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Zusammenfassung

Subzellular-differenzielle Expression von MICA-Allelen in einem Zéliakie-Zellkul-
turmodell

Einfiihrung: Die Expression von MICA, einem atypischen MHC-Klasse-I-Molekul, wird in der
Zdliakie durch Gliadinpeptide und sekundar durch Interleukin-15 erhdht. Als Ligand des
NKG2D-Rezeptors auf intraepithelialen Lymphozyten (IELs) fuhrt die MICA/NKG2D-Interak-
tion zur Lyse des intestinalen Epithels. MICA-Allele zeigen einen hohen Polymorphismus. In
der Literatur ist beschrieben, dass viele Zdliakiepatienten das trunkierte MICA-Allel A5.1 auf-
weisen (1) und die Klinik oft einen abgemilderten, symptomatischen Verlauf annimmt. Zur Un-
tersuchung der differenziellen zelluldren Kompartimentierung des trunkierten MICA-Allels
MICA*008 im Vergleich zu dem nicht trunkierten Allel MICA*019 und der pathophysiologischen
Folgen auf die Interaktion mit IELs, exprimierten wir die verschiedenen MICA-Allele in einem

Zellmodell aus intestinalen Epithelzellen (IEC).

Ziele: In dieser Arbeit soll untersucht werden, ob die differenzielle Kompartimentierung der
MICA-Isoformen MICA*008 und MICA*019 in einem humanen IEC-Zellsystem nachvollziehbar
ist. Stabil MICA*008-, MICA*019- und MICB-exprimierende Zellklone sollten generiert und
hierbei die mdgliche Interaktion von MICA-exprimierenden Epithelzellen und IELs diskutiert

werden.

Methoden: Mittels Subklonierung wurden MICA/-B-Konstrukte (MICA*008 als trunkiertes Allel,
MICA*019 als nicht-trunkiertes Allel sowie MICB als Kontrolle) generiert und in Caco-2-bbe-
Zellen transient sowie stabil exprimiert. Neben Wildtypkonstrukten wurden Konstrukte mit ei-
nem HA-Tag hergestellt. In der konfokalen Mikroskopie nach Immunfarbung sowie durch-
flusszytometrisch wurde die differenzielle Kompartimentierung charakterisiert, mittels Western
Blotting wurde die Expression des trunkierten MICA*008 untersucht. Stabil MICA*008- und
MICA*019-exprimierende Caco-2-bbe-Zellen wurden hinsichtlich ihrer epithelialen Barriere-

funktion (transepithelialer Widerstand, TER) untersucht.

Resultate: Die nicht-trunkierten Allele MICA*019 und MICB werden membranés exprimiert,
wahrend das trunkierte MICA*008 hauptsachlich intrazellular lokalisiert. MICA*008 zeigte sich
im Zytosol sowie submembranos in vesikelartigen Formationen, eine Kolokalisation mit Zell-
membranproteinen fand sich nicht. Eine apikale Sortierung von MICA*008 konnte nicht ein-
deutig beobachtet werden. MICA*019 fand sich in der basolateralen Zellmembran und zeigte

deutliche Kolokalisationen mit basolateralen Membranproteinen. Im Western Blot zeigten
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Banden das Vorliegen kleinerer MICA*008-Molekule im Vergleich zu den nicht-trunkierten
MICA/-B-Proteinen. In der Durchflusszytometrie sahen wir ein vom Genotyp abhangiges Ver-
haltnis von intrazellularer zu oberflachlicher MICA-Expression. In TER-Messungen zeigten

MICA*008-exprimierende Zellen geringere Werte.

Schlussfolgerungen: Es konnte gezeigt werden, dass die subzelluldare Kompartimentierung
von MICA Genotyp-abhangig ist. Das bei Zoliakiepatienten haufig vorkommende Allel
MICA*008 wird — anders als das Wildtyp-Allel des MICA — nicht transmembrands exprimiert,
sondern lokalisiert im Zytosol und submembrands. Der gehauft vorkommende symptomati-
sche Verlauf der Zoliakie bei Tragern des MICA-A5.1-Allels kdnnte somit als Konsequenz der
verminderten Aktivierung des NKG2D-Rezeptors verstanden werden. Perspektivisch sollten
die stabil MICA*008- und MICA*019-exprimierenden IEC-Konstrukte hinsichtlich ihrer Emp-

findlichkeit gegenlber NK-Rezeptor-verursachter Lyse untersucht werden.
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Abstract

Differential subcellular expression of MICA alleles in a celiac disease cell culture
model

Introduction: In celiac disease, MICA is upregulated in the presence of gliadin peptides and
secondarily by IL-15. MICA acts as ligand for the NKG2D receptor expressed on intraepithelial
lymphocytes (IELs). The interaction of the ligand with its receptor leads to epithelial lysis and
is a crucial factor in the development of an epithelial barrier defect in celiac disease. As shown
in a preceding study (1), many celiacs are carriers of the truncated allele MICA-A5.1
(MICA*008). Since the clinical course of these carriers is often oligosymptomatic, we ex-
pressed this allele in intestinal epithelial cells (IEC) and compared the subcellular localization
of MICA*008 to the non-truncated MICA*019 and MICB alleles.

Aims of the study: This study examines the differential subcellular localization of MICA pro-
teins by visualizing MICA in transfected Caco-2-bbe cells. We aimed to reconstruct the inter-
action between IELs and MICA-expressing intestinal epithelial cells and thus to shed a light on
how the MICA genotype affects the subcellular MICA localization.

Methods: MICA*008 (MICA-A5.1, truncated allele), MICA*019 (non-truncated allele), and MICB
were subcloned into the vector pCl-puro, and transiently as well as stably expressed in Caco-2-
bbe cells. The subcellular localization of MICA/-B was examined by confocal microscopy after
immunostaining, western blotting and flow cytometry. Stably MICA*008- and MICA*019-express-

ing Caco-2-bbe cells were examined for barrier function (transepithelial resistance, TER).

Results: Confocal microscopy confirmed the differential compartmentalization of the MICA
alleles: MICA*008 localized intracellularly, whereas MICA*019 and MICB were predominantly
expressed on the cell membrane. Furthermore we observed a submembranous vesicular ar-
rangement of MICA*008. Colocalization with apical or basolateral membrane proteins has not
been observed in MICA*008-expressing cells. MICA*019 localized in the basolateral cell mem-
brane and displayed colocalizations with membrane proteins. Western blotting revealed a spe-
cific band of the truncated molecule MICA*008 in comparison to the larger MICA*019 protein.
Flow cytometry confirmed that the ratio of intracellular to surface MICA expression is genotype-
dependent. In TER measurements, MICA*008-expressing cells showed significantly lower val-
ues.

Conclusion: The localization of MICA is dependent on the MICA genotype. MICA*008 local-

ized in the cytosol whereas MICA*019 was found in the cell membrane. This supports the
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hypothesis that an altered clinical course with absent or reduced gastrointestinal symptoms in
MICA-AS5.1 carriers is secondary to a lack of activation of the NKG2D receptor. In perspective,
stable constructs of MICA*008 and MICA*019 should be analyzed regarding their viability in

the presence of NK receptor-bearing cells to examine the interaction.



Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Zoliakie

Die Zoliakie ist eine T-Zell-vermittelte, Gluten-induzierte Fehlregulation des Immunsystems,
welche auf der Basis einer genetischen Disposition entsteht. In der Konsequenz dieser St6-
rung wird eine UberschieRende Immunreaktion auf einen Bestandteil des Glutens, das Gliadin,
ausgeldst und diese geht mit einer autoimmun verursachten Destruktion der Enterozyten mit
resultierender Zottenatrophie und Kryptenhyperplasie des Duodenums einher. Die Folge der
Destruktion der epithelialen Barriere der Darmmukosa ist die Malabsorption. Die Malabsorp-
tion ist zentral in der Symptomatik der Zdliakie und flhrt typischerweise zu Symptomen wie
Diarrhoen, abdominellen Schmerzen und Gewichtsverlust. Andererseits gibt es Patienten, die
sich mit einem sehr abgemilderten, sogenannten symptomatischen klinischen Verlauf der Z6-
liakie prasentieren. Die Atiologie der glutensensitiven Enteropathie ist nach wie vor Gegen-
stand intensiver Forschung. Man geht heute von einem komplexen Zusammenspiel von Ge-
netik, Umwelt und immunologischen Faktoren aus. Therapeutisch gilt die glutenfreie Diat als

einzig wirksame Malinahme (2).

1.1.1 Historisches

Die Agrikultur von Getreide begann in der neolithischen Ara, etwa 9.500 vor Christus, mit dem
Ubergang der Jager- und Sammlerkulturen zu sesshaften Gemeinschaften mit domestizierten
Tieren und Pflanzen. Die ersten erhaltenen Aufzeichnungen der Zoliakie stammen von dem
griechischen Arzt Aretaios von Kappadokien, welcher im 2. Jahrhundert nach Christus ein
malresorptives Syndrom mit chronischen Diarrhoen beschrieb, und dieses koiliakés benannte,
im Griechischen ,vom Bauch stammend® (3). In dessen Fallbeschreibung wird ein Patient vor-
gestellt, der unter Bauchschmerzen litt, von der Konstitution ,leptosom, bleich und zu schwach
zum Arbeiten“ war. Nach Auffassung Aretaios nahm die Erkrankung ihren Ursprung in dem
~Abhandensein von Hitze im Magen®, welche nétig ware, um Nahrungsbestandteile aufzubre-
chen und im Kérper zu verteilen. In der zeitndheren westlichen Medizin erlangte diese Be-
schreibung erst Aufmerksamkeit, als Francis Adams 1856 eine Ubersetzung der Schriften A-
retaios in der Sydenham Society publizierte (3). Der britische Padiater Samuel Gee studierte
die Aufzeichnungen und machte eigene Beobachtungen an Patienten. Er konstatierte die enge
Beziehung der Klinik mit der Diat und machte spezifische therapeutische Vorschlage, ohne
jedoch jemals Gluten oder Getreide als Ausloser zu identifizieren (4). Wahrend in den folgen-
den Jahren verschiedene Nahrungsmittelbestandteile als Ursache der Erkrankung vermutet,

diverse Diatregime vorgeschlagen und kurzzeitig mitunter eine ,Bananen-Diat® zur Therapie
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der Zdliakie propagiert wurden (5), gelang es erst dem niederlandischen Arzt Willem Dicke,
den Zusammenhang zwischen der Ingestion von Getreide und der Entstehung der Zdliakie
herzustellen. Zu dieser Schlussfolgerung gelang der Arzt nach der Beobachtung, dass sich
eine Mehrheit der Patienten wahrend der Hollandischen Hungersnot 1944 — wahrend welcher
kaum Getreide vorhanden war — klinisch verbesserte und es zu einer drastisch verminderten
Mortalitatsrate von erkrankten Kindern kam, die just wieder anstieg, als Getreide wieder er-
haltlich war (6,7). Eine im Lancet erschienene Studie identifizierte 1952 erstmals den Weizen-
bestandteil Gluten als auslésendes Agens (8). 1954 entdeckte man die villdse Atrophie des
Dunndarms durch Biopsien, welche wahrend einer Operation entnommen wurden (9), gefolgt
von der Entdeckung des Anti-Gliadin-Antikérpers 1961 als nicht-invasiver serologischer Test-
parameter (10) und der Identifizierung der Gewebstransglutaminase als Autoantigen der Z4li-
akie von Dieterich et al. in der Arbeitsgruppe von Schuppan an dem Campus Benjamin Fran-
klin der Charité (11). Diese Entdeckungen kennzeichneten Meilensteine, die den Weg zum

diagnostischen Standard mittels Serologie und endoskopischen Biopsien ebneten (12).

1.1.2 Epidemiologie

Wahrend die Angaben zur Pravalenz der Zéliakie in Studien stark variieren, war in den letzten
zwei Jahrzehnten dennoch ein eindeutiger Anstieg der Inzidenz und Pravalenz der Erkrankung
zu verzeichnen. Aus epidemiologischen Studien geht hervor, dass ein grol3er Teil der weltweit
an Zoliakie erkrankten Menschen nach wie vor undiagnostiziert ist und die wahre Pravalenz
um ein Vielfaches hoher ist als angenommen (13-15). In Europa liegt die Pravalenz bei etwa
1 %, allerdings mit signifikanten regionalen Unterschieden (16). In Finnland findet sich eine
Pravalenz von etwa 2 bis 3 % (16), wahrend in Deutschland im allgemeinen Screening etwa
0,9 % mit Zoliakie diagnostiziert werden (17). Der direkte Vergleich zwischen diesen Landern
ist insbesondere daher von Interesse, da sie eine ahnliche Verteilung vermuteter kausaler
Faktoren (Menge an Glutenkonsum und Vorkommen von HLA-DQ2 und -DQ8) aufweisen
(16,18). Insgesamt weisen Studien auf einen tatsachlichen deutlichen Anstieg der Pravalenz
der Zoliakie hin (19). In den USA betragt die aktuelle Pravalenz 0,7 % (20,21). 1974 betrug die
Pravalenz in den USA laut einer Studie nur 0,2 % und hat sich hiermit vervielfacht (22). Ein
vielfach diskutierter Grund hierfir ist die Hygienehypothese, wonach welcher aufgrund der
verbesserten hygienischen Umstande ein Auftreten von autoimmunen Erkrankungen haufiger
wird (23). Andererseits wird auch davon ausgegangen, dass durch die sensitivere Diagnostik

mehr — zuvor unerkannte — Zoliakiker diagnostiziert werden.
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1.1.3 Kilinik

Die Zoliakie zeichnet sich durch eine variable klinische Prasentation aus. Im Folgenden findet

sich ein Uberblick der klinischen Verlaufe.

