proliferatives Poten-
tial besitzen, kaum cytoplasmatische Granula enthalten und nur schwache cytolytische Akiti-
vitat zeigen, sind sie vermutlich die unreifen Vorlaufer (Nagler et al. 1989; Vivier et al. 1993;
Carson et al. 1997). Die Mehrzahl der Zellen, die reifen NK-Zellen, exprimieren wenig CD56
(CD56°™), dafiir aber viel CD16-Antigen (CD169™). CD16 (FcyRIIIA) ist ein niederaffiner Re-
zeptor fur die Fc-Region von IgG. Antikorperbeladene Zielzellen werden von NK-Zellen durch
Bindung von CD16 an den Fc-Teil der Immunglobuline gebunden und kénnen lysiert werden
(ADCC, antibody dependent cell mediated cytotoxicity) (Lanier et al. 1988).

1.2.1 NK-ZELLEN IM HUMANEN UTERUS

Im "nicht-schwangeren" Endometrium verandert sich die Zahl der NK-Zellen wahrend des
Menstruationszyklus: wenige sind in der proliferativen Pra-Ovulationsphase nachweisbar.
Ihre Zahl nimmt dann zu, mit einem Hohepunkt in der spaten sekretorischen Phase und Kenn-
zeichen von Apoptose einige Tage vor Einsetzen der Menstruation (King et al. 1996). Kommt
es zur Schwangerschaft, bleiben die NK-Zellen konstant, und in der Phase der Implantation
und in der frihen Schwangerschaft sind etwa 70% der gesamten Leukozytenpopulation in
der humanen Uterusschleimhaut (Decidua) CD56°9"CD16 CD3 NK-Zellen (Loke und King
1991). Vor allem in der Decidua basalis, wo die Zellen des sich einnistenden Trophoblasten
das maternale Gewebe infiltrieren, ist die Zahl der NK-Zellen besonders hoch. Nach der 20.
Woche nimmt ihre Zahl ab, und gegen Ende der Schwangerschaft fehlen sie vollig (King et al.
1996). NK-Zellen im Uterus unterscheiden sich von den normalerweise im Blut gefundenen
NK-Zellen z.B. dadurch, daR sie CD56™" sind, wahrend die meisten NK-Zellen im Blut
CD56%™ sind (King und Loke 1991). Aber auch zwischen den CD56""9"-NK-Zellen des Bluts
und des Uterus gibt es Unterschiede: die im Blut vorkommenden enthalten keine Granula
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(Nagler et al. 1989), wahrend im Uterus die Mehrheit die typischen morphologischen Charak-
teristika groRRer granularer Lymphozyten (LGL) aufweist (King et al. 1991; King et al. 1996)

1.2.2 DIE FUNKTION VON NK-ZELLEN

NK-Zellen lysieren MHC-Klasse-I-negative sowie transformierte und Virus-infizierte Zellen mit
veranderter Klasse-I-Expression unabhangig von der Antigenprasentation durch MHC-Mole-
kile (nicht-MHC-restringiert). Dies liefert einen Schutz gegen Pathogene und Tumorzellen, die
die MHC-Klasse-I-Expression niederreguliert oder verloren haben, um MHC-restringierten T-
Zell-lmmunantworten zu entgehen ("missing self") (Ljunggren und Karre 1990). Des weiteren
regulieren sie die hdmatopoietische Zelldifferenzierung und modulieren andere Immunzellen
durch Sekretion diverser Cytokine (IFNy, TNF, GM-CSF, M-CSF, IL5) nach Aktivierung (Anegon
et al. 1988; Paya et al. 1988; Cuturi et al. 1989; Warren et al. 1995; Horwitz et al. 1997;
Leibson 1997).

1.2.2.1 Die FuNKTION VON MHC-KLASSE-I-MOLEKULEN BEI DER REGULATION VON NK-ZELLEN

Die Fahigkeit von NK-Zellen, Zellen abzutéten, wird kontrolliert durch eine Balance zwischen
aktivierenden und inhibierenden Signalen, die von unterschiedlichen Rezeptoren vermittelt
werden, wobei das inhibitorische Signal tiber das aktivierende dominiert (Moretta et al. 1997).
Normale "gesunde" Zellen entkommen der NK-Lyse, da ihre Klasse-I-Molekile mit den NK-inhi-
bitorischen Rezeptoren, die spezifisch fur MHC-Klasse-I-Allotypen sind, in Wechselwirkung
treten, wodurch die Lyse verhindert wird. Die Zahl der Zellen, die einen bestimmten Rezeptor
tragen, und die Menge an Rezeptoren auf diesen Zellen sind variabel (Gumperz et al. 1996).
NK-Zellen kdnnen mehrere verschiedene inhibitorische Rezeptoren exprimieren. Die Vertei-
lung scheint zufallig, es mul3 aber mindestens ein Rezeptor vorhanden sein, der ein Selbst-
Klasse-I-Allel erkennt (Valiante et al. 1997). Es gibt keine Determination der Expression durch
den HLA-Haplotyp, d.h. NK-Rezeptoren, die keinen Liganden haben, kdnnen ebenfalls expri-
miert werden, da dies nicht schadlich ist (Gumperz et al. 1996). Auf diese Weise gibt es NK-
Zellen, die nur ein Selbst-Allel erkennen, so dafld schon der Verlust oder die Veréanderung ei-
nes einzelnen Allels in einer infizierten oder transformierten Zelle erkannt werden kann und
zu ihrer Eliminierung durch NK-Zellen fiihrt. Neben Verlust von Allelen kann aber auch eine
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geschwachte Expression, wie man sie an Tumoren haufig beobachten kann, festgestellt wer-
den (Pende et al. 1998).

Nach Erkennung von Molekilen der Klasse | auf der Zielzelle hemmen die NK-inhibitorischen

Rezeptoren zellvermittelte Cytotoxizitat der drei Arten (Binstadt et al. 1996):

# NK-Cytotoxizitat

# Antikorper-abhangige zellvermittelte Cytotoxizitat (ADCC)

# von cytotoxischen T-Zellen (CTL) vermittelte Cytotoxizitat (Rolle auch bei der Regulation der
Cytokinsekretion)

Die letzten beiden Iytischen Funktionen werden durch FcyRIIl (CD16) auf NK-Zellen bzw. den

TCR auf T-Lymphozyten positiv reguliert.

Zwei unterschiedliche Familien von Rezeptoren sind an der Erkennung der Klasse-I-Molekiile
durch NK-Zellen beteiligt: humane KIR (killer inhibitory receptors), die zur Immunglobulin-Super-
familie gehoren, sowie die zur C-Typ Lektinfamilie gehérenden CD94/NKG2 (Abb. 1.4). Die Ex-
pression dieser Rezeptoren beschrankt sich allerdings nicht nur auf NK-Zellen, sondern findet
sich u.a. auch auf einer kleinen Population von T-Zellen (Mingari et al. 1995; D'Andrea et al.
1996; Mingari et al. 1997; Mingari et al. 1998). Die Rezeptoren unterscheiden sich strukturell,
die Vermittlung des inhibitorischen Signals erfolgt aber immer Uber ITIM-Sequenzen (immune
receptor tyrosine-based inhibition motif, YxxL/V), die in den cytoplasmatischen Domanen lo-
kalisiert sind. Nach Bindung des Liganden und Aktivierung des inhibitorischen Rezeptors wer-
den die Tyrosine der ITIM-Sequenz durch die Protein-Tyrosinkinase Lck phosphoryliert und
bieten eine Bindungsstelle fir Phosphatasen, die SH2-Doméanen enthalten, wie die Tyrosin-
phosphatasen SHP-1 und SHP-2, was zu einer Inhibition der proximalen Tyrosinkinasen fuhrt
(Binstadt et al. 1996; Fry et al. 1996). Das Ergebnis der Signalvermittlung ist die Inhibition der
NK-Aktivierung und der Cytokinexpression.
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Ig-Superfamilie Lectin-Familie
Killer inhibitory receptors (KIR) Ig-like transcripts (ILT) | | CD94/NKG2
ILT2 ILT4
LIR1 LIR2
MIR7 MIR10
p70 p140
NKB1 s s
s s
p58.1/ p49 ) CD94/NKG2A
p582 s S S S S
s s s s s
) )
S s S S S S
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1
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C Ig-Doméne
|
HLA-Cw2,4,5,6 HLA-Bw4  HLA-A3 HLA-A und -B HLA Klasse | HLA Klasse | HLA-E +
HLA-Cw1,3,7,8 Allele, HLA-G und HLA-G und HLA-G Signalpeptid

Abb. 1.4: Schematische Darstellung inhibitorischer NK-Rezeptoren mit bekannten Klasse-I-Li-
ganden

Angegeben ist die schematische Proteinstruktur der bislang beschriebenen inhibitorischen
NK-Rezeptoren, fir die eine Interaktion mit Klasse-I-Moleklilen nachgewiesen ist, die fur
den jeweiligen Rezeptor bestatigten Liganden sowie die alternativen Bezeichnungen ein-
zelner Rezeptoren.

1.2.2.2 REZEPTOREN DER IMMUNGLOBULIN-SUPERFAMILE: KIR (KILLER INHIBITORY RECEPTORS)

Humane KIR sind Typ | transmembrane Glykoproteine, die zur Ig-Superfamilie gehéren, von ei-
ner Genfamilie auf Chromosom 19 kodiert werden und auf NK-Zellen und einer kleinen Gruppe
von T-Zellen exprimiert sind. Die Rezeptordiversitat wird durch allelischen Polymorphismus
und alternatives SpleiRen erzeugt. Anhand der Zahl der Ig-ghnlichen Doméanen kénnen zwei
Subgruppen unterschieden werden: KIR3D enthalten drei Ig-ahnliche Doméanen, KIR2D zwei.
Unterschiede in den extrazellularen, transmembranen und intrazellularen Domanen findet man
in beiden Familien, am bemerkenswertesten aber ist die Heterogenitat des cytoplasmatischen
Anteils: KIR mit langem cytoplasmatischem Anteil (z.B. KIR2DL/p58) enthalten zwei [TIM-
Sequenzen im Abstand von 26 As, die fiur die inhibitorische Funktion verantwortlich sind. Den
KIR mit kurzem cytoplasmatischem Anteil (z.B. KIR2DS/p50) fehlen die ITIM-Sequenzen. Statt
dessen tragen sie eine geladene Aminosaure (meist Lysin) im Transmembranbereich, wirken
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aktivierend und werden auch als KAR (killer activating receptor) bezeichnet (Moretta et al.
1995; Wagtmann et al. 1995; Biassoni et al. 1996). KIR interagieren mit den al/a2-Doménen
der Klasse-I-Molekile, die auch fur die Peptidbindung zustandig sind. Es wurde gezeigt, daf}
der Austausch von As in der Peptidbindungsgrube die Erkennung durch KIR beeinflussen
kann (Cella et al. 1994; Biassoni et al. 1995; Mandelboim et al. 1997). Dies liegt vermutlich an
der dadurch verursachten Veradnderung des gebundenen Peptidrepertoires, denn die Er-
kennung der Klasse-I-Molekile durch KIR kann auch vom gebundenen Peptid abhéngen
(Malnati et al. 1995; Peruzzi et al. 1996; Rajagopalan und Long 1997; Zappacosta et al. 1997).
Der kurze cytoplasmatische Teil der aktivierenden Rezeptoren enthalt keinerlei Sequenzmotive
fur die Signaltiibermittlung, allerdings ist allen gemeinsam eine geladene As im Transmembran-
bereich. Es mul3 also die Assoziation mit einer signalvermittelnden Untereinheit angenommen
werden. Ein solches Molekil wurde kirzlich beschrieben: KAR-assoziiertes Protein (KARAP)
DAP12, ein uber eine Disulfidbriicke gekoppeltes 12 kDa Typ | membranstandiges Homodimer,
das eine negativ geladene As im Transmembranteil tragt (meist Asparaginsaure), mit der es
mit der positiv geladenen As des KAR interagieren kann und ein ITAM (immunoreceptor tyro-
sine-based activation)-Motiv (YxxL - 7x - YxxL) im cytoplasmatischen Teil enthalt, ist nicht-
kovalent mit KAR assoziiert (Colonna 1998; Lanier et al. 1998b).

Tabelle 1 zeigt einen Uberblick tiber die bislang naher beschriebenen KIR mit bekannter Spezifitat
und die charakteristischen Merkmale dieser Rezeptoren.

Rezeptor Expression HLA-Ligand | Besonderheit Referenz
NKAT1/p58.1 | NK-Zellen, Subpopula- |Cw2,4,5,6 | zwei lg-ahnliche Doménen, | (Moretta et al. 1993;
(CD158a) tion von T-Zellen zwei ITIM-Motive, kritische | Colonna und Samaridis
KIR2DL1 As: Asn (77)/Lys (80) 1995)
NKAT2/p58.2 | NK-Zellen, Subpopula- |Cw1,3,7,8 zwei Ig-ahnliche Domanen, | (Moretta et al. 1993;
(CD158b) tion von T-Zellen zwei ITIM-Motive, kritische | Colonna und Samaridis
KIR2DL3 As: Ser (77)/Asn (80) 1995)
NKAT3/p70/ NK-Zellen, Subpopula- | Bw4 drei Ig-édhnliche Doménen, | (Cella et al. 1994; Litwin
NKB1 tion von T-Zellen zwei ITIM-Motive, kritische | et al. 1994; D'Andrea et
KIR3DL1 As: lle (80), Arg (83) al. 1995)
NKAT4/p140 NK-Zellen, Subpopula- | A*0301 drei lg-ahnliche Doménen, | (Déhring et al. 1996;
KIR3DL2 tion von T-Zellen zwei ITIM-Motive, Homodi- | Pende et al. 1996)
mer, kritische As: His (74)
ILT2 (LIRZ, kleine Gruppe von NK- | A-, B- und | vier Ig-&hnliche Doménen, | (Colonna et al. 1997;
MIR7, CD85) und T-Zellen, Monozy- C-Allele, zwei ITIM-Paare Cosman et al. 1997;
ten, Makrophagen und | HLA-G Samaridis und Colonna
dendritische Zellen, vor 1997). (Fanger et al.
allem auf B-Zellen 1998; Navarro et al.
1999; Vitale et al. 1999)
ILT4 (LIR2, selektiv auf auf Mono- | A-, B-und | vier Ig-ahnliche Doméanen, | (Borges et al. 1997;
MIR10) zyten, Makrophagen C-Allele, drei ITIM-Motive Colonna et al. 1998;
und dendritischen Zel- | HLA-G Fanger et al. 1998)
len exprimiert, nicht
aber auf NK-, T- und B-
Zellen;
p49 auf allen NK-Zellen und | A-, B- und | zwei Ig-&hnliche Domanen, | (Cantoni et al. 1998b)
KIR2DL4 einer Subpopulation von | C-Allele, ein ITIM-Motiv
T-Zellen HLA-G

NKAT = NK-assoziiertes Transkript
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Die Transfektion von HLA-G in HLA-negative lymphoblastoide Zellinien schitzte diese vor der
Lyse durch deciduale NK-Zellen (Chumbley et al. 1994; Deniz et al. 1994). Welche Rezepto-
ren dafur verantwortlich sind, wurde z.T. widersprichlich beschrieben: Pazmany et al. zeig-
ten 1996 die Inhibition durch p58.1 und p58.2, Minz et al. 1997 durch p70 (Pazmany et al.
1996; Minz et al. 1997). Dies fuhrte zunachst zu der Hypothese, dafl? HLA-G der allgemeine
Ligand fur KIR sei (Rouas-Freiss et al. 1997). Allerdings war die hier beobachtete Inhibition
nicht vollstandig, und es schien eine sehr hohe Expression von HLA-G erforderlich zu sein
(Minz et al. 1997). So wurde vermutet, dal’ der eigentliche HLA-G-Rezeptor noch nicht ge-
funden sei. Andere Gruppen, die die Ergebnisse mit den KIR nicht reproduzieren konnten,
zeigten die Erkennung von HLA-G durch den neu beschriebenen CD94/NKG2-Komplex (s.u.).

1.2.2.3 REzZEPTOREN DER C-TYP LECTIN-SUPERFAMILIE: CD94/ NKG2

Die zweite Gruppe der inhibitorischen Rezeptoren umfal3t Heterodimere aus CD94, einem
Transmembranmolekul, dessen extrazellulare Doméane an MHC-Klasse-I-Molekile binden kann,
das aber keine intracytoplasmatische Domane zur Signallbertragung besitzt, kovalent
assoziiert mit einem Molekul der NKG2-Familie, das als Signalubertrager agiert (Lazetic et al.
1996). Wie KIR wird auch CD94 nicht nur auf NK-Zellen, sondern auch auf einer Gruppe von
T-Zellen exprimiert (Aramburu et al. 1991). Der CD94-Rezeptorkomplex tritt ebenfalls in inhi-
bierender und aktivierender Form auf, abhangig davon, mit welchem Mitglied der NKG2-Familie
er assoziiert ist: NKG2A und NKG2B haben zwei YxxL-Motive in ihrer cytoplasmatischen
Domane, Ubertragen also inhibitorische Signale (Brooks et al. 1997), NKG2C (bindet an HLA-E,
assoziiert mit DAP12) (Lanier et al. 1998a) und NKG2E wirken aktivierend (Houchins et al.
1997; Cantoni et al. 1998a).

Die Klasse-I-Spezifitat von CD94/NKG2 wurde, im Gegensatz zu den Ig-KIR, als sehr breit
beschrieben, da die Lyse von Zielzellen inhibiert wurde, die mit den verschiedensten Klasse-I-
Allelen transfiziert waren (A-, B- und C-Allele und HLA-G) (Sivori et al. 1996a; Sivori et al.
1996b; Pende et al. 1997; Perez-Villar et al. 1997).

NK-Zellen aus der Plazenta, aber auch aus dem peripheren Blut, waren nicht in der Lage,
HLA-G positive Transfektanten zu téten. Deciduale NK-Zellen exprimieren stark CD94 (Verma
et al. 1997), und die Inhibition erfolgte somit Gber CD94/NKG2, wahrend die KIR keinen Einflul
hatten. So wurde dieser Rezeptor als der vorherrschende inhibitorische NK-Rezeptor fur
HLA-G auf decidualen NK-Zellen angenommen (Pende et al. 1997; Perez-Villar et al. 1997;
Soderstrom et al. 1997). Allerdings war die Komplexitat von CD94/NKG2-Partnern etwas
Uberraschend, da einige verwandte HLA-A- und -B-Allele nicht erkannt wurden (Long 1998).
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Erst kirzlich stellte sich heraus, daR der CD94/NKG2A-Rezeptor spezifisch fir HLA-E ist
(Braud et al. 1998; Lee et al. 1998b; Brooks et al. 1999). Die bislang zur Untersuchung der
NK-Rezeptoren verwendeten Transfektanten wurden in der .221 Zellinie hergestellt, die als
Klasse | negativ galt, die aber HLA-E exprimiert. Durch Transfektion bestimmter Klasse-I-Mo-
lekile (auch HLA-G) kann die Oberflachenexpression von HLA-E induziert werden, wenn die
Peptide aus der Signalsequenz dieser Molekule in der Lage sind, HLA-E zu binden und so
seine Expression an der Zelloberflache zu stabilisieren (Braud et al. 1997b; Borrego et al.
1998). Das Signalpeptid von HLA-E selbst sowie von einigen A- und B-Allelen bindet nicht an
HLA-E. Obwohl also spezifisch fur HLA-E, kann der CD94/NKG2A-Komplex anhand der ge-
bundenen Signalpeptide der von der Zelle exprimierten Klasse-I-Molekiile deren "Gesund-
heitszustand" feststellen (Long 1998).

Das bedeutet, die kurzzeitig vermutete Funktion von HLA-G als allgemeiner Ligand fir inhibi-
torische NK-Rezeptoren ist fur den CD94/NKG2A-Rezeptor von HLA-E Ubernommen worden.
Zugabe von Anti-CD94 und Anti-KIR Antikérpern stellt die Lyse der HLA-G-Transfektanten
nicht in dem Malf3e wieder her wie die Zugabe von Anti-Klasse-I-Antikdrpern bzw. hat in eini-
gen NK-Klonen gar keinen EinfluR® auf die Inhibition. Dies legte die Vermutung nahe, dal3 noch
andere Rezeptoren existieren missen, die HLA-G erkennen.

1.2.2.4 EINE NEUE GRUPPE VON REZEPTOREN MIT KLASSE-I-MOLEKULEN ALS LIGANDEN

KIR und CD94/NKG2 konnten die Klasse-I-Spezifitat einiger NK-Klone nicht restlos erklaren,
weshalb die Existenz weiterer inhibitorischer Klasse-I-Rezeptoren vermutet werden muf3te.
Eine neue Gruppe, die kurzlich entdeckt wurde und die hierfiir in Frage kommt, ist allerdings
nicht auf NK-Zellen beschrankt, zeigt 31-39% Homologie mit KIR auf Proteinebene, ist eben-
falls auf Chromosom 19 lokalisiert und auch Mitglied der Ig-Familie (zwei oder vier Ig-ahnliche
Domaénen). Diese "Ig-like transcripts” (ILT) werden auch auch als LIR (leukocyte Ig-like re-
ceptors) oder MIR (monocyte/macrophage inhibitory receptors) bezeichnet (Borges et al.
1997; Samaridis und Colonna 1997; Wagtmann et al. 1997). Bis jetzt sind nur wenige Famili-
enmitglieder naher charakterisiert (s. Tabelle 1 und Abb. 1.4). In dieser Gruppe finden sich
auch Rezeptoren, die HLA-G erkennen (ILT-2, ILT-4).

Die Beschreibung neuer Rezeptoren, sowohl inhibierender als auch aktivierender, die Klasse-
I-Molekule als Liganden erkennen und die auf den verschiedensten Zelltypen exprimiert wer-
den, reifdt aber nicht ab und damit auch nicht die moglichen Effekte auf die Immunantwort, die
auf diese Weise vermittelt werden kdnnen (Anumanthan et al. 1998; Torkar et al. 1998).
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2 ZIELSETZUNG DER ARBEIT

Das Arbeitsvorhaben lief3 sich in drei Bereiche untergliedern:

1) UNTERSUCHUNGEN ZUR EXPRESSION UND REGULATION VON HLA-G UND DEN HLA-G ISOFORMEN

Dazu sollte zum einen die bereits begonnene Untersuchung an Hautbiopsien von Patienten mit
unterschiedlichsten Diagnosen mit Hilfe von RT-PCR fortgefiihrt werden, mit dem Ziel, eine
mogliche Korrelation eines bestimmten Expressionsmusters mit einer bestimmten Gruppe von
Erkrankungen zu finden. Zum anderen sollten Gewebe, die, wie der Hauptexpressionsort von
HLA-G, der Cytotrophoblast, eine normalerweise geringe Expression an Klasse-la-Molekilen
aufweisen, auf HLA-G-Expression untersucht werden. Dazu sollten Material verschiedener
Gehirnareale sowie Muskelbiopsien verwendet werden. Des weiteren sollte der mogliche
Einfluld von IFNy auf die HLA-G-Expression an zwei Glioblastomzellinien sowie Muskelzellen
getestet werden.

2) HERSTELLUNG EINES KANINCHENANTISERUMS UND EINES MONOKLONALEN ANTIKORPERS

Da vor allem fur die Untersuchung der HLA-G-Isoformen keine geeigneten Reagentien zur
Verfligung standen, sollte ein Antiserum und/oder idealerweise ein monoklonaler Antikdrper
hergestellt werden. Dazu sollte zunachst die al-Doméne von HLA-G, die in allen bislang be-
kannten Isoformen enthalten ist, als rekombinantes Protein in Bakterien exprimiert und nach
Aufreinigung Uber ein angefligtes Histidin-Epitop zur Immunisierung eines Kaninchens und von
Mausen verwendet werden. Das Kaninchenserum und die erhaltenen Hybridomiberstande
sollten dann eingehend charakterisiert werden.

3) ETABLIERUNG VON TRANSFEKTANTEN DER HLA-G-ISOFORMEN, CHARAKTERISIERUNG UND
FUNKTIONELLE UNTERSUCHUNGEN
Um die Effekte der einzelnen HLA-G-Isoformen untersuchen zu kdénnen, sollten diese in

Klasse-la-negativen B-LCL exprimiert werden. Nach eingehender Charakterisierung stark ex-
primierender Klone sollten diese fur funktionelle Untersuchungen verwendet werden.
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3 MATERIAL

3.1 ABKURZUNGEN

(m)Ak
ABTS
Amp
APC
APS
As
AS
ATCC
B-ME
Bom
Bis
BSA
CD
CDP-STAR™

CSPD

dd
DEPC
DIG
DMEM
DMSO
DNase
DSMZ
DTAF
CTL
DTT
ECACC
EMEM
ER
FACS
FCS
GT
HAT
HEPES
HLA
HRP

(monoklonaler) Antikorper

2,2'-Azino-di[ 3-ethyl-benzthiazolinsulfonat(6)]
Ampicillin

Antigen-pasentierende Zelle

Ammoniumpersulfat

Aminosaure

Antiserum

American Type Culture Collection

[B-Mercaptoethanol

B2-Mikroglobulin

N, N'-Methylen-Bis-Acrylamid

Rinderserumalbumin

"cluster of differentiation antigens”

Disodium 2-chloro-5-(4-methoxyspiro{1,2-dioxetan-3,2'-(5'-chloro)-
tricyclo [3.3.1.1%"] decan}-4-yl)phenyl phosphate
Disodium 3-(4-methoxyspiro{1,2-dioxetan-3,2'-(5'-chloro)tricyclo
[3.3.1.1%"]decan}-4-yl)phenyl-phosphate

Desoxy-

Didesoxy-

Diethylpyrocarbonat

Digoxigenin

Dulbecco's Modified Eagle's Medium

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonuklease

Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
Dichlorotriazinyl-Aminofluoreszein

cytotoxischer T-Lymphozyt

Dithiothreitol

European Collection of Cell Cultures

Eagle's Minimal Essential Medium

Endoplasmatisches Retikulum

fluoreszenzaktivierter Zellscanner (DurchfluBzytometer)
fotales Kalberserum

Guanidiniumisothiocyanat
Hypoxanthin-Aminopterin-Thymidin
2,4-(2-Hydroxyethyl)-1-Piperazinyl-Ethansulfonsaure
humanes Leukozytenantigen

Meerrettichperoxidase
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HT

hu

IAA

ICS

IFN

Ig

IL

ILT

IPTG

ITIM
Kana
KIR
LB-Medium
MHC
MOPS
NEAA

NK

NP-40
PAA
pASph
PBL

PBS

PCR

PEG

Pl

PMSF
RnaseA
rom

RT
RT-PCR
SSC

TAP

TBE

TCR

TE
TEMED
TMAC
TPE

Tris
Tween 20
UN

uT

X-Gal
24M-Platte
96rM-Platte
96fM-Platte

Hypoxanthin-Thymidin

human

lodoacetamid
Interferon-Konsensussequenz

Interferon

Immunglobulin

Interleukin

"Ig-like transcript"
Isopropylthio-B-D-Galactosid

"immune receptor tyrosine-based inhibition motif"
Kanamyecin

"killer inhibitory receptor"
Luria-Bertani-Medium
Haupthistokompatibilitdtskomplex
3-(N-Morpholino)Propansulfonsaure
nicht-essentielle Aminosauren (non essential amino acids)
naturliche Killer

Nonidet P-40

Polyacrylamid

Protein-A-Sepharose

periphere Blut-Lymphozyten
Phosphat-Saline-Puffer
Polymerasekettenreaktion

Polyethylenglycol

Propidiumiodid

Phenylmethylsulfonylfluorid

Ribonuklease A

Umdrehungen pro Minute

Raumtemperatur

reverse Transkription mit nachfolgender PCR
Standard-Saline-Citrat-Puffer

"transporter associated with antigen processing"
Tris-Borat-EDTA-Puffer

T-Zellrezeptor

Tris-EDTA-Puffer
N,N,N',N'-Tetramethyl-Ethylendiamin
Tetramethylammoniumchlorid
Tris-Phosphat-EDTA-Puffer
Tris(hydroxymethyl)aminomethan
Polyoxyethylensorbitan-Monolaurat

Uber Nacht

untranslatierter Bereich
5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-B-D-Galactopyranosid
24-Loch-Mikrotiterplatte
96-Loch-Rundboden-Mikrotiterplatte
96-Loch-Flachboden-Mikrotiterplatte
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3.2 CHEMIKALIEN UND ENZYME

Alle Chemikalien und Enzyme wurden vom jeweils preisgunstigsten Anbieter bezogen. Bei Be-
vorzugung eines bestimmten Herstellers ist dies im Text angegeben.

3.3 ALLGEMEINE PUFFER UND LOSUNGEN

Alle L6sungen wurden, wenn nicht anders angegeben, mit Wasser aus einer Seralpur Ap 30
Anlage (USF, Ransbach-Baumbach) (H,O) angesetzt und anschlieRend autoklaviert oder,
wenn dies nicht moglich war, aus autoklavierten Stocklésungen hergestellt. Fir Laufpuffer
und Waschpuffer flir die Immundetektion wurde autoklaviertes, demineralisiertes Wasser
(H,Odemin.) verwendet.

3.4 BIOPSIE-MATERIAL

Hautbiopsie-Material wurde freundlicherweise von Dr. Gerald Messer, Klinik und Poliklinik fir
Dermatologie und Allergologie der LMU-Munchen zur Verfligung gestellt. Ein Teil der RNA aus
den Biopsien war von Bernd Rehberger im Rahmen seiner Diplomarbeit isoliert worden.

Gewebe aus definierten Gehirnarealen wurde von Prof. Dr. Mehraein, Institut fir Neuropatho-
logie zur Verfugung gestellt; die RNA aus diesen Proben war von Astrid Cannich isoliert
worden.

Myoblasten und cDNA von Muskelbiopsien wurden von Prof. Dr. R. Hohlfeld, Klinikum Grof3-
hadern, zur Verfugung gestellt.
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3.5 ANTIKORPER

3.5.1 PRIMARE ANTIKORPER

Klon Spe- |Spezifitat Isotyp |Referenz/Bezug
zies
A1.4 Maus |a-Kette von Klasse | |IgG2b [(Bushkin et al. 1986)
(auch denaturiert) United Biomedical Inc., Haupauge, USA
TP25.99 Maus |a-Kette von Klasse | [IgG (Temponi et al. 1991; Tanabe et al. 1992)
(auch denaturiert) S. Ferrone, Buffalo, NY
B9.12.1 Maus |HLA-Klasse | IgG2a |[(Perarnau et al. 1988)
Dr. F. Lemmonier, Marseille, Frankreich
W6/32 Maus |HLA-Klasse | IgG2a |ATCC Hb95
87G Maus |HLA-G IgG2b [(Hara et al. 1996)
D. Geraghty, Seattle, Washington, USA
4H84 Maus |HLA-G 1gG1 (Crisa et al. 1997)
(alle Isoformen) M. McMaster, San Francisco, CA, USA
BFL.1 Maus |HLA-G IgG2b [(Bensussan et al. 1995) P. Le Bouteiller,
Toulouse, Frankreich
4E Maus |HLA-B/C IgG2a |Dr S. Y. Yang, Sloan Kettering, New York
BBM.1 Maus [hufzm IgG2b |[ATCC HB 28
HP-3B1 Maus |CD94 IgG2a [Immunotech, Marseille, Frankreich
Z199 Maus |CD94/NKG2A/B IgG2b [(Sivori et al. 1996)
148.3 Maus |huTAP1 (Meyer et al. 1994) R. Tampé; Marburg
Maximilian Maus |His-Epitop 1gG1 Connex GmbH, Martinsried
3D11 Maus |Faktor H V. Koistinen, Helsinki, Finnland
MU3H4 Maus [HLA-DR IgG2a [J. Johnson, Miinchen
UPC10/RPC5|Maus |lIsotypkontrolle IgG2a |[ICN, Biomedicals Inc., Eschwege
MOP141 Maus |Isotypkontrolle IgG2b |Sigma, Deisenhofen

3.5.2 SEKUNDARE ANTIKORPER

alkalische Phosphatase gekoppelter Antikdrper fur Southern- und Northernblot
Schaf anti-Digoxigenin, Fab-Fragment, Boehringer Mannheim, Mannheim

alkalische Phosphatase gekoppelte Antikorper flir Westernblot

Ziege anti-Maus 1gG + IgM, Tropix/Serva, Heidelberg
Ziege anti-Kaninchen, Tropix/Serva, Heidelberg

Meerrettich-Peroxidase gekoppelte Antikérper fur ELISA
Kaninchen anti-huf3,m, DAKO, Glostrup, Danemark
Kaninchen anti-Maus 1gG + IgM, Jackson/Dianova, Hamburg
Schwein anti-Kaninchen, DAKO, Glostrup, Danemark
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DTAF gekoppelte Antikorper fur FACS

Ziege anti-Maus IgG, F(ab'),-Fragment, Jackson/Dianova, Hamburg
Ziege anti-Maus IgG + IgM, F(ab'),-Fragment, Jackson/Dianova, Hamburg

3.6 BAKTERIENSTAMME

3.6.1 BAKTERIEN FUR DIE SUBKLONIERUNG

E. coli DH5aF'IQ F', @80dlacZAM15, A(lacZYA-argF)U169, deoR, recA1, endA1,
hsdR17, (r«-, mg+), SUpE44, A" thi-1, gyrA96, relA1/F', proAB”,
laclfZAM15, zzf::Tn5 [Km']

Fir die Transformation mit dem pQE30-Vektor.

E. coli DH5a F°, @80dlacZAM15, A(lacZYA-argF)U169, deoR, recA1, endA1,
hsdR17(rc-, my+), phoA, supE44, A" thi-1, gyrA96, relA1

E. coli InfaF' F', endA1, recA1, hsdR17(rg-, my+), SUpE44, X, thi-1, gyrA96,
relA1, @80lacZAM15, A(lacZYA-argF)

Fir die Transformation mit pCR™!II- und pCR™2.1-Vektoren.

3.6.2 BAKTERIEN FUR DIE EXPRESSION REKOMBINANTER PROTEINE

BL21/pLysS E. coli B, F, dem, ompT, hsdS(rg, mg), gal, A(DE3),
[pLysS Cam']
Fir die Expression mit pRSetA.

M15 (Villarejo und Zabin 1974) Nal® Stré rif°, lac, ara’, gal’, mtl", F", recA*, uvr*
Fir die Expression mit pQE30. Enthalt das pREP4-Plasmid mit lacl und bendtigt 25 pg/ml
Kanamycin flr die Selektion (Farabaugh 1978).
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3.7 EUKARYONTISCHE ZELLEN UND TRANSFEKTANTEN

Als Standardmedium wurde, wenn nicht anders angegeben, RPMI 1640 mit 2 mM L-Glutamin
mit 10% hitzeinaktiviertem fotalem Kalberserum, 1 mM Natriumpyruvat, 100 U/ml Penicillin und
100 pg/ml Streptomycin versetzt. Fir die Kultivierung von Transfektanten wurden dem Me-
dium, wenn nicht anders angegeben, 0,4 mg/ml Hygromycin B zugegeben.

3.7.1 ZELLEN

721.221 (.221) B-Zellinie (keine HLA-A, -B, -C-Expression)
(Shimizu et al. 1988)

721.45 (.45) B-Zellinie (HLA-A2, -B5, -Cw1; hemizygot)

(DeMars et al. 1983)
Frank Momburg, DKFZ, Heidelberg
721.174 (174) B-Zellinie (HLA-A2, -B5, -Cw1; hemizygot; TAP-defizient)
(DeMars et al. 1984)
Frank Momburg, DKFZ, Heidelberg

K-562 chronisch myeloische Leukamiezellinie (HLA-Klasse | negativ)
ATCC CCL 243
LG2 lymphoblastoide B-Zellinie (HLA-A2, -B27, -Cw1)

(Institut fir Immunologie der LMU Minchen)

Olga Zellinie aus dem Internationalen HLA-Workshop 1990
IHW 90-71
T98G humane Glioblastomzellinie

ECACC 92090213 (ATCC CRL 1690)

EMEM mit 2 mM L-Glutamin, versetzt mit 1% nicht-essentiellen Ami-
nosauren (NEAA), + 1 mM Natriumpyruvat, 10% FCS, 100 U/ml Penicillin
und 100 pg/ml Streptomycin

N59 humane Glioblastomzellinie
(Dr. Barbara Mayer, Klinikum Grof3hadern)

U-937 humane histiozytare Lymphomzellinie (A3, A26, B18, B51, Cw1, Cw3)
ATCC CRL 1593

JEG-3 humane Choriocarcinomzellinie
ECACC 92120308

EMEM, wie T98G
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X63

NKL

P3X63Ag8.653
Maus-Myelomzellinie
DSMZ ACC 43 (ATCC CRL 1580)

humane Killerzellinie, CD94/NKG2A", ILT2*

RPMI 1640 mit 2 mM L-Glutamin mit 10% hitzeinaktiviertem humanem
AB-Serum, 1 mM Natriumpyruvat, 100 U/ml IL-2

(Robertson et al. 1996)

M. Loépez-Botet, Servicio de Immunologia, Hospital Universitario de la
Princesa, Madrid, Spanien

3.7.2 TRANSFEKTANTEN

Name transfiziertes Gen

X63 huf3m 15-kb BamH 1/Sal I-Fragment des humanen B.m-Gens (huf;m) in pUC18
(Ulbrecht et al. 1992a)

X63B27 huBam + 6,3 kb EcoR I/BamH I-Fragment des Cosmids c¢d2.6 in pTM (HLA-
B*2705) (Ulbrecht et al. 1992b)

X63E huB,m + Cosmid cd3.14 (HLA-E*01033) (Ulbrecht et al. 1992a)

X63G huB.m + 5,4 kb Hind Ill-Fragment von HLA-G in Bluescript +
phyg (COS-203 Vektor-Derivat) (Ulbrecht et al. 1998)

221G 5,4 kb Hind lll-Fragment von HLA-G in Bluescript + phyg

.221-Cw*0304

cDNA von Cw*0304 in pcDNA3.1 Hygro®, zur Verfigung gestellt von A. Brooks
(Zappacosta et al. 1997)

3.8 OLIGONUKLEOTIDE

Ta gibt die in der PCR verwendete Annealingtemperatur an.