Das klassische Bild der Zdliakie ist charakterisiert durch Symptome der Malabsorption, welche
durch die epitheliale Destruktion der Darmmukosa entsteht: Hierzu gehéren Diarrhoe, Steator-
rhoe, Wachstumseinschrankungen, Gewichtsverlust sowie abdominelle Schmerzen und ein
geblahtes Abdomen. Haufig manifestiert sich die Erkrankung auch durch indirekte Konsequen-
zen der Malabsorption wie Anamie, Mudigkeit oder Osteoporose. Die Zdliakie kann aber auch
monosymptomatisch sein — beispielsweise kdnnen Patienten nur an Diarrhoen leiden — oder
aber klinisch inapparent verlaufen. Die Ursache fir diese variable klinische Manifestation und
die Pathophysiologie einer Reihe an atypischen klinischen Manifestationen sind nach wie vor
ungeklart und Gegenstand der aktuellen Forschung (24). Zu intestinalen Symptomen zahlen
Motilitatsstorungen des Darmes, Durchfélle, ein geblahtes Abdomen, Nausea, Meteorismus
und abdominelle Schmerzen. Zu extraintestinalen Symptomen z&hlen beispielsweise Anamie,
Osteomalazie oder Osteoporose, Zahnschmelzveranderungen, periphere Neuropathien, Mus-
kelschwache, Nachtblindheit, Hamatome, Odeme, dermatologische Verdnderungen wie die

Dermatitis herpetiformis Duhring und rezidivierende orale Aphten (25).

Wahrend der letzten Jahrzehnte kam es zu einem Wandel der klinischen Prasentation als
Konsequenz von weitlaufigem serologischen Screening und erhéhter Aufmerksamkeit gegen-
gegenuber dem vielfaltigen Erscheinungsbild der Krankheit (13,24,26). Wahrend vor einigen
Jahrzehnten nur Patienten diagnostiziert wurden, die sich mit klassischen Symptomen prasen-
tierten, werden heute auch eine Vielzahl von Patienten mit klinisch weitaus diskreteren Befun-
den oder gar asymptomatischem Verlauf in Screenings identifiziert. Diarrhoe kommt nunmehr
in weniger als 50 % der Patienten bei Erstdiagnose vor, wahrend in den 1960er Jahren bei-

nahe jeder Patient bei Erstvorstellung an Durchfallen litt (26).

1.1.3.1 Klinische Verlaufsformen

Die Nomenklatur der klinischen Verlaufsformen der Zoliakie war in der Vergangenheit unein-
heitlich und fuhrt nach wie vor zu Verwechslungen. Es besteht starker Konsensus Uber die
Wichtigkeit der Verwendung einer einheitlichen Nomenklatur, wie sie im Folgenden dargestellt
ist (2,25).
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1.1.3.1.1 Klassische Zoliakie

Synonym zu ,typische Zdliakie® beschreibt dieser Begriff einen klinischen Verlauf, welcher pri-
mar durch die Folgen der Malabsorption gepragt ist: Patienten mit klassischer Zdliakie prasen-
tieren abdominelle Schmerzen, Diarrhoe, Gewichtsverlust und andere Folgen der Malabsorp-
tion wie Anamie oder Osteoporose. Die padiatrische Form der klassischen Zdliakie geht zu-
dem mit Reifungsstdérungen, wie z.B. Wachstumsverzégerung, verspateter Menarche und Pu-
bertat, volumindsen Diarrhoen und einem aufgetriebenem Abdomen bei Laktasemangel ein-
her (27).

Die Bezeichnung ,typische Zdliakie® soll zugunsten des Begriffes ,klassische Zdliakie® verlas-
sen werden (28). Bertcksichtigt werden muss namlich, dass diese Form der Zdliakie nicht, wie
der Name ,typisch® suggerieren konnte, die haufigste Form der Zdliakie ist; vielmehr ist der
Begriff historisch erwachsen. Wahrend sich bis vor einigen Jahrzehnten beinahe alle Patienten
mit Symptomen einer klassischen Zdliakie vorstellten, prasentiert sich heute die Mehrheit der
Patienten mit symptomatischer Zoliakie (siehe 1.1.3.1.2). Vielmehr als eine tatsachliche Ver-
lagerung der Haufigkeiten in der klinischen Manifestation von klassischer und nicht-klassischer
Zdliakie, liegt dieser epidemiologische Wandel darin begriindet, dass die Diagnostik durch Se-
rologie und Biopsien sensitiver wurde, die Variabilitdt des klinischen Bildes besser bekannt

und der Schwellenwert zur Einleitung der Diagnostik niedriger sind (24,29,30).

1.1.3.1.2 Symptomatische Zodliakie

Friher wurde diese Form der Zdliakie ,atypische, ,oligosymptomatische® oder auch ,overte*
Zoliakie genannt. Die Begriffe werden durch die Bezeichnung ,symptomatische Zdliakie® zu-
sammengefasst und ersetzt (25,28). Dieser Verlauf ist durch unspezifische extraintestinale und
gastrointestinale Symptome gepragt. Patienten mit symptomatischer Zdliakie prasentieren sich
mit einem diskreteren klinischen Bild — z.B. mit einer monosymptomatischen Malabsorption —
oder stellen sich ohne Symptome der Malabsorption vor, beispielsweise mit Verstopfung und
ohne Gewichtsverlust. Zu den gastrointestinalen Symptomen zahlen auch paradoxe Symptome
wie Konstipation, Reflux, Reizdarm-ahnliche Symptome (31,32) oder Leberenzymerhéhungen
(33,34); extraintestinale Symptome strecken sich von neurologischen Defiziten (35,36), De-
pression (37), Gluten-Ataxie (38,39), Fertilitdtsstérungen (40,41) bis hin zu dermatologischen
Manifestationen wie der Dermatitis Herpetiformis Duhring (42). Ungeklart ist, weshalb ein Teil
der Zoliakiepatienten einen klinisch stark ausgepragten Befund der Malabsorption hat, wahrend
andere Patienten keine oder nur wenig gastrointestinale Symptome und Folgen der Malabsorp-

tion prasentieren. Diese Frage ist unter anderem Gegenstand der vorliegenden Arbeit.
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1.1.3.1.3 Asymptomatische Zoliakie

Patienten mit asymptomatischer Zdliakie sind klinisch unauffallig, zeigen in der Endoskopie
allerdings das zdliakietypische Bild der duodenalen Zottenatrophie und Kryptenhyperplasie.
Diese Gruppe von Patienten wird haufig innerhalb von Screening-Programmen, z.B. bei er-
krankten Verwandten oder bei dem Vorliegen einer anderen Autoimmunerkrankung, diagnos-
tiziert (20,43,44). Obgleich Symptome weder berichtet, noch auf spezifische Nachfrage ange-
geben werden, zeigen viele Individuen mit asymptomatischer Zoliakie in der Auswertung ver-
schiedener Fragebogen eine leicht reduzierte Lebensqualitat (45). In Anbetracht dieser Tatsa-
che ist es naheliegend, dass ein Teil der ,asymptomatischen® Zdliakiker objektiv betrachtet an

einer subklinischen Zoliakie leidet.

1.1.3.1.4 Potenzielle Zoliakie

In dieser Verlaufsform zeigen Patienten keine Symptome sowie eine blande Histologie der
Darmmukosa, sind jedoch seropositiv fur zdliakiespezifische Antikdrper. Da ein erhéhtes Ri-
siko zu einer Manifestierung der Erkrankung besteht, ist ein regelmafiges Screening dieser
Patienten unerlasslich. Eine glutenfreie Diat (GFD) wird Individuen mit potenzieller Zdliakie

nicht empfohlen, allerdings regelmafige Verlaufsuntersuchungen (25,46,47).

1.1.3.1.5 Refraktare Zoliakie

Patienten mit refraktarer Zoliakie (RCD, engl. refractory celiac disease) leiden trotz strikter
GFD Uber zwolf Monate weiterhin an Malabsorptionssymptomen und intestinaler Zottenatro-
phie. Immunhistologisch unterteilt sich diese Erkrankung in eine refraktare Zoliakie Typ | mit
Vorkommen von IELs normalen Phanotyps sowie in eine refraktare Zoliakie Typ Il mit Nach-
weis einer klonalen T-Zell-Population in der molekularpathologischen Untersuchung der intes-
tinalen T-Zell-Rezeptor-Ausstattung und Pralymphomcharakter (48).

Tab. 1:  Oslo-Klassifikation der Zbliakie, angelehnt an Ludvigsson et al. (28)

Zoliakieform | Klassisches Unspezifische Symptome | Antikorper ' HLA-DQS
Malabsorptions- | oder monosymptomati- tTG2-AK oder -DQ2
syndrom sche Malabsorption

Klassisch + +/- + +
Symptomatisch - + + +
Potenziell - - + +
Refraktar + +/- + +




Einleitung 6

1.1.3.2 Komplikationen

Wahrend bei Kindern eine frihe Diagnose vor — teils irreversiblen — Komplikationen wie
Wachstumsverzogerung, Knorpelschaden und reduzierter Knochendichte schitzt (46,49,50),
ist auch bei Erwachsenen das frihzeitige Erkennen einer Zoliakie essenziell, um Komplikatio-
nen wie Malabsorption und Osteoporose, aber auch einer reduzierten Lebensqualitat, mehr
jahrlichen Krankheitstagen und einer haufigeren Inanspruchnahme von medizinischen Diens-
ten, vorzubeugen (51-53). Eine schwere Komplikation ist die refraktare Zéliakie. Diese ist ge-
kennzeichnet durch das Persistieren klinischer Symptome und histologischer Verdnderungen
der DUnndarmmukosa trotz strikter Adharenz zur GFD fur mindestens zwolf Monate (48). Die
RCD Typ | geht mit einer klonalen Vermehrung von phanotypisch normalen IELs einher. Zum
anderen existiert die RCD Typ Il, die durch Proliferation von klonalen, immunphanotypisch
aberranten Lymphozyten gekennzeichnet ist. Die RCD Typ |l ist stark mit der Entwicklung ei-
nes Enteropathie-assoziierten-T-Zell-Lymphoms (EATL) assoziiert, einer lymphoproliferativen
Erkrankung, die aus intraepithelialen T-Zellen des Dinndarms entsteht und mit einer sehr

schlechten Prognose einhergeht (48,54,55).

1.1.4 Pathophysiologie

In der Pathogenese spielen sowohl genetische Voraussetzungen, immunologisch vermittelte
Signalwege als auch Umweltfaktoren eine Rolle. Grob gliedern lasst sich die Krankheits-
genese der Zoliakie, indem man (1) auf Gluten als definiertes auslésendes Agens, (2) auf das
Vorliegen einer genetischen Veranlagung und (3) auf die zugrundeliegenden T-Zell-immuno-

logischen Mechanismen eingeht (56).

1.1.4.1 Gluten

Aus dem Lateinischen, gluten, Kleber, oder im Englischen, glue, stammend, umfasst dieser
Begriff die Speicherproteine Prolamin und Glutelin. Gluten kommt in Weizen, Roggen, Dinkel
und verwandten Spezies wie Emmer, Einkorn und Kamut vor. Gluten ist essenziell in der
Sprossung und Entwicklung des Getreidekorns: Glutenproteine entsprechen dem gréften An-
teil an Speicherproteinen, welche in den starkehaltigen Endospermzellen des sich entwickeln-
den Getreides abgelagert werden. Diese bilden eine kontinuierliche proteinartige Matrix in den
Zellen des reifen Trockenkorns und bilden ein zusammenhangendes viskoelastisches Netz,

sobald Mehl mit Wasser gemischt wird (57).

Beim Weizen wird die Prolaminfraktion als Gliadin, die Glutelinfraktion als Glutenin bezeichnet.

Prolamine sind alkoholloslich, wahrend Gluteline alkoholunloslich und nur in alkalischer
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Lésung l8slich sind. Beide Fraktionen bestehen aus Proteinkomponenten, die von einem ho-

hen Glutamin- und Prolingehalt gekennzeichnet sind (58).

Weizenprolamine (Gliadine) sind hauptsachlich monomerisch vorliegende Proteine mit einem
Molekulargewicht von rund 20.000 bis 75.000 Dalton. Disulfidbrucken sind zur Quervernetzung
innerhalb der Ketten vorhanden (59-61).

Glutenine sind aneinander gelagerte Proteine, welche mittels Disulfidbricken verbunden sind;
ihr Molekulargewicht reicht von 500.000 bis tber 10 Millionen Dalton. Werden die Disulfidket-
ten getrennt, weisen die aufgeteilten Glutenin-Proteine eine ahnliche Alkoholldslichkeit wie
Gliadine auf (58,59).

Weizen ist ein besonders stark glutenhaltiges Getreide mit einem Glutengehalt von 7,5 - 9,4
g/100 g Trockengewicht (62). Wegen dessen viskoelastischen Eigenschaften wird Gluten nicht
nur gerne in Getreideprodukten wie Brot und Pasta verwendet, sondern auch als Bindemittel in
Suppen, Solden und Wurst. Dadurch belduft sich die durchschnittlich konsumierte Menge an
Gluten in Europa und den USA taglich auf rund 15 bis 20 g (63). Die von Zdliakiepatienten
tolerierte Menge liegt mit 10 - 100 mg pro Tag rund 200 Mal niedriger, schwankt allerdings nicht
unerheblich zwischen Patienten (46,64,65).

1.1.4.2 Genetische Grundlagen

Wirft man einen Blick auf die Konkordanz zwischen monozygoten (paarweise Konkordanz
nach Greco et al. 75 %, nach Nistico et al. 71,4 %) und dizygoten Zwillingen (paarweise Kon-
kordanz nach Greco et al. 11 %, nach Nistico et al. 9.1% (66,7)), verdeutlicht sich die Relevanz
genetischer Faktoren fir die Genese der Zdliakie. Bis heute sind sechs Haupthistokompabili-
tatskomplex-Loci (engl. major histocompability complex, MHC) und etwa 40 Nicht-MHC-Loci
bekannt, die eine Rolle in der Krankheitsentstehung spielen. Den grof3ten genetischen Einfluss
spielt der HLA-Genotyp (68). HLA-DQ2 und HLA-DQ8 werden als MHC-Rezeptoren auf der
Oberflache antigenprasentierender Zellen, vor allem auf dendritischen Zellen, B-Zellen sowie
Makrophagen, exprimiert. Bei oraler Ingestion werden Glutenpeptide von diesen HLA-Moleki-
len prasentiert. Beinahe alle Patienten mit Zoliakie weisen den HLA-Typen HLA-DQ2 oder
HLA-DQ8 auf (56,69,70). HLA-DQ2 oder -DQ8 kommt in etwa einem Drittel der Bevdlkerung
vor (71) — der Genotyp alleine bedingt daher keineswegs die Erkrankung; nur 4 % der HLA-
DQ2-positiven Individuen entwickeln eine Zdliakie (72). Das Entstehen einer Zoliakie ohne
Vorliegen eines HLA-DQZ2 oder DQ8-Allels ist extrem selten (69). Intestinale CD4+ T-Zellen,
welche aus DUnndarmbiopsien von Zdliakiepatienten isoliert wurden, reagieren spezifisch auf
Glutenpeptide, welche durch HLA-DQ2 oder DQ8 prasentiert wurden (73,74).



Einleitung 8

1.1.4.3 T-Zell-Antwort bei Zoliakie

Glutenpeptide, welche von DQ2-/DQ8-restringierten Antigen-prasentierenden Zellen (APCs)
prasentiert werden, induzieren eine spezifische CD4+ T-Zell-Antwort. Beide Rezeptoren ha-
ben eine Affinitdt zu bestimmten Gliadinoktapeptiden. Allerdings steigt die Affinitat weiter,
wenn negative Ladungen integriert werden (75,76). Glutenpeptide weisen keine negativen La-
dungen auf, weshalb sie in ihrer nativen Form mit geringer Affinitat an HLA-DQ2 und HLA-
DQ8 binden. Aus diesem Grund sind CD4+ T-Zellen, die spezifisch flir native Glutenpeptide
sind, sehr selten (73,74). An diesem Punkt kommt die Gewebstransglutaminase tTG2 (engl.
tissue transglutaminase 2) ins Spiel: Dieses Enzym modifiziert Glutenpeptide, so dass sie mit
héherer Affinitat an HLA-Rezeptoren binden kdnnen (75,76). Mittels Deamidierung werden ne-
gativ geladene Carboxylgruppen generiert und die Affinitat erhoht. Neben der Affinitatserho-
hung kommt es dabei auch zu einer Vergréerung des glutenspezifischen CD4+ T-Zell-Re-
pertoires (63,76). Durch diese Mechanismen kommt es zu einer starkeren Antwort von glia-
dinspezifischen T-Zellen (61,76). Die Gewebstransglutaminase befindet sich in inaktiver Form
allerdings intrazellular (63) und wird erst bei intestinalen Gewebeschaden in den Extrazellular-
raum sezerniert (77,78). Folglich muss angenommen werden, dass es — bereits vor Aktivierung
der Gewebstransglutaminase und der Modifikation von Glutenpeptiden — eine Noxe gibt, wel-
che das intestinale Gewebe schadigt (63). Tjon et al. diskutieren, dass, obwohl die CD4+ T-
Zell-Antwort gegen native Glutenpeptide selten ist, ebendiese die Kette an inflammatorischen
Vorgangen initileren konnte (63). Mehrere Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass die Prasen-
tation von nativen Glutenpeptiden durch HLA-DQ2 oder HLA-DQS8 eine CD4+ T-Zell-vermit-
telte Interferon-y-Produktion induziert. IFN-y fuhrt wiederum zu einer hoheren Expression von
HLA-DQ auf Zellmembranen und dadurch zu vermehrter Prasentation von Glutenpeptiden
(79,80). Unter Glutenexposition entwickelt sich dieser Vorgang zu einem selbstverstarkenden
Zyklus, der zu einer kaskadenartigen Amplifizierung der inflammatorischen Antwort und Scha-
digung der Darmmukosa fuhrt (75,78,79,81,82).

Besonders der erste Schritt, die Initiierung dieser Kaskade, ist nicht abschlief’end geklart. Ei-
nige Arbeitsgruppen diskutieren auch die Méglichkeit, dass Infektionen im Gastrointestinaltrakt
der erste Schritt der Kette sind und eventuell auch mit dem Infektions-assoziierten Untergang

an Epithelzellen zum Verlust der oralen Toleranz gegen native Glutenpeptide fuhren (63).

1.1.4.3.1 Bedeutung von intraepithelialen Lymphozyten (IELs) in der
Pathogenese der Zoliakie

Von mehreren Arbeitsgruppen konnte in den 90er Jahren gezeigt werden, dass IELs ein zyto-

toxisches Potenzial besitzen (83,84), allerdings war lange nicht geklart, durch welche Mecha-

nismen diese Zytotoxizitat reguliert wird. Intraepitheliale Lymphozyten migrieren aus der
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Lamina propria in die intestinale Epithelzellschicht und spielen eine wichtige Rolle in der Im-
munabwehr des Epithels (63,85,86). Die IEL-Population im Dunndarm besteht aus TCRaf+
und TCRyd+ T-Zellen und naturlichen Killerzellen (NK). Die groRte Zellpopulation stellen CD8+
TCRap+ Zellen dar (86). Die meisten IELs mit T-Zell-Rezeptoren exprimieren auerdem meh-
rere NK-Zell-Rezeptoren, die sich von denjenigen NK-Zell-Rezeptoren, die von T-Zellen im
Blut exprimiert werden, unterscheiden (85). NK-Zell-Rezeptoren fungieren als T-Zell-Kostimu-
latoren, indem sie den Schwellenwert fur die Aktivierung der T-Zellen unter Zellstress herab-
setzen und eine effektivere immunologische Antwort ermdglichen (87). In der aktiven Zdliakie
sieht man eine stark erhdhte Anzahl an CD8+ TCRa3+ und TCRyd+ Lymphozyten in der Darm-
mukosa. Sowohl IELs von Zdliakiepatienten als auch von gesunden Kontrollen exprimieren
NK-Zell-Rezeptoren. Im Gegensatz zu IELs gesunder Kontrollen allerdings, zeichnen sich die
NK-Zell-Rezeptoren von Zoliakiepatienten durch einen signifikant groReren Anteil an aktivie-
renden NK-Zell-Rezeptoren aus (85,87,88). In gesundem Dinndarmgewebe exprimieren T-
Zellen hauptsachlich die NK-Rezeptoren CD94/NKG2, NKR-P1A, KIR2D/3D, NKp46, Pen5
und CD56. In der aktiven Zoliakie werden selektiv CD94/NKG2C und NKG2D (engl. natural
killer group 2, member D) Gberexprimiert (85).

Gleichzeitig werden von intestinalen Epithelzellen in Zdéliakiepatienten die Proteine MICA/-B
und HLA-E, Liganden fur NKG2D und CD94/NKG2C, hochreguliert (89,90). Die Ligand-Re-
zeptor-Interaktion kurbelt die weitere Zytolyse und IFN-y-Produktion an (89,90). Wahrend be-
reits bekannt war, dass MICA/-B von Enterozyten unter Zellstress exprimiert wird (90), konnte
von Meresse et al. und Hie et al. gezeigt werden, dass die Expression des atypischen MHC-
Molekuls MICA auch in intestinalem Gewebe von Zdliakiepatienten erhoht ist (88,91). Hie et
al. beschreiben eine erhdhte Expression von MICA von Enterozyten aus intestinalen Biopsien,
welche in vitro mit Gluten und spezifischen Glutenpeptiden kultiviert wurden (91). Ebenso in-
duzierend wirkt Interleukin-15 (IL-15) auf die MIC-Expression in glutenexponierten Enterozy-
tenkulturen (91); IL-15-Antikorper hingegen bewirken eine Hemmung des immunogenen Ef-
fektes von Gluten (92). Dies legt nahe, dass IL-15 eine zentrale Rolle in der Regulation von
MIC hat. Wahrend Meresse et al. eine erhdhte NKG2D-Rezeptor-Expression in aktiver Zdliakie
beobachten kdnnten, wurde diese Beobachtung nicht von Hue et al. bestatigt (88,91,93). Beide
Arbeitsgruppen beschreiben allerdings, dass IELs epitheliale Zellen via NKG2D lysieren kon-
nen. Die Artikel waren Meilensteine im Verstandnis der Pathophysiologie der Zdliakie, indem
sie zeigten, dass die villose Atrophie in aktiver Zoliakie durch |IEL-mediierte Zerstorung von
Enterozyten vermittelt wird und die MICA-NKG2D-Interaktion dabei von essenzieller Bedeu-

tung fur die Zytotoxizitat auf das Epithel ist und von IL-15 verstarkt wird.
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Zusammenfassen lasst sich, dass, wahrend glutenspezifische CD4+ T-Zellen die Immunant-
wort in der Lamina propria des Intestinums induzieren, IELs aktivierende NK-Rezeptoren ex-
primieren, die das Potenzial haben, im Rahmen einer Antwort des nicht-adaptiven Immunsys-
tems einen Defekt der epithelialen Barriere zu setzen. Die Bedeutung des NKG2D-Liganden
MICA in der Pathogenese der Zdliakie wird tiefergehend im zweiten Teil der Einleitung (Kapitel
1.2) erlautert.

1.1.5 Diagnostik

Die Kriterien der European Society of Pediatric Gastroenterology, Hepatology and Nutrition
(ESPGHAN) bieten die Grundlage fur den diagnostischen Standard der Zoliakie, auf die sich
auch die deutsche AWMF-Leitlinie von 2014 stutzt (1,25,94). Nach den Empfehlungen von
2012 wird das grofte Gewicht auf die Serologie gelegt. Besonders wichtig ist, dass sich der
Patient zum Zeitpunkt der Diagnostik glutenhaltig ernahrt. Wurde vom Patienten eine gluten-
freie Diat bereits initiiert, wird eine Glutenbelastung empfohlen, da sich die serologischen Pa-
rameter bei Aufnahme einer GFD innerhalb von Wochen normalisieren kénnen (95). Wird eine

Zoliakie Klinisch vermutet, wird folgendes Vorgehen empfohlen:

1. Serologie

An erster Stelle der Diagnostik der Zdliakie steht die Serologie: Bei klinischem Verdacht sollen
primar Gewebstransglutaminase-lgA-Antikorper (tTG-IgA-Ak) oder Endomysium-lIgA-Antikor-
per (EmA-IgA-Ak) untersucht werden und darUber hinaus eine Messung des Gesamt-IgA im
Serum erfolgen, da ein selektiver IgA-Mangel unter Zdliakiepatienten eine haufige Komorbidi-
tat ist (96). Ebenfalls erhaltlich sind heute Point-of-Care-Tests (POCTs), die durch die Detek-
tion von IgA- und IgG-Antikérpern gegen deamidierte Gliadinpeptide (DGP) innerhalb von zehn
Minuten eine mogliche Zoliakie identifizieren konnen. Wahrend der POCT-Test in vorausge-
henden Studien eine hohe Sensitivitat (> 95 %) und Spezifitdt (> 94 %) bei Erwachsenen auf-
wies (97,98), zeigte eine in unserer Arbeitsgruppe durchgefuhrte prospektive multizentrische
Studie eine Sensitivitat von nur 72 % in Kindern, die méglicherweise durch niedrig-positive

DGP-Titer in falsch-negativen Fallen zustande kommt (99).