M13 revers
M13 (-20)

Tp=52°C

SP-6
7
To=51°C

5' - CAGGAAACAGCTATGAC- 3!
5' - GTAAAACGACGGCCAG 3'

5' - CATACGATTTAGGTGACACTATAG 3'
5' - TAATACGACTCACTATAGGGAGA- 3'
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AMPLIFIKATION DER a1-DOMANE

Ex2 5' 5' - cgGGTCCCACTCCATGAGG 3'

Ex2 3' 5' - cgGAat t CaGECCTCECTCTGGITG 3'
Nicht zur Sequenz komplementare Basen sind kleingeschrieben.
To=46°C

AMPLIFIKATION EINER 3'UT-SONDE FUR HLA-G (Onno et al. 1994)

GP5.U 5' - TGAAACAGCTGCCCTG 3'
GP3.U 5' - CCATCAATCTCTCTTGGA- 3'
Tp=52°C

AMPLIFIKATION DER CDNA FUR DIE HERSTELLUNG DER EXPRESSIONSKONSTRUKTE
G-5'UT 5' - ACTCATTCTCCCCAGACGC- 3

alas 5' - GGGTCTGCAGGTTCATTCTGICA- 3'
als 5' - TTGGGAAGAGGAGACACGGAACAC- 3'
G-In4-2 5' - GCCTCTGGGAAAGGAGGTGAA- 3'
EX6/3'UT 5' - CAGCTGITTCACATTGCAGCCTG 3'
T,=60°C

HLA-E a3s 5' - CAGCATGAGGGGCTACCCG 3!
HLA-E 3'UT-5' 5' - GTGTGAGGAAGGGEGEGTCATG 3

T, =55°C

huf-Actin #1485 5' - CCACACCTTCTACAATGAGC- 3'
huB-Actin #2077 5' - CCTGGATAGCAACGTACATG 3'
T,=60°C

OLIGONUKLEOTIDE FUR DIE OLIGOHYBRIDISIERUNG

G-In4 5' - TGCCTCCATCTCCCTCCTTAC- 3'
G3-5 (G4) 5' - GAAGACTGCTCCGOGCGLT - 3
G2-3' (G2) 5' - GBGGGGTTGECCTCGCT- 3!

3.9 VEKTOREN, PLASMIDE, SONDEN, PEPTIDE, PROTEINE

3.9.1 VEKTOREN FUR DIE SUBKLONIERUNG VON PCR-PRODUKTEN

pCR™Il und Nachfolgevektor pCR™2.1 (Invitrogen, De Schelp, Niederlande)
Resistenz: Ampicillin, Kanamycin
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3.9.2 VEKTOREN FUR DIE EXPRESSIONSKLONIERUNG IN BAKTERIEN

pRSetA (Invitrogen, De Schelp, Niederlande)
pQE30 (Qiagen, Diagen GmbH, Hilden)
Resistenz: Ampicillin

3.9.3 VEKTOREN FUR DIE EXPRESSION IN EUKARYONTEN

pREP7 (fir die Klonierung von G1m, G1s, G2s, G3, G4) und pREP10 (fur die Klonierung von
G2m) (Invitrogen, De Schelp, Niederlande)
Resistenz: Ampicillin, Hygromycin

3.9.4 PLASMIDE

3.9.4.1 HLA-G-IsoForRMEN IN pCR™|I

Als Vorarbeit waren die im Labor bereits vorhandenen HLA-G Transfektanten 721.221G und
X63G auf Expression der verschiedenen HLA-G Isoformen untersucht worden. Dazu wurde
cDNA mit dem Primerpaar a1s und Ex6/3'UT amplifiziert und in den pCR™II-Vektor ligiert. Er-
haltene Klone in den fiir die Isoformen erwarteten Grofien wurden sequenziert, und es konn-
ten alle bekannten HLA-G-Isoformen (G1m, G1s, G2m, G2s, G3, G4) in den beiden Trans-
fektanten nachgewiesen werden.

3.9.4.2 KONSTRUKTE FUR DIE EXPRESSION DER HLA-G 01-DOMANE ALS REKOMBINANTES
PROTEIN IN BAKTERIEN

Die Sequenz der a1-Domane wurde mit dem Primerpaar Ex2 5' und Ex2 3' aus einem bereits
vorhandenen sequenzierten unvollstandigen, in Exon 2 aber korrektem G1-cDNA-Klon amplifi-
ziert. Die Oligonukleotide waren so gewahlt, da® am 5'-Ende eine BamH |-Schnittstelle und am
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3'-Ende eine EcoR I-Schnittstelle sowie ein Stopcodon generiert wurden. Das erhaltene
281 bp groRe PCR-Produkt wurde in den pCR™II-Vektor zwischenkloniert, erhaltene Kolonien
nach Blau-Weil3-Selektion mittels PCR mit M13-Primern auf Insertion des Fragments Gberprift,
die Insertion sequenziert und die DNA eines korrekten Klons durch PEG-Minipraparation iso-
liert. Nach praparativem Verdau mit EcoR | und BamH | und Isolierung des Fragments aus dem
Gel mit dem GeneClean Kit wurde es zunachst in den EcoR I/BamH | verdauten Expressions-
vektor pRSetA kloniert. Durch die gewahlte Klonierungsstrategie wurde das Fragment der a1-
Domane so in diesen Vektor eingebaut, dall am N-terminus ein (His)e-Anhang zur Auf-
reinigung eingefugt wurde. Um den korrekten Einbau zu bestatigen, wurden erhaltene Klone
mit den Primern T7 und Ex2 3' sequenziert. Die Expression dieses Konstrukts in BL21/pLysS
war aber wenig zufriedenstellend, deshalb wurde das Fragment durch Verdau mit BamH |
und Hind Il aus pRSetA ausgeschnitten und in die entsprechenden Schnittstellen des
Expressionsvektors pQE30 umkloniert. Auch hier wurde eine (His)s-Sequenz am 5'-Ende
eingefugt.

3.9.4.3 HERSTELLUNG DER CDNA-KONSTRUKTE FUR DIE TRANSFEKTION DER HLA-G-
ISOFORMEN IN 721.221 UND K-562

G1m, G3: Mit dem Primerpaar 5'UT und Ex6/3'UT wurde cDNA der Transfektante .221G
amplifiziert, die Amplifikate auf einem Agarosegel aufgetrennt, die Banden, die den
GroéRen von G1m und G3 entsprachen, aus dem Gel isoliert, gereinigt, in den pCR™II-
Vektor kloniert und sequenziert. Von je einem korrekten Klon wurde Plasmid-DNA iso-
liert, mit BamH | und Xho | praparativ verdaut und das isolierte Fragment in den ent-
sprechend geschnittenen Expressionsvektor pREP7 ligiert. Die Uberpriifung der er-
haltenen Klone erfolgte mittels PCR oder Restriktionsverdau.

G1s: Das Vorgehen erfolgte analog zu G1m, nur wurden die Primer 5'UT und In4-2 und
cDNA der Transfektante X63MG verwendet.

G2m, G2s: Aus den Vorarbeiten standen zwei im 5'-Bereich unvollstandige, sonst aber
korrekte Klone (Primer a1s+Ex6/3'UT) von G2m und G2s zur Verfugung. Amplifikate
dieser Klone mit dem Primerpaar a1s+Ex6/3'UT wurden Uber Glaswolle aus einem
Agarosegel gereinigt und mit einem ebenfalls Gber Glaswolle gereinigten Amplifikat
eines Volle-Lange G1m-Klons mit dem Primerpaar 5'UT/a1as in eine weitere PCR mit
den Oligonukleotiden 5'UT+Ex6/3'UT (G2m) bzw. 5'UT/In4-2 (G2s) eingesetzt. Das so
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G4:

erhaltene Amplifikat wurde in den Vektor pCR™2.1 kloniert, erhaltene Klone sequen-
ziert und jeweils ein korrekter Klon nach Xho I/BamH I-Restriktion in die entsprechen-
den Schnittstellen des Expressionsvektors pREP7 (G2s) bzw. pREP10 (G2m) einge-
baut. Die Uberpriifung der hierbei erhaltenen Klone erfolgte mittels PCR und Restrik-

tionsverdau.

Ein aus der Vorarbeit erhaltener im 5'-Bereich unvollstandiger G4-Klon (a1s bis
Ex6/3'UT) sowie ein Volle-Lange G1m-Klon, beide in pCR™Il in der gleichen Orientie-
rung, wurden mit BssH |l verdaut, das am Ende von Exon 3 und im Kanamycingen des
Vektors schneidet. Durch Ligation des 5'-Teils aus dem G1m-Klon mit dem 3'-Teil aus
dem unvollstandigen G4-Klon konnte so eine vollstandige G4-cDNS erhalten werden,
die dann mittels Restriktion mit Xho | und BamH | aus dem Vektor pCR™Il aus-
geschnitten und in die entsprechenden Schnittstellen des Expressionsvektors pREP7

eingebaut werden konnte.

3.9.5 SONDEN

3.9.5.1 SPEzIFISCHE SONDE FUR HLA-B

Markierung mittels PCR mit T7- und SP6-Primer und einem Plasmid, das ein 440 bp Pvu II/Pst |-
Fragment der HLA-B8 cDNA (3'UT) in pSPT19 enthalt.

3.9.5.2 SONDEN FUR HLA-G

Sonde fiir die Uberpriifung der Transfektanten und PCR-Blots:
Amplifikation der G4-cDNA aus dem G4-cDNA-Konstrukt mit den Primern G-5'UT und Ex6/3'UT.

HLA-G spezifische 3'UT-Sonde:
Amplifikation von cDNA der X63MG-Transfektante mit dem Primerpaar GP5.U und GP3.U.
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3.9.6 PEPTIDE

Liganden fur HLA-E aus den Signalsequenzen von B*0801 (B75.14) und HLA-G:
B7;544 VMAPRTVLL Dr. Arnold, Genzentrum

Garq VMAPRTLFL Dr. Eulitz, GSF

Die Peptide wurden in einer Konzentration von 2,5 mM in DMSO geldst.

3.9.7 PROTEINE

huB,m-(His) Rekombinantes humanes (,m mit carboxyterminalem (His)-Anhang
wurde freundlicherweise von Prof. Dr. R. Linke (MPI, Martinsried) zur
Verfugung gestellt.

HLA-E, I6sliches HLA-E sezerniert von rekombinanten Drosophila Melanoga-
ster-Zellen (Ulbrecht et al. 1998)
CD94/NKG2A I6sliches, Phycoerythrin-gekoppeltes CD94/NKG2A-Rezeptortetramer

(Brooks et al. 1999)
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4 METHODEN

4.1 ARBEITEN MIT NUKLEINSAUREN
4.1.1 REINIGUNG UND KONZENTRATION VON NUKLEINSAUREN

4.1.1.1 PHENOLEXTRAKTION

Um organische Verunreinigungen, die bei weiteren enzymatischen Reaktionen von DNA sto-
ren kénnen, aus walrigen Nukleinsaurelésungen zu entfernen, wurden diese mit dem glei-
chen Volumen eines Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol-Gemisches (25/24/1) grindlich ge-
mischt. Nach Zentrifugation bleiben die durch das Phenol denaturierten Proteine in der unteren
organischen Phase oder bilden eine Interphase. Die obere waflrige Phase mit den Nuklein-
sauren wurde zur Entfernung von Phenolresten einer Chloroformextraktion unterzogen. Da-

nach folgte die Prazipitation der Nukleinsauren.

4.1.1.2 PRAZIPITATION VON NUKLEINSAUREN

Die Nukleinsaurelésung wurde mit NaCl (Endkonzentration 200 mM) oder 1/10 Volumen Na-
Acetat (3 M, pH 5,2) versetzt und mit 2,5 Vol. 100%igem Ethanol fir mindestens eine halbe
Stunde bei -80°C oder UN bei -20°C gefallt. Alternativ wurde die Fallung mit 0,6 Vol. Isopropa-
nol durchgefiihrt, wobei die Inkubation in Kalte unterblieb. Nach Zentrifugation wurde das
Prazipitat zweimal mit 70% Ethanol zur Entfernung der Salze gewaschen, kurz luftgetrocknet,
bis der restliche Alkohol sich verfliichtigt hatte, und schliellich in H,O oder TE gel6st.

4.1.1.3 KONZENTRATIONSBESTIMMUNG VON NUKLEINSAUREN

Die Konzentrationsbestimmung erfolgte UV-photospektrometrisch bei einer Wellenlange von
260 nm. Bei einer Schichtdicke der verwendeten Quarzkuvette von 1 cm entspricht eine Ex-
tinktion von 1,0 einer Konzentration von 50 pg/ml doppelstrangiger DNA, 40 pug/ml RNA und
30 pg/ml Oligonukleotiden.
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4.1.2 ISOLIERUNG VON NUKLEINSAUREN

4.1.2.1 ISOLIERUNG GENOMISCHER DNA NACH DER AUSSALZMETHODE

Die mit PBS gewaschenen Zellen wurden direkt aus der Kultur oder aus tiefgefrorenen Zell-
sedimenten in 3 ml Kernlysepuffer (10 mM Tris/HCI, pH 8,0, 400 mM NaCl, 10 mM EDTA) re-
suspendiert, durch Zugabe von 100 pl 20% SDS lysiert und anschlie®end flir mindestens 2 h
bei 37°C mit 150 pl Proteinase K (4 mg/ml) verdaut. Nach Zugabe von 1 ml 5 M NaCl wurde
kraftig gemischt, 30 min auf Eis inkubiert und schlielich 10 min bei 3000 rpm (Heraeus Mega-
fuge 1.0) zentrifugiert. Der Uberstand wurde einer zweiten Zentrifugation unterzogen und die
DNA dann mit 0,6 Vol. Isopropanol gefallt. Mit einer umgeschmolzenen Pasteurpipette konnte
die fadenférmig ausfallende DNA gefischt, mit 70% Ethanol gewaschen, kurz luftgetrocknet
und schlief3lich in H,O geldst werden.

4.1.2.2 PLASMIDISOLIERUNG

4.1.2.2.1 SCHNELLE PLASMIDISOLIERUNG (Chowdhury 1991)

Zur raschen Uberpriifung einer grolkeren Anzahl von Transformanten auf erfolgreiche Inser-
tion mittels Restriktionsverdau empfiehlt sich diese Art der Plasmidpraparation im kleinen Mal3-
stab. Dazu wurden 500 pl einer Ubernachtkultur mit demselben Volumen Phenol/Chloro-
form/Isoamylalkohol (25:24:1) eine Minute lang gruindlich gemischt und 5 min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde mit 1 Volumen Isopropanol versetzt und sofort 10 min zentrifugiert, das
Sediment mit 500 pl 70% Ethanol gewaschen, getrocknet und anschlieRend in 50 pl TER
(10 mM Tris/HCI, pH 7,5; 1 mM EDTA, 20 mg/ml RNAse A) gelost. 5 bis 10 pl dieser DNA
konnten dann in den Restriktionsverdau eingesetzt werden.

4.1.2.2.2 MODIFIZIERTE ALKALISCHE LYSE/PEG-PRAZIPITATION

Die Anleitung fir diese Art der Plasmidisolierung, die sehr saubere DNA fir die Sequenzie-
rung und vor allem fir die Transfektion liefert, wurde dem Protokoll des ABI Prism™ Ready
Reaction DyeDeoxy™ Terminator Cycle Sequencing Kit von Perkin Elmer entnommen. Fiir die
Praparation im Mini-MaRstab wurden bis zu 5 ml einer UN-Kultur zentrifugiert, das Sediment in
200 pl GTE-Puffer (50 mM Glucose, 25 mM Tris/HCI, pH 8,0, 10 mM EDTA) resuspendiert, mit
300 pl frisch angesetztem 0,2 N NaOH/1% SDS lysiert und 5 min auf Eis inkubiert. Durch Zu-
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gabe von 300 pl 3,0 M Kalium-Acetat pH 4,8 wurde die Losung neutralisiert und erneut 5 min
auf Eis inkubiert, anschlieBend 10 min bei RT zentrifugiert und nach Zugabe von RNAse A
(Endkonzentration 20 pg/ml) 20 min bei 37°C inkubiert. Nach zwei Extraktionsschritten mit je-
weils 400 pl Chloroform folgte die Fallung der DNA durch Zugabe von 1 Volumen Isopropanol
und sofortige Zentrifugation fir 10 min bei RT. Die DNA wurde mit 500 pl 70% Ethanol gewa-
schen, kurz luftgetrocknet, in 32 pl H,O gel6st und durch Zugabe von 8 ul 4 M NaCl und 40 pl
13% PEGgy, Inkubation auf Eis flir 20 min und Zentrifugation bei 4°C fir 15 min ein zweites
Mal gefallt.

Fir die Praparation gréRerer Mengen an Plasmid-DNA wurden 50 ml GN-Kultur eingesetzt, die
Mengen der eingesetzten Losungen um den Faktor 10 erhéht und die Inkubationszeiten beibe-
halten.

4.1.2.2.3 PLASMIDISOLIERUNG MIT DEM NUCLEOSPIN KIT

Bis zu 5 ml einer UN-Kultur wurden mit dem NucleoSpin Kit (Macherey-Nagel, Diren) nach
Anleitung des Herstellers aufgereinigt.

4.1.2.3 IsoLIERUNG VON RNA (Chomczynski und Sacchi 1987)

Bis zu 1x10’ Zellen wurden in 500 pl Lésung D (4 M Guanidinium-Thiocyanat, 25 mM Na-Ci-
trat, pH 7,0, 0,5% Sarcosyl, 0,75% [-Mercaptoethanol) resuspendiert, mit 50 pl 2 M Na-Ace-
tat, pH 4,0, 500 ul wassergesattigtem Phenol und 100 pl Chloroform/Isoamylalkohol (49/1) ver-
setzt und jeweils grindlich gemischt. Nach 15mindtiger Inkubation auf Eis und 20 min Zentrifu-
gation (13.000 rpm) in der auf 4°C gekihlten Mikroliterzentrifuge wurde der waRrige Uber-
stand mit 500 pl Isopropanol gemischt und fiir mindestens 1,5 h bei -20°C prazipitiert. Das Se-
diment wurde in 300 ul Lésung D aufgenommen, mit 300 pl Isopropanol ein zweites Mal gefallt,
schlieBlich mit 70% Ethanol gewaschen und in DEPC-behandeltem H,O (1% DEPC, Inkubation
bei 37°C fiur > 2h, anschlieltend autoklavieren) geldst.

Far die Isolierung von RNA aus Gewebestiuckchen wurden diese unaufgetaut in Losung D
gegeben und mit dem Ultra-Turrax zerkleinert. Das weitere Vorgehen entsprach dem oben
beschriebenen.
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4.1.3 ENZYMATISCHE REAKTIONEN MIT NUKLEINSAUREN

4.1.3.1 RESTRIKTIONSVERDAU VON DNA

Fir die Restriktion von DNA wurden, wenn nicht anders angegeben, die von Boehringer emp-
fohlenen Reaktionspuffer und -temperaturen verwendet. Das Volumen des Reaktionsansat-
zes wurde so gewahlt, dal} eine DNA-Konzentration von 200 ng pro pl und das eingesetzte
Volumen des Enzyms von '/,, des Reaktionsansatzes nicht {iberschritten wurden. Die Voll-
standigkeit des Verdaus (1 U Restriktionsenzym soll 1 pg DNA pro Stunde verdauen) wurde
mittels Agarosegelelektrophorese Uberpruft. Fir BamH I/Xho |-Doppelrestriktionen wurde der
Puffer Blue von AGS (AGS, Heidelberg) mit Zusatz von 1 mM DTT verwendet.

4.1.3.2 POLYMERASE-KETTENREAKTION (PCR)

Zur Amplifikation von DNA-Fragmenten mit Hilfe zweier spezifischer Primer, die zum 5'-Ende
des gewulinschten DNA-Abschnitts und zum 3'-Ende des entgegengesetzten Strangs kom-
plementar sind, wurde die Polymerase-Kettenreaktion nach Erlich und Saiki (Saiki et al. 1988)
eingesetzt. Ein 20-pl-Reaktionsansatz enthielt die DNA-Matritze (50-200 ng genomischer DNA,
1-5 ng Plasmid oder 1 pl cDNA), 1x PCR-Puffer, 1-4 mM MgCl,, 0,2 mM jedes dNTP, 10-50 ng
jedes Primers und 0,5-1 U Tag-DNA-Polymerase (AmpliTag” DNA Polymerase, Perkin Elmer,
Weiterstadt; Qiagen/Diagen GmbH, Hilden). Verwendete PCR-Puffer waren 10x PCR-Puffer
von Perkin Elmer ohne MgCl, oder mit 15 mM MgCl, oder 10x PCR-Puffer von Qiagen mit
15 mM MgCl,.

Die erforderlichen Primer- und MgCl,-Konzentrationen, vor allem aber die Anlagerungstempe-
ratur ("Annealing"-Temperatur, T,), wurden fir jedes Primerpaar ausgetestet. Die Schmelz-
temperatur der Oligonukleotide wurde zunachst nach der "2+4"-Regel (Wallace et al. 1979)
berechnet:

Ty =(A+T)x2°C + (G+C) x4°C Ta=Ty-5°C

Spater erfolgte die Berechnung nach einer Formel von MWG (MWG-Biotech, Ebersberg)
Tw: 69,3°C + 0,41x ( % GC-Gehalt) - 650/Primerlange Ta=Ty+3°C

Ein Standard-PCR-Programm setzte sich aus folgenden Schritten zusammen (Die Angaben
gelten fur die PE (GeneAmp PCR System 9600, Perkin Elmer, Weiterstadt) und Hybaid OmnE
(Hybaid, Heidelberg). Bei Verwendung des alten Hybaid-Gerates ohne Deckelheizung multen
die Ansatze mit 18 yl Mineraldl Gberschichtet und die Zeiten verlangert werden):
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1X Anfangsdenaturierung 95°C 5 min (10 min flr Bakterien)
Denaturierung 95°C 30 sec

25-40x "Annealing" spez. Temp. 30 sec
Extension 72°C 60 sec pro 1000 bp

1x Schluf3-Extension 72°C 10 min

4.1.3.3 REVERSE TRANSKRIPTION UND PCR (RT-PCR)

In die cDNA-Synthese wurden 1 pug Gesamt-RNA und 500 ng Oligo(dT);s.4s-Primer (GIBCO
BRL, Life Technologies, Paisley, Schottland) eingesetzt. Die reverse Transkription wurde zu-
nachst mit Superscript™ Reverse Transkriptase (GIBCO BRL, Life Technologies, Paisley,

dTM

Schottland), spater mit Expand ™ Reverse Transkriptase (Boehringer Mannheim), jeweils nach

Angaben des Herstellers durchgefihrt.

4.1.3.4 REINIGUNG VON PCR-PRODUKTEN

Die Aufreinigung von PCR-Produkten wurde mit dem High Pure™ PCR Product Purification Kit
von Boehringer (Boehringer Mannheim) nach Anleitung des Herstellers durchgefihrt.

4.1.3.5 KLONIERUNG VON PCR-PRODUKTEN

Die Subklonierung von PCR-Produkten erfolgte mit dem TA Cloning” Kit von Invitrogen (Invitro-
gen, De Schelp, Niederlande) in den Vektor pPCR™II bzw. den Nachfolgevektor pCR™2.1 nach
den Angaben des Herstellers.

4.1.3.6 NACHWEIS EINER INSERTION IN REKOMBINANTEN BAKTERIEN MITTELS PCR

Zur Untersuchung von Bakterien auf Aufnahme eines Plasmids mit der korrekten Insertion
wurde mit einer gelben Spitze die Kolonie von der Platte entnommen, in 100 ul H,O grindlich
resuspendiert und 1 pl dieser Suspension in eine Standard-PCR eingesetzt. Lediglich die An-
fangsdenaturierung mufite auf 10 min verlangert werden, um die Bakterienwand zu zer-
storen.
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4.1.3.7 HERSTELLUNG VON DIGOXIGENIN-MARKIERTEN SONDEN MITTELS PCR

Fiar die Herstellung von Digoxigenin-markierten Sonden wurden im ublichen PCR-Ansatz die
normalen dNTP durch die PCR-Dig-dNTP-Mischung [2 mM dATP, dCTP, dGTP, 1,3 mM dTTP,
0,7 mM Dig-11-dUTP (Digoxigenin-11-2'-deoxy-uridine-5'-triphosphat, Alkali-labil, Boehringer
Mannheim)] ersetzt und die Extensionszeit verlangert.

4.1.4 SEQUENZIERUNG

Zur DNA-Sequenzanalyse klonierter Fragmente wurde der ABI PRISM™ Dye Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction Kit (ABI PRISM, Perkin Elmer, Weiterstadt) nach Angaben des
Herstellers benutzt. Zur Fallung der Sequenzierreaktion wurde der 20-pl-PCR-Ansatz nach
Zugabe von 80 pl H,O in ein Eppendorfreaktionsgefald tberfuhrt, mit 10 pl 2 M Natriumacetat,
pH 4,0 und 300 pul 100% Ethanol grindlich gemischt, 10 min auf Eis inkubiert, 10 min auf RT er-
warmt und schlieRlich 15 min bei 13.000 rpm in der Mikroliterzentrifuge zentrifugiert. Das Sedi-
ment wurde einmal mit 70% Ethanol gewaschen und getrocknet. Die Sequenziergele wurden
von Frau Eve Holtdorf auf einem ABI 373A-Sequenzierer (abi, Applied Biosystems, Perkin
Elmer, Weiterstadt) gefahren, die Auswertung der Sequenzen erfolgte durch mich mit dem da-
zugehdrenden Programm SeqEd™675.

4.1.5 GELELEKTROPHORETISCHE AUFTRENNUNG VON NUKLEINSAUREN

4.1.5.1 AUFTRENNUNG VON DNA AUF AGAROSEGELEN

Zur Analyse von DNA-Fragmenten wurden horizontale, nicht-denaturierende Agarosegele
verwendet, wobei die eingesetzte Agarosekonzentration nach den FragmentgroRen gewahlt
wurde. Der Gellauf erfolgte in 1x TBE-Puffer (89 mM Tris, 89 mM Borsaure, 2 mM EDTA) mit
Ethidiumbromid, die Proben wurden mit 6x Auftragspuffer (15% Ficoll 400, 0,25% Bromphe-
nolblau/Xylencyanol FF oder 0,25% Orange G, in TE pH 8,0) versetzt. Als Langenstandard
wurden 200 ng einer 1 kb-Leiter (GIBCO BRL, Life Technologies, Paisley, Schottland) aufge-
tragen. Die Elektrophorese erfolgte bei 50 bis 100 Volt, die Laufdauer richtete sich nach dem
erforderlichen Trennungseffekt. Nach dem Lauf konnten die Gele bei 312 nm im UV-Durchlicht
mit Rotfilter photographiert werden.
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Bei der Auftrennung genomischer DNA flir Southernblots wurde 1x TPE-Puffer (36 mM Tris,
30 mM NaH,PO,, 1 mM EDTA) fir den Gellauf benutzt, der Lauf erfolgte bei 30 Volt GN.

4.1.5.2 SOUTHERNBLOT

Im Anschlufd an die Elektrophorese wurde die DNA im Gel zunachst 30-45 min in 0,5 M
NaOH/1,5 M NaCl denaturiert (dem Transfer von Fragmenten >5 kb ging ein 15minutiger
Waschschritt in 0,25 N HCl voraus). Der Transfer der DNA auf eine positiv geladene Nylon-
membran (Hybond N*, Amersham) erfolgte mittels Kapillarblot mit 0,4 N NaOH fur 2 h (PCR-
Produkte) oder Uber Nacht (genomische DNA). Fir Mehrfachabziige bei PCR-Amplifikaten
wurde die erste Membran fir 20 min aufgelegt, zwei weitere fir jeweils 10 min und die letzte
UN. Nach dem Transfer wurde die Membran zur Neutralisierung in 2x SSC geschwenkt, luft-
getrocknet und 2 h zur Fixierung der DNA bei 80°C gebacken.

4.1.5.3 AUFTRENNUNG VON PCR-PRODUKTEN IN EINEM POLYACRYLAMIDGEL

Da die Silberfarbung von Polyacrylamidgelen (PAA-Gelen) eine gréRere Sensitivitat liefert als
die Ethidiumbromidfarbung von Agarosegelen, wurden schwer nachzuweisende PCR-Pro-
dukte auf 8% PAA-Gelen mit 1x TBE als Laufpuffer aufgetrennt. Dazu wurden 26,4 ml Acryl-
amidstocklésung (Acrylamid/Bis 29:1) mit 63,1 ml H,O, 10 ml 10x TBE-Puffer, 75 yl TEMED und
0,5 pl 10% Ammoniumpersulfat gemischt und ein 16x18 cm vertikales Gel gegossen. Nach
mind. 30 min Polymerisation und einem Vorlauf von 15 bis 60 min bei 200 Volt konnten die mit
Auftragspuffer versetzten Proben aufgetragen werden. Die Auftrennung der Fragmente er-
folgte UGN bei 150 Volt.

4.1.5.4 SILBERFARBUNG VON POLYACRYLAMIDGELEN

Nach Fixierung des Gels fur mindestens 2x 3 min in Fixierldsung (10% technischer Ethanol,
0,5% Essigsaure) wurde es 10 min in 0,1% AgNO; bewegt, 2-3x mit H,O gesptilt und an-
schliel®end in frisch angesetztem Entwickler (1,5% NaOH, 0,01% NaBH,, 0,4% Formaldehyd
in H,O) geschwenkt, bis die gewlinschte Farbintensitat der Banden auftrat. Das Abstoppen
der Farbreaktion erfolgte mit 7,5% Na,COx.
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4.1.5.5 AGAROSEGELELEKTROPHORESE VON RNA

Die RNA wurde in 1,2 %igen Agarosegelen aufgetrennt, die 1x MOPS (40 mM MOPS, 10 mM
Na-Acetat, 1 mM EDTA) und 2,2 M Formaldehyd zur Denaturierung der RNA enthalten. Der
Laufpuffer bestand aus 1x MOPS mit 0,3 pg/ml Ethidiumbromid. Auf Eis wurden 5 pug Gesamt-
RNA mit 2 pl 5x MOPS, 3,5 pl Formaldehyd und 10 pl deionisiertem Formamid gemischt, 15 min
bei 56°C zur Auflésung vorhandener Sekundarstrukturen denaturiert, sofort anschlieRend
5 min auf Eis gekdhlt, mit 1 ul Auftragspuffer (50% Ficoll, 1 mM EDTA, pH 8, 0,4% Bromphe-
nolblau, 0,4% Xylencyanol FF) versetzt und aufgetragen. Der Gellauf erfolgte bei 1-2 V/cm.

4.1.5.6 NORTHERNBLOT

Nach dem Gellauf wurde das Gel 10 min mit 20x SSC gewaschen. Der Transfer auf eine posi-
tiv geladene Nylonmembran (Hybond N*, Amersham) erfolgte mittels Kapillarblot mit 20x SSC (3
M NaCl, 0,3 M Na,-Citrat, pH 7,0) GN. Nach dem Transfer wurde die Membran in 2x SSC
geschwenkt, luftgetrocknet und 2 h zur Fixierung der RNA bei 80°C gebacken.

4.1.6 HYBRIDISIERUNG MIT DIGOXIGENIN-MARKIERTEN SONDEN UND DETEKTION
(Engler-Blum et al. 1993)

4.1.6.1 HYBRIDISIERUNG MIT DIGOXIGENIN-MARKIERTEN DNA-SONDEN UND DETEKTION

Die gebackene Membran wurde kurz mit 2x SSC angefeuchtet, mit 68°C heifer Prahybridisie-
rungslésung (0,25 M Na,HPO,, pH 7,2, 1 mM EDTA, 20% SDS (w/v), 0,5% (w/v) Blocking-Re-
agens, Boehringer Mannheim) eingeschweif3t und fir eine Stunde im Wasserbad bei 68°C
aquilibriert. Danach wurde die Prahybridisierungsloésung durch die Hybridisierungslésung (pro
100 cm?® Membran 10 ml Prahybridisierungslésung mit 2,5 ng/ml denaturierter Sonde fiir
Southernblots, 10 ng/ml flir Northernblots) ersetzt und bei 68°C im Schittelwasserbad Uber
Nacht inkubiert. Nach 3x 20mindtigem stringentem Waschen mit Hybridisierungswaschlésung
(20 mM Na,HPQO,4,1 mM EDTA, 1% (w/v) SDS) bei 65°C zum Entfernen Uberschussiger Sonde
und 5minitigem Schwenken in Waschpuffer (0,1 M Maleinsaure, pH 8,0, 3 M NaCl, 0,3% (w/v)
Tween 20) erfolgte die Blockierung unspezifischer Bindungen durch Schwenken in Blockpuf-
fer (0,5% Blockierungsreagens in Waschpuffer) bei Raumtemperatur fir 1 Stunde. Anschlie-
Rend wurde die Membran fir 30 min in Konjugatpuffer (a-DIG-AP 1:15.000 in Blockpuffer) in-
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kubiert, 4x 10 Minuten in Waschpuffer geschwenkt, 5 min in Substratpuffer (0,1 M Tris/HCI, pH
9,5, 0,1% NaCl, 50 mM MgCl,) aquilibriert und dann fir 5 min mit Substratlésung (CSPD bzw.
CDP*2,5mM in Substratpuffer) bedeckt. Danach wurde der Filter in Folie eingeschweif3t und
ein Réntgenfilm aufgelegt.

4.1.6.2 HYBRIDISIERUNG MIT DIGOXIGENIN-MARKIERTEN OLIGONUKLEOTIDEN

Die Markierung und Uberpriifung der verwendeten Oligonukleotide erfolgte mit dem DIG Oligo-
nucleotide 3'-End Labeling Kit (Boehringer Mannheim) nach Angaben des Herstellers.

Die Membranen wurden 30 min in Blockierungslésung (4x SSC, 1% Blocking Reagens, 0,1%
Laurylsarcosin) und danach 30 min in Prahybridisierungslésung (50 mM Tris/HCI, pH 8,0,
0,1% SDS, 3 M TMAC, 2 mM EDTA) geschwenkt. Die Hybridisierung erfolgte mit 7,5 pmol mar-
kiertem Oligonukleotid/ml Prahybridisierungsléung flr 60 min. Die Temperatur fir Blockierung,
Prahybridisierung und Hybridisierung betrug dabei 50°C. Uberschiissige und unspezifisch
gebundene Sonde wurde durch zweimaliges zehnminttiges Schwenken bei RT in Waschlé-
sung A (2x SSC, 0,1% SDS) und anschlieBendes 15minutiges stringentes Waschen in vor-
gewarmter Prahybridisierungslésung bei der fir jedes Oligonukleotid spezifisch ausgete-
steten Temperatur entfernt (G2-3": 55°C; G3-5 und G-In4-2: 57°C).

Sollte die Membran mit einer weiteren Sonde hybridisiert werden, so wurde sie einem Dehy-
bridisierungsschritt zur Entfernung der alten Sonde unterzogen, der aus jeweils 30 min Inku-
bation bei 50°C in 0,4 M NaOH und in Dehybridisierungslésung (200 mM Tris, pH 7,5, 0,1x SSC,
0,5% SDS) und 10minttigem Waschen in 3x SSC bei RT bestand.

Die Detektion erfolgte wie unter 4.1.6.1 beschrieben ab dem 5minutigen Waschschritt in
Waschpuffer.

4 1.7 ISOLIERUNG VON DNA-FRAGMENTEN AUS AGAROSEGELEN

4.1.7.1 ZENTRIFUGATION DURCH GLASWOLLE

Das zu isolierende Fragment wurde unter UV-Licht moéglichst knapp ausgeschnitten, durch
Glaswolle zentrifugiert, einer Phenolextraktion und einer anschlieRenden Chloroformextraktion
unterzogen, mit 2 Vol. 100% Ethanol in Kalte gefallt, mit 70% Ethanol gewaschen und
schlieBlich nach kurzem Lufttrocknen in H,O geldst. Die Konzentration wurde durch Auftrag
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eines Aliquots auf ein Agarosegel und Vergleich mit dem Molekulargewichtsstandard be-
stimmt.

4.1.7.2 ISOLIERUNG MITTELS GLASMILCH

Diese Art der Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurde mit dem GENECLEAN
Il Kit (BIO 101 Inc., La Jolla, Ca) nach Anweisung des Herstellers durchgefiihrt.

4.1.8 SUBKLONIERUNG VON DNA-FRAGMENTEN

Fir die Klonierung von Restriktionsfragmenten in einen linearisierten Vektor wurden 50-200
ng Vektor mit dem Fragment im molaren Verhaltnis von 1:1 oder 2:1 eingesetzt. Die Berech-
nung der eingesetzten Fragmentmenge erfolgte dabei nach folgender Formel:

Fragmentlange (bp) x 50 ng Vektor
Fragmentlange (ng) =

Vektor (bp)

Ein 10 pl-Ansatz enthielt auBerdem 1x Reaktionspuffer (66 mM Tris/HCI, pH 7,5, 5 mM MgCl,,
1 mM DTT), 10 mM ATP und 0,2 U Ligase (T4-DNA-Ligase, Boehringer Mannheim). Die Inkuba-
tion erfolgte UN bei 14-16°C.
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4.2 ARBEITEN MIT BAKTERIEN

4.2.1 LAGERUNG

Bakterien in FlUssigkulturen oder auf Agarplatten kénnen fir mehrere Tage bei 4°C gelagert
werden. Fur die Langzeitlagerung erfolgte der Zusatz von 20% autoklaviertem Glycerol zur
Bakteriensuspension und die Verwahrung bei -80°C.

4.2.2 KOMPETENZINDUKTION VON BAKTERIEN MIT CaCl, (Tang et al. 1994)

Eine Einzelkolonie wurde Uber Nacht in 5 ml LB-Medium (1% Pepton 140, 0,5% Hefeextrakt,
1% NaCl, pH 7,4) angeschuttelt und anschliefend 1:100 in 50 ml 37°C warmem LB-Medium
verdiuinnt. Diese Bakteriensuspension wurde bis zu einer ODgy, von 0,9 angeschiuittelt, auf Eis
gekuhlt und 3x mit 5 ml eiskalter 80 mM CaCl,/50 mM MgCl,-Lésung gewaschen, wobei zwi-
schen den Waschschritten 10 min auf Eis inkubiert wurde. Danach wurde das Bakteriensedi-
ment in 2 ml eiskalter 0,1 M CaCl,-Losung resuspendiert und mit 1 Volumen eiskaltem
50 %igem Glycerol versetzt. Pro Transformationsansatz wurden 100 pl eingesetzt, Aliquots
wurden bei -80°C gelagert.

4.2.3 TRANSFORMATION KOMPETENTER BAKTERIEN

Die kompetenten tiefgefrorenen Bakterien wurden langsam auf Eis aufgetaut, mit 1-5 ng un-
geschnittenem Plasmid oder 5-10 pl des Ligationsansatzes versetzt und eine halbe Stunde
auf Eis inkubiert. Der Hitzeschock erfolgte bei 37°C fur 5 min, dann wurde der Ansatz sofort
fur eine Minute auf Eis gekuhlt, mit 500 yl vorgewarmtem SOC-Medium (2% Pepton 140, 0,5%
Hefeextrakt, 0,05% NaCl, 2,5 mM KCI, 1 mM NaOH, 20 mM Glucose, 10 mM MgCl,,) versetzt
und anschlieRend eine halbe Stunde bei 37°C inkubiert. Aliquots der Transformationsansatze
konnten dann auf LB-Platten (LB-Medium mit 1,5% Bacto Agar) mit dem erforderlichen Selek-
tionsmedium ausplattiert werden. Fir die Blau-Weil3-Selektion bei Transformationen in InfaF'
aus dem TA Cloning Kit wurden auf den Platten aulRerdem 40 pl X-Gal (Stocklésung 40 mg/ml
in Dimethylformamid) ausgestrichen.
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4.3 ARBEITEN MIT EUKARYONTISCHEN ZELLEN

4.3.1 ALLGEMEINE ZELLKULTUR

Eukaryontische Zellinien wurden im Brutschrank bei 37°C, 5% CO, und wassergesattigter
Atmosphare im entsprechenden Medium inkubiert.