2. Histologie

Die Sicherung der Diagnose gelingt mit einer duodenalen Biopsie und der histologischen Un-
tersuchung. Bei positiver Serologie soll eine Osophagogastroduodenoskopie (OGD) mit Ent-
nahme von Biopsien aus dem Duodenum erfolgen. Zur Validierung der Histologie werden die

Marsh-Kriterien angewandt (100), welche durch Oberhuber et al. erweitert (101) und Corazza
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und Villanacci et al. vereinfacht wurden (102). In Deutschland kommt meist die Marsh-Ober-

huber-Klassifikation zur Anwendung.

Tab. 2: Marsh-Oberhuber-Kriterien, modifiziert anhand der aktuellen AWMF-Leitlinie zu Z6-
liakie 2014 (25,100,101)

Marsh |IELs/100 Enterozyten Duodenum Kryptenhyperplasie Villose Atrophie
0 <25 keine keine
1 > 25 keine keine
2 > 25 vorhanden keine
3a > 25 vorhanden milde Atrophie
3b > 25 vorhanden ausgepragte Atrophie
3c > 25 vorhanden komplette Atrophie

3. HLA-Bestimmung und Assoziation mit anderen Erkrankungen

Der diagnostische Wert einer HLA-Genotypisierung liegt in dem hohen negativen pradiktiven
Wert: In Patienten, die weder HLA-DQ2 noch HLA-DQS8 positiv sind, ist eine Zdliakie extrem
unwahrscheinlich. Auf der anderen Seite ist zu beriicksichtigen, dass der positive pradiktive
Wert der HLA-Genotypisierung sehr gering ist, da ein hoher Prozentsatz der gesunden Bevdl-
kerung HLA-DQ2 oder HLA-DQS8 positiv ist, ohne Zoliakie zu haben oder jemals zu entwickeln
(69). Die Pravalenz von HLA-DQ2 betragt in der Aligemeinbevdlkerung bis 40 %, von HLA-
DQ8 bis 20 %, abhangig von verschiedenen ethnischen Gruppen und Landern (103).

Bei gewissen Erkrankungen, dessen Auftreten mit dem Vorkommen von Zdliakie assoziiert ist,
sollte an eine Zoliakie gedacht werden und diese, selbst in Abwesenheit zdliakietypischer
Symptome, ausgeschlossen werden. Die folgende Tabelle nennt Zdéliakie-assoziierte Erkran-

kungen, deren Auftreten eine Zdliakiediagnostik veranlassen sollte.

Tab. 3: Zbliakie-assoziierte Erkrankungen (25,104—107)

Zoliakie-assoziierte Erkrankungen

Hashimoto-Thyreoiditis

Autoimmunerkrankungen
Diabetes mellitus Typ 1
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Zoliakie-assoziierte Erkrankungen

Autoimmunhepatitis

Kollagenosen (Sjogren-Syndrom, Systemischer Lupus
erythematodes)

Primar bilidre Cholangitis

Morbus Addison

Neurologisch-psychiatrische
Erkrankungen

Migrane

Depression und Angststérungen

Epilepsie

Anorexie

Hauterkrankungen

Dermatitis Herpetiformis Duhring

Psoriasis

Genetische Syndrome

Trisomie 21

Monosomie X

Weitere

Selektiver IgA-Mangel

Reizdarmsyndrom

Transaminasenerhdhungen

Mikroskopische Kolitis

Lymphoproliferative Erkrankungen

Osteomalazie oder Osteoporose

1.1.6 Therapie

1.1.6.1 Die glutenfreie Diat (GFD)

Die einzige effektive Therapie der Zdliakie bleibt bis heute die lebenslange, strikte GFD. Zu

Beginn der GFD soll jedem Patienten eine professionelle Ermnahrungsberatung angeboten wer-

den. Weizen, Dinkel, Ur-Dinkel, Gerste, Roggen, Einkorn, Emmer, Grinkern, Kamut, Triticale

und samtliche prozessierte Lebensmittel, welche die genannten Getreidearten enthalten,
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dirfen nicht verzehrt werden (25). Der Konsum von Hafer wird heute von den meisten aktuel-

len Leitlinien nicht mehr ausgeschlossen (2,108).

Es muss streng darauf geachtet werden, nicht mit kontaminierten Lebensmitteln — beispiels-
weise in geteilten Haushalten oder Restaurants — in Kontakt zu kommen und keine Lebens-
mittel mit verstecktem Gluten wie Wurst oder Suppen zu konsumieren. Nach der Allergen-
kennzeichnungspflicht laut EU-Verordnung Nr. 1169/2011 mussen genannte glutenhaltige Ge-
treide und deren Erzeugnisse gekennzeichnet werden (109). Glutenfreie Getreide, die weiter-
hin konsumiert werden durfen, sind Reis, Mais und Hirse und die Mehlpflanzen Buchweizen,
Quinoa, Amaranth, Kartoffeln, Maniok und Sojaprodukte. In jedem Fall ist auf einen strikten
kontaminationsfreien Herstellungs-, Lagerungs- und Lieferungsprozess zu achten. Wieder-
holte, minimale Kontaminationen, die zu einem ungewollten Konsum von rund 10 mg Gluten
pro Tag fuhren — dies entspricht etwa zehn Brotbréseln oder dem Drittel eines Croutons —
fuhren bei einzelnen Individuen bereits zu klinischem und histologischem Krankheitsrezidiv
(25,46,64,110).

In der Mehrzahl der Patienten zeigt sich bereits innerhalb zwei Wochen nach Beginn der GFD
eine Verbesserung der Symptome; serologische Parameter normalisieren sich Ublicherweise
innerhalb weniger Monate (25,105); die Normalisierung der intestinalen Mukosa dauert meist
langer (111,112). Die klinische Signifikanz einer persistierenden intestinalen Inflammation ist
nicht geklart, einige Studien weisen allerdings darauf hin, dass sie nicht mit erhohter Morbiditat
assoziiert ist (113,114). Wahrend Patienten mit klinisch oder histologisch manifester Zdliakie
zweifelsfrei von einer GFD profitieren und eine fehlende Didtadharenz mit Komorbiditaten wie
Osteoporose, Depression und Erndhrungsmangelzustanden assoziiert ist, ist unklar, ob auch
Patienten mit potenzieller Zéliakie eine lebenslange GFD einhalten missen. Neuere Studien
legen nahe, dass Individuen mit potenzieller Zoliakie keine GFD befolgen mussen (46,47,115).
Da sich in Individuen mit potenzieller Zoliakie allerdings eine manifeste Zdliakie entwickeln
kann, ist es unabdingbar, diese Patienten in regelImaRigen Abstdnden zu untersuchen und das

Diatregime eventuell anzupassen (46).

1.1.6.2 Neue Therapiemodelle

Das Einhalten einer strikten GFD stellt viele Patienten vor Schwierigkeiten. Sie ist schwer ein-
zuhalten, kann soziale Aktivitaten einschranken, ist kostspielig und stellt eine deutliche Ein-
schrankung der nutritiven Vielfalt dar (116—119). Daher wurde in den vergangenen Jahrzehn-
ten intensiv nach ergdnzenden therapeutischen Mdéglichkeiten gesucht, die beispielsweise die
inflammatorische Antwort auf minimalen Konsum von Gluten durch Kontamination neutralisie-

ren konnen.
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In Tab. 4 sind verschiedene Strategien dargestellt; die Ubersicht orientiert sich an einer Publi-

kation von Schuppan et al. zu neuen Therapiemodellen der Zdliakie (56). Der Tabelle zu ent-

nehmen ist ein personlicher, nicht vollstandiger Auszug aus den in der Publikation diskutierten

neuen Therapiemodellen. Von besonderem Interesse sind diese therapeutischen Uberlegun-

gen fur die vorliegende Arbeit, da perspektivisch auch NKG2D-Liganden wie MICA als thera-

peutisches Target diskutiert werden kdnnen; innerhalb der Krebsforschung gibt es zur Thera-

pie mittels spezifischer MICA-Modulation bereits Studien (120). In der Therapie der Zdliakie

liegen diesbezuglich noch keine Studien vor, dennoch ist auch eine Immunmodulation von

MICA bei Zoliakie denkbar.

Tab. 4: Neue Therapiemodelle fiir Zéliakie, angelehnt an Schuppan et al. (66)

Ziel | Target

Methode

Intraluminale Therapien

Weizen Weizenvarianten mit niedriger Immunogenitat, Test an
Dinndarmbiopsien und Gliadin-reaktiven T-Zelllinien
Mehl Behandlung von Mehl mit Lactobazillen

Transepitheliale Aufnahme

Epitheliale Tight Junctions

Z0OT-Rezeptor-Antagonist AT1001

Modifikation der adaptiven Immunantwort

tTG2

Transglutaminase-Inhibitoren

HLA-DQ2

Blockierung von DQ2

Immunmodulatoren

Mikrobiom

Hakenwurminfektion (Modulierung des Mikrobioms und
der intestinalen Immunantwort durch parasitare Infektion)

Gluten-Impfung (Nexvax2) (eingestellt nach Phase II-Tes-
tung)

Biologicals (Systemische T-Zell- oder Zytokin-Inhibitoren)

Small intestine homing T-
cells

CCR9-Antagonisten (Ccx282-B, CCX025)
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Ziel / Target Methode

Intraluminale Therapien

Klonale intestinale IELs Autologe Knochenmarkstransplantation und mesen-
chymale Stammzelltransplantation

Mukosale Zerstorung in re- | Anti-TNF-a, anti-IFN-y (HuZAF), Anti-CD52
fraktarer Zoliakie (Alemtuzumab)

1.2 MICA und NKG2D

In diesem Kapitel soll naher auf den NKG2D-Liganden MICA und seine Rolle in der Pathoge-

nese der Zoliakie eingegangen werden.

NK-Zellen exprimieren aktivierende und inhibierende Rezeptoren, mit deren Hilfe sie gesunde
von infizierten oder transformierten Zellen unterscheiden. Zu den aktivierenden Rezeptoren
gehoren KLR (engl. killer cell leptin like receptor), NKG2C und NKG2D. Letztere werden auch
auf IELs exprimiert. Der NKG2D-Rezeptor ist ein homodimerer Rezeptor, der von NK-Zellen
und CD8+ T-Zellen (aff und yd) exprimiert und vom KLRK1-Gen kodiert wird (87,90,121). Der
Rezeptor NKG2D besteht aus zwei Typ-llI-Transmembran-Proteinen, welche Uber zwei Disul-
fidbricken miteinander verbunden sind und eine kurze intrazelluldare Domane aufweisen, wel-
che selbst keine Signaltransduktion auslosen kann (87,122). Zur Weiterleitung von Signalen
dienen dem Rezeptor zwei Adapterproteine, DAP10 und DAP12 (123), die jeweils als Homo-
dimere anliegen. Der gesamte Komplex ist daher ein Hexamer (124). Als charakteristisches
Merkmal aktivierender Immunrezeptoren enthalt NKG2D einen geladenen Aminosaurerest in
seiner Transmembrandomane. NKG2D ist auf dem entwicklungsbiologisch hochkonservierten
Gen KLRK1 kodiert und weist einen sehr geringen Polymorphismus auf. Dahingegen erkennt
der Rezeptor ein grof3es Repertoire an zellstressinduzierbaren Proteinen als Liganden: Dazu
zahlen die Proteine MICA, MICB und ULBP1-6, welche einen bemerkenswert hohen Polymor-
phismus zeigen (125-127), sowie Rae1 (RAET1E, RAET1G, RAET1H, RAET1l, RAETI1L,
RAET1N) und H60 (128). MICA und MICB werden vor allem von Enterozyten exprimiert (89).
Die Interaktion von MICA und MICB mit NKG2D-Rezeptoren auf IELs kann die Lyse der MICA/-

B-exprimierenden Zellen induzieren (89).

NKG2D-Liganden werden nicht ubiquitar, sondern selektiv von Zellen unter bestimmten Zu-
standen von Zellstress wie viraler Infektion, oxidativem Stress, DNA-Schaden, Proteasom-In-
hibition und maligner Transformation exprimiert (90,129-132). MICA/-B wird von epithelialen

Tumoren, Melanomen und Neuroblastomen exprimiert; ULBPs hingegen vor allem in Gliomen,
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Melanomen und Leukamie (133). NKG2D-defiziente Mause zeigen eine verstarkte Suszepti-
bilitat gegenuber der Entwicklung maligner Tumore (134). Diefenbach et al. konnten in vivo im
Mausmodell zeigen, dass Zellen, welche die NKG2D-Liganden Rae1 oder H60 exprimieren,

von NK-Zellen sowie CD8+ T-Zellen erkannt und lysiert werden (128).

Demhingegen bedingt die Sekretion von loslichen NKG2D-Liganden eine Modulation des
NKG2D-Rezeptors: Groh et al. demonstrierten anhand der NKG2D-Liganden MICA/-B, dass
die Bindung I6slicher Liganden die Expression des Rezeptors herunterreguliert (135). Tumor-
zellen nutzen dies, um der Immuniberwachung zu entkommen: Sie sezernieren l6sliche
NKG2D-Liganden in die Blutbahn, welche an NKG2D-Rezeptoren binden und folglich deren
Expression vermindern. Hohe Konzentrationen von Iéslichem MICA (sMICA) im Serum sind
assoziiert mit reduzierter NKG2D-Expression und sonach einer ineffizienteren Tumordetektion

des Immunsystems (135,136).

1.21 Expression des NKG2D-Rezeptors

NKG2D wird von verschiedenen lymphatischen und myeloischen Zellreihen exprimiert. In Tab.

5 ist das Expressionsmuster von NKG2D im menschlichen Organismus dargestellt.

Tab. 5: Zelluldres Expressionsmuster des NKG2D-Rezeptors, angelehnt an Raulet et al. (121)

Zelltyp NKG2D-Rezeptor-Expression in humanen Zellen

NK-Zellen 100 %

Vor Aktivierung: nicht exprimiert
CD8+ af3 T-Zellen Nach Aktivierung: ~100 %

Antigenspezifische Gedachtniszellen: ~100 %

Physiologischerweise nicht exprimiert, hochreguliert bei auto-

CD4+ af3 T-Zellen .
immunen Prozessen

NK-T-Zellen Expression vorwiegend auf CD4- NK-T-Zellen (137)

Periphere yd T-Zellen: ~100 %
yd T-Zellen
Intestinale intraepitheliale yd Zellen: ~100 %

Makrophagen, Monozyten Keine Expression
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1.2.2 Expressionsmuster von NKG2D-Liganden

NKG2D-Liganden werden unter verschiedenen zellularen Umstanden und in einem fur den
Liganden spezifischen Muster exprimiert, weshalb angenommen werden kann, dass sich ihre
pathophysiologische Funktion und ihre Rolle in zelluldren Signalkaskaden unter Zellstress un-
terscheiden (121). MICA und MICB werden im gesunden Organismus hauptsachlich von in-
testinalen Epithelzellen exprimiert, was am ehesten als Konsequenz einer permanenten Sti-
mulation der physiologischen Bakterienflora im Darm zu verstehen ist (90,129). AuRerdem
wird die Expression von NKG2D-Liganden von Zellen, die in Kontakt mit Pathogenen kommen,
hochreguliert. Die Induktion der MICA/-B-Expression in Zellen, die mit CMV infiziert wurden,
wurde in Kulturen von primaren Fibroblasten und endothelialen Zellen beobachtet (138). Die
Expression von MICA wird aul3erdem nach der Bindung des Adhasins AfaE aus Escherichia
coli (E. coli) mit dem zellularen CD55-Rezeptor (131) und von Zellen, welche mit dem

Mycobacterium tuberculosis infiziert sind (139), induziert.

1.2.2.1 Der NKG2D-Ligand MICA

Wahrend typische MHC-I-Molekule Antigene prasentieren und so zu einer Aktivierung von Im-
munzellen fuhren, stellt die Expression von atypischen MHC-Klasse-I-Molekilen, wie dem
NKG2D-Liganden MICA, selbst, das heif’t (d.h.) ohne Prasentation eines Antigens, ein Signal
fur die Lyse der Zelle dar. Oberflachlich exprimiertes MICA fungiert daher selbst als NKG2D-
Rezeptor-Ligand (87).

MICA weist einen sehr hohen Polymorphismus auf; bis heute wurden bereits Uber 60 Allele
identifiziert (140-145). Die Bedeutung dieser genetischen Variabilitat ist weitgehend unbe-
kannt. Das MICA-Gen (Chromosom 6, Bande 6p21.33) findet sich in der HLA-Region; diese
wiederum liegt kodiert im Chromosom 6p21.3 und erstreckt sich, unterteilt in drei Regionen —
Klasse I, Klasse Ill und Klasse Il — Gber ein Segment von 4000 Kilobasen (kb) (140,146—-148).
Die MICA-cDNA-Sequenz ist 1382 bp lang und besteht aus sechs Exons (146,148). Der ORF
(engl. open reading frame, Leserahmen) kodiert fur ein Protein aus 383 Aminosauren, welches
eine Molekllmasse von 43 kDa hat (149). Zusammen mit der Glykosylierung auf der Zellober-
flache liegt die ProteingroRe zwischen 65 und 75 kDa (1,90). Bemerkenswert ist der hohe
Polymorphismus in den Mikrosatelliten der Transmembran-Region in Exon 5 von MICA (146).
Mikrosatelliten bestehen aus repetitiven Sequenzen von zwei bis drei Basen und kommen in
allen bekannten eukaryoten DNA-Sequenzen vor; die Anzahl der Mikrosatelliten im MICA-Gen
ist individuell (146). Die Transmembranregion kodiert eine Reihe an hydrophoben Aminosau-
ren und ist essenziell zur Verankerung des Proteins in der Zellmembran. Mizuki et al. beschrie-
ben schon 1997 mehrere Alanin-kodierende Mikrosatellitenallele in der MICA-Transmembran-
domane, die sich in ihrer Anzahl an GCT/AGC Tandems unterscheiden (146). Die Allele haben
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eine unterschiedliche Anzahl an GCT-Wiederholungen, welche 4-10 Alanine in der Transmem-
brandomane kodieren (146,150).

Die vorliegende Arbeit untersucht das Allel MICA-A5.1; A5.1 steht hierbei fur Alanin 5.1. Die-
ses Allel enthalt eine zusatzliche Guanin-Insertion, die zu einer Rastermutation (engl. frame-
shift) des Leserahmens und zu einem verfriihten Stopp-Codon in der Transmembrandomane
selbst fuhrt (151) (siehe Abb. 1). Dies hat ein trunkiertes Genprodukt zur Folge: Die Allele,
welche den MICA-A5.1 Polymorphismus tragen, kodieren ein Glykoprotein, welches weder
Transmembrandomane noch zytoplasmatischen Schwanz hat (151). Dieser soll eine Bedeu-
tung bei der Sortierung des Proteins zur basolateralen Membran in polarisierten Enterozyten
haben (151). Unter den MICA-A5.1 Allelen zusammengefasst werden die Allele MICA*008,
023 und 028. Die Guanininsertion nach zwei der insgesamt funf GCT-Triplets bedingt die Le-
serastermutation (151). GrolRe Teile der Transmembran- und zytoplasmatischen Region wer-
den nicht translatiert. Das trunkierte MICA*008 hat eine Molekulargréf3e von nur 38 kDa, ver-
glichen mit 43 kDa in MICA-Proteinen voller Lange (1,129,141,146).

1. GTT GCT GCT GCT GCT (GCT GCT...) ATTTTT GTT A
2. GTTGCT GCTGGC TGC TGC TATTTT TGT TA

Abb. 1:  DNA-Sequenz Exon 5 des MICA-Gens. 1.: MICA-Allele voller Lédnge, 2.: MICA-Allel
MICA-AS.1 mit der markierten Guanin-Insertion (1)

MICA*008 ist aus der Gruppe der A5.1 Allele das am besten untersuchte Genprodukt. Das
Allel MICA*008 tritt mit einer Pravalenz von 20 — 40 % in der Bevolkerung auf (152—155) und
zeichnet sich durch andere biologische Eigenschaften als die MICA-Allele voller Lange aus.
Einige Virusarten, darunter CMV und das Kaposi-Sarkom-assoziierte-Herpes-Virus, unterdri-
cken die Expression vieler MICA-Molekile in infizierten Zellen. MICA*008 hingegen ist resis-
tent gegen die Repression der Expression durch diese Viren. Dies konnte sich als evolutiona-
rer Vorteil erwiesen haben, welcher zur weiten Verbreitung der trunkierten MICA-AS5.1-Allele
gefuhrt hat (156,157).

Suemizu et al. konnten zeigen, dass MICA-Proteine voller Lange in die basolaterale Membran
sortiert werden, wo auch die Interaktion der Enterozyten mit intraepithelialen T-Lymphozyten
und NK-Zellen stattfindet. Eine dihydrophobe Leucin-Valin-Tandemsequenz dient hierbei als
das basolaterale Sortierungs-Signal. Demzufolge scheint es naheliegend, dass das trunkierte
MICA*008-Protein, dem ebendiese Sequenz fehlt, nicht erfolgreich in die basolaterale Memb-

ran sortiert werden kann (151).
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Hydrophobizitétsplot von MICA*001 und MICA*008. Der trunkierten Variante
MICA*008 fehlt die Transmembrandoméne sowie die zytoplasmatische Doméne.
LP: leader peptide (Signalsequenz), TM: Transmembrandoméne, CP: zytoplasma-
tische Doméne, EC: Extrazellulare Doméne. X-Achse: Anzahl Aminoséuren im Pro-
tein. Y-Achse: Hydrophobizitédt. Abbildung libernommen aus Kamel, 2014 (1)

Abb. 2 zeigt einen Hydrophobizitatsplot des MICA-Proteins voller LAnge MICA*001 und des
trunkierten Allels MICA*008 (1). Mittels eines Hydrophobizitatsplots nach Kyte kann eine Vor-

hersage Uber die transmembranen Bereiche eines Proteins gemacht werden. Mittels dieser

Methode kann die durchschnittliche Hydrophobizitat eines Sequenzbereiches bestimmt wer-

den. Befinden sich mehrere hydrophobe Aminosauren in Folge, spricht dies flr das Vorhan-

densein einer Transmembrandoméne (158). Kamel stellte in ihrer Dissertation 2014 den in
Abb. 2 gezeigten Hydrophobizitatsplot fur das MICA-Protein voller Lange MICA*001 und dem
trunkierten MICA*008 her (1). In diesem wird, wie in der Literatur beschrieben (151,159), be-

statigt, dass sowohl die Transmembrandomane als auch der zytoplasmatische Anteil des trun-

kierten Proteins fehlen, wie in Abb. 3 schematisch skizziert.



Einleitung 20

MICA voller Lange MICA-A5.1
al
L o2
al o2 -
‘ ' : a3
a3

E ........... GPI-Anker

’
.
r/

P
Transmembranregion

Abb. 3:  Molekilstruktur von MICA voller Ldnge im Vergleich zu der trunkierten Variante
MICA-AS5.1 (160)

1.2.2.2 Bedeutung des MICA bei der Zoliakie

In der Pathogenese der Zoliakie nimmt das atypische MHC-Molekil MICA eine Schlisselfunk-
tion ein. MICA wird wie bereits beschrieben als typischer NKG2D-Ligand unter zelluldrem
Stress hochreguliert (87). Bei der Zoliakie stellen die durch die tTG2 deamidierten Gliadinpep-
tide (11) in Kombination mit einer erhdhten IL-15-Sekretion durch das intestinale Epithel und

dendritische Zellen diesen Zellstress dar (61,81,91).

MICA interagiert mit dem auf intraepithelialen Lymphozyten exprimierten NKG2D-Rezeptor,
was die Lyse intestinaler Epithelzellen zur Folge hat (87,91) und so zur veranderten Dinn-
darmarchitektur bei Zdliakie beitragt. Hue et al. konnten zeigen, dass MICA auf der Zellober-
flache von Dunndarmepithelien in Patienten mit Zdliakie verstarkt exprimiert und von Gliadin
induziert wird (91). Die dadurch signifikant verstarkte Aktivierung von intraepithelialen Lym-
phozyten fuhrt zu einer zytotoxischen Aktivitat gegen das Epithel. Zudem werden CD8+ T-
Zellen aktiviert und verstarken die Epitheldestruktion. Die villése Atrophie der Zdliakie kann
daher als IEL-vermittelte Destruktion der Enterozyten mitunter als Folge der verstarkten
NKG2D/MICA-Interaktion verstanden werden, welche durch die gliadinabhéngige Expression

von MICA auf Dunndarmepithel ausgelost wird (91).
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Abb. 4:  Interaktion von MICA mit IELs in Abhé&ngigkeit vom Genotyp. MICA*008 wird nicht
basolateral exprimiert und kann somit nicht mit intestinalen Lymphozyten interagie-
ren.

Abb. 4 stellt die Interaktion NK-Rezeptor-tragender IELs mit Epithelzellen in Abhangigkeit von
der Expression des MICA-Allels dar. Das trunkierte MICA-Protein MICA*008 (links im Bild)
wird, in der Literatur beschrieben, apikal, also lumenseitig exprimiert. Dariber hinaus wird
auch eine intrazellulare Lokalisation in Vesikeln beschrieben (in Abb. 4 nicht abgebildet)
(151,159). Die Interaktion mit den IELs in der epithelialen Darmmukosa findet somit nicht statt.
Rechts sieht man die Interaktion zwischen MICA*019 und dem NKG2D-Rezeptor auf IELs,

welcher ein kostimulatorisches Signal zur Zelllyse darstellt.