Zur Passagierung adharenter Zellen muften diese zunachst 2x mit PBS (139,9 mM NaCl,
2,7 mM KCI, 10,1 mM Na,HPQO,, 1,8 mM KH,PO,, pH 7,4) gewaschen werden. Das Ablésen
der Zellen erfolgte durch Inkubation mit Trypsin/EDTA (0,05% Trypsin/1mM EDTA in PBS) bei
37°C, die Reaktion wurde durch Zugabe von Medium gestoppt. Das Auszahlen von Zellen er-
folgte nach Vitalfarbung in Trypanblaulésung (1:5 in PBS) in der Neubauer-Zahlkammer. Fur
die Lebendlagerung wurden Zellen sedimentiert (1100 rpm, 10 min, Heraeus Megafuge 1.0R),
3 bis 6x 10° Zellen in 1 ml Einfriermedium resuspendiert (20% FCS, 10% DMSO in RPMI 1640)
und bei -80°C eingefroren. Die Langzeitaufbewahrung erfolgte in flissigem Stickstoff. Zur
Kultivierung tiefgefrorener Zellen muften diese rasch auf 37°C erwarmt, einmal mit Medium
gewaschen und in eine geeignete Flasche uberfuhrt werden.

4.3.2 HERSTELLUNG VON HYBRIDOMEN

4.3.2.1 GEWINNUNG VON ZELLEN FUR DIE KULTIVIERUNG VON FEEDERLAYER FUR HYBRIDOME

Fir die Kultivierung der Hybridome wurde ein Teil der Zellen auf Feederlayer ausgesat, die
aus zwei Mausen gewonnen wurden, die andere Halfte der Hybridome wurde mit IL-6 ver-
sorgt. Am Tag vor der Herstellung der Hybridome wurden die Bauchhdhlen toter Mause ge-
offnet und pro Maus mit 15-20 ml eiskaltem PBS gespililt. Die so erhaltenen Zellen wurden in
einem eisgekuhlten 50-ml-Réhrchen bei 4°C zentrifugiert und in 45 ml HAT-Medium (DMEM,
10% konditioniertes sterilfiltriertes Medium von konfluenten X63-Zellen, 10% FCS, 1x HAT, 100
U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin, 1 mM Na-Pyruvat, 1% NEAA) aufgenommen. Pro
Vertiefung einer 96-fM-Platte wurden 150 pl dieser Zellsuspension ausgesat.
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4.3.2.2 FUSION VON ZELLEN ZUR GENERIERUNG VON HYBRIDOMEN

Die Milz der Maus wurde entnommen, in vier Stiicke zerkleinert und mit 15 ml auf 37°C vorge-
warmtem RPMI/20% FCS in einen Potter gegeben. Nach Freisetzung der Zellen aus dem Ge-
webeverband durch 5 Hibe mit dem Pistill (R) und kurzem Stehenlassen zum Absetzen der
restlichen Klumpen wurde die Zellsuspension bei RT zentrifugiert (5 min, 228 g), das Sediment
1x mit Medium gewaschen, in 4 ml Medium aufgenommen und ein Aliquot zum Zahlen ent-
nommen. Die Halfte der Zellen wurde in zwei Aliquots fiir eine eventuelle weitere Fusion le-
bend weggefroren, die restlichen 2 ml (5,8x 107 Zellen) in die Fusion eingesetzt. Dazu wurden
die Milzzellen im Verhaltnis 2:1 mit X63-Zellen gemischt, 5 min bei 228 g sedimentiert und das
Zellsediment leicht aufgeklopft. Unter leichtem Schutteln im 37°C Wasserbad wurde zunachst
wahrend 1 min 1 ml vorgewarmtes PEG tropfenweise zugegeben und nach 2 min Inkubation
bei 37°C 10 ml DMEM innerhalb von 5 min langsam zugetropft, wobei das Rdéhrchen wieder
leicht im 37°C Wasserbad geschwenkt wurde. Weitere 10 ml DMEM wurden etwas rascher
untergerihrt, bis das PEG mit dem Medium vollstadndig gemischt war. Nach Zentrifugation bei
272 g fur 5 min wurde 10 min bei RT inkubiert, der Uberstand abgesaugt, das Sediment leicht
aufgeklopft und vorsichtig in 4 ml DMEM/10% FCS resuspendiert. Unter dem Mikroskop konnte
nun der Fusionserfolg begutachtet werden. Eine Halfte der Zellen wurde lebend weggefro-
ren, der Rest in 50 ml HAT-Medium (77% DMEM, 10% konditioniertes Medium von X63-Zellen,
10% FCS, 2% HAT, 1 mM Natriumpyruvat, 100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin, 1%
NEAA) aufgenommen und ausgesat: je 100 pl/Vertiefung auf die Platten mit den Feederlayer,
je 100 ul/Vertiefung auf 3 weitere 96-fM-Platten, wobei hier pro Vertiefung noch 100 pl HAT-
Medium mit IL-6 (300 U/ml Endkonzentration) zugegeben wurde. Die Platten wurden an-
schlief’end in Frischhaltefolie gewickelt und im Brutschrank inkubiert.

Nach 1 Woche wurden die Zellen gefittert, indem die Halfte des Mediums abgesaugt und
durch frisches ersetzt wurde. Uberstand aus Vertiefungen, die breits gut bewachsen waren,
wurde verwahrt. Spater wurde von HAT- auf HT-Medium (Zusammensetzung wie oben, nur

2% HT statt HAT) ohne zuséatzliche Zugabe von konditioniertem Medium umgestellt.

4.3.3 TRANSFEKTION VON EUKARYONTISCHEN ZELLEN MITTELS ELEKTROPORATION

Einen Tag vor der Transfektion wurden die Zellen in frischem Medium ausgeséat (1x 10%/ml),
danach gezahlt, einmal mit Medium gewaschen und auf 2,5x 107 Zellen/ml eingestellt. Von die-
ser Zellsuspension wurden pro Transfektionsansatz Aliquots von 200 pl (5x 10° Zellen) in
eine Kivette mit 2 mm Elektrodenabstand transferiert, mit 20 pg der zu transfizierenden DNA
(Konzentration 2 pg/pl) versetzt und 10 min bei RT inkubiert. Der Elektroschock erfolgte fir
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721.221-Zellen bei 105V, 72 Q und 1700 pF, fur K-562-Zellen bei 300 V, 13 Q und 500 pF in
einem Electro Cell Manipulator (BTX, San Diego, USA). Nach erneuter 10mindtiger Inkubation
bei RT wurden die Zellen in 6 ml Vollmedium in eine T25-Flasche Uberfuhrt. 24 h (721.221)
bzw. 48 h (K-562) spater wurden die Zellen in einer Konzentration von 1-3x 10%/Vertiefung in
Selektionsmedium (0,4 mg/ml Hygromycin) auf 96-fM-Platten ausgesat. Nach etwa 2 Wochen
konnten einzelne Klone in 24M-Platten Gberflihrt werden und, nachdem sie dort dicht genug
gewachsen waren, entweder per Immunfluoreszenz (G1m) oder per ELISA (G1s) auf Ex-
pression untersucht oder in T25-Flaschen uberflihrt werden, bis genug Zellen fur die RNA-

Isolierung vorhanden waren.

4.3.4 STIMULATION VON ZELLEN MIT CYTOKINEN

Fiir die Stimulation von Zellen mit IFNy, IL-4 und IL-6 wurden diese am Tag vorher zu 5x 10°
Zellen pro 75 cm?-Flasche frisch ausgesat. Am folgenden Tag wurde das Medium durch fri-
sches Medium mit dem entsprechenden Cytokin in einer Konzentration von 500 U/ml ersetzt,
ein gleicher Ansatz ohne Cytokin wurde als Kontrolle mitgefuhrt. Die Stimulation erfolgte meist
fur 48 h, da fir diesen Zeitpunkt fir IFNy-Behandlung die maximale Erhéhung fir HLA-G in
U-937-Zellen beschrieben ist (Yang et al. 1996).

4.3.5 INDUKTION DER OBERFLACHENEXPRESSION VON HLA-E DURCH INKUBATION BEI
26°C UND/ODER MIT PEPTID UND CYTOTOXIZITATSVERSUCH

Die Inkubation von Zellen bei 26°C erfolgte GUN im Brutschrank ohne CO,-Begasung; deswegen
wurde als Medium RPMI 1640 mit 25 mM HEPES und den Ublichen Zusatzen verwendet.
Sollten die Zellen nur fiir die Immunfluoreszenz verwendet werden, wurden 2x 10° Zellen pro
Vertiefung auf einer 96rM-Platte ausgesat, bei Einsatz im Cytotoxizitatsversuch wurden 1X
10° Zellen pro ml Medium in sterilen Réhrchen inkubiert und am folgenden Tag 50 pl der Zell-
suspension pro Ak fir die Immunfluoreszenz entnommen. Der Rest der Zellen wurde flr die
radioaktiven Cytotoxizitatsversuche verwendet, die von Dr. Matthias Ulbrecht wie beschrie-
ben durchgefihrt wurden (Ulbrecht et al. 2000). Fir die Stabilisierung von HLA-E mit Peptid
wurden 1x 10° Zellen in 100 pl Medium mit dem in DMSO geldsten Peptid versetzt (End-
konzentration 100 uM oder 300 pM). Als Kontrollen wurden Zellen nur mit der entsprechenden
Menge an DMSO mitgefuhrt.
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4 .3.6 INDIREKTE IMMUNFLUORESZENZ

Je Loch einer 96rM-Platte wurden 1-2x 10° Zellen mit 150 pl PBS/FCS (10% FCS, 0,1% Na-
Azid; alternativ auch 4% BSA, 0,1% Na-Azid in PBS) gewaschen (4 min, 4°C, 625 g), mit 40 pl
primarem Ak resuspendiert und fir 30 min auf Eis inkubiert. Nach zweimaligem Waschen mit je
150 ul PBS/FCS wurden die Zellen mit 30 pl DTAF-konjugiertem sekundarem Antikdrper resus-
pendiert, 20 min im Dunkeln auf Eis inkubiert, anschlieRend 3x mit je 150 pl PBS/FCS gewa-
schen und in 150 pl 1% Paraformaldehyd/PBS, pH 7,4 fixiert. Alternativ wurden die Zellen vital
gefarbt und dazu in 5 pg/ml Propidiumiodid (P1)/PBS resuspendiert.

Im FACScan® DurchfluRzytometer (Becton Dickinson, Heidelberg) wurden 5.000-10.000 vitale
Zellen aufgenommen, die in einem fir die Zellsorte charakteristischen, durch Vorwarts- und
Seitwartsstreuung bestimmten Bereich ("gate") lagen. Gemessen wurde die Intensitat der
Grunfarbung (Fluoreszenz 1). Bei Pl-Farbungen wurde das gate durch die Vorwartsstreuung
und die Intensitat der Rotfluoreszenz (Fluoreszenz 2) festgelegt. Fir die Auswertung wurden

tTM

mit dem Programm CellQuest™ von Becton Dickinson Histogramme erstellt, in denen die Zell-

zahl (y-Achse) gegen die Intensitat der Fluoreszenz 1 (x-Achse) aufgetragen ist.

4.3.7 SORTIEREN VON ZELLEN

Zum Sortieren von 721.221 G1m-Transfektanten auf Zellen mit starker HLA-G-Expression
wurde eine FACS-Farbung an 1,5x 107 Zellen mit W6/32-Hybridomiiberstand durchgefiihrt,
wobei alle verwendeten Lésungen azidfrei verwendet wurden, und bei Frau Dr. Heike Pohla
(Institut fir Tumorimmunologie) am FACS-Calibur (Becton Dickinson, Heidelberg) sortiert.

4.3.8 ISOLIERUNG VON PERIPHEREN BLUTLYMPHOZYTEN (PBL)

Je vier ml Ficoll wurden in ein 15-ml-Rdhrchen gegeben, vorsichtig mit 8 ml Heparinblut, das
zuvor 1:1 mit PBS verdinnt worden war, Uberschichtet und 20 min bei 1200 g und ausge-
schalteter Bremse zentrifugiert. Die zellhaltige Intermediarphase wurde vorsichtig mit einer
Pasteurpipette abgenommen und 2x mit PBS gewaschen (10 min, 300 g; 10 min 200 g). Das
Zellsediment konnte dann in PBS aufgenommen und ein Aliquot der Zellen zum Zahlen ent-
nommen werden.
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4.4 PROTEINCHEMISCHE METHODEN

4.4.1 AUFREINIGUNG EINES REKOMBINANTEN PROTEINS MITTELS AFFINITATSCHROMA-
TOGRAPHIE

4.4.1.1 INDUKTION UND REINIGUNG IM KLEINEN MARSTAB ("BATCH-METHODE")

Um festzustellen, welche der erhaltenen Bakterienklone am besten induzierbar sind und um
die gunstigsten Bedingungen fiir die Reinigung auszutesten, wurde dies zunachst im kleinen
Malstab durchgefihrt. Einzelne Kolonien wurden in 1,5 ml LB-Medium mit 100 pg/ml Ampicillin
und 25 pg/ml Kanamycin UGN angeschuttelt, dann mit 8,5 ml vorgewarmtem Medium verdinnt,
auf zwei Aliquots verteilt (ein Aliquot diente als uninduzierte Kontrolle) und 30 min bei 37°C bis
zu einer ODgy, von etwa 0,7 bis 0,9 geschuttelt. Durch Zugabe von IPTG (Endkonzentration
2 mM) wurde die Expression induziert. Um die effektivste Inkubationsdauer herauszufinden,
wurden in 1stlindigen Abstanden (1-7 h und GN) 600-pl-Aliquots entnommen und auf einem
SDS-PAA-Gel getestet. Die beste Induktion lag zwischen 5 und 6 h. Die Reinigung wurde mit
einem Zellsediment aus 3 ml induzierten Bakterien und Ni-NTA-Resin (Qiagen) als "batch-Me-
thode" ausgetestet: Das Sediment wurde in 600 pl 8 M Harnstoffpuffer (8 M Harnstoff, 100
mM NaH,PO,, 10 mM Tris, pH 8,0) lysiert, 15 min bei 13.000 rpm zentrifugiert und der Uber-
stand mit 60 pl Ni-NTA-Resin, das vorher 3x mit 500 pl des Harnstoffpuffers gewaschen
worden war, versetzt. Nach 30 min Inkubation bei RT wurde 10s bei hochster Drehzahl in der
Mikroliterzentrifuge zentrifugiert, das Sediment 3x mit 1 ml 8 M Harnstoffpuffer pH 7,0 ge-
waschen und das Protein mit 100 pl Harnstoffpuffer/100 mM EDTA eluiert. Der Auftrag dieses
Eluats auf ein SDS-PAA-Gel zeigte eine sehr effiziente Reinigung ohne kontaminierende
Fremdproteine, so dal das Testen weiterer Waschschritte unterblieb.

4.4.1.2 BELADUNG DER SAULE MIT NICKEL UND REGENERATION DER SAULE

Das in 50 mM EDTA gelagerte Saulenmaterial (Chelating Sepharose Fast Flow, Pharmacia,
Freiburg) wurde in eine 10-ml-Saule gefillt, mit 10 Saulenvolumen H,O gewaschen und mit
10 Saulenvolumen 1% NiCl,-Lésung beladen. Uberschiissiges NiCl, wurde durch erneutes
Waschen mit 10 Saulenvolumen H,O entfernt und die Saule schlieRlich mit 10 Saulenvolumen
8 M Harnstoffpuffer (8 M Harnstoff, 100 mM NaH,PQO,, 10 mM Tris, pH 8,0) aquilibriert.
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4.4.1.3 INDUKTION UND REINIGUNG IM GROREN MARSTAB (10-mI-SAULE)

500 ml einer UN-Kultur wurden mit 5 | auf 37°C vorgewarmtem LB (25 ug/ml Kanamycin,
100 pg/ml Ampicillin) verdiinnt und 1 h bei 37°C bis zu einer ODgy, von 0,6-0,9 geschittelt. Ali-
quots als uninduzierte Kontrollen wurden entnommen (600 pl Bakteriensuspension zentrifu-
gieren, Sediment in 30 pl 1x red. SDS-Probenpuffer aufnehmen und bei -20°C verwahren) und
anschlielend die Expression durch Zugabe von IPTG in einer Endkonzentration von 2 mM in-
duziert. Nach 5,5 h wurden Aliquots flr die induzierten Kontrollen entnommen und die Bak-
teriensuspension bei 4°C und 10.000 rpm 7 min abzentrifugiert (Heraeus, Suprafuge 20). Das
Sediment wurde in insgesamt 150 ml 8 M Harnstoffpuffer (8 M Harnstoff, 100 mM NaH,PO,,
10 mM Tris, pH 8,0) vollstandig resuspendiert, im Eisbad 30 min mit Utraschall beschallt und bei
4°C und 16.000 rpm 75 min zentrifugiert (Heraeus, Suprafuge 20). Aliquots wurden als Kon-
trolle entnommen und der Rest bei 4°C verwahrt.

Die mit 8 M Harnstoffpuffer aquilibrierte Saule wurde mit dem Lysat beladen, der Effluent
verwahrt. Der Einsatz von Lysat aus 5 | Bakterienkultur sollte durch die véllige Uberladung der
Saule fur geringere Mengen unspezifisch bindender Proteine sorgen. Anschliefend wurde
die Saule mit 8 M Harnstoffpuffer pH 7,0 gewaschen bis zu einer OD,g, von < 0,02. Die Elution
erfolgte mit 8 M Harnstoffpuffer pH 4,5, wobei jeweils 10-ml-Fraktionen aufgefangen und die
OD,gy bestimmt wurde. Aliquots der erhaltenen Fraktionen wurden auf einem Polyacrylamidgel
getestet. Es zeigte sich, dall die Entfernung unspezifischer Proteine noch nicht ausreichend
gelungen war, und deshalb wurden die erhaltenen Eluate ein zweites Mal Uber die Saule
gereinigt, wobei ein weiterer Waschschritt bei niedrigerem pH-Wert (pH 6,3) eingefligt wurde.
Wieder wurden Aliquots der gesammelten Fraktionen auf einem Polyacrylamidgel getestet,
und es zeigte sich, dal die Menge an unerwilinschten Proteinen durch diesen zweiten

Reinigungsschritt verringert worden war.

4.4.2 HERSTELLUNG VON ZELL-LYSATEN

Anfangs waren Zellsedimente in 1x reduzierendem SDS-Auftragspuffer resuspendiert, bei
95°C 10 min aufgekocht und nach 10 min Zentrifugation aufgetragen worden. Bessere Ergeb-
nisse wurden aber spater mit der Herstellung von Zellysaten erreicht.

Die Zellsedimente wurden dabei in Lysepuffer (20 mM Tris/HCI, pH 7,5, 1% TritonX-100, 2%
Trasylol (Bayer), 1 mM PMSF; Crisa et al. 1997) grindlich resuspendiert, eine halbe Stunde
auf Eis inkubiert und anschlie3end eine halbe Stunde zentrifugiert (4°C, 13.000 rpm, Heraeus
Biofresco). Anschlieend wurde die Proteinkonzentration in den Uberstanden bestimmt.
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4.4.3 KONZENTRATIONSBESTIMMUNG VON PROTEINEN (Bradford 1976)

Zur Erstellung einer Eichkurve wurden 2, 4, 6, ... bis 16 pl einer BSA-Stammlésung (0,2 pg/ul)
in eine Mikrotiterplatte pipettiert, von den zu bestimmenden Proben jeweils Doubletten von 1 pl
einer 1:10 oder 1:20 Verdunnung. Nach Zugabe von 150 pl Bradford-Reagens (0,01% Coo-
massie Brilliant Blue G-250, 4,7% Ethanol, 8,5% Phosphorsaure) erfolgte innerhalb von 15 min
die Messung der Absorption im ELISA-Reader (E™ precision microplate reader, Molecular
Devices) bei A, 650 nm - 450 nm.

4.4.4 IMMUNPRAZIPITATION

4.4.4 1 VVORBEREITUNG DER SEPHAROSE

Protein A-Sepharose CL-4B (pASph, Pharmacia, Freiburg) wurde UGN bei 4°C in 15 ml PBS
oder TBS (10 mM Tris/HCI, pH 7,5, 150 mM NaCl, 0,1% NaN;) gequollen, 2x mit PBS bzw. TBS
gewaschen (3 min, 2500 rpm), mit 2 Volumen PBS bzw. TBS versetzt (33 %ige pASph-Lo-
sung) und nach Zugabe von 0,2% NaNj; (bei PBS) bei 4°C gelagert.

4.4.4.2 PRAZIPITATION

Anfangs wurden pro Ansatz 1x 10" Zellen in 0,6 ml Lysepuffer (1% NP-40 (w/v), 1 mM
PMSF, 2% Trasylol (v/v; entspricht 28 yg/ml Aprotinin) in PBS) griindlich resuspendiert, 30 min
auf Eis inkubiert und anschlieffend 10 min bei 4°C und 10.000 rpm (Heraeus, Biofuge fresco)
zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit 200 ul Ak-Uberstand bzw. 5 pg gereinigtem Ak ver-
setzt, 45 min bei 4°C auf einem Rad inkubiert, 50 ul 33% Protein A-Sepharose CL-4B-L6sung
zugegeben, weitere 20 min bei 4°C auf dem Rad gedreht, 2 min bei 4°C und 10.000 rpm zen-
trifugiert und das Sediment 5x mit je 1 ml eiskaltem 0,1% NP-40/PBS gewaschen. Das Sedi-
ment wurde mit 25 ul 1x reduzierendem SDS-Probenpuffer (Roti"-Load, Roth) versetzt, ge-
mischt, 1 min abzentrifugiert und konnte bei 4°C gelagert werden. Spater wurden die Bedin-
gungen etwas geandert. Pro Ansatz wurden nun 1x 107 Zellen in 100 pl Lysepuffer (40 mM
Tris/HCI, pH 7,5; 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 0,5% NP-40, 2 mM PMSF, 5 mM IAA) aufgenom-
men. Die Ak-Menge wurde auf 30 pl, die Sepharosemenge auf 15 ul reduziert; gewaschen
wurde 3x mit je 1 ml Lysepuffer. Sollte eine besonders sanfte Lyse erfolgen, wurde sie in
Digitoninpuffer durchgefuhrt (1% (w/v) Digitonin, 1 mM PMSF, 1% Trasylol in PBS), gewa-
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schen wurde dann mit 0,1% Digitonin in PBS. Die Prazipitation mit dem TAP-Ak wurde mit Pro-

tein G-Sepharose 4 Fast Flow (Pharmacia, Freiburg) durchgefiihrt.

Fir die Prazipitation mit dem Ak 4H84 (2,5 yl pro Ansatz) waren noch weitere Lysepuffer

getestet worden, Unterschiede zur oben beschriebenen Vorgehensweise sind angegeben.

1) NP-40-Lyse (150 mM NaCl, 1% NP-40, 50 mM Tris/HCI pH 8,0)

2) Hochsalz-Lyse (500 mM NaCl, 1% NP-40, 50 mM Tris/HCI pH 8,0)

3) Niedrigsalz-Lyse (1% NP-40, 50 mM Tris/HCI pH 8,0)

4) NP-40/SDS-Lyse (150 mM NaCl, 1% NP-40, 0,1% SDS, 50 mM Tris/HCI pH 7,5, 1% Trasy-
lol, 1 mM PMSF)

5) Digitonin-SDS-Lyse: Puffer 1 (0,1% Digitonin, 0,5 mM PMSF in PBS), Puffer 2 (1% NP-40,
1 mM PMSF, 1% Trasylol, in PBS)

Das Zellsediment wurde in 30 pl Puffer Puffer 1 resuspendiert, 30 min auf Eis inkubiert, 10 min

bei 4°C zentrifugiert und der Uberstand nach Beigabe von 3 pl 20% SDS 5 min auf 95°C

erhitzt. Durch Zugabe von 570 ul Puffer 2 wurde die SDS-Konzentration auf 0,1% verdinnt.

Nach je 30 min Inkubation zunachst bei RT, dann bei 4°C und 10 min Zentrifugation bei 4°C

konnte der Uberstand in die Immunprézipitation eingesetzt werden.

6) SDS-Lyse (2% SDS, 50 mM Tris/HCI, pH 7,5)

Das Zellsediment wurde in 30 pl SDS-Lyse-Puffer resuspendiert, 10 min auf 95°C erhitzt, kurz

mit Ultraschall behandelt und 10 min bei RT zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit 570 pl

PBS/2% BSA verdinnt, 10 min auf Eis inkubiert und schlieRlich 10 min bei 4°C zentrifugiert.

4.4.4.3 ABSPALTUNG VON OLIGOSACCHARIDEN MIT ENDOGLYCOSIDASE F

Die Immunprazipitate wurden beim letzten Waschschritt auf zwei Aliquots verteilt, zentrifugiert
und das Sediment mit 10 pl 2x Denaturierungslésung (0,4% SDS, 0,5% [ Mercaptoethanol)
versetzt. Nach 10minutiger Inkubation bei 95°C und Abkuhlung auf RT wurde einem der beiden
Aliquots 200 mM Kaliumphosphatpuffer pH 6,6, 10 mM EDTA, 1% NP-40 sowie 0,2 U EndoF
(Endoglycosidase F/N-Glycosidase F; Boehringer Mannheim) zugegeben, dem anderen Ali-
quot H,0 statt Enzym (Negativkontrolle). Die Inkubation erfolgte bei 37°C UN.

4.4 4.4 ABSPALTUNG VON OLIGOSACCHARIDEN MIT ENDOGLYCOSIDASE H

Der EndoH-Verdau von Immunprazipitaten und Zell-Lysaten wurde mit der Endoglycosidase H;
von Biolabs (New England Biolabs GmbH, Schwalbach) nach Anleitung des Herstellers
durchgefuhrt. Ein Aliquot wurde jeweils als Negativkontrolle mit H,O statt Enzym mitgefuhrt.
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4.4.5 SDS-POLYACRYLAMID-GELELEKTROPHORESE (Laemmli 1970)

Die elektrophoretische Auftrennung von Proteinen erfolgte mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelek-
trophorese (PAA-Gele). Die 6x8 cm grof3en, 0,5 mm dicken Trenngele [10-15% Polyacrylamid
(29:1 Acrylamid/Bisacrylamid), 375 mM Tris/HCI pH 8,8, 0,1% SDS (w/v), 0,4%. TEMED, 0,1%
APS] wurden mit 1 cm Sammelgel (5% Polyacrylamid, 126 mM Tris/HCI pH 6,8, 0,1% SDS, 1%o
TEMED, 0,1% APS) Uberschichtet. Vor dem Auftragen wurden die Volumina der Proben an-
geglichen, die Ansatze mit Auftragspuffer (Roti”-Load, Roth GmbH und Co, Karlsruhe) ver-
setzt und 10 min bei 95°C denaturiert. Fir den Auftrag von Zellysaten wurde entweder auf
Zellzahl (meist 1x 10°) oder auf Proteinmenge (meist 100 pg) normiert. Als GréRenstandard
wurden der Electrophoresis Calibration Kit von Pharmacia (Pharmacia, Freiburg) oder der
"Kaleidoscope Polypeptide Standard, broad range" von Biorad verwendet.

Der Gellauf erfolgte in einer XCell™ Mini-Cell Gelkammer (Novex, San Diego, USA) in 1x Tris-
Glycin-Laufpuffer (25 mM Tris, 192 mM Glycin, 0,1% (w/v) SDS) bei 75 V bis zum Erreichen
des Trenngels und weiter bei 95 V. Nach dem Lauf wurden die Gele entweder mit Silber ge-
farbt oder auf Nitrocellulosemembran Gbertragen.

Fir eine bessere Auftrennung kleiner Banden beim Arbeiten mit dem rekombinanten a1-Poly-
peptid wurden z.T. auch 16,5%ige Tris-SDS-Gele nach der Anleitung von Schagger und
Jagow verwendet (Schagger und von Jagow 1987). Der Gellauf erfolgte dabei in Tris-Tricin-
Puffer (100 mM Tris, 100 mM Tricin, 0,1% SDS) bei 30 V fir eine Stunde und 90 V fur den
weiteren Lauf.

4 4.6 SILBERFARBUNG VON PROTEINGELEN

Far die Silberfarbung wurden alle Lésungen mit H,O und Impragnier-, Farbe- und Entwickler-
I6sung erst kurz vor Gebrauch angesetzt. Die Gele wurden nach dem Lauf fir mindestens
60 min in 50% Methanol/12% Eisessig fixiert und danach fur jeweils 20 min in 50% bzw. 30%
Ethanol geschwenkt. Nach 1-2minttigem Schitteln in der Impragnierldsung (0,87 mM Na-Thio-
sulfat, 0,93 mM Formaldehyd) und sofort anschlieRendem 3maligem Waschen mit H,O erfolgte
die Farbung unter starkem Schutteln fur 20 min (0,2% (w/v) AgNO;, 0,93 mM Formaldehyd).
Nach Entfernung des Uberschussigen Silbernitrats durch 2maliges kurzes Waschen mit H,O
wurde in Entwicklerlésung (6% (w/v) Na,CO,;, 0,035 mM Na-Thiosulfat, 0,66 mM Formalde-
hyd) inkubiert, bis die Banden gut sichtbar waren und dann die Farbreaktion mit 50% Metha-
nol/12% Eisessig gestoppt.
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4.4.7 UBERTRAGUNG VON PROTEINEN AUF NITROCELLULOSE (WESTERNBLOT)

Nach dem Lauf wurden Gel und Membran (Protran BA 84, Schleicher & Schull) 5 min in Trans-
ferpuffer (12 mM Tris, 96 mM Glycin, 20% (v/v) Methanol) aquilibriert und danach UN bei 25 V
in einem NaRblotmodul (LKB/Pharmacia, Freiburg) geblottet. Die Membran wurde 5 min in 1x
PBS geschwenkt und konnte dann detektiert werden. Fur das Testen der Hybridomuiber-
stande im Westernblot wurde ein praparativer Kamm fir den Auftrag des Lysats von 1x
107 Zellen verwendet und die Membran nach dem Blotten in schmale Streifen geschnitten.

4 4.8 IMMUNDETEKTION DES WWESTERNBLOT

Die Detektion der Westernblots wurde mit dem Western-Light™ Chemiluminescent Detection
System von Tropix (TROPIX, Bedford, Massachusetts, USA) nach Anleitung des Herstellers
durchgeflihrt. Bei Verwendung der zu testenden Hybridomiberstande fir die Detektion wur-
den im ersten Testlauf jeweils zwei Uberstéande 1:1 vereinigt und je Filterstreifen insgesamt
60 pl aufgetropft. Die Inkubation erfolgte hierbei in einer feuchten Kammer.

4.4.9 "ENZYME LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY" (ELISA)

Zur Bindung des Antigens bzw. Antikérpers an den Boden der 96fM-Platte (Maxisorb, Grei-
ner) wurden je Vertiefung 100 pl davon Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Nach einstindigem Blok-
ken mit 200 pl 5% Magermilchpulver/0,02% Tween20/PBS wurden 50 pl 1. Ak bzw. Antigen in
der geeigneten Verdinnung zugegeben, 1 h inkubiert, 4x mit 300 yl PBS/0,02% Tween20 pro
Loch gewaschen und danach mit 50 pl sekundarem, Peroxidase-gekoppeltem Ak pro Vertie-
fung eine weitere Stunde inkubiert. Dem erneuten viermaligen Waschen folgte die Zugabe von
100 ul ABTS Peroxidase Substrat (KPL, Kirkegaard & Perry Laboratories Inc., Maryland, USA),
30 min Inkubation und anschliefend die Messung bei A,_,405 nm-650 nm im Elisa-Reader
(E™, Molecular Devices/MWG-Biotech).
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UBERSICHT UBER DIE IM ELISA VERWENDETEN KOMBINATIONEN:

Test der Antiseren
500 ng a1-Protein in PBS pro Vertiefung
AS-Verdinnungen in PBS/0,02% Tween, Kontrolle: Praimmunserum
Schwein anti-Kaninchen-HRP bzw. Kaninchen anti-Maus 1gG + IgM-HRP

Test der HybridomUberstande
500 ng a1-Protein in PBS oder 500 ng hup,m-(His) in PBS pro Vertiefung oder Uber-
stdnde von .221 oder .221G1s unverdinnt

Hybridomuberstande: unverdinnt

Kaninchen anti-Maus IgG + IgM-HRP

Nachweis von léslichem G1 (G1s) in den Ubersténden der Transfektanten

1 ug W6/32 in PBS pro Vertiefung

Uberstand der .221G1s-Transfektante unverdiinnt, .221-Uberstand als Negativkontrolle, HLA-
E als Positivkontrolle

Kaninchen anti-huf3,m-HRP

4.4.10 BESTIMMUNG DES ISOTYPS VON MONOKLONALEN ANTIKORPERN

Der Isotyp der erhaltenen mAb wurde mit dem "Monoclonal antibody-based mouse Ig isotyping
kit" von Pharmingen (Pharmingen, Hamburg) nach Anleitung des Herstellers bestimmt.

4.4.11 IMMUNISIERUNG MIT DEM REKOMBINANTEN 0 1-POLYPEPTID UND HERSTELLUNG
VON ANTISEREN

Das Kaninchen und die Mause fur die Immunisierung wurden freundlicherweise von Prof. Dr.
Linke am MPI (Martinsried) zur Verfugung gestellt, der auch die Immunisierung der Tiere Uber-
nahm.
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4.4.11.1 IMMUNISIERUNG EINES KANINCHENS

Dem Kaninchen wurde zunachst Blut zur Gewinnung eines Praimmunserums als Kontrolle
entnommen, dann wurde es mit 100 pg rekombinantem a1-Polypeptid in 1 M Harnstoffpuffer,
1:1 emulgiert in komplettem Freunds Adjuvans immunisiert. Nach knapp drei Wochen wurde
das Kaninchenantiserum im ELISA mit rekombinantem a1-Polypeptid getestet und erwies sich
noch in einer Verdinnung von 1:10.000 im Vergleich mit dem Praimmunserum als deutlich po-
sitiv. Auf eine weitere Immunisierung des Kaninchens wurde aufgrund seines schlechten
Gesundheitszustandes verzichtet, und so wurde es vier Wochen nach der ersten Immuni-

sierung ausgeblutet.

4.4 .11.2 IMMUNISIERUNG VON MAUSEN

Drei Monate alte weibliche C57BI6/Balb ¢ F1-Mause wurden mit je etwa 30 pg rekombinantem
a1-Polypeptid in 1 M Harnstoffpuffer, 1:1 emulgiert in komplettem Freunds Adjuvans, subcutan
immunisiert. Nach drei Wochen wurden erneut etwa 30 ug rekombinantes a1-Protein in 1 M
Harnstoffpuffer, 1:1 emulgiert in inkomplettem Freunds Adjuvans, injiziert, eine Woche spater
erfolgte die dritte Immunisierung auf dieselbe Weise. Zu diesem Zeitpunkt wurde den Mausen
Blut enthommen, um die Seren im ELISA zu testen. Das Serum einer Maus zeigte keinerlei Re-
aktion, zwei weitere reagierten schwach. Diese beiden wurden fur die Gewinnung der Zellen
fur die Kultivierung einer Feederlayer benutzt. Das Serum einer Maus reagierte noch in einer
Verdunnung von 1:50.000 sehr deutlich im Vergleich mit dem Praimmunserum. Diesem Tier
wurden 4 Tage vor Entnahme der Milz fiir die Fusionierung 1x 10" Zellen der X63G-Gen-
Transfektante in PBS peritoneal injiziert.

4.4.11.3 GEWINNUNG DER ANTISEREN

Das dem Kaninchen enthommene Blut wurde in 50 ml Réhrchen bei 4°C flr 24 h stehengelas-
sen. Der abgenommene Uberstand wurde dann 10 min bei 2.000 rpm und ein weiteres Mal bei
4.000 rpm zentrifugiert und anschlieRend in Aliquots bei -20°C verwahrt. Das Blut der Mause
wurde in Hamatokritrohrchen zentrifugiert und sofort anschlieBend 1:10 mit PBS verdunnt
(1 mm Roéhrchenlange entspricht 1 pl).
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5 ERGEBNISSE

5.1 UNTERSUCHUNGEN ZUR EXPRESSION UND STIMULIERBARKEIT VON
HLA-G IN GEWEBEN UND ZELLINIEN

Von unserer Arbeitsgruppe war die Expression von HLA-G in humanen Keratinozyten in vitro
mittels Northernblot und RT-PCR gezeigt worden (Ulbrecht et al. 1994). Im Rahmen dieser Ar-
beit war auch damit begonnen worden, die Expression von HLA-G und den HLA-G-Isoformen
in vivo in Hautbiopsien von Gesunden und Patienten mit diversen Hauterkrankungen nachzu-
weisen. Diese Untersuchung wurde von mir fortgesetzt, um maoglicherweise eine Korrelation
einer bestimmten Krankheitsgruppe mit einem bestimmten HLA-G-Expressionsmuster festzu-
stellen.

HLA-G wird hauptsachlich in der Plazenta exprimiert, einem Gewebe, in dem die Expression
der klassischen Klasse-I-Molekile HLA-A und -B stark herunterreguliert ist und invers mit der
HLA-G-Menge korreliert zu sein scheint (Yelavarthi et al. 1991). Es war deshalb naheliegend
zu Uberprifen, ob dies auch in anderen Geweben der Fall ist, wie z.B. in Gehirn- und Muskel-
geweben, von denen bekannt ist, dal3 Klasse-I-Molekiile im nicht-pathologischen Zustand nur
in geringen Mengen exprimiert werden (Lampson 1995; Hohlfeld und Engel 1994).

Die Untersuchung von Muskelbiopsien und -zellen wurde in Kooperation mit Dr. Reinhard Hohl-
feld (MPI fiir Neurobiologie, Martinsried) durchgeftihrt.