1.2.2.3 Biologische Merkmale von MICA in Abhangigkeit vom Genotyp

MICA-Allele voller Lange und trunkierte MICA-Allele weisen biologische Unterschiede auf.
Wahrend MICA*008 und MICA*019 in der extrazellularen Domane fast identisch sind, unter-
scheiden sie sich in ihrer C-terminalen Region (159,161). MICA*008 als Prototyp der Allel-
Familie MICA-A5.1 enthalt aufgrund der Leserastermutation und der resultierenden Trunkie-
rung des Proteins keine Transmembrandomane. DarlUber hinaus fehlt auch die zytoplasmati-
sche Domane des Proteins (1). In der Literatur beschrieben ist, dass MICA*008 in polarisierten
Zellen in die apikale Membran transportiert, wahrend MICA*019 in die basolaterale Membran
sortiert wird. Zudem wurde die intrazellulare Lokalisation von MICA*008 in Exosomen beo-
bachtet (151,161).

Suemizu et al. zeigten, dass der durch die Frameshift-Mutation veranderten Sequenz das

basolaterale Sortierungsmotiv fehlt, d.h. diejenige DNA-Sequenz, die posttranslational fur die
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basolaterale Sortierung des Proteins kodiert (151). Die Arbeitsgruppe stellte daher die Hypo-
these auf, dass das trunkierte MICA durch das fehlende basolaterale Sortierungsmotiv in die

apikale Zellmembran sortiert wird.

Ashiru et al. beschrieben zwei mogliche posttranslationale Wege von MICA innerhalb der
Zelle: MICA*008 kann zum einen als l6sliches Protein im endoplasmatischen Retikulum (ER)
synthetisiert und nach weiterer Prozessierung Uber einen GPI-Anker (Glycosylphosphatidyli-
nositol-Anker) an der Membran befestigt werden. Ein GPI-Anker kann posttranslational im ER
an das C-terminale Ende eines Proteins angeflgt werden und verankert Glykoproteine an der
extrazellularen Seite der Zellplasmamembran. Zum anderen kann MICA*008 als 18sliches Pro-

tein in Exosomen geschleust und danach via Exozytose sezerniert werden (159,161).

In der folgenden Tabelle sind die biologischen Eigenschaften der MICA-Allele aufgezeigt.

Tab. 6: Biologische Eigenschaften des trunkierten MICA-Allels MICA*008 und des Allels vol-
ler Ldnge MICA*019, angelehnt an Ashiru et al. (159)

Eigenschaften MICA*008 MICA*019
Apikal/Basolateral Apikal (151) Basolateral (151)
Vorkommen in Lipid Rafts 90 % (161) nein (161)
Reifungsrate 3 h (159) 30 min (159)
Ausschleusung in Exosomen ja (161) nein (161)
Pravalenz 20 - 40 % (152-155) 10 % (152-155)
Membranverankerung GPI-Anker (159) Transmembrandés (159)
NKG2D-Downregulierung ja+++)(161) ja (+) (161)

1.3 Assoziation von MICA-Allelen und klinischem Verlauf der
Zoliakie

MICA wird von Darmepithelzellen auch im physiologischen Zustand exprimiert (90), in Patien-
ten mit Zoliakie finden sich im Epithel der duodenalen Zotten allerdings signifikant héhere Le-
vel an MICA als in Kontrollen (89,91). Die MICA-Expressionslevel von Zoliakiepatienten, wel-
che eine strenge glutenfreie Diat befolgen, sind vergleichbar mit jenen der Kontrollen (91). Die
hdchsten Werte erreichen Patienten mit refraktarer Zoliakie, selbst bei strenger Einhaltung der
Diat (1,91). Wie erlautert, fuhrt die Interaktion von MICA mit NKG2D-Rezeptoren der IELs so-
wohl Uber direkte Signaltransduktion des NKG2D/DAP10-Komplexes zu einer Lyse der
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Enterozyten durch NK-Zellen als auch als kostimulatorisches Signal zur TCR-vermittelten Lyse
(91). Wie in Abb. 4 demonstriert, ist die basolaterale Membran der Ort der Interaktion zwischen
intraepithelialen Immunzellen des Darms und Enterozyten. Insofern scheint es naheliegend,
dass die basolaterale Lokalisation des MICA-Proteins eine Bedingung zur Bindung an den

NKG2D-Rezeptor der Immunzellen ist.

Lopez-Vasquez et al. beschreiben eine signifikante Haufung des MICA-A5.1-Allels in Patien-
ten mit symptomatischer Zoliakie (64 % versus 21 %, p = 0,004) (162,163). Die Arbeitsgruppe
stellte die Hypothese auf, dass die unterschiedliche Klinik eine Folge der differenziellen sub-
zellularen Lokalisation von MICA sein kdnnte. Die reduzierte MICA/NKG2D-Wechselwirkung
konnte zu einer verminderten Lyse der Enterozyten fuhrten und so den modifizierten Krank-

heitsverlauf im Sinne einer symptomatischen Zdliakie erklaren.

1.4 Studienergebnisse von Kamel 2014 und weiterfuhrende
Analysen zur subzellularen Lokalisation von MICA

In einer vorangehenden Studie zur Lokalisation von MICA von Kamel 2014 aus unserer Ar-
beitsgruppe (AG Schumann, Charité Campus Benjamin Franklin, Berlin) wurde der Frage
nachgegangen, welchen Einfluss verschiedene MICA-Allele auf die Klinik der Zdéliakie haben
(1). Dabei konnten die im Folgenden beschriebenen Beobachtungen gemacht werden; eine
zentrale Fragestellung, die unbeantwortet blieb, war allerdings die eindeutige Zuordnung der
MICA-Allele (MICA-A5.1 versus nicht-trunkiertes MICA) zu einem Zellkompartiment.

Kamel fihrte zum einen immunhistochemische Farbungen als auch Immunfluoreszenzfarbun-
gen an Biopsien aus duodenaler Schleimhaut von Zdliakiepatienten durch. Zum anderen wur-
den Immunfluoreszenzfarbungen an Caco-2-Zellen (engl. human colon carcinoma cell line)

untersucht (1).

Immunfluoreszenzfarbungen an Kryoschnitten aus Patientenbiopsien

In allen Immunfluoreszenzfarbungen an Kryoschnitten aus Patientenbiopsien zeigten sich die
MICA- und MICB-Proteine im epithelialen, nicht aber im subepithelialen duodenalen Gewebe.
In Enterozyten aus Biopsien von Zdliakiepatienten wurde vor allem ein apikales MICA/-B-
Band-sichtbar, allerdings war auch ein schwacheres basolaterales MICA/-B-Signal zu be-
obachten. Auch intrazellular zeigte sich MICA/-B-Signal, welches vesikelartig imponierte. Ge-
genfarbungen mit dem membranassoziierten ZO-1 legten nahe, dass sich MICA/-B-Proteine

vor allem submembrands verteilen. Farbungen mit intestinaler alkalischer Phosphatase,
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welche membrands lokalisiert ist, zeigten allerdings kolokalisierende Anteile, sodass zu mut-
malen ist, dass zumindest ein Teil der MICA/-B-Proteine auch innerhalb der Membran zu
finden ist. Die Befunde zeigten sich sowohl in Biopsien von Patienten mit und ohne Allelen von
trunkiertem MICA. Mittels Gegenfarbungen mit Markern fur intrazellulare Kompartimente
(Caveolin, CD71-Transferrinrezeptor, Clathrin, Golgin, Hrs, IgA, rab2b, rab5, rab11 und Tubu-
lin) sollte festgestellt werden, aus welchem Kompartiment das intrazellulare MICA/-B-Signal
stammt. Es konnten dabei keine eindeutigen Kolokalisationen gefunden werden. Allerdings
konnte man in einer Gegenfarbung mit MUC-2 als Antikorper fur intestinale Becherzellen be-

obachten, dass sich MICA/-B vor allem in der Nahe von intraepithelialen Becherzellen findet

(1).

Ein Nachteil der beschriebenen Farbung war die Tatsache, dass der damals initial zur Verfi-
gung stehende Antikorper nicht zwischen MICA und MICB unterscheiden konnte. Es wurde
daher eine Farbung mit einem spezifischen MICB-Antikérper durchgefuhrt, um zu sehen, wel-
chen Anteil MICB an der MICA/-B-Farbung hat. Hier zeigte sich ein vorwiegend apikales, sub-

membrandses Signal (1).

Immunhistochemische Farbungen an Kryoschnitten von Patientenbiopsien

Ein Vorteil der Immunhistochemie ist, dass durch diese Methode auch schwache Farbsignale
mittels einer chemischen Reaktion (Streptavidin-Biotin-Methode) verstarkt dargestellt werden
kénnen. Immunhistochemische Farbungen von MICA an Biopsien zeigten ein vom Genotyp
abhangiges apikales beziehungsweise (bzw.) basolaterales Signal im Sinne eines deutlich
starkeren apikalen Signals in Patientenbiopsien mit dem trunkierten MICA-A5.1-Allel (1). Dies
unterstitzt die Beobachtungen von Suemizu et al. (151). Die Beobachtungen waren allerdings
nur in den immunhistochemischen Farbungen an Kryoschnitten und nicht in Immunfluores-

zenzfarbungen an Kryoschnitten und Caco-2-Zellen moglich (1).

Immunfluoreszenzfarbungen in der Zellkultur

In Immunfluoreszenzfarbungen von Caco-2-Zellen zeigte sich ein apikales als auch basolate-
rales MICA/-B-Signal. Auch hier imponierte MICA/-B submembrands und stellte sich etwas
weiter basal als ZO-1 dar. Lipid Rafts wurden mit GM1 und CTX-B dargestellt und zeigten
apikal eine Kolokalisation mit MICA/-B. Da MICA und MICB jedoch eine grol3e strukturelle

Annlichkeit aufweisen, war eine spezifische Farbung nicht maglich (1).
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Zusammenfassend blieb also die Frage ungeklart, ob sich die differenzielle Expression des
trunkierten MICA-Proteins von der des MICA-Proteins voller Lange unterscheidet und somit

einen Einfluss auf die MICA/NKG2D-Interaktion haben konnte.
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2 Zielsetzung

Bislang ist die eindeutige Lokalisation der atypischen MHC-Proteine MICA und MICB nicht
gelungen. Ein Teil des Problems war die mangelnde Spezifitat der verfigbaren Antikorper ge-
gen MIC-Proteine. Ein weiterer Teil war der zu niedrige endogene Level von MICA und MICB
im Zellkulturmodell mit intestinalen Epithelzellen. Daher sollen in der vorliegenden Arbeit tran-
sient als auch stabil MICA- und MICB-exprimierende intestinale Epithelzellen hergestellt wer-
den und anhand dieser die differenzielle Expression der MIC-Proteine und ihrer Allele unter-
sucht werden. Von besonderem Interesse ist hierbei die subzellulare Lokalisation des trunkier-
ten MICA-Allels MICA*008 im Vergleich zum MICA voller Lange MICA*019. Zur optimierten
Darstellung der MIC-Proteine in der Immunfluoreszenz soll zudem ein Hamagglutinin-Tag (HA-

Tag) in die Sequenz im Rahmen der Subklonierung inseriert werden.

Mittels bildgebender Methoden sowie durchflusszytometrisch soll analysiert werden, ob (1) die
in der Literatur beschriebene Kompartimentierung von MICA*008 in die apikale Zellmembran
und MICA*019 in die basolaterale Zellmembran in einem Zellmodell mit humanen Darmepithel-
zellen bestatigt werden kann und (2) ein vom Genotyp abhangiges Expressionsmuster auf der
Zelloberflache besteht.
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3 Materialien und Methoden

3.1 Materialien

3.1.1 Materialien und Gerate

In der folgenden Tabelle sind die in den der Doktorarbeit zugrundeliegenden Experimenten

verwendeten Gerate und ihre Verbrauchsmittel mit Angabe der produzierenden Firma und

dem Herkunftsland aufgefuhrt.