5.1.1 UNTERSUCHUNG DES HLA-G-EXPRESSIONSMUSTERS IN HAUTBIOPSIEN

Um das HLA-G-Expressionsmuster in Hautbiopsien zu untersuchen, wurde zunachst Ge-
samt-RNA aus Biopsiematerial isoliert und in cDNA umgeschrieben bzw. aus bereits vorhan-
dener RNA cDNA hergestellt. Die Amplifikation dieser cDNA erfolgte mit den Oligonukleotiden
als und Ex6/3'UT, wodurch alle bislang bekannten alternativ gespleil3ten HLA-G-mRNA-Tran-
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skripte erfal3t werden kénnen. Als Kontrolle wurde cDNA aus der Choriocarcinomzellinie JEG-
3 mitgefihrt, von der bekannt ist, dal3 sie HLA-G exprimiert (Rinke de Wit et al. 1990). Die Auf-
trennung der erhaltenen PCR-Produkte auf einem Ethidiumbromid-gefarbten Agarosegel zeigte
in den meisten Proben nur schwache Banden (Abb. 5.1.1 a); auRerdem war die Unter-
scheidung von HLA-G2m und -G4 aufgrund der identischen GroRe dieser Amplifikate nicht
moglich. Deshalb wurden vier Abzlige des Gels auf Nylonmembran geblottet und mit spezifi-
schen Sonden hybridisiert. Ein Gesamtuberblick Giber das Expressionsmuster der Proben war
durch Verwendung der vollstindigen Digoxigenin-markierten HLA-G4-cDNA als Sonde
moglich (Abb. 5.1.1 b). Die Unterscheidung der HLA-G2m- und -G4-Isoformen erfolgte durch
Hybridisierung mit spezifischen Oligonukleotiden, die den Ubergang Exon 2/Exon 4 (G2-3'; G2-
spezifisch) bzw. Exon 3/Exon 5 (G3-5; G4-spezifisch) Uberspannen (Abb. 5.1.1 c, d). Fur
den Nachweis der Ioslichen HLA-G-Isoformen HLA-G1s bzw. -G2s wurde das Oligonukleotid
G-In4-2 aus dem in diesen Formen nicht entfernten Intron 4 verwendet (Abb. 5.1.1 e). Als
Kontrolle fir die Qualitat der cDNA wurden ein 440-bp-Stick (Exon 3-3'UT) der HLA-E-mRNA
und ein 152-bp-Stuck (Exon 2-3) von (-Actin amplifiziert (Abb. 5.1.1 f, g).

Die Probe 14 ist mit allen verwendeten Oligonukleotiden negativ, so dal davon auszugehen
ist, daf3 diese cDNA nicht in Ordnung war. Als GroRenvergleich auf dem Agarosegel bzw.
Kontrolle fur die Spezifitat der Hybridisierungen wurden vereinigte Amplifikate von subklo-
nierter cDNA der verschiedenen HLA-G-Isoformen aufgetragen, und zwar in Spur K1 HLA-
G1m (799 bp), -G2m (523 bp) und -G3 (247 bp), in Spur K3 HLA-G1m, -G4 (523 bp) und -G3,
sowie in Spur K2 ein Aliquot einer BamH I/Xho I-Restriktion der in den Vektor pREP7 in diese
Schnittstellen subklonierten G2s-cDNA (730 bp). Das Oligonukleotid G-In4-2 zeigte Kreuzreak-
tion mit HLA-G2m (siehe Spur K1 und J), allerdings konnte das Amplifikat des loslichen G2 von
membranstandigem G2 unterschieden werden, da es 122 bp (Intron 4) grof3er ist (siehe Spur
J). Daraus ergab sich, daf3 16sliches G2 nur in JEG-3, aber in keiner der Biopsien nachzu-
weisen war. Die Banden bei der Hybridisierung mit G-In4-2 in den Proben 24 und 25 waren
auf Kreuzreaktion mit G2m zurtickzufihren. Eine Zusammenfassung der Ergebnisse zeigt
Tabelle 5.1. Losliches G1 war auf3er in JEG-3 nur in vier weiteren Proben nachzuweisen: in
den Proben 24 und 20 in einer mit JEG-3 vergleichbaren Starke, in den Proben 21 und 28 nur
sehr schwach. Das Transkript fir G1lm war als haufigstes nachweisbar (23 von 27 Biop-
sien), wahrend G2m (13/27) und G3 (7/27) deutlich seltener auftraten. Auffallig war, dafd m
Unterschied dazu das G4-Transkript fast so oft nachweisbar war wie G1m (22/27). HLA-
Gl1m ist auch in der RT-PCR bis auf einige Ausnahmen (z.B. Spur 21 und 23) am starksten
nachweisbar. Die Prominenz von Isoformen in einigen Hautbiopsien kdnnte auf eine differen-

tielle Regulation des Spleil3prozesses des HLA-G-Transkripts hindeuten.
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Abb. 5.1.1: HLA-G-Expression in Hautbiopsien: Ergebnisse der RT-PCR und der Hybridisie-
rungen

a) Je 1 pl cDNA wurde in eine Standard-PCR-Reaktion mit den HLA-G-spezifischen Oligo-
nukleotiden als und Ex6/3'UT eingesetzt und der gesamte Ansatz auf einem 1,5%igen
Agarosegel aufgetrennt. In Spur 0 wurde die Negativkontrolle (Ansatz ohne cDNA) aufge-
tragen, in Spur M 200 ng des Gr6Renstandards (1-kb-Leiter, Gibco, BRL), in Spur J 3 pl der
Positivkontrolle (Amplifikat von JEG-3). Die Kontrollen K1-K3 enthalten PCR-Amplifikate von
subklonierter cDNA von G1m, G2m, G3 und G4 (K1: G1, G2, G3; K3: G1, G4, G3) bzw. ein
Aliquot einer BamH I/Xho I-Restriktion der in den Vektor pREP7 subklonierten G2s-cDNA
(K2) als GrolRRenvergleich und Kontrollen fur die Hybridisierungen. Die Spren 1 bis 28 zeigen
die Amplifikate der Hautbiopsien. Die Ethidiumbromidfarbung des Gels ist revertiert
dargestelit.

b)-e) Hybridisierung mit der Digoxigenin-markierten Volle-Ladnge-cDNA von HLA-G4 (b) bzw.
den Oligonukleotiden G2-3' (c; G2), G3-5 (d; G4), G-In4-2 (e; G1s und G2s).

f)-g) Je 1 pl cDNA wurde in eine Standard-PCR-Reaktion mit den HLA-E spezifischen Oligo-
nukleotiden HLA-E a3s und HLA-E 3'UT-5' (f) bzw. den B-Actin-spezifischen Oligonukleoti-
den #1485 und #2077 eingesetzt (g). Der gesamte Ansatz der HLA-E-PCR bzw. 4 ul der (-
Actin-PCR wurden auf 2%igen Agarosegelen aufgetrennt.
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Nr

Diagnose

| c1s | c1m| c2s |com| 63 | G4

Gesunde Haut

19 | Vorhaut - - - - -
23 | gesunde Haut neben malignem Melanom - ++ ++++ | + +++
Erbliche Krankheiten
17 | aktinische Porokeratose [ - + + - -
Nichtinfektiése Krankheiten
1 | spongiotische Dermatitis - + + - -
11 | spongiotische Dermatitis - ++ +++ [++++ | +++
27 | subakute spongiotische Dermatitis - - + - +
3 | Psoriasis vulgaris (z.T. pustul®s) - + - - -
4 | Psoriasis vulgaris - ++ ++++| + | ++++
6 | Verdacht auf Psoriasis vulgaris - +++ - + +++
2 | oberfl. perivask. Dermatitis - + - - ++
12 | atopisches Mamillenekzem - - - - +
21 | Spattyp-Allergie Typ 3 + +++ ++++ - |+t
28 | Lichen ruber + + - - +
Neoplasien
13 | Verrucae seborrhoicae - - - - +
18 | Verrucae seborrhoicae - + - - +
9 [ spinozelluldres Karzinom - +++ ++ | +++ [ ++
16 [ spinozelluldres Karzinom - ++ - - +
10 | Basaliom - +++ - +++ +
24 | Navus bleu ++ | +++ - - -
Bindegewebskrankheiten
26 | Lupus erythematodes - + + - +
5 | Lupus erythematodes (hyperkeratotisch) - +++ - + +++
7 | systemische Sklerodermie - | A+ - - +
8 | narbige Alopezie, zirkumskripte Sklerodermie - + - - +
15 | vernarbende Alopezie, V.a. Sklerodermie - + + - +
25 | zirkumskripte Sklerodermie - + + - +
Virusverursachte Krankheiten
20 | Verrucae vulgare ++ + + - +
22 | subcutanes Gewebe unter Verruca - ++ ++ - ++
Zellinie
J | JEG-3; Choriocarcinom [ ++ | ++++] ++ [+ ] ++++] -

++++ starkes Amplifikat; +++ schwaches Amplifikat; ++ starkes Signal nach Hybridisierung; + schwaches
Signal nach Hybridisierung; - negativ;

Tab. 5.1: Nachweis der HLA-G-Expression in Hautbiopsien

Zusammenfassung der Untersuchungen mit RT-PCR und Hybridisierung mit HLA-G-Isotyp-

spezifischen Oligonukleotiden.



E RGEBNISSE 60

Die Transkripte fur HLA-G1 und die alternativ gespleif3ten HLA-G-Transkripte (auRer G2s)
konnten in Hautbiopsien nachgewiesen werden. Die Expression von HLA-G war aber in den
meisten Fallen sehr schwach und konnte erst nach Hybridisierung mit spezifischen Oli-
gonukleotiden gezeigt werden. Eine Korrelation zwischen einer bestimmten Krankheits-
gruppe mit einem spezifischen HLA-G-Expressionsmuster war nicht feststellbar. Das Volle-
Lange-Transkript ist das Hauptexpressionsprodukt des HLA-G-Gens in der Haut.

5.1.2 UNTERSUCHUNG DER EXPRESSION VON HLA-G IN GEHIRNMATERIAL UND GLIO-
BLASTOMZELLINIEN

5.1.2.1 NACHWEIS DER EXPRESSION VON HLA-G IN GEHIRNMATERIAL

Im Zusammenhang mit einer anderen Arbeit stand der Gruppe Material aus verschiedenen
Gehirnarealen zur Verfigung, und es lag deshalb nahe, auch die HLA-G-Expression zu un-
tersuchen. Um zu Uberprufen, ob HLA-G in diesem Material exprimiert wird, wurde zun&chst
eine RT-PCR mit dem Primerpaar Ex2-5/Ex2-3' durchgefihrt, mit dem die Sequenz der al-Do-
méne von HLA-G amplifiziert werden kann, die in allen bislang bekannten Isoformen enthalten
ist. Als Kontrolle fur die Qualitdt der cDNA wurde aufRerdem ein 440 bp langes Stiick der
cDNA (Exon 3-3'UT) von HLA-E mit den Oligonukleotiden E-a3s und 3'UT-5' amplifiziert. Es
zeigte sich, dal3 in allen untersuchten Proben die Transkripte fur die HLA-G-a1-Doméne und
auch fur HLA-E nachzuweisen waren (Abb. 5.1.2).
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Abb. 5.1.2: Amplifikation der Sequenz von HLA-G Exon 2 und von HLA-E aus cDNA von Ge-
hirnmaterial

Je 1 pl cDNA wurde mit dem Primerpaar HLA-G Ex2-5'/Ex2-3' (Abb. a) bzw. HLA-E a3s/-
3'UT-5' (Abb. b) amplifiziert und der gesamte 20-pl-PCR-Ansatz auf einem 2%igen (a) bzw.
1,2%igen Agarosegel aufgetrennt. Als GroRRenstandard sind jeweils 200 ng des Molekular-
gewichtstandards (1-kb-Leiter, Gibco, BRL) aufgetragen.

Die Ethidiumbromidfarbung der Gele ist revertiert dargestellt.

Fur den Nachweis in der Northernblotanalyse erwies sich die Menge an HLA-G-Transkripten
in den Gehirnproben als zu gering. Deshalb wurde das mRNA-Expressionsmuster mittels RT-
PCR weiter untersucht. Zu diesem Zweck wurden die Oligonukleotide 5'UT und Ex6/3'UT
verwendet, die eine gleichzeitige Amplifikation aller alternativ gespleil3ten HLA-G-Transkripte
erlauben. Gleichzeitig kann eine Unterscheidung anhand der GrofRe vorgenommen werden,
mit Ausnahme von G2m und G4, deren PCR-Amplifikate die gleiche Lange aufweisen. Um eine
groRere Sensitivitdt als im Agarosegel zu erreichen, erfolgte der Auftrag der RT-PCR-
Produkte, die im gleichen Ansatz mit Primern fir B-Actin (152 bp) koamplifiziert wurden, auf
einem Polyacrylamidgel (PAA-Gel) mit anschlieBender Silberfarbung (Abb. 5.1.3). In allen
Gehirnarealen wurden die Transkripte von G2/G4 am starksten amplifiziert, die G3-cDNA
gleich stark in der grauen Substanz und schwacher in Plexus und Striatum. Volle-Lange-G1-
Transkripte wurden nur in den Cerebelli-Proben, grauer und weiler Substanz nachgewiesen.
Es konnte also in den untersuchten Gehirnmaterialien eine differentielle Expression der HLA-
G-Transkripte gezeigt werden.
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Abb. 5.1.3: Analyse des HLA-G-Expressionsmusters in Gehirnmaterial mittels RT-PCR

Je 1 pl cDNA des Hirnmaterials sowie der Zellinie JEG-3 wurde mit den Primerpaaren HLA-G
5'UT+Ex6/3'UT und B-Actin #2077+#1485 in einem 20-pl-PCR-Ansatz koamplifiziert. 15 pl
dieser Reaktion bzw. 1 pl der Reaktion mit RNA von JEG-3, wurden auf einem 8%igen
Polyacrylamidgel aufgetrennt und nach dem Lauf silbergefarbt. Als GréRenkontrolle wurde
subklonierte cDNA von G1, G2 und G3 mit demselben HLA-G-Primerpaar amplifiziert und in
die Spuren 1-3 geladen.

5.1.2.2 UBERPRUFUNG EINER HLA-G-SPEZIFISCHEN SONDE

Fir den Nachweis von HLA-G-Transkripten im Northernblot wurde die von Onno (Onno et al.
1994) beschriebene Sonde aus dem 3UT verwendet und ihre Spezifitdt zunachst in einem
Southernblot Gberprift (Abb. 5.1.4). Dazu wurde genomische DNA der fur den HLA-Komplex
hemizygoten Zellinien .45, .221, der Zellinien K-562 und Olga sowie der Person MS mit Hind i
verdaut. In allen untersuchten Proben fand sich das von Pook 1991 beschriebene 5,4-kb-
Fragment (Pook et al. 1991). Des weiteren wurde eine Taq I-Restriktion wie bei Alizadeh be-
schrieben und eine Pst I-Restriktion zur weiteren Charakterisierung durchgefiihrt (Alizadeh et
al. 1993). Der dort gezeigte Polymorphismus fur Taq | konnte bestétigt werden: ein etwa 3,9-
kb-Fragment fir DNA von .45 und .221 bzw. ein etwa 1,3-kb-Fragment fir K-562 und Olga.
Die Person MS scheint heterozygot zu sein, allerdings ist diese Restriktion unvollstandig. Der
Pst I-Verdau zeigte eine 1,9-kb-Bande fiir DNA von .45 und .221 sowie 3,5-kb-, 1,3-kb- und
etwa 0,7-kb-Banden fur K-562 und Olga. Die Person MS scheint auch hier heterozygot zu
sein, allerdings ist auch diese Restriktion nicht vollstandig.
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Abb. 5.1.4: Nachweis der Spezifitat der HLA-G-3'UT-Sonde im genomischen Southernblot

Je 10 pug genomische DNA der Zellinien .45, .221, K-562 und Olga sowie der Person MS
wurden mit Hind Ill, Taq | bzw. Pst | verdaut und auf einem 0,7%igen TPE-Agarosegel UN
aufgetrennt. Nach Immobilisierung der DNA auf Nylonmembran erfolgte der Nachweis mit
der HLA-G-3'UT-Sonde. In der ersten Spur sind 5 pl des Digoxigenin-markierten Markers
aufgetragen (Boehringer Mannheim, Standard IlI).

5.1.2.3 NACHWEIS DER HLA-G-EXPRESSION IN GLIOBLASTOMZELLINIEN NACH STIMULATION MIT

IFNY IM NORTHERNBLOT

Mittels RT-PCR war gezeigt worden, dald HLA-G-Transkripte im untersuchten Gehirnmaterial
vorhanden sind. Aus diesem Ergebnis konnte jedoch nicht abgeleitet werden, ob HLA-G im
Gehirn selbst transkribiert wird. Deshalb wurden zwei Glioblastomzellinien (T98 und N59)
gewabhlt, deren Untersuchung auf RNA- und Proteinebene diese Frage klaren sollte. Nachdem
gezeigt worden war, dafd IFNy die HLA-G-Expression in Monozyten- und Makrophagenzell-
linien steigern kann, sollte auch dies sowie die Stimulation mit IL-4 und IL-6 in den Zellinien
untersucht werden (Yang et al. 1996). Die Stimulation mit diesen Cytokinen erfolgte fir
jeweils 48 Stunden. Danach wurde zunéachst die Expression in unstimulierten und stimulierten
Zellen auf RNA-Ebene im Northernblot Gberpruift.

Die Hybridisierung erfolgte zum einen mit der HLA-G-3'UT-Sonde, zum andern, als Kontrolle,
mit einer 3'UT-Sonde spezifisch fir HLA-B (Abb. 5.1.5). Es zeigte sich, dafd in unstimulierten
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Zellen ein Transkript fur HLA-G kaum, fir HLA-B schwach nachweisbar war. Nach Stimula-
tion mit IFNy war die Menge beider Transkripte stark erhéht. Stimulation mit IL-4 und IL-6 zeigte
keinen Effekt (nicht gezeigt).

Abb. 5.1.5: Stimulation der HLA-G-Expression durch IFNy in Glioblastomzellen

Je 5 pug Gesamt-RNA aus unstimulierten und stimulierten T98- und N59-Glioblastomzellen
wurden auf einem 1,2%igen Formaldehydgel aufgetrennt und anschlieBend auf Nylonmem-
bran tbertragen. Der Nachweis erfolgte mit der HLA-G-3'UT-Sonde (links) bzw. der HLA-B-
spezifischen Sonde (rechts). Die Menge der aufgetragenen RNA wird durch die Ethidium-
bromidfarbung der 28S rRNA angezeigt.

5.1.2.4 NACHWEIS DER ALTERNATIV GESPLEIRTEN HLA-G-mMRNA IN GLIOBLASTOMZELLINIEN

NACH STIMULATION MIT IFNy MITTELS RT-PCR

Im Northernblot waren die alternativ gespleidten HLA-G-Transkripte nicht nachweisbar. Des-
halb wurde auch hier wieder auf den Nachweis mittels RT-PCR zuriickgegriffen und HLA-E-
cDNA als Kontrolle amplifiziert (Abb. 5.1.6 a). Die RT-PCR-Analyse bestatigte das Ergebnis
des Northernblot, daR HLA-G1m in beiden Zellinien das vorherrschende Transkript ist, wah-
rend die verkirzten Amplifikate nur sehr schwach nachweisbar waren. Durch IFNy-Stimula-
tion wurde HLA-G1m selektiv hochreguliert. IL-4 und IL-6 zeigten keinen Effekt. Die Untersu-
chung der Isoformen erfolgte wieder mittels eines PAA-Gels (Abb. 5.1.6 b) mit anschlieRen-
der Silberfarbung, und es bestatigte sich das Ergebnis des Agarosegels, dald die alternativ
gespleildten Transkripte nur sehr schwach und unbeeinfluf3t von der Cytokinstimulation ex-
primiert werden. Deshalb wurde auf die Unterscheidung von G2 und G4 durch Hybridisierung
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mit spezifischen Oligonukleotiden verzichtet. Die Stimulation der Glioblastomzellinien mit IFNy
resultierte nur in einem Anstieg der HLA-G1-mRNA.
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Abb. 5.1.6: Analyse des HLA-G-Expressionsmusters in Glioblastomzellinien nach Stimulation
mit IFNy mittels RT-PCR

Je 1 ul cDNA der Glioblastomzellen T98 und N59, vor und nach 48stiindiger Stimulation mit
IFNy, sowie von JEG-3 wurde mit dem Primerpaar 5'UT+Ex6/3'UT in einem 20-pl-PCR-An-
satz amplifiziert. 10 pl dieser Reaktion, bzw. 1 pl der Reaktion mit cDNA von JEG-3, wurden
auf einem 8%igen Polyacrylamidgel aufgetrennt und nach dem Lauf silbergefarbt. Als Gro-
Renkontrolle wurde subklonierte cDNA von G1, G2 und G3 mit demselben Primerpaar am-
plifiziert und je 1 pl in die Spuren 1-3 geladen.

5.1.2.5 UNTERSUCHUNG DER HLA-G-EXPRESSION IN GLIOBLASTOMZELLINIEN AUF PRO-

TEINEBENE MITTELS FACS-ANALYSE UND WESTERNBLOT

Der nachste Schritt war die Untersuchung der HLA-G-Expression auf Proteinebene mittels
FACS-Analyse und Westernblot. Unstimulierte Glioblastomzellen zeigten eine nur sehr
schwache Expression von HLA-G auf der Zelloberflache, die nach Inkubation mit IFNy signifi-
kant erhoht war (Abb. 5.1.7). Dabei war die Stimulation in T98-Zellen deutlicher als in N59-
Zellen, was auch mit dem Ergebnis des Northernblot Ubereinstimmt. Neben 87G als HLA-G-
spezifischem Antikdrper wurde zur Kontrolle die Farbung mit dem Antikérper 4E durchgefihrt,
der bestimmte HLA-B- und -C-Allele erkennt. Fir U-937-Zellen war die im FACS mit den
Antikdrpern 87G und 4E nachweisbare Verstarkung der Oberflachenexpression von Klasse-
I-Molekillen nach IFNy-Stimulation gezeigt worden, und deshalb wurde diese Zellinie als
Kontrolle mitgefiihrt (Yang et al. 1996). Als Positivkontrolle fir 87G wurden die .221G-Gen-
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und G1m-Transfektanten eingesetzt, deren HLA-G-Expression durch IFNy-Behandlung nicht
stimuliert werden kann. Auch in der FACS-Analyse unterschieden sich T98 und N59 in der

Expressionsstérke.
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Abb. 5.1.7: Analyse der Zelloberflachenexpression von HLA-G und Klasse | in T98- und N59-
Glioblastomzellinien nach IFNy-Stimulation

Je 2x 10° Zellen wurden fiir 48 h mit oder ohne IFNy inkubiert und entweder mit dem HLA-
G-spezifischen Antikérper 87G oder dem anti-HLA-B/-C-Antikérper 4E geféarbt und im FACS
analysiert. Die Transfektanten .221G und -G1m wurden als Positivkontrollen fir 87G ein-
gesetzt. Es sind jeweils die unbehandelten Zellen (gestrichelte Linie) mit den stimulierten
Zellen (durchgezogene Linie) und mit der Negativkontrolle (nur zweiter Antikdrper, grau

schattiert) vergliche

n.

Das Resultat der FACS-Analyse bestatigte sich auch im Westernblot. Zellysate der unstimu-

lierten und stimulierten Glioblastomzellen sowie von JEG-3 wurden mit dem HLA-G-spezifi-
schen Antikorper 4H84 sowie dem Klasse-I-spezifischen Antikorper TP25.99, der HLA-G
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nicht erkennt, untersucht. In den mit IFNy stimulierten Zellen zeigte sich die verstarkte Expres-
sion von Klasse | (Abb. 5.1.8 a) sowie von HLA-G1 (Abb. 5.1.8 b). Obwohl eine HLA-G-
schwere-Kette bereits im Lysat der unbehandelt kultivierten Zellen zu sehen war, fuhrte dies
nicht zu einer eindeutig nachweisbaren Zelloberflachenexpression. Stimulation mit IFNy er-
hohte die Menge an HLA-G Polypeptid und resultierte in einem eindeutig nachweisbaren
Zelloberflachentransport. Verkirzte HLA-G-Polypeptide lieBen sich nur im JEG-3-Zellysat

nachweisen.
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Abb. 5.1.8: Analyse der HLA-G-Expression in Glioblastomzellinien vor und nach IFNy-Be-
handlung durch Westernblotanalyse

Je 100 pg Zellysat von T98- und N59-Zellen, mit bzw. ohne 48stiindige IFNy-Behandlung
sowie von JEG-3-Zellen wurden auf 10%igen SDS-Polyacrylamidgelen aufgetrennt, auf Ni-
trocellulosemembran Ubertragen und mit dem Klasse-I-spezifischen Antikorper TP25.99
(oben) bzw. dem G-spezifischen Antikérper 4H84 (unten) geféarbt.

Es konnte gezeigt werden, daR HLA-G-mRNA und die alternativ gesplei3ten Transkripte im
humanen Gehirn exprimiert werden. In den untersuchten Glioblastomzellinien T98 und N59
fuhrte die Stimulation mit IFNy zu einer signifikanten Erh6hung der Expression von HLA-G1,
sowohl auf RNA- als auch auf Proteinebene. Stimulation mit IL-4 und IL-6 zeigte keinen Ef-
fekt, ebenso blieb die Expression der HLA-G-Isoformen von den verwendeten Cytokinen

unbeeinflufit.
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5.1.3 HLA-G-EXPRESSION IN MUSKELBIOPSIEN UND MYOBLASTEN

Unstimulierte und mit IFNy stimulierte Myoblasten (Myo-, Myo+) wurden von Dr. Hohlfeld zur
Verfiigung gestellt, ebenso wie cDNA aus Biopsiematerial: von drei nicht-myopathischen
Kontrollen (N1-N3), von zwei Patienten mit Dermatomyositis (D1, D2) und zwei Patienten mit
Polyomyositis (P1, P2). Der Nachweis von HLA-G und den alternativ gespleil3ten Transkripten
erfolgte in einer PCR-Reaktion mit dem Primerpaar HLA-G als und Ex6/3'UT, wobei cDNA von
JEG-3 als Kontrolle diente. Die Qualitat der cDNA wurde durch Amplifikation eines 152-bp-
Stiicks (Exon 2-3) der -Actin-mRNA Uberprft, wobei sich zeigte, daf? die Qualitat der cDNA
aus dem Biopsiematerial deutlich schlechter war als die der Myoblasten und JEG-3-Zellen
(Abb. 5.1.9 e). In unstimulierten Myoblasten und in allen Muskelbiopsien waren auf dem Ethi-
diumbromid-gefarbten Agarosegel keine Banden zu sehen. Nur in stimulierten Myoblasten und
in JEG-3-Zellen konnten Banden fiir G1, G2/4 und G3 nachgewiesen werden (Abb. 5.1.9 a),
erst nach Hybridisierung mit der Digoxigenin-markierten G4-cDNA als Sonde auch in den
anderen Proben (Abb. 5.1.9 b). Dabei war G3 die vorherrschende Isoform, wahrend die Ex-
pression der Ubrigen Formen von Probe zu Probe sehr unterschiedlich war. Zur Unterschei-
dung von HLA-G2 und -G4 wurde mit isoformspezifischen Oligonukleotiden hybridisiert (Abb.
5.1.9 c und e). Hierbei erwies sich G2 als haufigste Isoform, wahrend G4 nur in den Proben
N3 und P2 und in geringer Menge in Myoblasten vorkam. In den Muskelbiopsien verhielten sich
die alternativ gesplei3ten Transkripte gegenlaufig. Es konnte entweder die G2- oder die G4-
cDNA-Sequenz amplifiziert werden. In kultivierten Myoblasten waren G2 und G4 exprimiert,
nach Stimulation mit IFNy war aber nur die Expression von G2 erhoht. Diese Ergebnisse wur-
den durch Reamplifikation der einzelnen Banden der stimulierten Myoblasten und anschlie-
Rende Sequenzierung bestétigt. Die gefundene Sequenz entspricht dem G*01011-Allel (HLA-
6.0; Geraghty et al. 1987). Die Sequenz der G4-Isoform konnte als Hintergrund in der G2-Se-
guenz sehr schwach, aber deutlich gelesen werden.
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Abb. 5.1.9: Nachweis der HLA-G-mRNA-Expression in Myoblasten und Muskelbiopsien

a) Je 1 pl cDNA von unstimulierten und IFNy-stimulierten Myoblasten (Myo-, Myo+) und von
Muskelbiopsien - drei nicht-myopathische Muskelgewebe (N1-N3), zwei Biopsien von Derma-
tomyositispatienten (D1-D2), zwei Proben von Polyomyositispatienten (P1-P2) - wurde in
eine Standard-PCR-Reaktion mit den Oligonukleotiden als und Ex6/3'UT eingesetzt und
der gesamte Ansatz auf einem 1,5%igen Agarosegel aufgetrennt. In Spur 1 (H.O) wurde
die Negativkontrolle (Ansatz ohne cDNA) aufgetragen, in Spur 2 (Marker) 200 ng des Gro-
Renstandards (1-kb-Leiter, Gibco, BRL), in Spur 3 10 pl Amplifikat der Positivkontrolle JEG-
3. Die letzten vier Spuren enthalten PCR-Amplifikate subklonierter cDNA von G1, G2, G3
und G4 als GroRRenvergleich und Kontrollen fir die Hybridisierungen.

b)-d) Hybridisierung mit der Digoxigenin-markierten cDNA von HLA-G4 (b), dem fiur HLA-G2
spezifischen Oligonukleotid G2-3' (c) bzw. dem fir HLA-G4 spezifischen Oligonukleotid G3-
5 (d).

e) Je 1 pl cDNA wurde in eine Standard-PCR-Reaktion mit den B-Actin-spezifischen Oligo-
nukleotiden #1485 und #2077 eingesetzt und 3 pl der Reaktion auf einem 2%igen Agaro-
segel aufgetrennt.

Die Ethidiumbromidfarbung der Gele ist revertiert dargestellt.

HLA-G-mRNA war in Muskelgewebe und in Myoblasten nachweisbar. Die Expression
konnte in Myoblasten durch Stimulation mit IFNy signifikant erhoht werden. Im Muskelge-
webe war G3 die vorherrschende Isoform, wahrend die Transkripte fir die l6slichen G-lso-
formen nicht nachgewiesen werden konnten.
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5.2 HERSTELLUNG UND CHARAKTERISIERUNG EINES KANINCHENSERUMS
UND EINES MONOKLONALEN ANTIKORPERS GEGEN DIE al-DOMANE
VON HLA-G

Zu Beginn der Arbeit stand nur der Antikérper 87G zur Verfigung, mit dem HLA-G1 im FACS
und in der Immuncytochemie nachgewiesen werden kann. Fur den Nachweis im Westernblot
oder die Detektion der Isoformen waren aber keine Reagenzien vorhanden. Deshalb war es
zunachst das Ziel, ein Antiserum bzw. einen monoklonalen Antikérper fir diese Zwecke zu
generieren, und zwar zundchst gegen die in allen HLA-G-Isoformen vorkommende al-Do-
mane. Dazu wurde diese im Vektor pQE30 als rekombinantes Protein mit einem Histidinanhang
[(His)s] am N-Terminus in Bakterien exprimiert, Uber dieses Epitop mittels Metallchelataffinitats-
chromatographie gereinigt, gegen 1 M Harnstoffpuffer dialysiert und fir die Immunisierung
eines Kaninchens und von Mausen eingesetzt (s. 3.9.4.2, 4.4.1, 4.4.11).

Abbildung 5.2.1 zeigt das etwa 14 kDa schwere rekombinante Protein vor und nach der Reini-
gung. Der Nachweis erfolgte durch Auftrag auf SDS-Polyacrylamidgele mit anschlieRender
Silberfarbung. Die hierbei erhaltenen Ergebnisse konnten auch im Westernblot mit einem ge-
gen den (His)s-Anhang gerichteten Antikorper bestétigt werden (nicht gezeigt). Die Expres-
sion wird durch Zugabe von IPTG zur Bakterienkultur stark induziert und erreicht ihr Maximum
nach 5,5 Stunden, findet aber in geringer Menge schon in uninduzierten Bakterien statt, da die
Regulation der Genexpression etwas durchlassig ist. Aliquots der Eluate wurden nach der
Reinigung aufgetragen, um zum einen die Reinheit zu Gberprifen, wobei sich zeigte, dal} ei-
nige kontaminierende Proteine im Bereich Uber 30 kDa noch im Eluat enthalten waren. Zum
anderen wurde durch den Auftrag von in Anwesenheit von B-ME gekochter Probe bzw. ohne
B-ME ungekochter Probe tberprift, ob mdglicherweise Aggregate gebildet werden oder ob
eine Verschiebung der Bande eine mdgliche Faltung des Proteins anzeigt. Beides war aber
nicht der Fall.
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Abb. 5.2.1: Uberprifung des rekombinanten HLA-G-a1-Polypeptids mittels Polyacrylamid-
gelelektrophorese

Spur 2, 3: Das Sediment von je 300 pl Suspension uninduzierter oder mit 1 mM IPTG fur
5,5 h induzierter Bakterien wurde in 1x SDS-Auftragspuffer mit B-ME aufgenommen, aufge-
kocht und auf einem 16,5%igen Tris-Tricin-Gel aufgetrennt. In Spur 1 sind 15 pl Protein-
marker (Kaleidoscope Prestained Standard, broad range, BIORAD) aufgetragen.

Spur 4, 5: Je 1 yug Sauleneluat nach der Dialyse wurde entweder mit 3-ME-haltigem Auf-
tragspuffer gekocht oder mit Auftragspuffer ohne B-ME und ungekocht auf ein 15%iges
SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen. Die Gele wurden nach dem Lauf silbergeféarbt.

5.2.1 HERSTELLUNG UND CHARAKTERISIERUNG EINES KANINCHENSERUMS GEGEN DIE
al-DoOMANE VON HLA-G

Das rekombinante HLA-G-al1-Polypeptid wurde zur Immunisierung eines Kaninchens verwen-
det, das vier Wochen nach der ersten Immunisierung ausgeblutet werden muf3te, da eine
zweite Immunisierung wegen Erkrankung des Tieres nicht durchgefiihrt werden konnte.

Das Kaninchenserum wurde zunachst in verschiedenen Verdiinnungen im ELISA auf rekom-
binantem al-Polypeptid getestet und reagierte noch in einer Verdinnung von 1:50.000 deut-
lich im Vergleich mit dem Praimmunserum (nicht gezeigt), erkannte aber kein huf3,m mit His-
Epitop. Auch im Westernblot reagierte es deutlich mit dem rekombinanten HLA-G-a1-Polypep-
tid.

Transfektanten der HLA-G-Isoformen standen zu Beginn dieser Untersuchung noch nicht zur
Verfligung, deshalb wurde eine FACS-Farbung von X63-Zellen durchgefihrt, die mit huf3,m
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(X63M) bzw. mit hu,m und den Genen fur HLA-E (X63ME), HLA-G (X63MG) oder HLA-B27
(X63MB27) transfiziert waren. Keine der Transfektanten zeigte mit dem Serum ein Signal
(nicht gezeigt). Ein mit Zellysat dieser Transfektanten durchgefuhrter Westernblot, der mit dem
Kaninchenserum gefarbt wurde, ergab eine groRe Anzahl unspezifischer Banden in allen
Proben. In der HLA-G-Transfektante war allerdings nach langerer Exposition schwach eine
Bande zu erkennen, die in den anderen Transfektanten nicht vorkam und deren GrofRe G1
entsprach. Banden in der GréRRe der HLA-G-Isoformen konnten nicht entdeckt werden, aller-
dings war aus den RT-PCR-Ergebnissen mit X63MG bekannt, da3 HLA-G1m das vorherr-
schende Transkript ist und HLA-G2m/-G4 und -G3 nur schwach exprimiert werden.

Nachdem die Transfektanten der HLA-G-Isoformen charakterisiert waren (siehe Kapitel 5.3
und 5.4), konnten sie fir die weitere Untersuchung des Serums eingesetzt werden. In der
FACS-Analyse zeigten die .221 G1m-Transfektante sowie die B-LCL LG2- und .45-Zellen ein
schwaches positives Signal, wahrend untransfizierte .221-Zellen und U-937-Zellen sowie
.221 G2-, G3- und G4-Transfektanten negativ waren (Abb. 5.2.2). Alle Zellen, die HLA-G auf
der Oberflache tragen, wurden schwach mit dem Kaninchenserum geféarbt. Kontrollfarbungen
wurden mit den Ak 87G fur HLA-G1-Expression und Al1.4 zum Nachweis von HLA-Klasse-I-
Molekuilen durchgefihrt.

Die Fahigkeit des Kaninchenserums, die Proteine der HLA-G-Isoformen zu erkennen, konnte
nachgewiesen werden, nachdem der Antikérper 4H84 fir den Nachweis aller HLA-G-Formen
im Westernblot zur Verfigung stand (siehe 5.2.2.2 und Abb. 5.2.7).
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Abb. 5.2.2: FACS-Analyse der Transfektanten fur die HLA-G-Isoformen mit dem HLA-G-al
Kaninchenserum

Je 2x 10° Zellen von .221, den Transfektanten G1m K24 und K27, G2m G1, G3 D12, G4
D4 sowie LG2-, .45- und U-937-Zellen wurden mit Kaninchenserum in einer Verdinnung
von 1:250 gefarbt (durchgezogene schwarze Linie). Als Negativkontrolle wurde die Farbung
mit Praimmunserum in der gleichen Verdinnung durchgefuhrt (schattiert). Weitere
Kontrollen waren die Farbung von HLA-Klasse | mit Al1.4 (gestrichelte Linie) und von HLA-G
mit 87G (graue durchgezogene Linie).

5.2.2 UNTERSUCHUNG DER HYBRIDOME

Die Uberstande der erhaltenen Hybridome wurden zunachst im FACS auf den HLA-G-Gen-
Transfektanten X63MG und .221G getestet, da Transfektanten der einzelnen G-Isoformen zu
diesem Zeitpunkt noch nicht etabliert waren. Hierbei erwiesen sich aber alle Uberstande als
negativ. Als néchstes wurde ein ELISA mit dem rekombinanten al-Polypeptid durchgefihrt.
Eine ganze Reihe an Uberstanden ergab ein positives Signal; viele davon reagierten aber
auch in einem ELISA mit rekombinantem huf3;m mit einem Histidinepitop, so daf} die Reaktivitat
auf eine Erkennung der Histidine und nicht des al-Polypeptids zurtickzufihren war. Ein wei-
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terer ELISA wurde mit dem inzwischen vorhandenen Uberstand der Gls-Transfektante und
mit dem Uberstand der untransfizierten .221-Zellen als Negativkontrolle durchgefiihrt. Keiner
der Hybridomlberstande reagierte nur mit dem l6slichen G1. SchlieBlich wurden die
Uberstande noch im Westernblot eingesetzt, zum einen fiir den Nachweis von rekombinantem
al-Polypeptid, das von allen gleichermal3en gut erkannt wurde, zum andern fur die Farbung
von Zellysat der X63MG-Transfektante (beide ohne Abbildung). In diesem Lysat wurde eine
ganze Reihe unspezifischer Banden nachgewiesen, aber nur ein Hybridomiberstand zeigte
ein davon abweichendes Muster mit einer zusatzlichen Bande, die sonst nirgends zu sehen
war. Dieses Hybridom, 2G12, wurde daraufhin n&her untersucht.

5.2.2.1 CHARAKTERISIERUNG DES ANTIKORPERS 2G12

Der Uberstand des Hybridoms 2G12 war, wie alle anderen Uberstande, im FACS mit der
X63MG-Transfektante negativ gewesen, hatte im ELISA nicht mit dem rekombinanten huf,m
mit Histidinanhang reagiert, wohl aber mit dem rekombinanten al-Polypeptid, gleichermal3en
gut mit dem Uberstand der G1s-Transfektante, aber auch mit dem Uberstand der untransfi-
zierten .221-Zellen. Im Westernblot hatte er das rekombinante al-Polypeptid erkannt und mit
Zellysat der X63MG-Gen-Transfektante eine zusétzliche grof3ere Bande gezeigt, die mit den
anderen Uberstanden nicht erhalten wurde.

Mit den mittlerweile zur Verfigung stehenden Transfektanten der HLA-G-Isoformen wurde
erneut eine FACS-Analyse mit dem 2G12-Uberstand durchgefiihrt (Abb. 5.2.3). In den vorher
verwendeten HLA-G-Gen-Transfektanten X63MG und .221G war die Expression von G1, v.a.
aber der alternativ gespleidten G-Formen, sehr viel schwacher als in den Einzeltrans-
fektanten und deshalb moglicherweise fiir einen Nachweis nicht ausreichend gewesen.
AuRerdem war das Vorhandensein von Protein der Isoformen zu diesem Zeitpunkt noch nicht
bestatigt worden. Wie schon das Kaninchenserum, zeigte 2G12 ein schwaches Signal mit der
G1-Transfektante und farbte auch die Transfektanten der Isoformen. Allerdings war bereits
die Reaktion mit den untransfizierten .221-Zellen von vergleichbarer Stéarke. Mit LG2-Zellen
zeigte sich eine deutliche Farbung, mit .45-Zellen nur eine sehr schwache, im Gegensatz zum
Kaninchenserum, das mit diesen beiden Zellinien etwa gleich stark reagiert hatte. Der mAk
2G12 erkennt nicht das HLA-G-Protein auf der Zelloberflache. Als Positivkontrolle wurden die
Zellen mit dem HLA-Klasse-1-Ak W6/32 gefarbt.
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Abb. 5.2.3: FACS-Analyse der Transfektanten der HLA-G-Isoformen mit dem Hybridomiber-
stand 2G12

Je 2x 10° Zellen der HLA-G-Gen-Transfektante .221G, der .221-Transfektanten G1lm K24
und K30, G2m G1, G3 D12 und G4 D4 sowie von LG2- und .45-Zellen wurden mit Uber-
stand des Hybridoms 2G12 geféarbt (durchgezogene Linie). Als Negativkontrolle ist die Far-
bung ohne 1. Ak (schattiert) gezeigt, als Positivkontrolle die Farbung mit W6/32 (gestrichelte

Linie).

Die im Westernblot mit dem Zellysat der X63MG-Gen-Transfektante von 2G12 erkannte zu-
satzliche Bande konnte auch im Zellysat der .221G-Gen-Transfektante gesehen werden,
zeigte sich aber auch bereits in untransfizierten .221-Zellen. Deshalb mul3te zunachst gezeigt
werden, dal3 2G12 in der Lage ist, tatsdchlich HLA-G zu erkennen. Denn auch bei Kreuz-
reaktion mit dem von .221-Zellen exprimierten HLA-E, die vermutet werden mufite, war das

Hybridom 2G12 interessant, falls es doch die HLA-G-Isoformen erkennen kénnte. Nachdem

der Auftrag von Gesamtzellysat von .221-Zellen und der .221G-Gen-Transfektante sehr viele

unspezifische Banden gezeigt hatte, wurden in der Folge Immunpréazipitationen durchgefthrt,
wobei zunadchst wieder das Problem bestand, keinen Antikérper fir den Nachweis von HLA-

G im Westernblot zur Verfliigung zu haben.
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Prazipitation von frisch isolierten PBL, .221-Zellen, .221G- sowie X63MB27- und X63ME-
Transfektanten mit 2G12 und Farbung mit TP25.99 zeigte deutliche Signale nur bei .221-Zellen
und der .221G-Transfektante. Die zur Kontrolle durchgefuhrte Prazipitation mit dem Ak B9.12.1
ergab das erwartete Signal fur die Klasse-I-Molekile in allen Zellen (Abb. 5.2.4; auf die Pra-
zipitation der .221G-Transfektante mit B9.12.1 und Farbung mit TP25.99 wurde verzichtet, da
TP25.99 HLA-G nicht erkennt). Prézipitation mit B9.12.1 und Farbung mit 2G12 ergab ebenfalls
nur Signale in .221-Zellen und der .221G-Transfektante, nicht aber in X63MB27, X63ME,
X63MG, PBL und BeWo (ohne Abbildung). 2G12 prazipitiert also weder HLA-B27 noch HLA-E
und erkennt auch nicht die Klasse-I-Molekile der PBL (A1, A29, B44, Cw4, DRY). Auffallend
ist jedoch, da? 2G12 ein Klasse-I-Molekdl in .221 und der .221G-Transfektante prazipitiert,
welches nicht entsprechend stark mit B9.12.1 reagiert.

Prazipitation ‘ B9.12.1 2G12
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Abb. 5.2.4: Immunprézipitation mit 2G12 und B9.12.1 und Farbung mit TP25.99

Je 1x 10’ Zellen von untransfizierten .221-Zellen, PBL sowie der HLA-G-Gen-Transfektante
221G, der huB.m/HLA-B27-Gen-Transfektante X63MB27 und der huf,m/HLA-E-Gen-
Transfektante X63ME wurden nach NP40-Lyse mit Uberstand von B9.12.1 bzw. 2G12 pra-
Zipitiert, auf einem 12%igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt, auf Nitrocellulose Ubertra-
gen und mit dem Ak TP25.99 gefarbt. Die GrolRen der HLA-Klasse-I-Molekile bzw. von
HLA-E sind durch einen Pfeil angezeigt.

Um auszuschlieRen, daf3 die mit 2G12 gefarbte Bande auf unspezifische Bindung zurtickzu-
fuhren ist, wurde Lysat der .221G-Transfektante vor Zugabe des spezifischen Antikdrpers
zuerst mit einem irrelevanten Antikorper prazipitiert (3D11, anti-Faktor H), anschliel3end mit
B9.12.1 bzw. 2G12 nachprazipitiert und schlie3lich mit TP25.99 nachgewiesen. Dabei ergab
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sich aber dasselbe Bild wie oben beschrieben, so dal? Unspezifitdt ausgeschlossen werden
konnte.

Um die Erforderlichkeit eines Antikorpers fir den Nachweis zu umgehen, wurden die Gele
nach Auftrennung der Immunprézipitate schlie3lich silbergefarbt. Die Zellinie LG2 sowie die
Transfektanten .221G, G1m und G2m wurden mit 2G12 und als Kontrolle mit W6/32 préazipi-
tiert. Fir G1m war die Erkennung durch W6/32 aus der FACS-Analyse bekannt, fur G2m war
die Prazipitation mit W6/32 publiziert worden (Rouas-Freiss et al. 1997). In allen verwendeten
Zellen zeigte sich mit beiden Antikdrpern eine Bande in der Grol3e eines Klasse-I-Molekils.
Eine kleinere Bande fur HLA-G bzw. fir G2m konnte nicht gesehen werden, allerdings war
zu diesem Zeitpunkt in den G2m-Transfektanten der Nachweis der Expression nur auf RNA-
Ebene, nicht aber auf Proteinebene mdglich. Als Negativkontrolle wurde eine Prazipitation des
Lysepuffers alleine durchgefuhrt, um die durch die Bindung des Antikdrpers an die Sepha-
rose erhaltenen Banden von den durch die Préazipitation der Klasse-I-Molekile hervorgeru-
fenen unterscheiden zu kdnnen. Das Ergebnis fur die Zellinie LG2 konnte im Westernblot
durch Farbung mit TP25.99 bestatigt werden (nicht gezeigt).
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Abb. 5.2.5: Immunprazipitationen mit 2G12 und W6/32 und Silberfarbung des Polyacrylamid-
gels

Je 1x 10" Zellen von LG2-Zellen sowie von .221G, G1m- und G2m-Transfektanten wurden
mit Uberstand von 2G12 bzw. W6/32 préazipitiert, auf einem 12%igen Polyacrylamidgel auf-
getrennt und anschlieRend silbergefarbt. Die GrélRe der HLA-Klasse-I-Molekile ist durch ei-
nen Pfeil angezeigt. Zur Darstellung der von den Antikérpern stammenden Banden wurde
eine Préazipitation nur mit Lysepuffer (Spur 4 bzw. 9) durchgefiihrt. In Spur 1 sind 5 pl Pro-
teinstandard (Electrophoresis Calibration Kit, Pharmacia) aufgetragen.
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Das rekombinante al-Polypeptid, das fur die Immunisierung verwendet worden war, war in
Bakterien hergestellt worden und deshalb unglycosyliert. Es stellte sich folglich die Frage, ob
die in eukaryontischen Zellen stattfindende Glycosylierung der Klasse-I-Molekile fir die
schwache Erkennung durch 2G12 verantwortlich sein konnte. Deshalb wurde nach der Im-
munprazipitation ein EndoF-Verdau durchgefuhrt, um feststellen zu konnen, ob durch Ab-
spaltung der Zucker die Starke der Erkennung zunimmt. Prazipitiert wurden Lysate von .221-
und LG2-Zellen mit B9.12.1, die Prazipitate mit EndoF verdaut bzw. als Kontrolle unverdaut
aufgetragen und mit den Antikérpern 2G12 bzw. TP25.99 gefarbt. Wahrend die Starke der Er-
kennung mit TP25.99 sich nach dem Verdau nicht verandert, sieht man mit 2G12 bei .221-
Zellen eine deutliche Zunahme, die auch in LG2-Zellen auftritt (Abb. 5.2.6). EndoF-Verdau von
Prazipitaten der X63ME- und MG-Transfektanten oder von PBL flhrte aber zu keiner ver-
starkten Erkennung durch 2G12 (nicht gezeigt). In allen Untersuchungen erkannte der mAk
Molekile der Grol3e von HLA-Klasse-la und HLA-E, er reagierte aber nie mit HLA-G.

Prazipitation B9.12.1
Detektion TP25.99
EndoF - + - +
.221 LG2
11 1

-_— .. -

HLA-Klasse | — .
R
R &

Abb. 5.2.6: Der mAk 2G12 reagiert starker mit nicht-glycosylierten HLA-Klasse-l a-Ketten

Je 4x 10" Zellen von LG2 und .221 wurden nach NP40-Lyse in je zwei Aliquots mit B9.12.1
prazipitiert. Ein Aliquot wurde anschlieBend mit EndoF verdaut, das andere wurde dersel-
ben Prozedur, nur ohne Zugabe des Enzyms, unterzogen und diente als Kontrolle. Die
Aliquots wurden erneut geteilt, auf ein 12%iges Polyacrylamidgel aufgetragen, und mit den
Antikdrpern TP25.99 bzw. 2G12 gefarbt.
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5.2.2.2 NACHWEIS DER HLA-G-PROTEINE MIT DEM AK 2G12 UND DEM KANINCHENSERUM

Nachdem der Antikorper 4H84 fur den Nachweis aller HLA-G-Isoformen im Westernblot zur
Verfligung stand (Crisa et al. 1997) und die Transfektanten der HLA-G-Isoformen auch auf
Proteinebene charakterisiert waren (Kap. 5.4), konnten das Kaninchenserum und der Ak
2G12, dessen Isotyp mittlerweile als IgM bestimmt worden war, auf ihre Fahigkeit, die HLA-G-
Isoformen zu erkennen, getestet werden. Der Versuch, in Zellysaten der Transfektanten m
Westernblot HLA-G nachzuweisen, hatte kein Ergebnis gebracht. Erst nach Immunprazipita-
tion und anschlieBender Farbung mit dem Ak 4H84 konnte gezeigt werden, dal3 das Kanin-
chenserum in der Lage ist, alle Isoformen von HLA-G gleichermal3en gut zu prazipitieren,
wahrend 2G12 HLA-G1m und die Isoformen G2m und G3 prézipitiert, allerdings sehr viel
schwéacher als das Kaninchenserum. Ein Signal fir die G4-Isoform konnte fur 2G12 auch
nach langerer Exposition nicht gesehen werden, was moglicherweise mit der geringeren
Menge an G4-Protein im Lysat zusammenhangt (Abb. 5.2.7).

Detektion 4H84
Prézipitation ‘ 2G12 Rb-As
‘.221 Glm G2m G3 G4 H.221 Glm G2m G3 G4 221 Glm G2m G3 G4
Gim— - =3 -
Gam— -
G4— —_—
e -

Abb. 5.2.7: Nachweis der Immunprazipitation der HLA-G-Isoformen mit dem Ak 2G12 und dem
Kaninchenserum

Je 1x 10’ Zellen von untransfizierten .221-Zellen sowie von G1m-, G2m-, G3- und G4-Trans-
fektanten wurden nach NP40-Lyse mit dem Kaninchenserum (Rb-As) bzw. dem Hybridom-
Uberstand 2G12 préazipitiert, auf einem 10%igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt, auf Ni-
trocellulose Ubertragen und mit dem Ak 4H84 gefarbt. Zur Abschatzung der in den Trans-
fektanten vorhandenen Menge an Protein wurden auf einem zweiten Gel je ein Aliquot des
Lysats, das der Menge von 1x 10° Zellen entsprach, aufgetragen und ebenfalls mit 4H84
nachgewiesen.
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Die al-Doméane von HLA-G wurde als rekombinantes Protein in Bakterien hergestellt und
fur die Immunisierung eines Kaninchens und von Mausen benutzt. Das erhaltene Kanin-
chenserum war in der Lage, alle HLA-G-Isoformen gleichermalRen gut zu préazipitieren, ist
aber nicht HLA-G-spezifisch und erkannte HLA-G nicht auf der Zelloberflache. Der erhal-
tene monoklonale Antikorper 2G12 (IgM-Isotyp) zeigte dasselbe Reaktionsmuster. In der
Immunprézipitation erkannte er zwar die HLA-G-Isoformen, aber sehr viel schwacher als
das Serum. Wegen der schwachen Reaktivitat fir HLA-G im Vergleich mit dem mAk 4H84
sind die von mir hergestellten Reagenzien nur bedingt zum Nachweis der HLA-G-Polypep-
tide geeignet.

5.3 CHARAKTERISIERUNG DER HLA-G-TRANSFEKTANTEN

Die zu Beginn der Arbeit zur Verfigung stehenden HLA-G-Gen-Transfektanten .221G und
X63MG enthalten das HLA-G-Gen und exprimieren, wie durch RT-PCR mit anschlieRender
Klonierung und Sequenzierung bestétigt wurde, alle G-Isoformen, allerdings sind die ver-
kirzten Polypeptide im Zellysat kaum nachweisbar. Fir die Untersuchung der Effekte der ein-
zelnen Isoformen war es aber notwendig, Einzeltransfektanten der Isoformen herzustellen,
besonders in Hinblick auf die zu der Zeit auftretenden Hinweise auf eine besondere Rolle von
HLA-G bei der Erkennung durch inhibitorische Rezeptoren auf NK-Zellen in der Plazenta. Dazu
wurde die entsprechende Volle-Lange-cDNA der verschiedenen alternativ gesplei3ten Trans-
kripte in den episomalen Vektor pREP eingebaut und in die Klasse-l-negative Zellinie .221
transfiziert. Fir HLA-G1m erfolgte die Transfektion auch in die ebenfalls als Klasse-I-negativ
beschriebene Zellinie K-562. Es wurden jeweils mehrere unabhéngige Klone fur eine HLA-G-
Isoform analysiert.

Zunachst wurden die HLA-G-Transfektanten (.221 mit HLA-G1m, -G2m, -G3, und -G4 sowie
K-562-G1m) mittels FACS-Analyse auf Zelloberflachenexpression hin untersucht. Als HLA-G-
spezifischer Antikdrper stand zu diesem Zeitpunkt nur der mAk 87G zur Verfligung, von dem
nicht bekannt war, ob er die Isoformen auf der Zelloberflache tUberhaupt erkennen wiirde.
Deshalb wurden als weitere Antikbrper W6/32, B9.12.1 (erkennen HLA-Klasse-I-Molekiile,
wenn sie mit B,m assoziiert sind) und BBM1 (erkennt huf,m) eingesetzt, da, neben G1lm, zu-
mindest von HLA-G2m beschrieben worden war, dal3 es mit 3,m assoziiert sei und von
W6/32 erkannt wiirde; des weiteren Al.4 und TP25.99 (erkennen Klasse-I-Molekiile, aul3er
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HLA-G und unabhangig von [,m). Es zeigte sich, dal3 die Expression von HLA-G1m auf der
Oberflache von .221- und K-562-Zellen mit den Ak 87G, W6/32, B9.12.1 und BBML1 eindeutig
nachweisbar war, und die am besten exprimierenden Klone wurden flir weitere Untersu-
chungen ausgewahlt. Die Transfektanten der Isoformen reagierten hingegen nicht mit 87G.
Auch die Inkubation der Zellen bei 26°C UN, die bei HLA-E zur Oberflachenexpression bzw.
zur Verstarkung der Expression fuhren kann, zeigte keinen Effekt (nicht gezeigt). Mit den Ub-
rigen Antikdrpern sah man im Vergleich mit der untransfizierten .221-Zelle bei einigen der
untersuchten Klone eine schwache Zunahme, die durch Inkubation bei 26°C verstarkt war
und, wie sich spéater herausstellte, auf HLA-E zurtckzufihren war (siehe Abschnitt 5.5).

Da die Ergebnisse fur W6/32 und B9.12.1 sowie fiur Al.4 und TP25.99 Ubereinstimmten, wird
jeweils nur das Ergebnis fur einen der beiden Antikdrper und nur je einen Klon gezeigt.
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Abb. 5.3.1: Untersuchung der Expression der HLA-G-Transfektanten mittels FACS-Analyse

Je 2x 10° Zellen der .221-Transfektanten G1m K15, G2m G1, G3 D12 und G4 D11 und der
K-562-Transfektante G1m K9 (jeweils durchgezogene Linie) sowie von untransfizierten
.221- und K-562-Zellen (jeweils gestrichelte Linie) wurden mit den Antikdrpern 87G, W6/32,
Al.4 und BBM1 gefarbt. Als Negativkontrolle erfolgte die Inkubation ohne 1. Antikorper
(schattiert dargestellt). Auf der x-Achse ist die Intensitat der Fluoreszenz 1 angegeben.

Um zu prifen, ob die mit W6/32, BBM1 und Al.4 etwas variable, aber doch reproduzierbar er-
haltene schwache Zunahme der Zelloberflachenexpression auf zu geringe Menge der Iso-
formen zurlckzufiihren war, wurde fir diese zunachst die Expression auf RNA-Ebene im
Northernblot Uberprift. Dabei wurde als Sonde die Digoxigenin-markierte Volle-Lange-G4-
cDNA verwendet. Diese enthélt nicht die a3-Domane, die innerhalb der Klasse-I-Molekile der
am meisten konservierte Bereich ist. Dennoch war eine Kreuzreaktion dieser Sonde mit der
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von .221-Zellen exprimierten HLA-E-mRNA festzustellen, was fir die Untersuchung der
Transfektanten aber kein Problem darstellte, da zum einen die Reaktion mit HLA-E deutlich
schwéacher war als mit HLA-G und erst bei l&angerer Exposition sichtbar wurde, und aul3er-
dem die beiden HLA-E-Transkripte deutlich gréRer waren (1,8 kb und 2,7 kb) als die nach-
zuweisenden HLA-G-Transkripte (Abb. 5.3.2).

v
© % &
& {.&

2,7 kb HLA-E

1,8 kb HLA-E

. HLA-G1s

Abb. 5.3.2: Charakterisierung der HLA-G4-Sonde im Northernblot

Je 5 pg Gesamt-RNA zweier .221 G1s-Transfektanten (Klon E6 und E12) sowie von un-
transfizierten X63-Zellen und der X63ME-Transfektante wurden auf 1,2%igen Formalde-
hydgelen aufgetrennt, auf Hybond-N*-Membran geblottet und mit der Digoxigenin-markier-
ten G4-cDNA als Sonde hybridisiert. Die Menge der aufgetragenen RNA ist durch die Ethi-
diumbromidféarbung der 28S rRNA angezeigt.

Fir HLA-G2m zeigten alle untersuchten Klone vergleichbare Mengen an Transkript (Abb. 5.3.3
a), wahrend bei HLA-G2s, HLA-G3 und HLA-G4 deutlich unterschiedliche Mengen an mRNA
nachgewiesen wurden (Abb. 5.3.3 b, ¢ und d). Die am starksten exprimierenden Klone wur-
den jeweils ausgewahlt und fir weitere Untersuchungen verwendet.

Der Nachweis von lgslichem HLA-G1 (G1s) erfolgte mittels ELISA. Da bekannt war, daf3 G1ls
mit B,m assoziiert ist, wurde die ELISA-Platte mit W6/32 beladen, mit dem Uberstand der G1s-
Transfektanten inkubiert und der Nachweis Uber einen mit Meerrettichperoxidase gekoppelten
zweiten Antikbrper gegen hu,m gefuhrt. Es wurden nur zwei deutlich positive Klone erhalten
(G1s E12 und E®6), von denen sich einer als instabil erwies (E6) und die Expression einstellte.
Der Nachweis der mRNA dieser Klone ist in Abbildung 5.3.2 gezeigt. Der Nachweis von G2s
im Uberstand konnte auf diese Weise nicht erbracht werden, wobei zu diesem Zeitpunkt nicht
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zu entscheiden war, ob G2s nicht mit B,m assoziiert ist, oder ob es nicht im Uberstand ent-
halten ist.

a) Al Bl C1[p1] E1 F1 [G1] H1 A2 B2 C2 D2
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Abb. 5.3.3 : Untersuchung der Expression der HLA-G-Transfektanten auf RNA-Ebene

Je 5 pg Gesamt-RNA der Transfektanten wurden auf 1,2%igen Formaldehydgelen aufge-
trennt, auf Hybond-N*-Membran geblottet und mit der Digoxigenin-markierten G4-cDNA als
Sonde hybridisiert. Die Abschnitte a)-d) zeigen die jeweils angegebenen Transfektanten
von G2m, G2s, G3 und G4 in der Zellinie .221. In d) ist auBerdem als Negativkontrolle RNA
der untransfizierten .221-Zellen aufgetragen (Spur K). Fur .221 G1m wurden die laut FACS-
Analyse am besten exprimierenden Klone aufgetragen, neben je einem G2m-, G3-, G4-
und G2s-Klon als GroRenvergleich (e). In Bild f) sind die beiden nach FACS-Farbung
besten G1m-Klone in der Zellinie K-562 neben je einem G3- und G4-Klon in .221 zum Ver-
gleich aufgetragen. Die Menge der aufgetragenen RNA ist durch die Ethidiumbromidfar-
bung der 28S rRNA angezeigt. Klone, die in weiteren Experimenten verwendet wurden,
sind mit einem Ké&stchen versehen.
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Die Instabilitat der Transfektanten erwies sich im Verlauf der Arbeit als problematisch. Ob-
wohl standig in Selektionsmedium gezogen, stellten manche von ihnen die Expression ein
(Abb. 5.3.4). Die G1m-Transfektante K15 wurde daraufhin im FACS sortiert und so eine stark
exprimierende G1m*-Zellinie erhalten (G1m K15f). Der Nachweis fiir die Isoformen erfolgte im
Northernblot oder spater auch im Westernblot.

21.1.98 9.7.98 14.8.98 27.8.98 (nach Sortierung)

AR S

03 04 00 0L 02 03 04 00 O1L 02 03 04 00

1 02 0 01 02
Fluoreszenz 1 Fluoreszenz 1 Fluoreszenz 1 Fluoreszenz 1

Zellzahl
Zellzahl
Zellzahl
Zellzahl

00 03 04

Abb. 5.3.4; Expressionsverlauf der G1lm-Transfektante K15 und Selektion der stark exprimie-
renden G1m*-Transfektante K15f durch Sortierung im FACS

Jeweils 2x 10° Zellen der .221 Gim-Transfektante K15 wurden in bestimmten Zeitabstéan-
den mit dem HLA-G-spezifischen Ak 87G gefarbt. Nachdem der Klon in der Farbung zwei
Gipfel zeigte, wurden die 18% am starksten G1lm-exprimierenden Zellen per FACS aussor-
tiert und als Klon K15f weitergezogen.

Einzeltransfektanten der HLA-G-Isoformen (G1m, G1s, G2m, G2s, G3, G4) wurden durch
Klonierung der Volle-Lange-cDNA in den episomalen Vektor pREP und Transfektion in die
Klasse-l-negative Zellinie .221 (bzw. fir G1m auch in K-562) hergestellt. In der FACS-Ana-
lyse wurde nur G1m von den verwendeten Antikdrpern 87G, W6/32, B9.12.1 und BBML1 er-
kannt, nicht aber die Transfektanten der Isoformen G2m, G3 und G4. Der Nachweis der
Expression konnte fur die Isoformen G2m, G2s, G3 und G4 zunachst nur auf RNA-Ebene
im Northernblot erbracht werden, der Nachweis von Protein fir G1m in der FACS-Analyse
und fir G1s im ELISA.
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5.4 EXPRESSION DER HLA-G-ISOFORMEN

5.4.1 NACHWEIS DER PROTEINEXPRESSION IN DEN HLA-G-TRANSFEKTANTEN

Der Nachweis der Expression der HLA-G-Isoformen G2m, G2s, G3 und G4 war anfanglich
nur auf RNA-Ebene moglich gewesen (s. Abschnitt 5.3). Der Nachweis des Proteins und die
Frage nach der Zelloberflachenexpression der Isoformen waren bislang aber unbeantwortet
geblieben. Nachdem uns der Antikdrper 4H84 zur Verfigung stand, von dem gezeigt worden
war, dal3 er im Westernblot alle HLA-G-Isoformen erkennt, konnte die Klarung dieser Fragen
in Angriff genommen werden (Crisa et al. 1997).

Zunachst wurden Zellysate der Transfektanten der HLA-G-Isoformen aufgetragen, um m
Westernblot den Nachweis der Proteine zu erbringen (Abb. 5.4.1 a). Die verschiedenen HLA-
G-Polypeptide waren in den Lysaten der jeweiligen Transfektanten nachweisbar, wobei der
GroRRenunterschied zwischen G2m und G4 auffallend war. G2m lauft deutlich hoher als G4,
obwonhl dieses nach Vorhersage aus der Aminosauresequenz nur unwesentlich kleiner sein
sollte (M, 26 fur G2m, M, 25 fir G4, McMaster et al. 1998). Dies kann auf Unterschiede in der
Glycosylierung zuriickzufiihren sein. Die untransfizierten .221-Zellen zeigten kein Signal,
ebenso wie die Zellinien LG2, .174 und .45. In JEG-3-Zellen und der HLA-G-Gen-Trans-
fektante .221G war das G1m-Protein am starksten nachzuweisen. Erst nach langerer Exposi-
tion konnten in beiden Zellen Banden fir G2m und, sehr schwach, G3 gesehen werden
(rechter Bildteil). G4-Protein konnte in JEG-3 hier nicht nachgewiesen werden, in der .221G-
Transfektante ahnlich schwach wie G3. Diese Ergebnisse des Westernblot fir JEG-3 und
221G stimmen auch mit den RT-PCR-Ergebnissen fir diese Zellen tberein (siehe z.B. Abb.
5.1.1 fur JEG-3).

Auch in den K-562-G1m-Transfektanten liel3 sich das Protein mit dem Ak nachweisen, nicht
aber in untransfizierten K-562-Zellen (Abb. 5.4.1 b). Als Kontrolle fir den Nachweis von G1m
war Lysat einer .221-G1m-Transfektante aufgetragen, die deutlich mehr Protein exprimiert. Es
ist anzunehmen, dall das hier und auch in spateren Westernblots auffallende Auftreten
mehrerer Banden, das sich auch als etwas variabel erwies, auf unterschiedliche Glycosy-
lierung zuruckzufihren ist, wie sie fir G1m in Cytotrophoblastzellen beschrieben worden ist
(McMaster et al. 1998).
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Abb. 5.4.1: Nachweis der HLA-G-Isoformen in Zellysat mit dem Antikérper 4H84

Je 100 pg Protein der angegebenen HLA-G-Transfektanten bzw. Zellinien wurden auf
12,5%igen Polyacrylamidgelen aufgetrennt, auf Nitrocellulosemembran tbertragen und mit
dem Antikorper 4H84 gefarbt. Der rechte obere Bildteil zeigt eine l&dngere Exposition fur die
Zellinien JEG-3, .174, .45 und .221G, die Grol3en der Proteine von G2m, G4 und G3 sind
mit Pfeilen angegeben.

Von den Gls-Transfektanten war schon mittels ELISA gezeigt worden, dal3 im Kulturiber-
stand das Protein nachweisbar ist. Wahrend dieses auch nach Auftrag von Kulturliberstand
im Westernblot mit 4H84 nachweisbar war, zeigte der Auftrag von Zellysat und Uberstand
der G2s-Transfektanten, daR das G2s-Protein nur im Zellysat, nicht aber im Uberstand
nachgewiesen werden konnte (Abb. 5.4.2). Im Zellysat der G1s-Transfektante lag der Grol3-
teil des Proteins in unreifem Zustand vor, und nur ein geringer Anteil wurde sezerniert, wie
der Vergleich von Lysat und gereinigtem G1s-Protein in Abbildung 5.4.6 zeigt. Die G2s-Trans-
fektanten exprimierten drastisch weniger Protein, so daf? nicht ausgeschlossen werden kann,
daf? der davon sezernierte Anteil fir einen Nachweis des l6slichen G2-Proteins unzureichend
war.
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5.4.2: Nachweis von G1s im Kulturiberstand und G2s im Zellysat

Je 100 pg Protein (-L) bzw. 28 ul Zellkulturiiberstand (-U) von G1s-, G2s- und, als Vergleich,
einer G2m-Transfektanten wurden auf einem 10%igen Polyacrylamidgel aufgetrennt, auf
Nitrocellulosemembran Ubertragen und mit dem Antikérper 4H84 gefarbt.

Des weiteren wurde Uberprift, ob 4H84 auch fir den Einsatz im FACS geeignet ist (Abb.
5.4.3), erwies sich dort aber als negativ. Nur bei der starker exprimierenden, sortierten G1m-
Transfektante G1m K15f (s. Abb. 5.3.4) kbnnte man eine sehr schwache Reaktion annehmen.

221 .221G G1m K15f G2m G1
|

z z = eﬁ 5
o B ] ] [ o
3 S v g At 3

1 L L_I \

! L I |

1 v _ I'.

e T T "l-\“ﬁ' ) T == - T ' T L\—\_‘“ T T
100 101 102 103 104 100 101 102 103 104 100 101 102 103 104 100 101 102 103 104
Fluoreszenz 1 Fluoreszenz 1 Fluoreszenz 1 Fluoreszenz 1
G3 D12 G4 D4 JEG-3
z ﬁ z ﬂ % ||II
E E E h,‘-‘r
Ak ""I
e 1,

100 101 102 108 104 100 101 102 103 104 100 101 102 103 104

Fluoreszenz 1 Fluoreszenz 1 Fluoreszenz 1

Abb. 5.4.3: FACS-Analyse mit dem Antikorper 4H84

Je 2x 10° Zellen von .221, .221 G1m, G2m, G3 und G4 und JEG-3 als Positivkontrolle wur-
den mit dem Ak 4H84 geféarbt (durchgezogene Linie) bzw., als Negativkontrolle, nur mit dem
zweiten Antikdrper inkubiert (grau schattiert). Als Vergleich ist die Starke der HLA-G1m-Ex-
pression durch Farbung mit dem Ak 87G (gestrichelte Linie) angegeben.
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Deshalb wurde der Antikérper fir die Immunprazipitation eingesetzt, um zu tberprifen, ob er
Uberhaupt in der Lage ist, HLA-G-3,m-Peptidkomplexe zu erkennen. Zu diesem Zweck wurde
die Glm-Transfektante K15f flr die Prazipitation unter verschiedenen Lysebedingungen
verwendet (Abb. 5.4.4 a). Dabei wurden deutlich weniger Zellen eingesetzt (4x 10° als
spater fir die Prazipitation der Isoformen (1x 10°), da die Expression der G1m-Transfektante
K15f erheblich starker war als die der Isoformen. Bei dieser Prazipitation wurden dann 1x 10’
Zellen einer G1-Transfektante verwendet, die eine den Isoformen vergleichbarere Menge an
Protein exprimiert. Die Prézipitation von G1m mit W6/32 nach der tblichen Lyse mit 0,5% NP40
wurde als Kontrolle mitgeflihrt. Es zeigte sich, daf3 unter allen verwendeten Lysebedingungen
das G1lm-Protein von 4H84 prazipitiert werden kann. Nach Lyse mit NP40 bei hoher NaCl-
Konzentration war die prazipitierbare Menge an Glm-Protein am geringsten, wahrend
Lysebedingungen mit hoher SDS-Konzentration in Kombination mit einem nicht-ionischen
Detergens (Digitonin) zur Prazipitation einer mit dem W6/32-Prazipitat vergleichbaren Menge
an G1lm-Protein fuhrte. 4H84 erkennt HLA-G-Polypeptide normalerweise nur in denaturierter
Form im Westernblot, nicht aber den HLA-G-3,m-Peptidkomplex auf der Zelloberflache, den er
erst nach stark denaturierenden Lysebedingungen erkennen konnte. Das bedeutet aber, nach
Vergleich der prazipitierten Mengen unter milderen und stark denaturierenden Bedingungen,
daf3 ein grof3er Anteil des Proteins noch in einer zuganglicheren Form in der Zelle vorliegt. Fur
die Prazipitation der Isoformen wurden als Lysebedingungen die stark denaturierende Lyse
mit SDS und Digitonin bzw. eine Bedingung mit NP40 und geringerer Menge an SDS gewahlt
(Abb. 5.4.4 b; entspricht Spur 4 fur G1m), die sich fir die Isoformen als geeigneter erwies.
Alle Isoformen konnten mit 4H84 prézipitiert werden, den fur G1lm gesehenen Effekt, dal’
unter stark denaturierenden Bedingungen mehr prazipitiert wird, zeigten sie jedoch nicht, was
darauf hinweist, dal3 sie nicht in einer fur den Antikorper unzuganglichen komplexen Form
wie G1m vorliegen. In Spur 8 (Lyse mit Harnstoff als denaturierendem Agens) war entweder
unter diesen Bedingungen keine Bindung des Ak erfolgt oder das Prazipitat verlorengegan-
gen.
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Abb. 5.4.4: Immunprazipitation von G1m mit 4H84 nach unterschiedlichen Lysebedingungen
und Prazipitation der HLA-G-Isoformen

a) Je 4x 10° Zellen der Gim-Transfektante K15f wurden unterschiedlichen Lysebedingun-
gen unterzogen: 1% NP40 mit 150 mM NaCl (Spur 1), 1% NP40 mit 500 mM NaCl (Spur 2),
1% NP40 ohne NaCl (Spur 3), 1% NP40 mit 150 mM NaCl und 0,1% SDS (Spur 4), 0,1%
Digitonin mit 2% SDS und 1% NP40 (Spur 5), 0,5% NP40 mit 150 mM NaCl und EDTA
(Spur 6, W6/32 und b), 2% SDS (Spur 7), 8 M Harnstoff als denaturierendes Agens (Spur
8). Die Lysate wurden mit dem mAk 4H84 prazipitiert, die Prazipitate auf einem 10%igen
Polyacrylamidgel aufgetrennt und nach Ubertragung auf Nitrocellulosemembran mit dem-
selben Ak geféarbt.

b) Fur die Prazipitation wurden 1x 10° Zellen von .221 G1m, G2m, G3 und G4 nach Lyse
mit 1% NP40, 150 mM NaCl und 0,1% SDS verwendet.

5.4.2 ENDOH-SENSITIVITAT DER HLA-G-ISOFORMEN

Ein Merkmal reifer Oberflachenproteine ist die Resistenz gegen die Abspaltung unreifer Zuk-
ker durch Endonuklease H. Deshalb wurden Lysate der HLA-G-Isoformen sowie das sezer-
nierte G1s-Protein als Kontrolle einer Inkubation mit diesem Enzym unterzogen, um Hinweise
darauf zu erhalten, ob diese Proteine uberhaupt auf der Zelloberflache exprimiert werden
(Abb. 5.4.5). Es zeigte sich, dal3 das G1s-Protein aus dem Kulturiberstand wie erwartet voll-
stéandig und das G1m-Protein grof3tenteils resistent ist. Fiir die Isoformen konnte kein Anteil an
EndoH-resistentem Protein nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse korrelieren sehr gut mit
der Zelloberflachenexpression bzw. Sekretion der HLA-G-Molekile.
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Abb. 5.4.5: EndoH-Verdau von Zellysaten der HLA-G-Transfektanten bzw. von Uberstand
der Gls-Transfektante

100 pg Zellysat bzw. 25 pl Uberstand der Gls-Transfektante wurden entweder mit EndoH
behandelt oder, ohne Zugabe von Enzym, als Kontrolle mitgefiihrt. Nach Auftrennung auf
einem 10%igen Polyacrylamidgel und Ubertragung auf Nitrocellulosemembran erfolgte die
Farbung mit dem Ak 4H84.

5.4.3 CHARAKTERISIERUNG VON MAK IN BEZUG AUF IHRE BINDUNG AN DIE HLA-G-
ISOFORMEN

Die FACS-Analyse der HLA-G-Transfektanten mit den Ak 87G und W6/32 hatte nur fir G1m
ein positives Signal gezeigt (s. 5.3.1). Nachdem nun 4H84 fur den Nachweis zur Verfigung
stand, wurden auch diese Antikorper, die fur die Farbung im Westernblot nicht eingesetzt
werden konnten, fir die Immunprazipitation verwendet (Abb. 5.4.6). Es zeigte sich, dal3 beide
gut fur die Prazipitation von G1m geeignet sind. Wahrend eine Erkennung der Isoformen durch
87G nicht nachweisbar war, war W6/32 in der Lage, alle HLA-G-Proteine zu erkennen.
W6/32 ist beschrieben als Ak, der die Klasse-I-schwere-Kette erkennt, wenn diese mit 3,m
assoziiert ist. Das Epitop beinhaltet Positionen in der a2- und a3-Domane der schweren Kette
und Positionen in 3,m, wobei der Aminoterminus des [3,m eine wichtige Rolle spielt (Tanabe et
al. 1992; Shields und Ribaudo 1998). Es war deshalb erstaunlich, daf3 die Isoformen, v.a. G3,
das nur die al-Doméane enthalt, mit diesem Ak prézipitiert werden konnten. Entweder sind die
Isoformen tatséachlich mit B,m assoziiert, was flr G2m beschrieben wurde (Rouas-Freiss et
al. 1997), oder aber sie werden nicht durch W6/32 direkt erkannt, sondern mit einem anderen
Molekil koprazipitiert. Auf diesen Punkt wird in Abschnitt 5.6 nochmals eingegangen. Die
Farbung je eines Aliquots des Prazipitats mit TP25.99 wurde als Kontrolle durchgefihrt.
W6/32 préazipitiert das endogen in .221 vorhandene HLA-E, und dieses wird von TP25.99
erkannt, so dal3 ein Verlust des Prazipitats hatte ausgeschlossen werden kdnnen, falls flr
eine der G-Isoformen keine Bande zu sehen gewesen ware.
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Abb. 5.4.6: Immunprazipitation der HLA-G-Isoformen mit den Antikérpern 87G und W6/32

Je 2x 10 Zellen von .221, .221 G1lm K24, G2m G1, G3 D12 und G4 D4 wurden nach
NP40-Lyse mit den Ak 87G bzw. als Kontrolle mit 4H84 (linke Halfte) oder mit W6/32 (rechte
Halfte) prazipitiert und nach Auftrennung auf einem 10%igen Polyacrylamidgel und Uber-
tragung auf Nitrocellulosemembran mit 4H84 bzw. TP25.99 gefarbt. Ein Aliquot des Lysats
entsprechend 1x 10° Zellen wurde aufgetragen und mit 4H84 nachgewiesen, um die
Proteinmengen abzuschétzen (nicht gezeigt), die fur die Isoformen gleich waren und etwa
der Starke fir G2m und G3 in Abb. 5.4.5 entsprachen. Die Menge an G1m war etwa dop-
pelt so gro3. Nach langerer Exposition kann mit 4H84 auch G3 gesehen werden (unten
links) bzw. HLA-E ist in allen Spuren sichtbar (unten rechts).