Tab. 7: Materialien und Geréte

Gerate und Verbrauchsmittel

Firma, Herkunftsland

Amaxa-Kivette

Lonza, Schweiz

Auflichtmikroskop C2

Olympus, Deutschland

Dako Pen, wasser- und alkoholabweisender Stift

Agilent, USA

Deckglaser, verschiedene Grofien

Menzel-Glaeser, Deutschland
VWR Avantor, USA

E. coli XL-1 Blue

Agilent, USA

Elektrophorese Gel Imager

Intas, Deutschland

Elektrophoresekammer MaxiWide

G&P Kunststofftechnik, Deutschland

FACS Calibur

Becton Dickinson, USA

Feinwaage R 200 D

Sartorius, Deutschland

Filterpapier

Mitsubishi, Japan

Gel-Blotting-Papier

Whatman, Vereinigtes Koénigreich

Hamilton Mikroliterspritze Typ 701SN/J

Thermo Fisher Scientific Inc., USA

Laboratory Medical Centrifuge 3000

Lab4You, Deutschland

Lab-Tek Nunc Chambered Coverglass

Merck, Deutschland

Lab-Tek Nunc Chamber Slide System

Merck, Deutschland

Well-Platten (6-, 12-, 24-well-Platten)

Nalge Nunc International, Danemark

Lumineszenzbild-Analysator LAS 1000

Fuji, Japan

Magnetruhrfisch

Merck, Deutschland
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Gerate und Verbrauchsmittel

Firma, Herkunftsland

Mikroreaktionsgefafe 0,5/1,5 mi

Eppendorf, Deutschland

Mikroskop Zeiss LSM 780

Carl Zeiss AG, Deutschland

Mikrotiterplatte 96-well

Sarstedt, Deutschland

Mikrotiterplatten-Lesegerat Tecan Spectra Classic

Tecan, Deutschland

Millicell-Polycarbonat (PCF)-Zellkulturfilter, 0,4 um

Millipore, Irland

Mini Centrifuge

Labnet International, USA

Monovetten

Sarstedt, Deutschland

Nano Drop Spektrophotometer ND 1000

peglLab Biotechnologie, Deutschland

Neubauer Zahlkammer HECHT 97647

Schreck Hofheim, Deutschland

Nucleofector Amaxa TM Il

Lonza, Schweiz

Petrischalen

Nalge Nunc International, Danemark

Pinzette

Teqgler NetMed S.a.r.l., Luxemburg

Pipetten

Eppendorf, Deutschland

Pipettenspitzen 5/10/25 ml

Eppendorf, Deutschland

Pipettenspitzen 10 ul, 100 ul, 1000 pl

Eppendorf, Deutschland

Polyvinylidenfluorid-(PVDF)-Transfermembran

NEN-Life Sciences, Deutschland

Reaktionsgefalle 2,5/15/50 ml

Sarstedt, Deutschland

Schuttler HT CH-4103

Infors AG, Schweiz

Taumelschuttler WT-12

Biometra, Deutschland

Temperierbecken

Haake, Deutschland

Thermal Cycler 2720

Applied Biosystems, USA

Thermal Cycler C 1000

Bio Rad, USA

Trockenblockthermostat

Grant, Deutschland

Vortexer Vortex-Genie 2

Scientific Industries, USA

Widerstandsmessgerat

D. Sorgenfrei, Deutschland

Zentrifuge Avanti J25

Beckman, Deutschland

Zentrifuge Z233MK

Hermle, Deutschland
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Gerate und Verbrauchsmittel

Firma, Herkunftsland

Zellbrutschrank Kelvitron T

Heraeus, Deutschland

Zellkulturbank BSB 4A

Gelaire, Australien

Zellkulturflaschen 10 ml, 50 ml

Thermo Fisher Scientific Inc., USA

Zellschaber

Thermo Fisher Scientific Inc., USA

3.1.2 Chemikalien und Primer

In der folgenden Tabelle sind die von mir verwendeten Chemikalien mit Angabe der produzie-

renden Firma und dem Herkunftsland aufgefuhrt.

Tab. 8: Chemikalien

Substanz Firma, Herkunftsland

Ampicillin Thermo Fisher Scientific Inc., USA
Acrylamid Merck, Deutschland

Agarose Biozym, Deutschland

Ammoniumpersulfat (APS)

Merck, Deutschland

Bromphenolblau

Merck, Deutschland

Calf Intestinal Alkaline Phosphatase (CIP)

Thermo Fisher Scientific Inc., USA

Casein (gewonnen aus boviner Milch)

Merck, Deutschland

Cutsmart Puffer

New England Biolabs, USA

DAPI-Antikérper

Boehringer-Mannheim, Deutschland

DNA-Ligase T4

New England Biolabs, USA

Dulbecco’s Minimum Essential Medium

BioChrom AG, Deutschland

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)

Merck, Deutschland

Ethanol 80 %

Chemsolute, Deutschland

Fetales Kalberserum (FKS)

Biochrom, Deutschland

Ficoll

Sigma Aldrich, USA

Glycin

Serva, Deutschland

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansul-
fonsaure (HEPES)

Merck, Deutschland
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Substanz

Firma, Herkunftsland

High Fidelity DNA Polymerase Phusion

New England Biolabs, USA

High Fidelity-Puffer Phusion

New England Biolabs, USA

Lipofectamine 2000

Thermo Fisher Scientific Inc., USA

Methanol

Merck, Deutschland

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Merck, Deutschland

Nhe1-Restriktionsenzym

New England Biolabs, USA

Non-Essential Amino Acid Solution (NEAA)

Merck, Deutschland

Not1-Restriktionsenyzm

New England Biolabs, USA

Nukleosidtriphosphate (dNTPs)

Thermo Fisher Scientific Inc., USA

Orthoborsaure (Acidum boricum)

Merck, Deutschland

Paraformaldehyd (PFA)

Merck, Deutschland

Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS)
PBS*C@Ma_| gsung
PBSaM9_| 3sung

Merck, Deutschland
Merck, Deutschland

Penicillin-Streptomycin

Thermo Fisher Scientific Inc., USA

Polysorbat-20 (Tween)

Merck, Deutschland

Pro-Tags-Mount-Flour

Biocyc GmbH & Co. KG, Deutschland

Protein-Assay-Reagenzien BCA

Pierce, USA

Proteinstandard SDS-7B

Merck, Deutschland

Pstl-Restriktionsenzym

New England Biolabs, USA

Puffer NEB 3.1

New England Biolabs, USA

Puromycin-Dihydrochlorid

Sigma Aldrich, USA

Reaktionspuffer fir die T4-DNA Ligase

New England Biolabs, USA

Saponin

Sigma Aldrich, USA

Serumalbumin, bovines (BSA)

AppliChem, Deutschland

SOC-Medium

Merck, Deutschland

Tetramethylethylendiamid (TEMED)

Life Technologies, Deutschland

Trishydroxymethylaminomethan-Base

Merck, Deutschland
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Substanz Firma, Herkunftsland
Triton X-100 Boehringer, Deutschland
Trypsinlésung Gibko Invitrogen, USA

Ziegen-Serum

Zymed, Deutschland

Primer

Folgend werden die in der PCR verwendeten Primer sowie Firma, Herkunftsland und die vom

Hersteller empfohlene Annealing-Temperatur genannt.

Tab. 9:  Primer

Forward Sequenz und | Reverse Sequenz und Annealing- Firma, Her-
Gen .
Annealing-Temperatur | Temperatur kunftsland
5-AAA AGC TAG CCC | _, ‘
MICA*008 | CAA GCT TGG TAC ?5_6?(?) ATG CAT GCT CGA GCG-3
CGA G-3‘ (72 °C)
5-AAA AGC TAG CAT | _, ,
MICA*019 GGG GCT GGG CCC f’(;?AT CCATCGAGC GGL-3' (81 Thermo
GGT C-3‘ (76 °C) Fisher
Scientific
Reverse 1: 5-CTA GGC GCC CTC Inc., USA
5AAA AGC TAG CAT |AGT GGA-3' (61 °C)
MICB TCGGCT TGC GTC | Reverse 2: 5AGC GTA ATC TGG

GAC G-3‘ (72 °C)

AAC ATC GTA TGG GTA AGT GCC
GTG ATT CC-3' (79 °C)

3.1.3 Antikorper

Folgend findet sich eine Auflistung der in den Immunfarbungen, Western Blot-Experimenten

und in der FACS-Analyse (Durchflusszytometrie, engl. fluorescence-activated cell sorting) ver-

wendeten Antikdrper. Den Tabellen zu enthnehmen ist das Zielprotein, das Experiment, in dem

der Antikdrper zur Verwendung kam, die Verdinnungsstufe, in der der Antikérper appliziert

wurde und die Firma, von der der Antikdrper erworben wurde, sowie deren Herkunftsland.

Unter primaren Antikérpern finden sich Antikdrper, welche direkt an das zu untersuchende

Protein binden. Die sekundaren Antikérper binden in einem zweiten Farbeschritt an den pri-

maren Antikérper und sind an einen fluoreszierenden Farbstoff gekoppelt.
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Primdre Antikorper

Tab. 10: Primére Antikérper. m = mouse; rb = rabbit; a = anti; IF = Immunfluoreszenz, WB =
Western Blot; FACS = fluorescence-activated cell sorting)

Antikérper Zielprotein Experiment | Verdiinnung | Firma, Herkunftsland
m-a-MICA MICA IF 1:25 R&D, USA
wB 1:100
m-a-MICA MICA IF 1:50 Santa Cruz Biotechnology, USA
m-APC-a-MICA | MICA FACS 1:1000 R&D, USA
m-a-MICB MICB IF 1:50 R&D, USA
wB 1:100
rb-a-MICA/-B MICA, MICB IF 1:50 Santa Cruz Biotechnology, USA
m-a-HA HA IF 1:100 Santa Cruz Biotechnology, USA
wB 1:500
m-a-HA HA IF 1:200 Cell Signaling Technology, USA
wB 1:500
m-a-Occludin Tight Junction: |IF 1:100 Thermo Fisher Scientific Inc.,
Occludin USA
rb-a-EEA1 Frihe Endoso- | IF 1:1000 Abcam, Vereinigtes Konigreich
men
rb-a-rab8 Endosomen im | IF 1:100 Thermo Fisher Scientific Inc.,
Trans-Golgi USA
Netzwerk
m-a-rab11 Recycling- IF 1:50 Becton, Dickinson & Company,
Endosomen USA
m-a-E-Cadherin | Epitheliales IF 1:200 Santa Cruz Biotechnology, USA
Cadherin
(E-Cadherin)
m-a-Z0-1 Tight Junction: |IF 1:50 Becton, Dickinson & Company,
Zonula USA
occludens 1
(20-1)
rb-a-ZO-1 Tight Junctions:| IF 1:50 Thermo Fisher Scientific Inc.,
Z0-1 USA
Phalloidin-Alexa- | Zytoskelett: IF 1:50 Thermo Fisher Scientific Inc.,
Fluor-594 Aktin USA
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Sekundare Antikorper

Tab. 11: Sekundére Antikérper. m = mouse; rb = rabbit; a = anti

Antikorper Firma, Herkunftsland
Alexa Fluor 488 goat a-m Thermo Fisher Scientific Inc., USA
Alexa Fluor 594 goat a-rb Thermo Fisher Scientific Inc., USA

3.1.4 Lodsungen

Im Folgenden sind die Puffer, L6sungen und Pipettieransatze zusammen mit dem Experiment,
in dem diese zur Anwendung kamen, aufgefiihrt. Die jeweiligen Stammldsungen und Ansatze
orientieren sich zu weiten Teilen an den Protokollen des Labors des Instituts fir Klinische

Physiologie der Charité, Campus Benjamin Franklin.

Tab. 12: Puffer und Lésungen. Die jeweiligen Ansétze sind den Empfehlungen/Protokollen
des Labors fiir Klinische Physiologie, Charité Campus Benjamin Franklin, entnom-
men und weichen z.T. geringfiigig davon ab.

0,6 — 1,2 % Agarosegel zur Elektrophorese

06-12g Agarose

100 ml 1 x TBE Puffer

8,5 % Acrylamid-Trenngel zum Western Blot

200 pl SDS (10 %)

200 pl APS (10 %)

4,7 ml Tris

9,2 ml H20

5,7 mi Acrylamidlésung (30 %)
10 pl TEMED

Blockierl6sung zur Immunfluoreszenzfarbung

Serumalbumin, bovines (BSA) oder

5-759 alternativ Milchpulver

30 ml Ziegenserum (6 %) ad 500 ml PBS*C2Ms

Blockierlosung zum Western Blot

59 BSA oder alternativ Milchpulver ad 100 ml TBST-Puffer

BCA-Protein-Assay-Reagenz zur Proteinquantifizierung im Western Blot
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196 x

Na2COs, NaHCOs3, Bicinchoninsaure
(BCA), Natriumtartrat, 0,1 M NaOH

Losung A

4 x

Kupfer(2)sulfat (4 %)

Lésung B

Elektrophoresepuffer zur Elektrophorese

500 mi 10 x Puffer West
50 ml 10 % SDS ad 500 ml Aquabidest
Gesamtlysepuffer zur Proteinisolierung

150 mM

Natriumchlorid

10 mM Tris-Cl

0,1 % SDS

0,5 % Triton X-100

1 Tablette Complete Mini (Roche)

IELs-Isolierungspuffer zur Du

rchflusszytometrie

5 ml PBS
1 mM DTT
1 mM EDTA

Kulturmedium fiir Caco-2-bbe-Zellen

500 ml DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium)

55 mi FKS (Fetales Kalberserum)

55ml Penicillin-Streptomycin

5ml NEAA

5ml 10 uM HEPES

Laemmli-Puffer zum Western Blot

0,125 M Tris

20 % Glycerol

10 % 2-Merkaptoethanol

4 % SDS

0,004 % Bromphenolblau

Laufpuffer zum Western Blot

30,3 g

Tris

1442 g

Glycin
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1049

SDS

ad 1000 ml Aquabidest

Lysogeny-Broth-Agar-Medium (LB-Medium) zur Transformation

59 Hefeextrakt

10¢g Trypton

5¢ NaCl

159 Agar ad 1000 ml Aquabidest

LumiLight Reagenz zum Western Blot

5mil

Enhancerlésung

5mi

Peroxidlésung

Lysepuffer zur Proteinisolierung

2ml Tris-Cl
0,5 mi MgClz
120 EGTA
200 pl EDTA
10 Tabletten Complete Mini (Roche) ad 100 ml H20