AuBerdem wurde eine Immunprazipitation mit dem Ak BFL.1 durchgefiihrt. Von diesem Ak
war gezeigt worden, dal3 er auf JAR- und J26-G-Transfektanten ein positives Signal zeigt
und daR er G1m aus diesen Zellen prazipitieren kann (Bensussan et al., 1995). Uber seine
Reaktion mit den Isoformen war nichts bekannt. BFL.1 war bislang nur auf der G1lm-Trans-
fektante in einer FACS-Analyse getestet worden, dort aber negativ gewesen. Nun wurde
diese FACS-Analyse mit der sortierten G1m-Transfektante sowie den Transfektanten der Iso-
formen wiederholt und auch bei 26°C durchgefiihrt, um eine eventuelle temperaturabhangige
Stabilisierung nachweisen zu kénnen (nicht gezeigt). Nachdem die FACS-Analyse negativ
war, wurde auch hier eine Immunprazipitation mit anschlieRender Farbung mit 4H84 durchge-
fuhrt, um zu Uberprifen, ob der Ak Uberhaupt fahig ist, die Isoformen zu erkennen (Abb.
5.4.6). Die Prazipitation zeigt, dall BFL.1 durchaus in der Lage ist, die Isoformen gleicher-
malfden gut zu prazipitieren. Die schwache Bande von G2s bzw. die fehlende Bande bei G2m
kénnen durch die geringere Menge an Protein im Lysat erklart werden (siehe Lysate in der
rechten Halfte der Abbildung). Die Wiederholung der Prazipitation fur diese Isoformen mit
Lysaten, in denen mehr Protein enthalten war, ergab dann auch ein positives Signal (nicht
gezeigt).
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Abb. 5.4.7: Immunprazipitation der HLA-G-Isoformen mit dem Antikdrper BFL.1

Je 1x 10" Zellen wurden nach NP40-Lyse mit BFL.1 préazipitiert. Nach Auftrennung auf ei-
nem 10%igen Polyacrylamidgel und Ubertragung auf Nitrocellulosemembran erfolgte die
Farbung mit dem Ak 4H84. Pfeile zeigen die Antikérperbanden an. In der rechten Halfte
sind zur Mengenabschatzung Aliquots der Lysate entsprechend 1x 10° Zellen aufgetragen.

Es konnte gezeigt werden, dal® in den Transfektanten der HLA-G-Isoformen die jeweiligen
Proteine exprimiert werden. Wahrend G1m auf der Zelloberflache und G1s im Kulturliber-
stand nachgewiesen werden konnten, waren die Isoformen G2m, G2s, G3 und G4 nur im
Zellysat nachzuweisen und erwiesen sich als EndoH-sensitiv.
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5.5 STABILISIERUNG VON FUNKTIONELLEM HLA-E AUF DER ZELLOBER-
FLACHE DER HLA-G-TRANSFEKTANTEN

5.5.1 STABILISIERUNG VON HLA-E AUF DEN TRANSFEKTANTEN DER HLA-G-IsO-
FORMEN

In der FACS-Analyse der HLA-G-Isoformen mit den mAk W6/32 und Al.4 (sowie B9.12.1 und
TP25.99) war bei einigen Klonen der Isoformen eine leichte Verschiebung des Fluoreszenzsi-
gnals aufgefallen (Abb. 5.3.1). Aufgrund der Ergebnisse aus der EndoH-Behandlung mufdte
aber angenommen werden, dal diese nicht von der Erkennung der Proteine der HLA-G-Iso-
formen durch die verwendeten mAk verursacht werden kann, zumal diese Zunahme auch
von den mAk TP25.99 und Al.4 nachgewiesen wurde, die nicht mit HLA-G reagieren. Zu die-
ser Zeit wurde die Stabilisierung von HLA-E auf der Zelloberflache durch Bindung von Pep-
tiden mit bestimmten Sequenzmerkmalen aus den Signalpeptiden von Klasse-I-Molekilen be-
schrieben (Braud et al. 1997). Da das entsprechende Peptid von HLA-G die passenden Se-
guenzmerkmale fir eine Bindung enthalt, sollte untersucht werden, ob die festgestellte Ver-
schiebung in der FACS-Analyse auf die Stabilisierung des endogenen HLA-E auf der Zell-
oberflache der Transfektanten verursacht wird.

Die Stabilisierung von HLA-E auf der Zelloberflache ist am effektivsten bei 26°C, deshalb
wurden die Zellen zunachst Uber Nacht bei 37°C und 26°C inkubiert und anschlieBend mittels
FACS-Analyse die Oberflachenexpression von HLA-E untersucht (Borrego et al. 1998). Als
Kontrolle wurden untransfizierte .221-Zellen ebenfalls bei 37°C inkubiert bzw. zur Induktion
der HLA-E-Zelloberflachenexpression bei 26°C mit oder ohne Zugabe eines HLA-E-Peptidli-
ganden. Da die Ergebnisse fir die Ak Al.4 und TP25.99 sowie W6/32 und B9.12.1 (berein-
stimmten, wurde im weiteren nur Al.4 verwendet. Fir die .221-Zellen ist eine Verstarkung
der HLA-E-Oberflachenexpression durch Inkubation bei 26°C zu erreichen, die bei Zugabe
von Peptid (hier von B75.1;) noch verstarkt wird. Von den HLA-G-Transfektanten ist jeweils
ein Klon gezeigt. Klone der einzelnen Isoformen verhielten sich untereinander, aber auch
derselbe Klon in verschiedenen Experimenten in bezug auf die Induktion etwas variabel;
allerdings war der im gezeigten Experiment auftretende Effekt reproduzierbar: Die Expression
von G1m, G2s und G3 in der Zellinie .221 stabilisiert HLA-E nur sehr schlecht. In den .221-
G2m- und -G4-Transfektanten ist bereits bei 37°C eine Zunahme der HLA-E-Oberfla-
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chenexpression zu sehen, und auch die Kultivierung der Transfektanten bei 26°C resultiert in
einem deutlichen Anstieg von HLA-E (Abb. 5.5.1).

221

221 G1m K24
E .. E 1221 - 26°C + B73-11 E 221-37°C E
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Abb. 5.5.1: FACS-Analyse zum Nachweis von

Transfektanten

Fluoreszenz 1

HLA-E auf der Zelloberflache der HLA-G-

Je 2x 10° Zellen wurden in HEPES-gepuffertem Medium N bei 37°C bzw. bei 26°C inku-
biert und anschlieBend mit A1.4 gefarbt oder als Kontrolle nur mit dem zweiten Ak behan-
delt (grau schattiert). In der Auswertung wurden die untransfizierten .221-Zellen bei 37°C
(gepunktete Linie) bzw. bei 26°C (gestrichelte Linie) mit den Zellen nach Zugabe von B73.1:-
Peptid bzw. den Transfektanten bei der entsprechenden Temperatur (durchgezogene Li-

nie) verglichen.
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5.5.2 FUNKTIONELLES HLA-E AUF DEN HLA-G-TRANSFEKTANTEN INTERAGIERT MIT
DEM LOSLICHEN CD94/NKG2A-REZEPTORTETRAMER

Als nachstes wurde untersucht, ob die HLA-G-Expression in der Zellinie .221 zu einer funk-
tionellen HLA-E-Zelloberflachenreprasentation fihrt. CD94/NKG2A war zunachst als NK-inhi-
bitorischer Rezeptor beschrieben worden, der ein sehr breites Spektrum an Klasse-I-Moleku-
len erkennen sollte, darunter auch HLA-G (Carretero et al. 1997; Perez-Villar et al. 1997). Es
gab aber auch Hinweise auf die Fahigkeit von HLA-E, Peptide aus der Signalsequenz anderer
Klasse-I-Molekile, darunter auch HLA-G, zu binden, um dadurch auf der Zelloberflache stabi-
lisiert zu werden. Zunachst mufdte deshalb gepruft werden, ob der CD94/NKG2A-Rezeptor
HLA-G erkennt oder ob die Reaktion mit diesem Rezeptor auf Bindung an HLA-E zu-
rickzufiihren ist, wenn dieses durch Bindung eines Peptidliganden aus HLA-Klasse-I-Mole-
kilen stabilisiert ist.

Dazu wurden Transfektanten in der Mauszellinie X63 (transfiziert mit hup,m (X63M), als Ne-
gativkontrolle, bzw. huf,m und den Genen fir HLA-B27 (X63MB27), HLA-E (X63ME) oder
HLA-G (X63MG) mit Hilfe des tetrameren CD94/NKG2A-Rezeptors nach Inkubation bei 37°C
und 26°C mit bzw. ohne Zugabe des Peptids B75.,; aus der Signalsequenz von HLA-B7 mittels
FACS-Analyse untersucht. Parallel dazu wurden Aliquots der so inkubierten Zellen mit dem Ak
B9.12.1 gefarbt. Die Negativkontrolle X63M war in allen Fallen negativ, die HLA-B27-
Transfektante reagierte mit dem Ak, war aber unbeeinfluBt von Temperaturdnderung oder
Peptidzugabe, ebenso wie die HLA-G-Transfektante. Die HLA-E-Transfektante zeigte eine
deutliche Verstarkung der Oberflachenexpression bereits nach Inkubation bei 26°C. Zugabe
von Peptid fuhrte bei beiden Temperaturen zu einem starken Anstieg der Oberflachen-
expression, die bei 37°C drastischer ausfiel als bei 26°C. Die X63ME-Zellinie trug bei 26°C zu
einem geringen Anteil funktionelle HLA-E-Molekille auf der Oberflache, die CD94/NKG2A
binden konnten. Nach Inkubation mit Peptid war dieser Anteil stark erhdht, und es zeigte sich
eine deutliche Bindung des Rezeptortetramers, wahrend HLA-G und HLA-B27 nicht erkannt
wurden (Abb. 5.5.2).
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Abb. 5.5.2: Interaktion des loslichen CD94/NKG2A-Rezeptortetramers mit HLA-Klasse-I-Mole-
kilen

Je 2x 10° Zellen der X63-Transfektanten X63M (transfiziert mit huf,m) sowie X63MB27,
X63ME und X63MG (X63M transfiziert mit den Genen fir HLA-B27, HLA-E bzw. HLA-G)
wurden fur 6 h bei 37°C bzw. UN bei 26°C sowohl ohne Peptid (gestrichelte Linie) als auch
mit 100 uM B73.11-Peptid (durchgezogene Linie) inkubiert und anschlie@end mit B9.12.1 ge-
farbt. Als Negativkontrolle erfolgte die Inkubation mit einer IgG2b-Isotypkontrolle (grau
schattiert). Als Negativkontrolle fir die Farbung mit dem CD94/NKG2A-Rezeptor
(gestrichelte Linie: Transfektante ohne Peptid; durchgezogene Linie: Transfektante mit
Peptid) diente der Vergleich mit der X63M-Transfektante (grau schattiert).

Nachdem nun gezeigt war, dal3 der CD94/NKG2A-Rezeptor nur HLA-E (komplexiert mit
B7541), nicht aber HLA-G erkannte, war der nachste Schritt die Uberpriifung, ob Zugabe des
Peptids G;.,; aus der Signalsequenz von HLA-G tatséachlich zu einer Stabilisierung von HLA-E
fuhren kann. Hinweise, daf3 dies zutrifft, hatten sich bereits aus der Stabilisierung von HLA-E
in den Transfektanten der HLA-G-Isoformen ergeben (s. Abb. 5.5.1).
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721.221-Zellen wurden mit Peptiden aus den Signalsequenzen von HLA-B7 (B7;.4,) und HLA-
G (G3.11) bei 26°C fur 20 h inkubiert bzw. nach 18 h bei 26°C fur zwei Stunden bei 37°C ge-
halten, um die Bedingungen fir die spater beschriebene zellvermittelte Lyse zu simulieren (s.
Abschnitt 5.5.3), und anschlieRend mit dem Ak Al.4 (erkennt HLA-E, nicht aber HLA-G) bzw.
einer Isotypkontrolle gefarbt (Abb. 5.5.3). Untransfizierte .221-Zellen zeigten in der Al.4-
Farbung bereits ohne Zugabe von Peptid die Expression von HLA-E an der Oberflache. Nach
Zugabe des Peptids B7;.,; war die Oberflachenexpression verstarkt und blieb auch nach der
zweistiindigen Temperaturerhéhung stabil. Auch die Inkubation mit zwei unterschiedlichen
Konzentrationen von G5, flhrte in den .221-Zellen zu einer Stabilisierung von HLA-E. Die
HLA-E-Menge auf der Zelloberflache war aber geringer als mit B75.,; und zeigte einen leichten
Ruickgang durch die Temperaturerh6hung.
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Abb. 5.5.3: Stabilisierung der Oberflachenexpression von HLA-E in .221-Zellen nach Zugabe

des HLA-G-Signalpeptids G5.;; im Vergleich mit dem aus der B7-Signalsequenz abge-
leiteten Peptid B75.14

a) Je 1x 10° Zellen wurden in HEPES-gepuffertem Medium fiir 20 h bei 26°C ohne Zugabe
von Peptid (blaue Linie), mit Zugabe von 100 UM B73.4;- oder 100 bzw. 300 uM Gs.11-Peptid
(rote Linie) oder 26°C mit Peptid und 2stiindiger Ruckfiihrung auf 37°C (grine Linie) inku-
biert und anschlieBend mit dem Ak Al.4 oder mit einer 1gG2b-Isotypkontrolle (grau schat-
tiert) gefarbt.

b) Zur Verdeutlichung des unterschiedlichen Effektes der beiden Peptide wurden hier die
Kurven fir das B7;.1:-Peptid (braune Linie) und das Gs.a;-Peptid (orange Linie) fur die bei-
den durchgefiihrten Inkubationsbedingungen lbereinandergelegt. Zum Vergleich sind

auch hier die Isotypkontrolle (grau schattiert) und die Inkubation ohne Peptid (blaue Linie)
mit aufgefuhrt.
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Da der CD94/NKG2A-Rezeptor spezifisch HLA-E, komplexiert mit von Signalsequenzen abge-
leiteten Peptiden, bindet und HLA-E durch Inkubation mit dem HLA-G-Signalpeptid stabilisiert
werden konnte, erfolgte im nachsten Schritt die Untersuchung der verschiedenen HLA-G-
Transfektanten nach UN-Inkubation bei 26°C mit dem CD94/NKG2A-Rezeptortetramer, um zu
Uberprifen, ob in diesen Zellen HLA-E funktionell auf der Zelloberflache vorliegt und fur eine
Erkennung durch den Rezeptor ausreichend ist. Parallel wurde wieder ein Aliquot der Zellen
mit dem Ak Al.4 gefarbt, um die Starke der Stabilisierung zu Uberprifen. Gezeigt sind jeweils
zwei Klone pro Isoform bzw. .221-Zellen aus zwei verschiedenen Durchfihrungen, wobei
der Nachweis der Zelloberflachenexpression und die Bindung mit dem Rezeptor jeweils pa-
rallel durchgefuhrt wurden. Als Negativkontrolle wurde eine .221B27-Transfektante mitge-
fuhrt. Untransfizierte .221- und K-562-Zellen sowie die B27-Transfektante reagierten nicht mit
dem Rezeptor. Nach Inkubation mit dem B75.4,-Peptid bei 26°C UN konnten .221-Zellen jedoch
erkannt werden, wéhrend dies auf K-562-Zellen keinen Einflul? hatte. Die HLA-G-Transfek-
tanten zeigten im Prinzip alle eine wenn auch etwas variable Erkennung durch den léslichen
Rezeptor. Besonders schwach war diese mit der Gls-Transfektante, bei der auch keine
HLA-E-Stabilisierung auf der Zelloberflache zu sehen war und von der nur ein Klon zur Ver-
fligung stand, sowie mit jeweils einem der beiden gezeigten Klone von G2m und G2s, die
ebenfalls schwécher bzw. nicht stabilisierten, wahrend der jeweils andere Klon, der auch in
der Stabilisierung starker war, gut erkannt wurde. Beide G1lm-Transfektanten zeigten kaum
eine Stabilisierung, wurden aber beide schwach vom Rezeptor erkannt, ebenso wie beide
G3-Transfektanten, von denen aber nur eine eine deutliche Stabilisierung bewirkte.
Besonders deutlich war die Reaktion des Rezeptors mit den G4-Transfektanten sowie mit den
K-562 G1m-Transfektanten.

Abb. 5.5.4: FACS-Analyse zur Stabilisierung der HLA-E-Oberflachenexpression und Bindung
des loslichen CD94/NKG2A-Rezeptors an die Transfektanten der HLA-G-Isoformen

a) Je 2x 10° Zellen der .221-HLA-G-Transfektanten bzw. der untransfizierten .221-Zellen
(Ergebnis aus zwei verschiedenen Experimenten gezeigt) mit oder ohne Zugabe von 300
UM B73.1:-Peptid wurden N bei 26 °C inkubiert und anschlie@end mit A1.4 (durchgezogene
Linie) oder mit einer Isotypkontrolle (grau schattiert) gefarbt. In der Auswertung der .221-
Transfektanten wurde jeweils mit der Al.4-Farbung der untransfizierten .221-Zellen ohne
Peptid verglichen (gestrichelte Linie). Fir die Farbung mit dem CD94/NKG2A-Tetramer
wurde mit der Kurve der untransfizierten .221-Zelle ohne Zugabe von Peptid verglichen.

b) Analog zu a) wurden mit K-562-Zellen sowie zwei K-562 G1m-Transfektanten verfahren.
Auf der Abszisse der Diagramme ist jeweils die Starke der Fluoreszenz 1 angezeigt.
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5.5.3 BEEINFLUSSUNG DER NK-AKTIVITAT DURCH DIE FUNKTIONELLE STABILISIERUNG
VON HLA-E IN DEN HLA-G-TRANSFEKTANTEN

Nachdem also gezeigt worden war, dal3 die HLA-E-Stabilisierung in den HLA-G-Transfektan-
ten fur eine Erkennung durch den loslichen CD94/NKG2A-Rezeptor ausreichte, sollte nun in
einem zellularen Ansatz getestet werden, ob die HLA-G-Expression auch fir die Inhibition der
Lyse durch die NK-Zellinie NKL, die CD94/NKG2A-positiv ist und beide Molekiile gleich stark
auf der Zelloberflache exprimiert (Abb. 5.5.5), ausreichend ware. Dazu wurden Chromfrei-
setzungstests mit untransfizierten .221-Zellen als Referenz, den HLA-G-Transfektanten so-
wie der Kontrolltransfektante .221Cw*0304 durchgefiihrt, die vor der Lyse durch NKL
geschitzt ist.

Zellzahl

/\

00 01 02 03 04

Fluoreszenz 1

Abb. 5.5.5: Expression von CD94 und NKG2A auf der Killerzellinie NKL

1x 10° Zellen wurden mit dem CD94-spezifischen Ak HP-3B1 (rote Linie) bzw. dem Ak Z2199,
der spezifisch den CD94/NKG2A-Komplex erkennt (blaue Linie), geféarbt. Als Nega-
tivkontrolle wurde die Inkubation nur mit dem zweiten Ak (grau schattiert) durchgefihrt.
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In den ersten Experimenten wurden die Zielzellen bei 37°C gehalten und auch die Markierung
mit dem Na>'Cr und die anschlieBende 4stiindige Inkubation mit den Killerzellen bei 37°C durch-
gefuhrt. Ein reprasentatives Ergebnis ist in Abbildung 5.5.6 gezeigt. Insgesamt fiel eine ge-
wisse Variabilitat der Lysestarke auf, die hier gezeigten Tendenzen der einzelnen Transfek-
tanten waren aber reproduzierbar: Expression von G1m und G3 inhibierten die Lyse, die von
G2m und G4 nicht. Parallel zum Chromfreisetzungstest wurde aus einem Aliquot der Zellen
RNA isoliert, um mittels Northernblot die RNA-Mengen vergleichen zu kdnnen (Abb. 5.5.6 b). In
allen Transfektanten wird HLA-G gut transkribiert, in vergleichbarer Menge in der G1m-, G2m-
und G4-Transfektante, besonders stark aber in der G3-Transfektante (G3.1).

a) 60 G1m K24 60 G2m G2 0 G3 D12 60 G4 D4
50 50 50 50
40 ® 4 o 40 @ o 1
. ' . 2
30 u 30 u 30 n 30 [ ]
°
20 20 20
° 20 ° .
[ J ) [ J
10 10 10 10
0 0 0 0
o1 51 251 10:1 51 2,51 10:1 51 2,51 1011 51 251
b) 221 G1 G2 G3.1 G4 u untransfizierte .221-Zellen

® .221-Transfektante

Abb. 5.5.6: Lyse der Transfektanten der HLA-G-Isoformen durch die Killerzellinie NKL

a) Je 2000 Zielzellen wurden nach Markierung mit Na>*Cr mit der Effektorzellinie NKL im Ver-
haltnis Effektor : Target von 10:1, 5:1 und 2,5:1 fiir 4 h inkubiert, der Uberstand im y-Coun-
ter gemessen und die spezifische Lyse berechnet. Verglichen wurden jeweils die Werte der
Zellinie .221 (M) mit den Werten der Transfektanten (@).

b) Aus einem Teil der Zielzellen wurde parallel zum Chromfreisetzungstest RNA isoliert. Je 5
ug Gesamt-RNA wurden auf einem 1,2%igen Formaldehydgel aufgetrennt, auf Hybond-N"-
Membran geblottet und mit der Digoxigenin-markierten G4-cDNA als Sonde hybridisiert. Die
Menge der aufgetragenen RNA ist durch die Ethidiumbromidfarbung der 28S rRNA (unten)
angezeigt.
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Da sich fur die Stabilisierung von HLA-E auf der Zelloberflache die Inkubation bei 26°C UN als
verstarkend erwiesen hatte, wurde nun getestet, ob dies auch Auswirkungen auf die Lyse
haben konnte, zumal die G2m- und G4-Transfektante, die hier die NK-Lyse nicht inhibierten,
nach Inkubation bei 26°C eine gute HLA-E-Stabilisierung auf der Oberflache gezeigt hatten (s.
Abb. 5.5.4). Dazu wurden zunéchst die untransfizierten .221-Zellen sowie die Kontrolltrans-
fektante .221Cw*0304 und die HLA-G1m-Transfektante nach UN-Inkubation bei 26°C bzw. bei
37°C in den Test eingesetzt. Schon bei den untransfizierten .221-Zellen fiel eine Abnahme der
Lyse bei den bei 26°C gehaltenen Zellen im Vergleich mit den bei 37°C gehaltenen Zellen auf,
die sich bei beiden untersuchten Transfektanten ebenfalls zeigte, wobei der Effekt bei der
Cw*0304-Transfektante am deutlichsten ausfiel (Abb. 5.5.7).

37°C

37°C
26°C

Cw*0304

37°C
26°C

G1lm

o
=
o

30 40
% spezifische Lyse

Abb. 5.5.7: Verstarkung der Inhibition durch Inkubation der Zielzellen bei 26°C

Die Zielzellen wurden UN bei 26°C (blauer Balken) bzw. 37°C (schwarzer Balken) gehalten,
je 5000 Zellen wurden nach Markierung mit Na®*Cr mit der Effektorzellinie NKL im Verhaltnis
Effektor : Target von 10:1, 5:1 und 2,5:1 fur 2 h inkubiert, der Uberstand im y-Counter ge-
messen und die spezifische Lyse berechnet. Gezeigt ist hier das Ergebnis fir das Effektor :
Target-Verhéltnis von 5:1.

Nachdem sich gezeigt hatte, daf3 die Inkubation der Zielzellen bei 26°C zu einer verstarkten
Inhibition filhren kann, wurden nun die HLA-G-Transfektanten UN bei 26°C gehalten. Es zeigte
sich eine generell geringere Lyse schon fir die .221-Zellen, die Kontrolltransfektante
Cw*0304 zeigte Inhibition. An den Ergebnissen fiir die HLA-G-Transfektanten &nderte sich
aber nichts: Die G1m- und G3-Transfektante waren vor der Lyse durch NKL geschiitzt, die
G2m- und G4-Transfektante nicht, ebenso wie die .221G-Gen-Transfektante (Abb. 5.5.8).
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Abb. 5.5.8: Inhibition der Lyse bei 26°C durch Expression der HLA-G-Isoformen in der Zellinie
.221 im Chromfreisetzungstest mit der Killerzellinie NKL

Die Zielzellen wurden (iN bei 26°C gehalten, mit Na>*Cr markiert und je 5000 Zellen mit NKL
im Verhaltnis Effektor : Target von 10:1, 5:1 und 2,5:1 fiir 2 h inkubiert. Verglichen wurde
die spezifische Lyse der untransfizierten .221-Zellen (H) mit den HLA-G-Transfektanten (A;
bei G4 wurden 2 Klone untersucht A und A), der .221G-Gen-Transfektante (%) bzw. der
Kontrolltransfektante Cw*0304 (#).
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Abb. 5.5.9: Unterschiedliche Expressionsstarke von Cw*0304 korreliert mit der Starke der Ly-
seinhibition
Die rechte Halfte der Abbildung zeigt die Farbung mit W6/32 fur zwei .221 Cw*0304-Klone
(durchgezogene Linie), verglichen mit der Negativkontrolle (Inkubation ohne 1. Ak; grau
schattiert). Rechts ist ein Chromfreisetzungstest mit diesen beiden Transfektanten im Ver-
gleich mit nur mit dem Vektor pcDNA3 transfizierten .221-Zellen gezeigt.

Fur die beiden Cw*0304-Transfektanten hatte sich gezeigt, dal3 eine stark verminderte Ober-
flachenexpression des den Peptidliganden fir HLA-E liefernden Molekils zu einer drastischen
Verschlechterung der Lyseinhibition fihrte (Abb. 5.5.9). Dies kdnnte auch erklaren, warum
die .221G-Gen-Transfektante keine Inhibition zeigte, da ihre Oberflachenexpression von HLA-
G deutlich geringer war als in der G1lm-Transfektante und die Proteine der Isoformen kaum
nachweisbar waren. Um zu uberprifen, ob die fehlende Inhibition durch die G2m- und G4-
Transfektante tatsachlich auf zu geringe Proteinexpression zuritickzufihren sein koénnte,
wurde ein weiterer Chromfreisetzungstest durchgefihrt, in dem auch eine G1s- und eine
G2s-Transfektante eingesetzt wurden. Hierbei sollte untersucht werden, ob durch Inkubation
der Transfektanten mit dem Peptid G;;; eine ausreichende Menge an Ligand fir HLA-E zur
Verfligung steht und damit ein Schutz vor der Lyse durch NKL erreicht werden koénnte. Dafir
muf3ten aber zunachst geeignete Bedingungen fiur die Durchfiihrung des Chromfreisetzungs-
tests mit dem Peptid Gz 1; gefunden werden. Schon in der FACS-Analyse hatte sich gezeigt,
dal3 die Stabilisierung von HLA-E auf der Zelloberflache nach Zugabe des Peptids Gi,;
schwacher ausfallt im Vergleich mit dem Peptid B75.,, und daf} die Erh6hung der Temperatur
auf 37°C zu einem Riickgang der Stabilisierung fuhrt (s. Abb. 5.5.3). Dies kénnte darauf hin-
weisen, dal3 die Affinitat des HLA-G-Peptids an HLA-E v.a. bei 37°C gering ist. Im Unterschied
zu den bisherigen Bedingungen (Inkubation der Zellen bei 26°C UN, entweder alleine oder mit
Zugabe von 100 pM Gg4;-Peptid, Durchfiihrung des Chromfreisetzungstests bei 37°C in
Abwesenheit des Peptids, Inkubation der Killerzellen mit den Zielzellen fur 4 h erfolgte nun die
gesamte Versuchsdurchfiihrung bei 26°C, das Peptid war die ganze Zeit fur die Zellen
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verfugbar und die Inkubation der Zielzellen mit den Killerzellen erfolgte nur fir 2 h (Abb.
5.5.10).

221 + Ga11
1) 60 2) 60
50 50 =
40 40
0 M 30—.—L
20 n - 20—Qg0
u| o ©H
10 10
— 221
0 0- : : . 0 221+Gan
10:1 5:1 2,5:1 10:1 5:1 2,51

Abb. 5.5.10: Die Anwesenheit des Ggji;,-Peptids wéhrend des gesamten Chromfreiset-
zungstests fuhrt zur Inhibition der Lyse

1) Die Zielzellen wurden ohne oder nach Zugabe von 100 uM Gs.: UN bei 26°C gehalten,
die Markierung mit Na”'Cr sowie der folgende Chromfreisetzungstest erfolgten bei 37°C. Je
5000 Zielzellen wurden mit NKL im Verhaltnis Effektor : Target von 10:1, 5:1 und 2,5:1 fir 4
h bei 37°C inkubiert, wobei das Peptid nicht anwesend war. Verglichen wurde die spezifi-
sche Lyse der .221-Zellen ohne Zugabe von Peptid (l) mit .221 + Gs.4; (O).

2) Die Zielzellen wurden ohne oder nach Zugabe von 100 pM Gs4: UN bei 26°C gehalten,
mit Na*'Cr ebenfalls bei 26°C markiert und je 5000 Zellen mit NKL im Verhaltnis Effektor :
Target von 10:1, 5:1 und 2,5:1 fir 2 h bei 26°C inkubiert, wobei das Peptid immer an-
wesend war. Verglichen wurde die spezifische Lyse der untransfizierten .221-Zellen ohne
Zugabe von Peptid (H) mit .221 + Gz, (O).

Es zeigte sich, dalR das Peptid G;.4; nur dann in der Lage war, eine fir den Schutz der Zellen
vor der Lyse durch die Killerzellen ausreichende Menge an funktionellem HLA-E auf der Ober-
flache der .221-Zellen zu stabilisieren, wenn nicht nur eine UN-Inkubation mit dem Peptid bei
26°C durchgefihrt wurde, sondern der gesamte Ablauf des Chromfreisetzungstests bei die-
ser Temperatur erfolgte, die Inkubationszeit der Zielzellen mit den Killerzellen verkirzt wurde
und das Peptid wahrend des gesamten Tests zur Verfugung stand. Diese Bedingungen wur-
den nun fir einen Chromfreisetzungstest angewendet, in den die Transfektanten der HLA-G-
Isoformen ohne Zugabe von Peptid bzw. nach Inkubation mit G5 ;; eingesetzt wurden (Abb.
5.5. 11a).
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Abb. 5.5.11: Inkubation mit dem Gs_,,-Peptid fiihrt zum Schutz der Transfektanten der HLA-G-
Isoformen vor der Lyse durch NKL

a) Die Zielzellen wurden ohne oder nach Zugabe von 100 puM Gs.: (auBer G1lm und
Cw*0304) N bei 26°C gehalten, mit Na®'Cr ebenfalls bei 26°C markiert und je 5000 Zellen
mit NKL im Verhaltnis Effektor : Target von 10:1, 5:1 und 2,5:1 fUr 2 h bei 26°C inkubiert,
wobei das Peptid immer anwesend war. Verglichen wurde die spezifische Lyse der untrans-
fizierten .221-Zellen (@) mit den HLA-G-Transfektanten ohne Zugabe von Peptid (M) oder
nach Zugabe von Peptid (A).

b) Aus Zellen der Transfektante G3 D12 wurde parallel zum Chromfreisetzungstest RNA iso-
liert. Je 5 pg dieser Gesamt-RNA (G3.2) wurden zum Vergleich mit der in Abb. 5.5.6b ge-
zeigten RNA dieser Transfektante (G3.1) auf einem 1,2%igen Formaldehydgel aufgetrennt,
auf Hybond-N*-Membran geblottet und mit der Digoxigenin-markierten G4-cDNA als Sonde
hybridisiert. Die Menge der aufgetragenen RNA ist durch die Ethidiumbromidfarbung der
28S rRNA angezeigt.
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In diesem Versuch fuhrte die Inkubation von .221-Zellen mit dem Peptid G;.1; zu einem Schutz
der Transfektanten vor der Lyse durch NKL. Die Transfektanten der HLA-G-Isoform G2m, die
in vorhergehenden Versuchen keine Inhibition der Lyse gezeigt hatte, inhibierte nach Inkuba-
tion mit dem HLA-G-Peptid ebenso wie die G2s- und G1ls-Transfektante, die ohne Zugabe von
Peptid ebenfalls nicht vor der Lyse geschitzt waren. Die HLA-G3-Transfektante inhibierte in
diesem Versuch nicht, Zugabe von G4, stellt allerdings die Inhibition in einem den vorherge-
henden Tests vergleichbaren Umfang wieder her. Der Auftrag von RNA (vgl. Abb. 5.5.6b und
5.5.11b) und auch Lysat (nicht gezeigt) dieser Transfektante zeigte allerdings, dal3 die
Expression an G3-mRNA und -Protein drastisch vermindert war im Vergleich zu den friiheren
Untersuchungen. Erstaunlich ist aber, daf3, obwohl jeweils die gleiche Menge an Peptid
zugegeben wurde, es dennoch deutliche Unterschiede zwischen der Inhibitionsstarke der
G3-Transfektante und den Transfektanten der tbrigen Isoformen gibt, die immer noch deutlich
schlechter geschitzt waren als die G3-Transfektante + Peptid.

Die Transfektante .221 Cw*0304 war in allen Versuchen schlechter vor der Lyse durch NKL
geschutzt als die G1lm-Transfektante G1m K15f (s. Abb. 5.5.7, 5.5.8 und 5.5.11). Eine Erkla-
rung dafir konnte die schwéchere Expression von Cw*0304 im Vergleich mit GIm sein (vgl.
221 Cw*0304 #12 in Abb. 5.5.9 und .221 G1m K15f in Abb. 5.4.3), wie es der Vergleich
zweier unterschiedlich stark exprimierender Cw*0304-Transfektanten bereits gezeigt hatte
(Abb. 5.5.9). Allerdings war von der in den Chromfreisetzungstests verwendeten Zellinie NKL
bekannt, daf} sie neben CD94/NKG2A auch den inhibitorischen NK-Rezeptor ILT2 exprimiert
(Colonna et al. 1997). Von diesem Rezeptor war gezeigt worden, dal3 er ein breites Spektrum
an HLA-Klasse-I-Molekulen, darunter auch HLA-G, erkennt, daf3 er aber mit HLA-C-Allelen
nicht oder nur &ufRerst schwach reagiert (Colonna et al. 1997; Fanger et al. 1998). Inkubation
der Zellinie NKL mit einem CD94-spezifischen Ak konnte die Lyse einer Cw-Transfektante
vollstandig wiederherstellen, wahrend fir die vollstandige Revertierung der .221-G1m-
Transfektante gleichzeitige Inkubation mit dem CD94-spezifischen und einem ILT2-spezifi-
schen Ak notwendig war. Um dies zu Uberprifen, wurden untransfizierte .221-Zellen, sowie
die G1m-Transfektante K15f einem Chromfreisetzungstest unterzogen, fur den NKL-Zellen
vor der Inkubation mit den Zielzellen mit einem CD94-spezischen Ak, einem Kontrollantikdrper
oder ohne Antikoérper gehalten worden waren (Abb. 5.5.12). Wie von Colonna beschrieben,
wurde der Schutz der G1m-Transfektante durch den CD94-Antikdrper nur teilweise aufge-
hoben, d.h. ein Teil der Inhibition der NKL-Lyse durch die G1m-Transfektante ist auf die direkte
Interaktion zwischen G1m und dem inhibierenden Rezeptor ILT2 zurlickzufihren.
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Abb. 5.5.12: Die durch HLA-G1 vermittelte Inhibition der NK-Zellen ist nur teilweise auf die In-
teraktion zwischen HLA-E und CD94/NKG2A zurtickzufiihren

Untransfizierte .221-Zellen sowie die HLA-G1m-Transfektante wurden nach der Markierung
mit Na>’Cr mit einem CD94-spezifischen mAk (HP-3B1, roter Balken), einem Kon-
trollantikdrper spezifisch fur HLA-DR (MU3H4, griner Balken) bzw. ohne mAk (schwarzer
Balken) inkubiert und anschlieBend einem Chromfreisetzungstest mit der Zellinie NKL in ei-
nem Effektor : Targetverhéltnis von 1:5 unterzogen.

Eine Stabilisierung der HLA-E-Oberflachenexpression war vor allem in den G2m- und G4-
Transfektanten nachweisbar, die Bindung des I6slichen CD94/NKG2A-Rezeptors war mit
allen Transfektanten zu sehen, wenn auch z.T. nur sehr schwach. Im funktionellen Test
konnte eine Inhibition der Lyse durch die CD94/NKG2A-positive Zellinie NKL nur fur die
G1m- und G3-Transfektante gezeigt werden. Nach Zugabe des Peptids G;.,; aus der Si-
gnalsequenz von HLA-G, das ein Ligand fur HLA-E ist, zeigten auch die dbrigen Trans-
fektanten eine Inhibition, so dal? die Menge an Ligand entscheidend ist flr den Schutz vor
NK-Lyse. Der Schutz der G1m-Transfektante erfolgt nicht nur indirekt Gber die Interaktion
zwischen HLA-E, komplexiert mit dem Peptid G;.,;, und dem CD94/NKG2A-Rezeptorkom-
plex, sondern auch durch direkte Erkennung des inhibitorischen NK-Rezeptors ILT2 durch
HLA-G1.
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5.6 INTERAKTIONEN DER HLA-G-ISOFORMEN

Die HLA-G-Isoformen G2m, G3 und G4 werden nicht nachweisbar an der Oberflache expri-
miert. Wahrend v.a. G2m und G4 in der Lage sind, die HLA-E-Oberflachenexpression zu sta-
bilisieren, nicht aber die Lyse der Transfektante durch NK-Zellen zu inhibieren, inhibierte die
G3-Transfektante gut, stabilisierte jedoch schlechter. Eine Frage, die sich hierauf stellte, war,
ob die HLA-G-Isoformen, insbesondere G2m und G4, moglicherweise eine spezielle Funktion
in der Zelle ausiiben kdnnen. Ein Hinweis fir diese Annahme ergab sich bereits aus den Er-
gebnissen der Prazipitation mit W6/32 (s. Abb. 5.4.6). Deshalb wurden nun Immunprazipitatio-
nen mit dem Ak Al.4, der HLA-E, nicht aber HLA-G erkennt durchgefuhrt, um zu prifen, ob
die Isoformen mit HLA-E koprazipitiert werden kdnnen und mit einem TAP-spezifischen Anti-
kdrper, um zu testen, ob die Isoformen im TAP-Komplex enthalten sind.

Mit dem Antikérper A1.4 wurden die HLA-G-Polypeptide im Lysat nicht gesehen (Abb. 5.6.1,
linke Seite). In der Immunpréazipitation nach milder Lyse mit Digitonin eingesetzt wurden alle
HLA-G-Isoformen von Al.4 koprézipitiert, wobei G1lm und G3 am besten koprazipitiert wur-
den, G2m am schwachsten (Abb. 5.6.1, rechts). Um auszuschlieRen, dal3 bei Fehlen eines
Signals fur die Isoformen ein Prazipitat verloren gegangen war, wurde zur Kontrolle eine
Halfte des Prazipitats aufgetrennt und mit dem Ak TP25.99 gefarbt, um das in den .221-
Transfektanten enthaltene HLA-E nachzuweisen (Abb. 5.6.1, Mitte).
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a) b) ‘ ‘

1
Lysat Préazipitation Al.4
Glm G2m G3 G4 [221 G4 G3 G2m G4 G3 G2m Giml

s gumy—-

HLA-E— - .

Abb. 5.6.1: Koprazipitation der HLA-G-Isoformen mit dem Antikérper Al.4

a) Je 100 pg Protein der HLA-G-Transfektanten wurden auf einem 10%igen Polyacryl-
amidgel aufgetrennt und nach Ubertragung auf Nitrocellulosemembran mit dem Ak Al1.4 zur
Erkennung von HLA-E gefarbt.

b) Mit je 2x 10" Zellen wurde nach Digitoninlyse eine Immunprazipitation mit A1.4 durchge-
fuhrt, das Prazipitat in zwei Aliquots auf einem 10%igen Polyacrylamidgel aufgetrennt und
nach Ubertragung auf Nitrocellulosemembran mit dem Ak 4H84 zum Nachweis von HLA-G
oder TP25.99 zum Nachweis von HLA-E gefarbt. Fir die Farbung von HLA-E mit TP25.99
und Al.4 ist eine kirzere Exposition gezeigt als fir die Farbung mit 4H84. Die Ak-Bande ist
durch einen Pfeil gekennzeichnet. Ein Aliquot der Lysate entsprechend 1x 10° Zellen wurde
zur Abschéatzung der Proteinmengen mit dem Ak 4H84 gefarbt (nicht gezeigt). Die Mengen
an Protein fur G1m bzw. fir G2m, G3 und G4 entsprachen der Menge an G1m K15f bzw.
G4 D7 in Abb. 5.4.1.

Die Tatsache, da3 mit A1.4, der HLA-E préazipitiert, die HLA-G-Proteine selbst aber nicht er-
kennt, auch HLA-G prazipitiert werden konnte, kdnnte darauf zurlickzufihren sein, daf3 eine
durch die milden Bedingungen der Lyse mit Digitonin erhaltene Assoziation Uber den TAP-
Komplex gegeben ist. Um diese Frage zu klaren, wurde eine Immunprazipitation mit einem
TAP-spezifischen Antikérper durchgefiihrt. Mit dem Ak TP25.99 konnte HLA-E in den
Prazipitaten nachgewiesen werden (Abb. 5.6.2, links), allerdings schwach im Vergleich mit
G1m. Dies kbnnte an der geringeren Menge an HLA-E-Protein liegen. Allerdings wurde aus
den untransfizierten .221-Zellen mehr prazipitiert als aus den Transfektanten, was auf eine
effizientere Prozessierung von HLA-E in den Transfektanten durch Bereitstellung des
geeigneten Peptidliganden hinweisen kénnte. Die Farbung mit 4H84 zeigte, dald mit dem TAP-
spezifischen Antikoérper alle HLA-G-Proteine prazipitiert werden konnten (Abb. 5.6.2, Mitte),
wobei G1m und G4 sehr gut prazipitiert werden, wahrend G3 erst nach langerer Exposition
deutlich zu sehen war, obwohl die Menge an G3-Protein im Lysat der an G4-Protein
entsprach (Abb. 5.6.2, rechts). Von G2m war im Lysat deutlich weniger Protein enthalten,
allerdings war nach sehr langer Exposition auch hier ein Signal zu sehen.
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Abb. 5.6.2: Immunprazipitation der HLA-G-Isoformen mit einem TAP-spezifischen Antikorper

Je 2x 10’ Zellen wurden nach Digitoninlyse mit dem TAP-spezifischen Antikorper 148.3 pra-
zipitiert und in je zwei Aliquots auf einem 10%igen Polyacrylamidgel aufgetrennt. Nach U-
bertragung auf Nitrocellulosemembran wurde eine Halfte der Membran mit dem Ak TP25.99
zum Nachweis von HLA-E inkubiert (links), die andere mit dem HLA-G-spezifischen Ak 4H84
(Mitte). Dicke Pfeile zeigen die Ak-Banden an. Zur Abschatzung der HLA-G-Proteinmenge
wurde ein Aliquot des Lysats entsprechend 10° Zellen aufgetragen und mit dem Ak 4H84
gefarbt (rechts).

Der TAP-Komplex enthélt vier, auch verschiedene, MHC-Klasse-I-Molekiile, so daf? die Kopra-
zipitation von G1m mit A1.4 und dem TAP-spezifischen Antikdrper auf das Vorkommen von
G1m in diesem Komplex zusammen mit HLA-E zurtickzufihren ist. Die Isoformen G2m und G4
werden von beiden Antikérpern etwa gleich gut prazipitiert, so daf auch diese beiden Formen
vermutlich im TAP-Komplex enthalten sind. Ob die Assoziation allerdings direkt Gber TAP, das
ebenfalls in diesem Komplex involvierte Tapasin oder sogar HLA-E stattfindet, bleibt noch zu
klaren. Auffallend ist das Verhalten von G3, das von Al.4 deutlich besser prazipitiert wird als
vom TAP-spezifischen Ak. Dies kdnnte entweder an einer unterschiedlichen Zuganglichkeit
der Ak-Epitope liegen, oder aber G3 ist auf eine andere Weise mit dem TAP-Komplex verbun-

den als die anderen Isoformen.

Alle Isoformen konnten mit A1.4 und einem TAP-spezifischen Antikdrper prazipitiert werden.
Dies bedeutet, dal3 auch die verkirzten HLA-G-Molekile direkt oder indirekt mit dem TAP-

Komplex interagieren.
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6 DISKUSSION

6.1 UNTERSUCHUNGEN ZUR EXPRESSION VON HLA-G

Im Gegensatz zu den klassischen Klasse-I-Molekilen HLA-A und -B, deren Expression in hu-
manen Trophoblasten eingestellt ist, wird HLA-G vorwiegend wahrend der Schwangerschaft
in der Plazenta exprimiert. Au3er auf dem extravilldsen Cytotrophoblasten, der in die Decidua
Basalis eindringt, findet man HLA-G auch auf endothelialen Zellen der fetalen Blutgefa3e in
den Chorionzotten sowie in Amnionzellen und Amnionflissigkeit. Aber auch in einer ganzen
Reihe anderer Zellen und Gewebe konnte HLA-G inzwischen nachgewiesen werden, wenn
auch die Menge im Vergleich mit klassischen Klasse-I-Molekilen um GréRenordnungen
geringer ist. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Expression von HLA-G und den verkirzten
HLA-G-Isoformen in Hautbiopsien nachgewiesen sowie in Gehirn und Muskel, die ebenfalls
wenig Klasse-la-Molekle exprimieren.

Der Nachweis der Transkripte fur HLA-G und die verkirzten Isoformen in Hautbiopsien von
Patienten mit unterschiedlichen Diagnosen mittels RT-PCR und Isoform-spezifischen Hybridi-
sierungen ergab, da3 HLA-G-Transkripte in fast allen Biopsien nachzuweisen waren, wobei
G1m die vorherrschende Form war, gefolgt von G4, G2m und G3, wahrend von den Trans-
kripten fur die l6slichen Isoformen G1s sehr selten und G2s gar nicht zu sehen waren (Abb.
5.1.1). Da fur die meisten Diagnosen nur jeweils eine Biopsie zur Verfugung stand, wurde
eine Einteilung nach Krankheitsgruppen vorgenommen (Tab. 5.1). Eine Korrelation eines be-
stimmten Expressionsmusters mit einer bestimmten Gruppe konnte nicht nachgewiesen wer-
den, und auch, wenn mehrere Biopsien fiir eine Diagnose vorhanden waren, ergab sich kein
Ubereinstimmendes Muster (z.B. Psoriasis). Dies ist moglicherweise auf eine Heterogenitat
der Zellen in den Biopsien zurtickzufiihren, da vorlaufige Immunhistochemie von Biopsie-
schnitten mit dem HLA-G-spezifischen Ak 87G zeigte, daf® nur vereinzelte Zellen gefarbt
werden, die den Makrophagen zuzuordnen sind. Selten sind Keratinozyten positiv, obwohl
gezeigt wurde, dal® diese HLA-G exprimieren und ihre HLA-G-Expression durch IFNy stimu-
liert werden kann (Ulbrecht et al. 1994; Kozany 1998). Die Heterogenitat des Expressions-
musters ist haufig bei der Untersuchung von HLA-G beschrieben worden, z.B. in T-Lym-
phozyten. Hier fanden sich HLA-G1m und die verkirzten Transkripte in 11 von 13 Proben und
wiesen 6 verschiedene Muster auf (Amiot et al. 1996a). Das Volle-Lange-HLA-G-Transkript
scheint also unter bestimmten Bedingungen differentiell gespleil3t zu werden, vermittelt even-
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tuell durch den unterschiedlichen Aktivierungszustand der untersuchten Zellen, wie es z.B.
auch fur LCA (leukocyte common antigen; Gen fir die CD45-Familie), das in hamatopoieti-
schen Zellen exprimiert wird, gezeigt ist: Das Splei@muster hier beruht auf Zelltyp, Aktivie-
rungsstatus und Entwicklung des Thymus und wird durch An- oder Abwesenheit negativer
trans-agierender Splei3faktoren reguliert. Auffallend in den Hautbiopsien war das Auftreten
des G4-Transkripts, das fast so haufig nachzuweisen war wie das Transkript fir G1m, da es
normalerweise selten auftritt (in Trophoblasten aus dem ersten Trimester etwa 1:200 m
Vergleich mit GIm (Kirszenbaum et al. 1994)). In der Gruppe der Neoplasien ist die G1m-Ex-
pression relativ am hdchsten, was ein allgemein beobachtetes Ergebnis ist und z.B. auch in
Ubereinstimmung steht mit einer Untersuchung an 23 Melanompatienten (Paul et al. 1998).
Untersuchungen an Biopsien dieser Patienten (gesunde Haut, Primartumor, Lymphknoten-
metastasen und Rezidiven) zeigten zum einen ebenfalls die beobachtete Heterogenitéat des
SpleiBmusters, zum andern war G1m aber in jedem Fall das haufigstes Transkript, G1s das
seltenste und G2/G4 (die hier nicht unterschieden wurden) das zweithdufigste. Allgemein
war die Expression von HLA-G, auf mRNA- und Proteinebene, in gesunder Haut wesentlich

geringer als in den Tumoren.

Gehirn und Muskel sind ebenfalls Bereiche mit geringer Expression von HLA-Klasse-I-Mole-
kidlen und waren in bezug auf HLA-G-Expression bislang kaum untersucht worden. Deshalb
wurde auch hier zunéchst mittels RT-PCR die HLA-G-Expression in Material verschiedener
Gehirnareale und einiger Muskelbiopsien von Patienten mit inflammatorischen Myopathien
Uberprift (Abb. 5.1.3 und 5.1.9). Um sicherzustellen, daf? die HLA-G-Transkripte tatsachlich
im Gehirn bzw. Muskel selbst hergestellt werden und nicht etwa von infiltrierenden Lympho-
zyten stammen, wurden des weiteren zwei Glioblastomzellinien und Myoblasten untersucht
(s. 6.2). Dabei war die Expression von HLA-G in jeder der untersuchten Proben nachzuwei-
sen, allerdings gab es auch hier kein einheitliches Muster der einzelnen Isoformen (Abb. 5.1.6
und 5.1.9). Im Gegensatz zu den Hautbiopsien war in den Gehirnproben nicht G1m das h&u-
figste Transkript, sondern das Amplifikat fir G2/G4, die allerdings nicht unterschieden wur-
den. Bei den Muskelproben fand sich am haufigsten G3; G2 und G4 traten nie gemeinsam auf
(Maier 1999).

Meine Resultate und die publizierten Ergebnisse zeigen, dall HLA-G konstitutiv auBerhalb der
Plazenta, wenn Uberhaupt, nur schwach exprimiert wird. Der positive Nachweis in Haut und
Muskelbiopsien kann auf die Anwesenheit weniger aktivierter HLA-G-positiver Zellen zuriick-
gefuhrt werden.
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Die Rolle von HLA-G fiir die Tumorentstehung und/oder das Uberleben des Tumors wird sehr
kontrovers beschrieben. Der Trophoblast weist einige Eigenschaften neoplastischer Zellen
auf, wie z.B. erhohte mitotische und invasive Fahigkeiten und die Expression von Wachs-
tumsfaktoren, Wachstumsfaktorrezeptoren, Hormonen und Protoonkogenen, weshalb er auch
als "pseudo-maligne" bezeichnet wurde (Ohlsson et al. 1989; Strickland und Richards 1992).
Die physiologische Expression der MAGE-3- und MAGE-4-Gene, die in metastatischen Mela-
nomen exprimiert werden, ist auf Placenta und Testis beschréankt, und Mel-CAM (melanoma
cell adhesion molecule) wird in Melanomen und Trophoblasten exprimiert. Deshalb lag die
Vermutung nahe, dal3 HLA-G, das préaferentiell im Trophoblasten exprimiert wird und dort eine
Rolle beim Schutz des Fetus vor der Erkennung und AbstoRung durch das Immunsystem der
Mutter spielen soll, auch in Neoplasien diese Aufgabe erfillen konnte. Eine Reihe von Gruppen
beschreibt erhdhte HLA-G-Expression in den verschiedensten Tumoren und Tumorzellinien
und diskutiert dies im Zusammenhang mit einem Vorteil des Tumors durch Inhibition der Lyse
durch NK-Zellen. So kdnnen HLA-G-Transkripte (G1m ist das jeweils vorherrschende Trans-
kript) in Proben von akuter Leukdmie, chronisch lymphatischer Leukéamie (CLL) und Non-
Hodgkins-B-Zell-Lymphom (B-NHL) nachgewiesen werden. Dabei scheint das Expres-
sionsmuster nicht mit einer bestimmten Lymphozyten-Subpopulation oder mit einem bestimm-
ten malignen Proliferationsstatus gekoppelt, sondern ein Marker fir reife Lymphozyten zu sein
(Amiot et al. 1996a; Amiot et al. 1996b; Amiot et al. 1998). Andere Gruppen finden zwar in
den meisten untersuchten Tumoren und Tumorzellinien ebenfalls HLA-G-Expression auf
MRNA-Ebene, bestreiten aber eine Rolle von HLA-G aufgrund der fehlenden Oberflachen-
expression (Frumento et al. 1999; Real et al. 1999a; Real et al. 1999b). Sie schlieBen aber
eine mogliche Funktion der Isoformen, die mit den verwendeten Ak nicht nachgewiesen wer-
den konnen, nicht aus. Eine andere Untersuchung fiihrte zum Nachweis von HLA-G-Antigen
in aktivierten Makrophagen und dendritischen Zellen aus 5/18 Tumorbiopsien (Lungenkarzi-
nom), d.h. HLA-G kann in Effektorzellen unter speziellen inflammatorischen Bedingungen
exprimiert werden, auch in U-937-Zellen nach Stimulation mit IFNy (Pangault et al. 1999). Ma-
krophagen und Trophoblasten haben einige Gemeinsamkeiten, so die Fahigkeit zur Phago-
zytose, Synzytienbildung, Invasion und die Expression einer Reihe von Proteinen (Guilbert et
al. 1993). HLA-G-Expression in akzessorischen Immunzellen, die zu Endozytose, Prozessie-
rung und Prasentation von Antigenen in der Lage sind, 1a3t vermuten, da? HLA-G eine modu-
latorische Rolle bei der Immunantwort gegen Tumore spielen kénnte. Durch seine Fahigkeit,
Antigene zu prasentieren, konnte HLA-G die Lymphozytenaktivitt beeinflussen (anti-HLA-G-
Antikorper induzieren die Aggregation von .221G-Gen-Transfektanten). Auferdem kann HLA-
G direkt oder indirekt Uber HLA-E NK-vermittelte Lyse oder Aktivierung von T-Zellen ver-
hindern und so die Umgebung zugunsten des Tumors beeinflussen. Die Interaktion von HLA-G
mit mononukledren Effektorzellen kann eine Th2-Antwort férdern. Es wurde gezeigt, dal
Kokultivierung von PBMC (peripheral blood mononuclear cells) mit HLA-G-exprimierenden
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Zellen deren Fahigkeit der Cytokinfreisetzung verénderte: Die Mengen an IL-3 (wichtig fur
plazentares Wachstum) und IL-1B (wichtig fir Wachstum und Invasion des Trophoblasten)
sind erhoht, die Menge an TNF-a (unterdriickt das Wachstum des Trophoblasten und induziert
Apoptose in villdsen Trophoblasten) verringert (Maejima et al. 1997).

Die Expression von HLA-G mufR3 also nicht nur im Zusammenhang mit der Inhibition der Lyse
durch NK-Zellen betrachtet werden. HLA-G kodnnte auch eine modulierende Wirkung auf an-
dere Zellen ausuben, denn Rezeptoren, die HLA-G als Liganden erkennen kdnnen, sind nicht
nur auf NK-Zellen, sondern auch auf einer Reihe anderer Zellen beschrieben worden, wie
Monozyten, Makrophagen, dendritischen Zellen und B-Zellen. Die Interaktion von HLA-G mit
ILT2 beispielsweise kann auch zu einer Inhibition der transendothelialen Wanderung von NK-
Zellen fuhren, wenn auch nur in einem sehr friilhen Stadium der Zellwanderung (Dorling et al.
2000). Wenn NK-Zellen nun z.B. eine Rolle bei der Plazentabildung und Trophoblasteninvasion
spielen, konnte HLA-G auf diese Weise ihre Anwesenheit an den bendtigten Orten verlan-
gern. Einen Uberblick tiber die bislang bekannten HLA-G-erkennenden Rezeptoren gibt Tabelle
6.1.

Rezeptoren | Expression der Rezeptoren andere Klasse-I- Referenz

fur HLA-G Liganden

LIR-1/ILT2 NK-Zellen, T-Zell-Subpopulation, B- HLA-A, -B (Colonna et al. 1997;
Zellen, myelomonozytische Zellen (Bw4, Bw6) Cosman et al. 1997)

ILT4 Monozyten, Makrophagen, HLA-A, -B (Colonna et al. 1998)
dendritische Zellen

p49 alle NK-Zellen, Subpopulation von HLA-A3, -B7, (Cantoni et al. 1998)

(KIR2DL4) | KIR'-T-Zellen (a/B- oder y/6-TCR") -B46-Allele

BY55 NK-Zellen, Subpopulation zirkulieren- | Klasse la, HLA-E (Agrawal et al. 1999)
der CD8" T-Zellen, intestinale intra-
epitheliale T-Zellen

Tab. 6.1: Inhibitorische Rezeptoren, die HLA-G als Liganden erkennen

In Tabelle 6.1 sind die bislang beschriebenen inhibitorischen Rezeptoren aufgefuhrt, fir die
neben der Erkennung anderer Klasse-I-Molekiile auch eine Erkennung von HLA-G1 ge-
zeigt werden konnte. Angegeben sind aul3erdem alternative Namen dieser Rezeptoren und
ihre Verteilung.

Konnen diese Rezeptoren auch die verkirzten HLA-G-Isoformen erkennen? Fir ILT2 (LIR-1)
wurde gezeigt, da3 fur die Interaktion zwischen Rezeptor und HLA-Klasse-I-Ligand die N-



D ISKUSSION 117

terminale Doméane (D1) des Rezeptors und die a3-Doméne des Liganden entscheidend sind
und weder Glycosylierung noch gebundenes Peptid eine Rolle spielen (Chapman et al. 1999).
Auch fur die mehr als 1000fach starkere Bindung von ILT2 an UL18, ein Klasse-I homologes
Molekil des humanen Cytomegalovirus, dessen extrazellularer Anteil zu etwa 25% identisch
mit der Aminosauresequenz der Klasse-I-Molekile ist, ebenfalls drei Domanen aufweist, mit
B.m und Peptid assoziieren kann, ist die a3-Domane entscheidend. Demzufolge kdme von den
verkurzten HLA-G-Isoformen nur HLA-G2 als méglicher Ligand fur ILT2 in Frage, da in HLA-
G4 und -G3 diese Doméne nicht enthalten ist. Durch Bindung der am wenigsten polymorphen
Domane der Klasse-I-Molekile (a3) kann ILT2 ein weites Spektrum an Klasse-I-Molekdlen bin-
den (Colonna et al. 1997; Lanier 1997; Fanger et al. 1998; Navarro et al. 1999b). Im Gegen-
satz dazu sind die KIR in ihrem Ligandenspektrum starker beschrankt, und fir die p58 KIR
wurde gezeigt, dal3 sie ein Epitop innerhalb der polymorphen al-o2-Region des Klasse-I-
Molekils erkennen (Lanier 1997). Falls dies auch fur andere Mitglieder der KIR-Familie zutrifft,
ware HLA-G4, das diese beiden Doméanen enthalt, ein moéglicher Ligand, wahrend HLA-G2
und -G3 die a2-Domaéne fehlt.

6.2 IFNy ERHOHT SELEKTIV DIE EXPRESSION VON G1m IN GLIOBLASTOM-
ZELLEN UND MYOBLASTEN

In den hier untersuchten Glioblastomzellen und Myoblasten zeigte sich bei Stimulation mit IFNy
eine deutliche Erhéhung der HLA-G-Expression auf mRNA-Ebene (Abb. 5.1.5, 5.1.6 und
5.1.9). Der Proteinnachweis fir Muskelbiopsien und isolierte Myoblasten mittels Immunhisto-
chemie und FACS-Analyse wurde im Labor von Dr. Hohlfeld durchgefuhrt (Wiendl et al.
2000). Farbung von Schnitten normaler Muskeln, Muskeln von Patienten mit Polymyositis (PM),
Dermatomyositis (DM) oder Inclusion Body Myositis (IBM) mit den HLA-G-spezifischen Anti-
korpern 87G und 4H84 ergab ein Verteilungsmuster ahnlich den Klasse-la-Molekilen (kein
Nachweis in normalem Muskel, aber in 5/6 PM, 5/6 DM, 5/5 IBM), wenn auch in geringerer
Menge. Kultivierte Myoblasten verschiedener Donoren zeigten keine konstitutive Oberflachen-
expression von HLA-G, Behandlung mit IFNy induzierte diese aber. Auch in den Glioblastom-
zellen konnten Protein- und Oberflachenexpression untersucht werden, die ebenfalls nach
Behandlung mit IFNy deutlich zunahmen (Abb. 5.1.7 und 5.1.8). Die von einigen Gruppen be-
obachtete Diskrepanz zwischen mRNA-Menge und Proteinexpression, die auf eine Regulation
auf transkriptioneller und post-transkriptioneller Ebene hinweist, war hier nicht zu beobachten
(Amiot et al. 1998; Pangault et al. 1999; Real et al. 1999a). Eine signifikante Stimulierbarkeit
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ergab sich dabei allerdings nur flr das Transkript bzw. Protein G1m, die Isoformen wurden
nicht beeinfludt. Die Ergebnisse zeigen, dalR bei Entziindungsreaktionen in vielen Zellen HLA-
G auf der Oberflache induziert werden kann. Dies bewirkt mdoglicherweise eine Ab-
schwachung der inflammatorischen Reaktionen.

Die Analyse des HLA-G-Genpromotors zeigt, dal? der Grof3teil der regulatorischen Sequen-
zen, die eine zentrale Rolle fir die HLA-Klasse-I-Hochregulation spielen, wie Enhancer A, in-
terferon responsive element (IRE, Interferon Consensus Sequenz (ICS)) und site a (wichtig
fur den IFNy-Transaktivierungsweg uber CIITA), in der HLA-G-Sequenz mutiert sind. Das
HLA-G-Gen weist eine 16-bp-Deletion in der Enhancer A/IFN-Consensus-Sequenz-Region
auf, die dazu fuhrt, dal3 5 bp am 3'-Ende des 13-bp-Palindroms der Sequenz A (Erkennung
durch DNA-bindende Proteine der KBF/NF-kB/c-rel-Familie) sowie weitere 12 bp 3' fehlen
(Geraghty et al. 1987; Koller et al. 1989). Aul3erdem zeigt ein Vergleich der 11-bp-Sequenz B
bei HLA-G zwei Basenpaaraustausche im Vergleich mit der invarianten Sequenz bei HLA-A,
-B, -C (Geraghty et al. 1987). Ebenso fehlt das negativ regulatorische Element des HLA-A2-
Gens (Chiang und Main 1994). In-vivo-Studien mit transgenen Mausen haben gezeigt, daf’ ein
244-bp-Hind lll-EcoR I-Fragment 1,2 kb 5' des Gens die plazentaspezifische hohe Expression
kontrolliert (Schmidt und Orr 1995). Im 5'-Teil dieses Fragments binden viele Kernfaktoren zur
Regulation der HLA-G-Transkription; fur die Stimulierbarkeit mit IFNy scheint dieses Fragment
aber keinerlei Bedeutung zu haben (Holscher 1998; Lefebvre et al. 1999).

Es war lange davon ausgegangen worden, dal3 IFNy keinen Effekt auf die HLA-G-Expression
haben sollte. Aber schon 1990 zeigte Rinke de Wit, dafl3 Stimulation mit IFNy in der Teratokar-
zinomzellinie Tera-2 zu einem starken Anstieg von G1lm-mRNA fihrt, wéhrend in der Cho-
riokarzinomzellinie Jeg-3 bereits im unstimulierten Zustand viel GIm-mRNA nachweisbar ist
und IFNy zu keiner weiteren Erhdhung fuhrt (Rinke de Wit et al. 1990). Die Induktion der HLA-
G-Oberflachenexpression in peripheren Blutmonozyten korrelierte nicht mit einer Zunahme der
HLA-G-Transkripte. Dies kann auf post-transkriptionelle Mechanismen zurtickgefuihrt werden
(Lefebvre et al. 1999), z.B. durch Induktion von TAP-Proteinen, wie es fir die Hochregulation
von klassischem Klasse | nach IFNy-Behandlung in villésen Trophoblasten aus terminaler
Plazenta beschrieben wurde (Rodriguez et al. 1997).

Fur die Makrophagenzellinie U-937, die als Positivkontrolle verwendet wurde, und Monozyten
war gezeigt worden, dafl HLA-G auf mRNA-Ebene und in der Oberflachenexpression mit IFNy
stimulierbar ist (in U937-Zellen waren G1m und G1s erhoht). Eine Zunahme der mRNA-Menge
entsprach dabei der Zunahme der Zelloberflachenexpression. In der Immuncytochemie und
der FACS-Analyse ergaben sich keine Hinweise fiir eine intrazellulare Retention von HLA-G
(Yang et al. 1996). IFNy fuhrt in HLA-G-transfizierten Mausfibroblasten zu einer Zunahme von
MRNA- und Oberflachenexpression. Dazu kdnnte ein putatives GAS-(y-Interferon activated
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site)-Element (-732 bis -740) fuhren (Chu et al. 1999). Das Element, das fur die Stimulierbar-
keit mit IFNy verantwortlich ist, muf3 im Bereich des 6-kb-Hind lll-Fragments von HLA-G liegen,
es mul3 aber andere "IFNy-responsive elements" aufRerhalb der 1,4 kb-Promoterregion von
HLA-G geben, wie sie z.B. in der Region 3' der Transkriptionsinitiationsstelle in Klasse-I-Ge-
nen der Maus beschrieben sind (Korber et al. 1987; Chu et al. 1999; Lefebvre et al. 1999).
Oder aber, wie z.B. Yang annimmt, kommt es durch die IFNy-Behandlung nicht zu einer er-
héhten Transkriptionsrate, sondern eher zu einer Stabilisierung der mRNA (Yang et al. 1996).
Allerdings zeigten Untersuchungen nach Behandlung mit Actinomycin D oder Cycloheximid,
daf’ IFNy keinen Einflu auf die Abbaurate der HLA-G-mRNA hat (Holscher 1998; Chu et al.
1999).

IFNy kann also unter inflammatorischen Bedingungen zu einer Hochregulation von HLA-G flh-
ren. Die IFNy-Effekte auf die HLA-G-Antigenexpression sind allerdings zellinienspezifisch.
IFNy wird auch in Trophoblastenzellen synthetisiert, mit einem Hohepunkt in Plazenten der fri-
hen Schwangerschaft, zu einem Zeitpunkt, wo die HLA-G mRNA in villdsen Stromazellen
ebenfalls vorherrscht (Yang et al. 1996).

Neben der mdglichen Interaktion von HLA-G mit inhibitorischen Rezeptoren und den daraus
resultierenden inhibierenden oder immunmodulatorischen Wirkungen (s. 6.1) sind weitere
mogliche Aufgaben fur HLA-G denkbar.

In Fallen von PM und sporadischer IBM wandern CD8" T-Zellen und Makrophagen in anfangs
nicht-nekrotische Muskelfasern ein. Eine solche Ansammlung inflammatorischer Zellen fiihrt
u.a. zur Ausschittung von IFNy, das die Expression von Klasse-I-Molekilen induziert. Daraus
wird auf eine Klasse-I-restringierte CTL-vermittelte Antwort gegen Antigene geschlossen, die
von diesen Muskelfasern exprimiert werden. HLA-G kann wie die Klasse-la-Molekile mit 3,m
und dem TAP-Transporter assozieren, des weiteren ist es in der Lage, Peptide und CD8 zu
binden. Also kdnnten einige der autoagressiven T-Zellen ihr Antigen auch im Kontext von
HLA-G erkennen bzw. kdnnten bakterielle oder virale Antigene mit diesem Molekil prasentiert
werden. Fir HLA-G wird in der Plazenta auRerdem eine Rolle in der Angiogenese vermutet
(Blaschitz et al. 1997). Glioblastome sind sehr aggressive Astrozytome, die sich durch starke
Angiogenese und ein sehr rasches infiltrierendes Wachstum auszeichnen, was auch ein
Kennzeichen von Trophoblasten ist. HLA-G kann in endothelialen Zellen embryonaler Blutge-
falke nachgewiesen werden, in denen Angiogenese stattfindet, und die Entwicklung termina-
ler Chorionzotten h&ngt vom Kapillarwachstum ab. AufRerdem konnte gezeigt werden, daf3 bei
Praeklampsie, einer Stérung der Schwangerschatft, die mit einer Fehlfunktion der endothelialen
Zellen einhergeht, die zu einer Vasokonstriktion in der fetoplazentaren Zirkulation und
schlie3lich zu Hypoxie fuhrt, HLA-G-Expression auf den extravillésen Cytotrophoblasten nicht
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mehr nachweisbar ist (Hara et al. 1996; Taylor 1997). Ob HLA-G selbst ein gefal3bildender
Stimulus fur die Migration und/oder Proliferation fetaler endothelialer Zellen ist, mul3 allerdings
noch geklart werden. Eine andere Moglichkeit wéare die Beeinflussung der Cytokinfreisetzung
und/oder -Wirkung. HLA-G exprimierende Trophoblasten in direktem Kontakt mit maternalen
Lymphozyten und Makrophagen modulieren deren Freisetzung von Cytokinen wie IL-3, TNFa
und IL-1p (Maejima et al. 1997). IL-2, das in préeklamptischen Plazenten, nicht aber bei nor-
malen Schwangerschaften exprimiert wird, inhibiert das Zellwachstum HLA-G-negativer Tro-
phoblasten-Zellinien, hat aber keinen EinfluR auf HLA-G-positive Zellinien (Hara et al. 1996;
Goldman-Wohl et al. 2000). Diese von HLA-G vermittelte Beeinflussung der Cytokinwirkung ist
aber nicht auf Trophoblasten beschrankt, IL-2 hat z.B. auch einen wachstumsfdrdernden
Effekt auf B-Zellinien, der nach Transfektion von HLA-G vollig verlorengeht (Hamai et al.
1999).

6.3 WO WERDEN DIE HLA-G-ISOFORMEN IN DER ZELLE EXPRIMIERT?

Um den Anteil der einzelnen Isoformen an der Funktion von HLA-G zu untersuchen, wurden
Transfektanten fur die einzelnen Isoformen hergestellt. Aul3er G1m und G1s konnte in keiner
der Transfektanten der Isoformen ein Anteil an EndoH-resistentem Protein nachgewiesen
werden (Abb. 5.4.5), was gegen eine Expression der Isoformen auf der Oberflache bzw.
von léslichem G2 im Uberstand spricht. DaR dieser Befund nicht transfektantenspezifisch ist,
zeigte die Untersuchung von HLA-G aus Jeg-3-Zellen, Cytotrophoblasten und HLA-G4 in K-
562 (Valeska Hofmeister, personliche Mitteilung). Auch hier waren auf3er G1m die Isoformen,
soweit nachweisbar, EndoH-sensitiv. Eine in Kooperation mit Dr. Heinz Hutter (Graz) herge-
stellte G2m-Transfektante in K-562, bei der das Protein mit einem carboxyterminalen FLAG-
Epitop versehen ist, konnte auf Cytospins nach Farbung mit einem FLAG-Antikérper ebenfalls
nur im Cytosol, nicht aber auf der Zelloberflache nachgewiesen werden. Mittlerweile wurden
diese Befunde auch von anderen Gruppen bestatigt. So wurde kirzlich gezeigt, daf? von den
Fusionsproteinen der Isoformen mit EGFP in Transfektanten der L929+hf3,m-Mauszellinie oder
der humanen JAR-Zellinie nur G1m auf der Oberflache zu sehen ist, wahrend die verkirzten
Isoformen im ER zurlickgehalten werden (Le Bouteiller 2000). Der Zelloberflachenexpression
von Klasse-I-Molekilen gehen verschiedene im ER stattfindende Schritte voraus, so z.B. die
Assoziation von Calretikulin mit dem Dimer aus schwerer Kette (HC) und 3,m (Sadasivan et al.
1996). Dies erfordert die Interaktion mit Glycanresten in der al-Domane, die in allen HLA-G-
Isoformen enthalten ist, aber auch mit der As 277 in der a3-Domane (Harris et al. 1998). Die
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Assoziation von HLA-G mit Calretikulin konnte in JEG-3-Zellen gezeigt werden (Wainwright et
al. 1998). Das Fehlen der a3-Doméane in HLA-G3 und -G4 sollte eine solche Assoziation ver-
hindern. Der folgende Schritt ist die Interaktion des HC/B,m/Calretikulin-Komplexes mit dem
TAP-Transporter, was zu einer Freisetzung von der ER-Membranoberflache fihrt. In ,m-de-
fizienten Zellen findet dies nicht statt, was darauf hindeutet, dal3 TAP nicht mit freien schwe-
ren Ketten interagieren kann (Carreno et al. 1995). Die Expression von HLA-G ist TAP-ab-
héangig, denn in TAP-defizienten Zellen ist die HLA-G-Expression stark reduziert (Lee et al.
1995). Da sowohl die a2- als auch die a3-Doméane fir diese Interaktion mit TAP wichtig ist,
kann das Fehlen einer dieser Domanen die TAP-Assoziation der verkirzten HLA-G-Isoformen
mit TAP verhindern (Suh et al. 1999). Der letzte essentielle Schritt schlie3lich ist die Bindung
eines geeigneten Peptids an den HC/B,m/Calretikulin/TAP-Komplex. In Zellen mit defekter
Peptidbeladung werden die meisten neusynthetisierten Klasse-I-Molekile rasch wieder ab-
gebaut (Brodsky et al. 1996). Die Unfahigkeit der HLA-G-schweren-Kette mit 3,m, von HC/B,m
mit Calretikulin und von HC/B,m/Calretikulin mit TAP zu assoziieren, fihrt folglich zu einer
auRBerst mangelhaften Peptidbeladung und damit Zelloberflachenexpression. Abgesehen
davon ist fur HLA-G3 und -G2 eine mogliche Peptidbeladung eher unwahrscheinlich, da die
Peptidbindungsgrube von der al- und a2-Doméane gebildet wird und die a2-Doméne diesen
beiden Isoformen fehlt.

Es gibt also bislang keine Indizien fur eine extrazellulare Expression der HLA-G-Isoformen.
Das Argument, dalR das Auftreten dieser vielfaltigen Splei3varianten, wie es fir HLA-G der
Fall ist, ein Zeichen fur Gene ist, die nicht l&anger funktionell sind, ist allerdings nicht langer
haltbar. Analoge MHC-Gene mit starker Expression in der Plazenta und &hnlichen Spleil3vari-
anten wurden z.B. bei Rhesusaffe (Mamu-AG) und Pavian gefunden (Boyson et al. 1997;
Slukvin et al. 1998). Die verkirzten HLA-G-Isoformen sind also zumindest in anderen Primaten

konserviert.

ERKENNUNG VON HLA-G UND DEN HLA-G-ISOFORMEN DURCH DEN AK W6/32 UND
MOGLICHE INTERAKTION MIT [3,m

In der FACS-Analyse konnte G1m auf der Zelloberflache der Transfektanten mit W6/32 ge-
farbt (Abb. 5.3.1), l6sliches G1 im ELISA Uber Bindung an W6/32 nachgewiesen und die Iso-
formen mit W6/32 prazipitiert werden (Abb. 5.4.6).

W6/32 erkennt ein Konformationsepitop, das von der Klasse-I-schweren-Kette, nicht-kovalent
assoziiert mit 3,m, gebildet wird. Die Aminosaurepositionen 89 und 44 in ,m sind die Schlis-
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selaminoséauren fir die W6/32-Epitopbildung (Jefferies und MacPherson 1987), des weiteren
ist der korrekte N-Terminus essentiell (Shields und Ribaudo 1998). Auf seiten der Klasse-I-
schweren-Kette sind die a2- und a3-Doméne beteiligt, wobei besonders Aminosaureposition
121 eine wichtige Rolle spielt (K in allen Klasse-I-Molekilen) (Maziarz et al. 1986; Jefferies
und MacPherson 1987; Tanabe et al. 1992). An der Assoziation von (,m und Klasse-I-
schwerer-Kette sind Aminosaurepositionen in allen drei Doméanen der schweren Kette betei-
ligt, besonders aber die a3-Doméne, die auch zwischen allen Klasse-I-Molekilen die konser-
vierteste ist, spielt hierbei eine wichtige Rolle (Saper et al. 1991). Ob die verkirzten HLA-G-
Polypeptide in der Lage sind, mit 3,m zu assoziieren, ist bislang nicht untersucht. Besonders
fur G3 (Aa2, Aa3) ist schwer vorstellbar, wie es mit W6/32 und/oder 3,m reagieren sollte. Fir
G2m (Aa2) allerdings ist die Préazipitation nach Biotinylierung der Zelloberflachenmolekdle
mittels W6/32 beschrieben worden (Rouas-Freiss et al. 1997). Dies ist erstaunlich, denn er-
stens spricht u.a. die EndoH-Sensitivitdit von G2m gegen eine Expression auf der Zellober-
flache und zweitens wurde in FACS-Analysen und mittels Immunprézipitation gezeigt, dald
nach Biotinylierung von Klasse-I-Molekulen (auch HLA-G) das W6/32-Epitop zerstort ist (Malik
et al. 1999). Inzwischen hat Frau Rouas-Freis die Behauptung, da HLA-G2 mit 3,m
assoziiert auf der Zelloberflache ihrer Transfektanten exprimiert wird, allerdings zurlickgezo-
gen.

Kirzlich wurde gezeigt, dal? HLA-B27, das ein zusatzliches Cystein in der al-Doméne (Pos.
67) besitzt, dadurch in Abwesenheit von [3,m, schwere-Kette-Homodimere bildet, die immer
noch eine Reihe von Peptiden binden kdnnen und die von W6/32 erkannt werden (Allen et al.
1999). HLA-G enthélt ebenfalls ein zusatzliches Cystein in der al-Domane (Pos. 42) und ein
weiteres in der a2-Doméne. Es ware also durchaus denkbar, daf? auch die HLA-G-Isoformen
dimerisieren kénnen und dadurch auch ohne (3,m das W6/32-Epitop gebildet werden kodnnte.
So ist im Augenblick nicht zu entscheiden, ob die Prazipitierbarkeit der HLA-G-Isoformen auf
direkte oder indirekte Erkennung durch diesen Ak zuriickzufiihren ist.

Die ersten beiden Domanen (al und a2) bilden die Peptidbindungsgrube und die Kontaktstellen
fur die Erkennung durch den T-Zellrezeptor, wéhrend die a3-Doméane mit dem T-Zell-Kore-
zeptor CD8 assoziiert. Die proteolytische Entfernung der a3-Doméne von einem Klasse-I-Mo-
lekdl (Aw68) zeigte keine bedeutenden morphologischen Veranderungen im Vergleich mit dem
intakten Protein und nur einen geringen Unterschied in der Lage des (3;m und hat offensicht-
lich auch keinen Einflu auf die Peptidbindung (Collins et al. 1995). Fur HLA-G4 (Aa3) ware
eine solche Struktur also vorstellbar.
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6.4 HLA-G UND DIE UBER HLA-E VERMITTELTE INDIREKTE INTERAKTION
MIT CD94/NKG2A

Zunachst wurde HLA-G-Interaktion mit p58.1 (NKATL1; Cw2, 4, 5, 6), p58.2 (NKAT2; Cwl, 3,
7, 8) (Pazmany et al. 1996) und mit NKAT3 (Bw4) beschrieben (Minz et al. 1997). Dabei
waren die benétigten HLA-G-Mengen aber erheblich héher als flr den eigentlichen Liganden
(Pazmany et al. 1996; Pazmany et al. 1999). Spater wurde von anderen Gruppen gezeigt,
dalR HLA-G keine Interaktion mit diesen KIR zeigt, sondern daf? HLA-G wie auch eine ganze
Reihe von HLA-Klasse-la-Molekilen durch CD94 erkannt werden (Phillips et al. 1996; Pende et
al. 1997; Perez-Villar et al. 1997; Sdderstrom et al. 1997). Dies wurde aus der effektiven
Inhibition der NK-Lyse durch die entsprechenden Transfektanten in HLA-A-, -B-, -C-negativen
.221-Zellen gezeigt. Es sollten deshalb die Transfektanten der HLA-G-Isoformen eingesetzt
werden, um eine mogliche Interaktion dieser verkirzten HLA-G-Formen mit CD94/NKG2A zu
untersuchen.

6.4.1 DAS PEPTID G3.11 AUS DER SIGNALSEQUENZ VON HLA-G IST EIN LIGAND FUR
HLA-E UND KANN DESSEN OBERFLACHENEXPRESSION STABILISIEREN

In der Zwischenzeit ergab sich allerdings ein ganz anderes Bild, in dem HLA-E plétzlich die
entscheidende Rolle bei der Erkennung durch CD94/NKG2A tbernahm. V. Braud und Kollegen
konnten zeigen, dal3 die hauptséchlichen Liganden, die in einer TAP- und Tapasin-abhéngigen
Weise von HLA-E gebunden werden, Nonamere (As 3-11) aus der Signalsequenz bestimmter
Klasse-I-Molekile sind, wie es auch fir das HLA-E-homologe Qa-1-Molekil der Maus be-
schrieben ist (Braud et al. 1997a; Braud et al. 1997b). Dabei ist ein Methionin (M) an Pos. 2
des Liganden, wie es in einem Grof3teil der Signalpeptide an Pos. 4 vorkommt, entscheidend
fur die Bindung. Klasse-I-Molekuiile mit Threonin (T) an dieser Stelle, wie es in den meisten B-
Allelen der Fall ist (z.B. in B27), zeigen keine Bindung und filhren nicht zu einer Erkennung
durch den CD94/NKG2A-Rezeptorkomplex. Weitere Ankerpositionen sind Pos. 9 und in gerin-
gerem Malf3 Pos. 7. Ein Vergleich der Signalsequenzen (Abb. 6.1) zeigt, dal auch das Peptid
G311 von HLA-G die fir die Bindung an HLA-E notwendigen Merkmale aufweist und ebenfalls
einen Liganden fur HLA-E liefern kann. HLA-E selbst und HLA-F liefern kein geeignetes Peptid
(Braud et al. 1997a; Braud et al. 1997b).
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Abb. 6.4.1: Ubersicht (iber die Signalpeptide der HLA-Klasse-I-Molekiile sowie von H-2D° und

H-2L¢

Aufgefuhrt sind die Signalpeptide der Klasse-I-Molekile, mit je einem Beispiel fir jede be-
schriebene Variation. Der Ligand fir HLA-E ist durch einen Strich Uber der Sequenz mar-
kiert (As 1-9 des Peptids Ps.11, fettgedruckt). Aminosauren, die nur in der Signalsequenz von
HLA-G enthalten sind, sind unterstrichen.

Die Untersuchungen zur Interaktion von HLA-Klasse-I-Molekilen mit dem CD94/NKG2A-Re-

zeptorkomplex waren durch Transfektion von HLA-G oder einer Reihe von Klasse-la-Molekii-

len in .221-Zellen durchgefihrt worden. Diese Zellen sind zwar negativ fur HLA-Klasse-la-

Molekule und HLA-G, exprimieren aber, wie spater gezeigt wurde, HLA-E und HLA-F in gerin-

gen Mengen. Untransfizierte .221-Zellen zeigen eine schwache Reaktion mit Klasse-I- oder
B.m-Ak in der FACS-Analyse (s. Abb. 4.3.1), allerdings ist dies in erster Linie auf HLA-F zu-
rackzufihren, da eine N-Acetylneuraminsaure tragende Form von HLA-F in Pulse-chase Ex-

perimenten mit .221 nachweisbar ist, von HLA-E aber nur eine ohne N-Acetylneuraminséure,
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also unreife, die im ER zuriickgehalten wird (Braud et al. 1997b). Nach Transfektion be-
stimmter Klasse-I-Allele oder HLA-G in diese Zellinie steht aber ein Ligand fur HLA-E zur Ver-
fugung, durch den die Zelloberflachenexpression induziert wird. Dies wurde durch Farbung
mit dem Ak DT9 (erkennt HLA-E und HLA-C) und das Auftreten reifer Formen von HLA-E
nachgewiesen (Braud et al. 1997b). Diese Befunde erklarten die anfangs etwas irritierende
Feststellung, dal® in HLA-G-Transfektanten in der FACS-Analyse nach Farbung mit Ak wie
Al.4, die HLA-G nicht erkennen, bei 37°C eine Zunahme im Vergleich mit der untransfizierten
Kontrolle zu sehen war (Abb. 5.3.1).

Da gezeigt worden war, dafd HLA-E bei 37°C auch mit Peptid keine signifikante Erhéhung der
Oberflachenexpression zeigt, sondern erst bei 26°C (Ulbrecht et al. 1992; Borrego et al.
1998), wurden die Transfektanten ebenfalls bei 26°C und im Vergleich noch einmal bei 37°C
UN inkubiert und anschlieRend mit dem Ak Al.4 gefarbt (Abb. 5.5.1). Kirzere Inkubationszei-
ten, wie sie fir X63-Transfektanten beschrieben wurden (Ulbrecht et al. 1992), zeigten bei
221 Zellen keinen Effekt, da diese das HLA-E®-Allel besitzen. Die Inkubation der untransfi-
Zierten .221-Zellen fuhrt bereits wie beschrieben zu einer deutlichen Verstarkung der Ober-
flachenexpression, die durch Zugabe von geeignetem Peptid (hier B754,) noch weiter ver-
starkt wird. Fir die HLA-G-Transfektanten sieht man bei 26°C nur bei der G2m und G4-
Transfektante, die schon bei 37°C positiver sind, eine Zunahme, die der nach Zugabe von B7;.
11 ZU .221 entspricht, wahrend in der G1m-, G3- und G2s-Transfektante keine Zunahme der
HLA-E-Oberflachenexpression festzustellen ist. Dieses Ergebnis kann bislang nicht erklart
werden, denn das Signalpeptid ist in jeder der Transfektanten identisch, und ein quantitativer
Grund kann, wie unten noch gezeigt wird, ausgeschlossen werden.

6.4.2 DAS PEPTID B73.11 STABILISIERT NACH EXOGENER ZUGABE ZU .221-ZELLEN
BESSER IM VERGLEICH MIT DEM PEPTID G311

Die Beladung von HLA-E mit exogen zugegebenem Liganden erfolgt von aullen, da dies in
TAP-2-defizienten Mauszellen RMA-S funktioniert, wahrend die Bereitstellung von endogenem
Liganden in TAP-defizienten Transfektanten defekt ist (Braud et al. 1997b; Borrego et al.
1998). Die Stabilisierung von HLA-E auf der Zelloberflache durch Inkubation mit dem Peptid
B75.1, bei 26°C ist starker als nach Zugabe von Gg;; (Abb. 5.5.3). Dies stimmt mit dem Ergeb-
nis von Braud et al. Uberein, dal3 die Konzentration von G4, fir eine 50%ige Bindung an
HLA-E 0,3 UM betragen muf3, wahrend von B75,; 0,06 uM ausreichen (A*0201 0,06 UM,
Cw*0304 0,3 uM) (Braud et al. 1998). Zugabe von 100 pM und 300 pM G34; zeigte allerdings
nicht mehr HLA-E auf der Oberflache. Wahrend eine zweistlindige Inkubation bei 37°C vor der
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FACS-Farbung bei Inkubation mit dem Peptid B75,, keinen Effekt hat, zeigt sich mit G;.,; eine
leichte Abnahme in der Expression von HLA-E (Abb. 5.5.3). Es wird eine Interaktion zwischen
As 147 (Serin) und 152 (Glutaminsaure) von HLA-E mit Pos. 8 des Liganden angenommen
(Braud et al. 1997a). Hier findet sich bei HLA-G ein Phenylalanin (F) an P8, wahrend alle an-
deren Klasse-I-Molekiile ein Leucin (L) enthalten. Beide As sind hydrophob mit apolarer Sei-
tenkette, F mit aromatischer, L mit aliphatischer. Fur Pos. 8 ist nur gezeigt, dal} eine hydro-
phobe As wichtig ist, sonst soll sie eigentlich kaum Einflu? haben auf die Bindung (Braud et
al. 1997a; Braud et al. 1997b; O Callaghan et al. 1998). Dieses F an Pos. 8 bei HLA-G fihrt zu
geringerer HLA-E-Expression, soll aber keinen Einflu auf die Interaktion mit CD94/NKG2A
haben (Brooks et al. 1999). Durch die Inkubation mit dem geeigneten Peptid stabilisiert sich
also ein funktioneller Komplex aus HLA-E/B,m/Peptid auf der Zelloberflache, der von
CD94/NKG2A erkannt werden kann. Die Koexpression von HLA-G-Polypeptiden reicht nicht
unbedingt aus, um HLA-E auf der Zelloberflache stabil zu exprimieren.

6.4.3 CD94/NKG2A ERKENNT HLA-E KOMPLEXIERT MIT EINEM GEEIGNETEN
LIGANDEN AUF X63-TRANSFEKTANTEN, INTERAGIERT ABER NICHT DIREKT MIT
HLA-G obER HLA-B27

Um auszuschlieRen, dal? CD94/NKG2A direkt mit HLA-G interagiert, wurden zunachst Trans-
fektanten von HLA-E, HLA-G und HLA-B27 in der Mauszellinie X63 mit einem l6slichen
CD94/NKG2A/PE-Rezeptorkomplex untersucht (Abb. 5.5.2). Die Farbung mit dem Ak B9.12.1,
der Klasse-I-Molekuiile komplexiert mit f,m erkennt, zeigte die Expression von HLA-G, HLA-B27
sowie von HLA-E auch ohne Zugabe von Peptid schon bei 37°C. Die deutliche Oberflachen-
expression von HLA-E riihrt daher, dal? zum einen in dieser Transfektante das E®-Allel expri-
miert ist und zum anderen entsprechende Peptide aus den Signalsequenzen der H-2D° und
H-2L°Molekille Liganden fiir HLA-E sind (Abb. 6.4.1) (Braud et al. 1997a). Diese HLA-
E/B,m/Peptidkomplexe werden allerdings nicht von CD94/NKG2A erkannt, ebensowenig wie
die HLA-G- und die HLA-B27-Transfektante. Erst nach Inkubation mit dem Peptid B75,; aus
der Signalsequenz des humanen B*0702-Allels, die zu einer deutlichen Verstarkung der Ober-
flachenexpression von HLA-E fihrt, zeigt sich eine starke Bindung von CD94/NKG2A. Ob-
wohl also HLA-E auf der Oberflache der X63-Transfektante im Komplex mit Peptiden expri-
miert wird, erfolgt keine Interaktion mit dem Rezeptor. Das weist darauf hin, dal3 Stabilisierung
von HLA-E nicht unbedingt auch Erkennung durch CD94/NKG2A bedeutet, wie dies auch fur
andere HLA-E-Liganden gezeigt wurde. Dies wiederum spricht flr eine Peptidspezifitdt der
Erkennung (Borrego et al. 1998; Brooks et al. 1999). Die Inkubation der Transfektanten bei



D ISKUSSION 127

26°C fuhrt fir HLA-E bereits ohne Peptidzugabe zu einer deutlichen Zunahme der Ober-
flachenexpression im Vergleich mit 37°C, allerdings findet aus obengenannten Griinden auch
hier keine Erkennung durch CD94/NKG2A statt. Nach Inkubation mit dem Peptid B75.,, bei 26°C
wird der HLA-E/ Bm/Peptidkomplex durch den loslichen CD94/NKG2A/PE-Rezeptorkomplex
erkannt, allerdings deutlich schwacher als auf Zellen, die mit Peptid bei 37°C gehalten wur-
den. Dies kann folgendermaf3en erklart werden: Die in der X63-Zelle vorhandenen HLA-E-Li-
ganden sind zwar geeignet fur eine Stabilisierung von HLA-E, nicht aber fir die peptidspe-
zifische Erkennung durch CD94/NKG2A. Nach Zugabe des geeigneten Liganden (hier B75.4,)
bei 37°C werden die ungeeigneten Liganden ersetzt und die Erkennung kann stattfinden. Bei
26°C ist die Bindung der ungeeigneten Peptide stabiler, der Austausch gegen B7,; ist nicht
so effizient wie bei 37°C und der Anteil an HLA-E mit geeignetem Peptid fur die Erkennung
durch CD94/NKG2A folglich geringer. Eine Inkubation bei 26°C hat auf die HLA-G- und HLA-
B27-Transfektanten keine Wirkung in bezug auf Oberflachenexpression und Bindung von
CD94/NKG2A, und auch die Zugabe von B7;,; hat erwartungsgeman keinen Einflul3, obwohl
die Oberflachenexpression der Expression von HLA-E vergleichbar ist, d.h. an zu geringer
Menge an HLA-G oder -B27 liegt die mangelnde Erkennung nicht.

Dies bedeutet, da? HLA-E komplexiert mit einem Peptid aus der Signalsequenz von Klasse-I-
Molekllen von CD94/NKG2A erkannt wird. Nachdem aber die Erkennung durch CD94/NKG2A
offensichtlich auch peptidspezifisch ist, kann aus dem hier gezeigten Ergebnis aber nicht
ausgeschlossen werden, daf} die fehlende Erkennung von HLA-B27 oder HLA-G mdglicher-
weise am Mangel an geeigneten Liganden liegt, die in der Mauszelle eventuell fehlen kdnnten.
Aber auch eine HLA-B27-Transfektante in humanen .221-Zellen wird nicht erkannt (Abb.
5.5.4.a), und nach Bereitstellung geeigneter Liganden fur z.B. HLA-B27 oder HLA-A2 in
Transfektanten in der Mauszellinie RMA-S erfolgt ebenfalls keine Bindung von CD94/NKG2A.
Auch die direkte Erkennung von HLA-G kann mittlerweile vollig ausgeschlossen werden, da
gezeigt wurde, dal3 eine Mutation von Methionin an Pos. 2 nach Threonin in G341, dazu fihrt,
dafl? kein HLA-E auf der Oberflache stabilisiert wird und keine Inhibition der Lyse durch
CD94°ILT2-Zellen erfolgt, wahrend nach Zugabe des korrekten G,_,,-Peptids zu diesen Zellen
die Inhibition wieder hergestellt ist (Navarro et al. 1999a). Dagegen wurde gezeigt, dal3 der
Austausch der Signalsequenz von B*5801, dessen Expression in .221-Zellen keine Inhibition
der Lyse vermittelt, da es keinen Liganden fur HLA-E liefern kann, durch die Signalsequenz
von HLA-G zu einer Inhibition der Lyse durch CD94/NKG2A*-Killerzellen fuhrt (Braud et al.
1998). Es steht also aul3er Frage, daf? die urspriinglich HLA-G (und anderen Klasse-I-Moleku-
len) zugeschriebene Inhibition der Lyse tber CD94/NKG2A nur indirekt Uber das Signalpeptid
P1.11 gebunden an HLA-E erfolgt.
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G311 zeigt bei Versuchsbedingungen, bei denen es wahrend der Durchflihrung nicht anwe-
send ist, keinen inhibitorischen Effekt. Wird es aber auch wahrend des Chromfreisetzungs-
tests zur Verfugung gestellt, zeigt sich eine deutliche Inhibition der Lyse (Abb 5.5.10). Man-
che Peptide missen wahrend der Testdurchfihrung anwesend sein, dies gilt aber in erster
Linie offensichtlich fur die Peptide mit T an P2, die als Nicht-Liganden fur HLA-E beschrieben
wurden, aber unter anderen Versuchsbedingungen doch einen Effekt zeigen (Brooks et al.
1999).

In parallel zum Chromfreisetzungstest durchgefiihrten FACS-Analysen zeigte sich, dal3 nach
UN-Inkubation in Anwesenheit von G;_4; eine Stabilisierung von HLA-E auf der Oberflache er-
folgt. Wird vor der Farbung eine zweistiindige Temperaturerhéhung auf 37°C eingeschoben,
zeigt sich ein leichter Riickgang in der HLA-E-Oberflachenexpression, so dal3 anzunehmen
ist, daf3 bei Durchfiihrung des Chromfreisetzungstests bei 37°C ohne Anwesenheit des Pep-
tids dieses mdoglicherweise verlorengeht und der korrekte HLA-E/B,m/Peptidkomplex fir die
Erkennung durch CD94/NKG2A nicht mehr in ausreichender Menge zur Verfiigung steht.

FUr G;.4, wurde eine hohe Affinitat an HLA-E wegen einer niedrigeren Dissoziationsrate be-
schrieben (Vales-Gomez et al. 1999). Diese Ergebnisse wurde allerdings in vitro mit l6slichem
HLA-E/Peptid-Komplex und Iéslichem CD94/NKG2A-Rezeptor erhalten.

Die Ergebnisse deuten also an, dalR das Peptid G54, keinen guten Liganden fir membranstan-
diges HLA-E darstellt.

6.4.4 .221-G1m- UND K-562-G1m-TRANSFEKTANTEN UNTERSCHEIDEN SICH IN
BEZUG AUF DIE STARKE DER HLA-E-STABILISIERUNG

Der Befund, da? HLA-G-Expression in den K-562-Transfektanten die Oberflachenexpression
von HLA-E induziert, war Uberraschend, da K-562-Zellen HLA-E nur auf3erst schwach trans-
kribieren, also praktisch HLA-E negativ sind. Dies wird bestatigt durch die Ergebnisse, daf in
K-562-Zellen durch Zugabe des Peptids B75.,; keine HLA-E-Oberflachenexpression induziert
werden kann und keine Erkennung durch CD94 erfolgt. In den K-562-G1m-Transfektanten
zeigt sich allerdings in der Farbung mit Al1.4 eine deutliche Expression von HLA-E, und auch
die Bindung von CD94 fallt sehr deutlich aus, starker als in den .221G1m-Transfektanten, ob-
wohl diese mehr an G1m-Protein enthalten und mehr HLA-E-Molekille auf der Oberflache zu
finden sind (Abb. 5.5.4.b). Allerdings ist nicht sicher, ob alle Klasse-I-Molekiile, die im untrans-
fizierten Zustand auf der Zelloberflache von .221-Zellen nachzuweisen sind bzw. die durch
Inkubation bei 26°C stabilisiert werden, wirklich HLA-E sind, da .221-Zellen auch HLA-F



D ISKUSSION 129

exprimieren, das moglicherweise ebenfalls bei 26°C stabilisiert wird (Shimizu et al. 1988) und
da die verwendeten Ak nicht HLA-E spezifisch sind. In den K-562-Transfektantenklonen muf3
die endogene HLA-E-Expression verstarkt sein. In untransfizierten K-562-Zellen wird m
Gegensatz zu untransfizierten .221-Zellen kein HLA-E auf der Oberflache exprimiert und kann
deshalb durch B75,; nicht stabilisiert werden. In den K-562-G1m-Transfektanten haben alle
HLA-E-Molekiile, die an die Oberflache kommen, das G;.;;,-Peptid gebunden, und diese Menge,
obwohl insgesamt gesehen niedriger als auf .221-Transfektanten, aber alle mit dem geeigne-
ten Liganden komplexiert, reicht aus fur eine starkere Erkennung durch CD94/NKG2A. Au-
Rerdem exprimieren .221-Zellen das HLA-ER-Allel, K-562-Zellen das HLA-E®-Allel (E® mit Gly
an Pos. 107, E? mit Arg an Pos. 107). X63-Transfektanten, die entweder das E®- oder das E™-
Allel exprimieren, zeigen deutliche Unterschiede in der Stabilisierung der Oberflachenexpres-
sion nach Peptidzugabe mit z.B. B75,, (Ulbrecht et al. 1999). Dies zeigt sich auch in Trans-
fektanten der beiden Allele in K-562-Zellen, und dieser Unterschied findet sich auch in bezug
auf die Inhibition der Lyse durch die Zellinie NKL. Transfektanten der Allele in K-562-Zellen
zeigen ebenfalls deutliche Unterschiede in der Bindung von Peptiden und in der Stabilisierung
von HLA-E und daraus resultierend in der Inhibition der Lyse unter anderem mit Gg.1,, wobei
das Peptid stabiler an E® bindet und im Kontext mit E® die Lyse durch NKL effizienter inhibiert
als mit ER (Maier et al. 2000).

6.4.5 DIE TRANSFEKTANTEN DER HLA-G-ISOFORMEN UNTERSCHEIDEN SICH IN BEZUG
AUF IHRE FAHIGKEIT, HLA-E AUF DER ZELLOBERFLACHE ZU STABILISIEREN UND
DIE LYSE UBER CD94/NKG2A zU INHIBIEREN

Obwohl die G2m- und G4-Transfektanten eine deutlich bessere Stabilisierung der HLA-E-
Oberflachenexpression zeigen als die G3-Transfektante, inhibieren sie die Lyse nicht, wah-
rend HLA-G3 eine deutliche Inhibition der Lyse zeigt (Abb. 5.5.1, 5.5.4.a, 5.5.6, 5.5.8, 5.5.11).
Der Nachweis eines funktionellen HLA-E-Molekuls tGber Bindung des loslichen CD94/NKG2A-
Rezeptors zeigt in manchen Fallen, dal3 eine starkere Stabilisierung von HLA-E auf der
Zelloberflache auch zu einer verstarkten Erkennung durch den Rezeptor fihrt, wie dies z.B.
far G2mD1 und G2mGLl in Abb. 5.5.4.a zu sehen ist. Allerdings geht eine starkere Stabilisie-
rung von HLA-E auf der Oberflache nicht zwangslaufig mit einer besseren Erkennung einher,
wie z.B. der Vergleich von G3D12 und G3TF5 in Abb. 5.5.4.a zeigt.

Ist die Bereitstellung des Liganden fir HLA-E ein Mengenproblem? Ein Vergleich zweier Cw-
Transfektanten (5.5.9) bzw. der Transfektanten .221G-Gen mit .221G1m (Abb. 5.3.1) zeigt,
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daR die Transfektanten mit niedrigerer Expression von HLA-C- bzw. -G-schwerer Kette
deutlich schlechter (HLA-Cw) bzw. gar nicht (Transfektante mit dem HLA-G-Gen) inhibieren
(Abb. 5.5.8 und 5.5.9). Merkwirdig ist, dal3 die .221G-Gen-Transfektante von NKL lysiert
wird, da G1m in dieser Transfektante auch Uber ILT2, das ebenfalls auf NKL exprimiert wird,
eine Lyse verhindern sollte (Colonna et al. 1997), wahrend die Inhibition der Zellyse durch
Cw*0304 nur Uber HLA-E und CD94/NKG2A vermittelt wird. Dies zeigt sich auch dadurch,
daf} nach Inkubation mit einem CD94-Ak die Inhibition durch G1m nur unvollstandig revertiert
wird (Abb. 5.5.12). Offenbar wird auch in der .221G-Gen-Transfektante die kritische Menge
an HLA-G-Polypeptid nicht erreicht. Die G3-Transfektante (G3D12) exprimiert deutlich mehr
RNA als die G2m- und G4-Transfektante (Abb. 5.5.6b), so dal3 vermutlich die Bereitstellung
des Liganden fir HLA-E nur in dieser Transfektante die fir die Inhibition kritische Schwelle
Ubersteigt. Darauf weist auch hin, daf3 die exogene Zugabe von Gs.;; zu den nicht-inhibieren-
den Transfektanten zu einer Inhibition der Lyse fuhrt (Abb. 5.5.11). Aus diesen Ergebnissen
ist zu schliel3en, daf? die schwere Kette von HLA-G nur bei starker Biosynthese in der Lage
ist, NK-Zellen Gber HLA-E bzw. CD94/NKG2A zu blockieren. Eine mégliche Erklarung ist, dal3
der G5 4,-Signalpeptidligand im Vergleich zu B754; und Cw*0304,_,, das HLA-E-Molekll weni-
ger gut stabilisiert. Moglicherweise hangt die reduzierte Effizienz auch mit einer weniger ef-
fektiven Prozessierung der Signalsequenz von HLA-G im Vergleich mit anderen Klasse-I-Si-
gnalsequenzen zusammen. Dies kdnnte auch bei den verkirzten HLA-G-Polypeptiden eine
Rolle spielen. Nach ihrem Eintritt ins ER inserieren Signalsequenzen durch Schleifenbildung in
die Membran und kénnen von der Signalpeptidase auf der ER-Seite der Membran geschnitten
werden. Das abgeschnittene N-terminale Stiick der Signalsequenz gelangt zurlick ins Cytosol,
wo es von einer, bei Eukaryonten bislang noch nicht beschriebenen, Signalpeptidpeptidase
weiter prozessiert wird. Die potentielle Schnittstelle liegt dabei in einer Umgebung hydropho-
ber As (Martoglio und Dobberstein 1998), die, wie Abb. 6.4.2. zeigt, aus funf hydrophoben As
vor und vier nach der Schnittstelle bestehen. Die dritte der vier hinteren As ist bei allen
Klasse-I-Molekilen ein Alanin (A), nur bei HLA-G findet sich statt dessen ein Threonin (T). Es
konnte moglich sein, dal3 dieser fur HLA-G spezifische Austausch die effiziente Pro-
zessierung der HLA-G-Signalsequenz durch die Signalpeptidpeptidase verhindert und des-
halb bei gleichen Mengen an Protein von HLA-G und z.B. Cw*0304 die fur HLA-E zur Ver-
figung stehende Menge an Ligand sich derart unterscheidet, da’ sie in den hier verwen-
deten HLA-G-Transfektanten nur bei G1m und G3 fir eine Inhibition der Lyse ausreichend ist.
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Abb. 6.4.2: Darstellung der in bezug auf die Prozessierung dreiteiligen Struktur der Signalse-
quenzen fur ausgewahlte HLA-Klasse-I-Molekile
Markiert ist rot die hydrophile N-Region (n-Region), grin die hydrophobe Kern-Region (h-
Region), blau die C-terminale flankierende Region (c-Region), die Pfeile markieren die
Schnittstelle der Signalpeptidase (SPase) und die potentielle Schnittstelle der Signalpep-
tidpeptidase (SPPase) (nach Martoglio und Dobberstein 1998). Die Sequenz des Liganden
fur HLA-E ist fettgedruckt (As 1-9 des Peptids Ps.11), HLA-G-spezifische Aminosauren sind
unterstrichen.
Verwendet wurde das Programm SignalP-2.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP-2.0/).

Eine direkte Interaktion der verkiirzten HLA-G-Polypeptide mit inhibitorischen oder auch aktivie-
renden Rezeptoren ist demnach aufgrund der fehlenden Oberflachenexpression unwahr-
scheinlich, und auch die indirekte Interaktion mit solchen Rezeptoren durch Bindung von G54,
an HLA-E ist wenig effektiv. Die Funktion der HLA-G-Isoformen mul3 also weiter ungeklart
bleiben. Fir Volle-Lange-HLA-G1m zeichnet sich ein anderes Bild ab. Es inhibiert nicht nur in-
direkt die Lyse durch NK-Zellen Uber CD94/NKG2A durch die Bereitstellung des Liganden fir
HLA-E, sondern auch direkt durch Interaktion mit dem ILT2-Rezeptor. Des weiteren kann es
mit anderen Rezeptoren wie ILT4 oder p49 (KIR2DL4) interagieren, die nicht nur auf NK-Zel-
len, sondern auch auf einer ganzen Reihe anderer lymphoider Zellen exprimiert werden (Anti-
gen-prasentierenden Zellen, APC, cytotoxischen T-Zellen, CTL und B-Zellen, BL). So kann es
nicht nur den Schutz vor der Lyse durch NK-Zellen vermitteln, sondern auch eine wichtige
Rolle bei der Modulation der Immunantwort spielen, v.a. in inflammatorischen Prozessen, wo-
rauf die Hochregulation durch IFNy und IL10 hinweist. Ein schematischer Uberblick tiber diese
vielfaltigen Aufgaben von HLA-G1m ist in Abb. 6.4.3 gezeigt.
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Abb. 6.4.3: Schematische Darstellung der mutmalfilichen immunregulatorischen Aufgaben von
HLA-G

HLA-G1m kann auf indirektem Weg Uber HLA-E oder direkt seine immunregulatorischen
Aufgaben erfiillen. Die Oberflachenexpression von HLA-E ist abhdngig von der Verfiigbar-
keit des Peptidliganden, dem Nonamer Ps.1; aus der Signalsequenz von Klasse-la-Moleku-
len oder HLA-G. Funktionelles HLA-E auf der Zelloberflache kann dann mit dem konstitutiv
auf NK-Zellen exprimierten Rezeptorkomplex CD94/NKG2A interagieren und so Zellen vor
der NK-Lyse schiutzen. Mdglicherweise kann HLA-G nach Bindung von Peptiden auch di-
rekt mit dem T-Zellrezeptor interagieren. Der direkte Weg beinhaltet die Bindung von HLA-
G1m an Rezeptoren auf NK-Zellen (NKC: ILT2, p49), einer Subpopulation von cytotoxi-
schen T-Zellen (CTL: ILT2, p49), B-Lymphozyten (BL: ILT2) und antigenprésentierenden
Zellen (APC: ILT2, ILT4). IL10 und IFNy fuhren zur Induktion bzw. Hochregulation der HLA-
G1m-Oberflachenexpression. Ob l6sliches G1 (sHLA-G) diese Funktionen ebenfalls erfillen
kann, ist bislang nicht geklart.
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{ ZUSAMMENFASSUNG

Im Unterschied zu den HLA-Klasse-la-Molekilen ist das nicht-polymorphe Klasse-Ib-Molekdl
HLA-G v.a. in der Plazenta exprimiert. Es wird postuliert, da3 HLA-G die Immuntoleranz des
mitterlichen Immunsystems gegen den ,semiallogenen” Fetus mitreguliert. In allen anderen
Zellen und Geweben, in denen es gefunden wurde, ist die Menge im Vergleich zu klassischen
Klasse-I-Molekulen um GréRenordnungen geringer. Auch in der Genexpression unterscheidet
sich HLA-G drastisch von allen tbrigen Klasse-I-Molekilen. Am auffallendsten ist dabei das
Auftreten verschiedener alternativer SpleiRformen. Neben dem Volle-Lange-Transkript G1m
gibt es eine Reihe verkirzter Isoformen: G2 (G2m, Aa2-Domane), G3 (Aa2/Aa3-Doméne), G4
(Aa3-Doméne) sowie zwei Formen, die flur losliche Proteine kodieren, da die nicht-entfernte
Intron-4-Sequenz zu einem vorzeitigen Translationsstop fuhrt, G5 (G1s), G6 (G2s, Ada2-
Domane, + In4).

Die schwache Expression von HLA-G bestétigte sich auch fur die im Rahmen dieser Arbeit
untersuchten Haut- und Muskelbiopsien sowie Gehirnproben. Transkripte fur HLA-G und die
verkirzten Isoformen waren in fast allen Proben nachweisbar, wobei das Volle-Lange-
Transkript die dominante Form war. Bei den nach Krankheitsgruppen eingeteilten Hautbiopsien
und den Muskelbiopsien mit definierten Diagnosen konnte keine Korrelation eines bestimmten
Expressionsmusters mit einer bestimmten Krankheitsgruppe bzw. Diagnose festgestellt
werden. Diese Heterogenitat des Expressionsmusters sowie die selektive Hochregulation der
Volle-Lange-Isoform G1m auf Transkriptions- und Proteinebene in Glioblastomzellinien und
Myoblasten, die nur eine aul3erst schwache konstitutive Expression von HLA-G aufweisen,
nach Behandlung mit IFNy deutet auf eine differentielle Regulation hin.

Um die einzelnen Isoformen getrennt voneinander untersuchen zu kénnen, wurden Trans-
fektanten fur jede Form in der Klasse-l-negativen B-Zellinie 721.221 etabliert. Nur die Volle-
Lange-Isoform G1m sowie deren l6sliche Variante G1s konnten auf der Zelloberflache bzw.
im Kulturiberstand nachgewiesen werden. Von den Ubrigen Isoformen konnten nur EndoH-
sensitive Polypeptide gefunden werden, und auch Immunofluoreszenzfarbung mit einer Reihe
von Klasse-I-Ak zeigte keine Zelloberflachenexpression. Es mul3 daraus geschlossen wer-
den, dal3 die verkurzten Isoformen in der Zelle zurlickgehalten werden.

HLA-G kann auf zwei Wegen die Aktivitat von Immuneffektorzellen regulieren: direkt tGber ILT2
und indirekt Gber HLA-E. Das MHC-Klasse-I-Molekil HLA-E wird durch Bindung eines No-
namers (P5.41) aus dem Signalpeptid verschiedener Klasse-I-Molekiile auf der Oberflache von
Zellen stabilisiert. Aus der Interaktion dieses funktionellen HLA-E/Peptid-Komplexes mit dem
inhibitorischen Rezeptorkomplex CD94/NKG2A auf NK-Zellen resultiert ein Schutz dieser Zel-
len vor der NK-Lyse. Auch das entsprechende Peptid aus der Signalsequenz von HLA-G ist
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ein Ligand fur HLA-E. Allerdings wurde gezeigt, dal3 die Stabilisierung von HLA-E auf der Zell-
oberflache durch das Peptid G5, schwacher als mit anderen Klasse-I-Peptiden und auch
weniger stabil ist. Effektive Inhibition der Lyse der NK-Zellinie NKL tber diese Interaktion von
HLA-E mit CD94/NKG2A findet man nur bei HLA-G1m-Transfektanten. Diese werden auch
durch die direkte Interaktion von HLA-G1m mit einem weiteren inhibitorischen Rezeptor auf
NKL - ILT2 - geschitzt. In den 721.221-Transfektanten der verkurzten HLA-G-Isoformen war
eine unphysiologisch hohe Konzentrationen an HLA-G-Polypetid notwendig, um die kritische
Menge an HLA-E-Ligand fur den Schutz dieser Zellen vor der Lyse durch NK-Zellen liefern zu
kénnen. Das war nur flr eine auflerst stark exprimierende G3-Transfektante der Fall. Der
Grund dafur liegt wahrscheinlich in einer ineffizienteren Prozessierung des Signalpeptids von
HLA-G und einer im Vergleich mit anderen HLA-E-Liganden geringeren Bindungsaffinitat des
Peptids G54, fur HLA-E.

Eine Funktion der verkirzten HLA-G-Isoformen durch die direkte Interaktion mit Rezeptoren
auf NK-Zellen konnte nicht nachgewiesen werden und ist wegen ihrer intrazelluldren Expres-
sion auch unwahrscheinlich. Vielmehr deuten erste Daten, die zeigen, daf3 die Isoformen, di-
rekt oder indirekt, mit dem TAP-Komplex assoziiert sind, auf eine mogliche Funktion im Rahmen
der Antigenprasentation hin. Worin diese besteht, missen weiterfihrende Untersuchungen
zeigen. Daher ist anzunehmen, dafl} HLA-G in vivo hauptsachlich Gber HLA-G-bindende KIR
immunregulatorische Funktionen wahrnimmt und durch indirekte Wirkung dber HLA-E-
CD94/NKG2A modulierend eingreift.
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