Paraformaldehydlésung (2 %) zur Fixierung von Zellen

4 ml

PFA (16 %)

30 ml

PBs+Ca/Mg

PBS/Polysorbat-20 (Tween) zum Western Blot

1 Tablette

PBS

0,5 ml

Polysorbat-20 (Tween)

ad 500 ml Aquabidest

PCR-Mastermix zur Polymerisierung

105,6 ul PCR Grade Water

32,5l 10 x Phusion High Fidelity Puffer
3,2 ul dNTP Mix (10 mM)

3,2 ul DNA (10 ng/ul)

15 Phusion High Fidelity DNA Polymer-

ase

PCR-Mastermix zur Restriktion zur Herstellung von Sticky Ends

70 pl Cutsmart
3,5l Nhe1
3,5l Not1

2 ul

DNA (25 ng/pl)

ad 63 pl H20
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PCR-Mastermix zur Ligation

1ul Vektor

1ul DNA-Ligase T4 Puffer
0,5 ul DNA-Ligase T4

7,5 ul DNA (25 ng/pul)

Permeabilisierungslésung zur Inmunfluoreszenz

0,5-2ml Triton-X 100

ad 100 ml PBS*aMg

Restriktionsverdau-Mastermix

Puffer NEB 3.1 39 ul

Pstl 3,24

ad 87,75 pl Aquabidest

Sammelgel zum Western Blot

9,8 ml Sammelgelldsung
100 pl APS

100 pl SDS

10 pl TEMED

Sammelgelpuffer zum Western Blot

0,25 M Tris

0,2 % SDS

SOB-Medium (Super Optimal Broth) zur Transformation

20g Trypton

59 Hefeextrakt

20 mM Glucose

0,29 KCI

0,6g NaCl

10 mM MgSO4

10 mM MgCl2 ad 1000 ml Aquabidest

10x Westpuffer zum Western Blot

304 ¢ Tris

144 g Glycin

ad 1000 ml Aquabidest

10x TBE Puffer zur Elektrophorese

0,02M EDTA

0,89 M Tris
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0,89 M Borsaure

ad 1000 ml Aquabidest

10x TBS zum Western Blot

1,5M NaCl
30 mM KCI
250 mM Tris ad 1000 ml Aquabidest

TBS-T zum Western Blot

100 ml TBS 10x

1ml Polysorbat-20

ad 1000 ml Aquabidest

Transferpuffer zum Western Blot

100 ml 10 x Westpuffer

100 ml Methanol

ad 1000 ml Aquabidest

Trenngelpuffer zum Western Blot

0,2 % SDS

0,75 M Tris

3.1.3 Experimentier-Kits

Im Folgenden sind kommerziell erhaltliche, vorgefertigte Kits, der Name des Experiments, in

dem das Kit zu Verwendung kam, sowie der Name und das Herkunftsland der produzierenden

Firma aufgelistet.

Tab. 13: Experimentier-Kits

Name des Experimentier-Kits

Name des Assays

Firma, Herkunftsland

Amaxa Nucleofector Kit

Nukleofektion

Lonza, Schweiz

Kit Lumi-Light

Western Blot

Roche, Deutschland

NucleoSpin und PCR Purifikation

PCR

Clontech, USA

QIAGEN Plasmid Plus Midi Kit
QIAGEN Plasmid Plus Mini Kit

QlAquick Gel Extraction Kit

Gewinnung von Plas-
mid-DNA

QIAGEN, Niederlande
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3.1.5 Anwenderprogramme

Die folgenden Programme kamen in der vorliegenden Arbeit zur Verwendung. Name, Firma

sowie Herkunftsland des Programmes zusammen mit dem Experiment, in dem dieses zur Ver-

wendung kam, sind aufgefluhrt.

Tab. 14: Anwenderprogramme

Name des Programmes

Name des Assays

Firma, Herkunftsland

AIDA Image Analyzer for Windows

Western Blot, Auswertung der

Immundetektion

Raytest, Deutschland

FlowdJo

Durchflusszytometrie

Becton, Dickinson &
Company, USA

GraphPad PRISM

Statistische Analyse

GraphPad Software Inc.,
USA

ImageJ/Fiji

Bildprozessierung, Auswer-
tung der Immunfluoreszenz-
farbungen

Wayne Rasband, USA

Microsoft Power Point
Microsoft Excel

Microsoft Word

Erstellen von Graphiken

Statistik, Erstellen von Gra-
phen

Schreiben der Monographie

Microsoft, USA

SnapGene Viewer

Darstellung von Genkarten

GSL Biotech LLC, USA

ZEN Konfokale Mikroskopie, Aus- | Carl Zeiss AG, Deutsch-
wertung land
Zotero Zitieren Roy Rosenzweig Center,

George Mason Univer-
sity, USA

3.1.6 Epithel- und Expressionszelllinien

Im Folgenden sind die in der Doktorarbeit verwendeten Epithel- und Expressionszelllinien so-

wie deren Ursprungsgewebe aufgefihrt.
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Tab. 15: Epithel- und Expressionszelllinien

Zelllinie Ursprungsgewebe Herkunft

Caco-2-bbe | Humane epitheliale kolorektale Adenokarzinomzellen | ATCC, USA

HEK Humane embryonale Nierenzellen ATCC, USA

3.2 Methoden

3.2.1 Erhalt der MIC-cDNAs und Konstruktion der MICA/-B-Vektoren
Die MICA*008, MICA*019 und MICB-cDNAs wurden uns freundlicherweise von Dr. Mar Valés-

Gomeéz (Spanish National Research Council, Department of Immunology and Oncology, Mad-
rid, Spanien) im Rahmen einer Kooperation Uberlassen. Im Folgenden wurde die cDNAs der
verschiedenen MICA/-B-Konstrukte aus dem spanischen Mutterkonstrukt extrahiert und in den

Saugetier-Expressionsvektor pCl-puro inseriert.

pCl-puro-MICA*008
6293 bp

pCl-puro-MICA*019
= 6556 bp

Pstl

Pstl
Pstl

Abb. 5:  Vektorkarte von MICA*008 und MICA*019. Links: MICA*008 (rot), rechts: MICA*019
(violett). Ampicillinresistenz tiirkis, Puromycinresistenz hellgriin. Die Vektorkarten
wurden mit dem Programm SnapGene erstellt. Dargestellt sind aullerdem die
Schnittstellen des Restriktionsenzyms Pstl, welches fiir den Kontrollrestriktionsver-
dau (siehe Abb. 8) verwendet wurde.

In den Vektorkarten erkennt man die Struktur der MICA-DNAs und insbesondere die Stelle, an

der das jeweilige Konstrukt eingeflgt wurde.
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3.2.2 Plasmidsubklonierung

Mittels Subklonierung kdnnen Gene von einem Vektor in einen anderen transferiert werden.

Dies erfolgte in mehreren Schritten.

PCR

Um das MICA/-B-Gen aus dem spanischen Muttervektor zu amplifizieren, wurde die PCR-
Methode verwendet. Im ersten Schritt wurden dabei die DNA-Doppelstrange fir 30 s bei einer
Temperatur von 98 °C denaturiert und so in Einzelstrange gespalten. AnschlieRend binden
ausgewahlte Oligopeptide (Primer) nach Absinken der Temperatur auf 64 °C fir 15 s an die
Sequenz der DNA, die kopiert werden soll. Dieser Schritt wird Hybridisierung genannt. Es
folgte die Elongation; hierbei synthetisierte die DNA-Polymerase bei 72 °C fir 25 s mit dNTPs
den komplementaren DNA-Strang. Die Denaturierung, Hybridisierung und Elongation konnen
mittels Temperaturregulation initiiert und beendet werden; der Zyklus wurde zur Amplifikation
der DNA 25-mal wiederholt.

Restriktionsverdau des PCR-Produkts und des Zielvektors pCl-puro mit Nhe und Not1

Um DNA-Sequenzen an einer definierten Stelle zu schneiden, kdnnen Restriktionsendonukle-
asen verwendet werden. Dies sind Enzyme, die DNA an spezifischen Nukleotidsequenzen —
sogenannten Restriktionsstellen — erkennen und schneiden kénnen. Im Rahmen einer Klonie-
rung wird die Restriktionsendonuklease so ausgewahlt, dass nach dem Restriktionsverdau

eine Ligation mit dem gewtunschten Vektor in korrekter Orientierung mdglich ist.

Aus dem Ursprungsvektor wurde die gewlinschte DNA-Sequenz mittels Restriktionsendonuk-
leasen geschnitten und danach mittels Gelelektrophorese gereinigt. In der vorliegenden Arbeit
kamen die Restriktionsenzyme Nhe1 und Not1 nach Vorgabe der Hersteller zur Anwendung.
Parallel dazu wurde durch dieselben Restriktionsenzyme, welche zum Schneiden der DNA-
Sequenz aus dem Ursprungsvektor verwendet wurden, der Zielvektor verdaut, um an den

Schnittstellen mittels eines Ligaseenyzmes das gewunschte Gen einfugen zu konnen.
Gelelektrophorese der DNA-Fragmente des Restriktionsverdaus und Isolieren des ge-
suchten Segments unter UV-Licht

Nach dem Restriktionsverdau sind mehrere Fragmente entstanden; um das zu untersuchende

Fragment zu isolieren, wurde eine Agarose-Gelelektrophorese durchgefihrt.

Die Elektrophorese beschreibt die Bewegung von geladenen Teilchen in einem elektrischen

Feld durch eine kondensierte Phase. Die Geschwindigkeit der Bewegung der Nukleinsauren ist
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von mehreren Eigenschaften abhangig: Von GroRRe, Masse und Ladung der Teilchen und
gleichzeitig der Viskositat des Mediums. Beim Agarose-Gel hangt die Gro3e der Poren von der
Konzentration der Agarose ab. Zur Herstellung eines 1,2 % Agarose-Gels wurden 1,2 g Aga-
rose eingewogen und in einem Erlenmeyerkolben mit 100 ml TBE-Puffer aufgefillt. Anschlie-
Rend wurde die Losung in einer Mikrowelle fur 2 min bei 800 W erhitzt. Der Erlenmeyerkolben
wurde aus der Mikrowelle genommen, vorsichtig geschwenkt und abermals fir 1 min bei 800
W in der Mikrowelle erhitzt, wobei die Losung kurz zum Kochen gebracht wurde. Die heil3e
Lésung wurde in den Gelschlitten im Giel3stand gegossen. Ein Kamm wurde an der aul3eren
Aussparung eingesetzt. AnschlieRend kuhlte das Gel fur mindestens 30 min aus. Wahrenddes-

sen wurden der DNA-GroRRenstandard und die zu untersuchenden Proben vorbereitet.

Nach Erkalten des Gels wurde der Gelschlitten aus dem Gief3stand entfernt und in der Elekt-
rophoresekammer platziert. Die Elektrophoresekammer wurde mit TBE-Puffer ausgefullt, bis
das Gel mit 1-2 mm Puffer bedeckt war. Folgend wurden die Proben in die Taschchen des
Gels geladen und die Elektrophoresekammer mit dem Transformator verbunden. Eine Span-
nung von 120 V wurde angelegt, bis die Bromphenolblau-Front 3 cm vom Rand entfernt war.
AnschlieRend wurde das Gel in eine Ethidiumbromid-Farbeldsung uberfuhrt und in dieser 20
min inkubiert und danach in destilliertes Wasser Uberfiihrt. Im letzten Schritt wurde eine Foto-
graphie des mit Ultraviolett-Licht (UV-Licht) exponierten Gels hergestellt und die Grof3en an-
hand eines GroRenmarkers ausgewertet. Es wurde darauf geachtet, die Belichtungszeit mini-

mal zu halten, da UV-Licht DNA-Schaden hervorrufen kann.

Elution der DNA aus Agarose-Gel

Zur Elution und Reinigung der DNA aus dem Agarose-Gel wurde das QIAquick Gel Extraction
Kit verwendet. Die zu praparierenden Banden wurden mit einem Skalpell ausgeschnitten und
in MikroreaktionsgefalRe Uberfuhrt. Auf 100 mg Gel wurden je 400 pl Puffer QC hinzugegeben
und die Lésung fur 10 min bei 50 °C bis zur Auflésung der Agarose inkubiert und anschlielend
mit dem Vortexer geschuttelt. 500 pl Isopropanol wurden beigemischt und die Lésung ge-
schwenkt. Die Losung wurde auf ein 2 ml-Sammelgefal} gestellt und 1 min bei 2380 xg (engl.
g-force) zentrifugiert (entsprechend 5000 rpm, engl. rotations per minute, in der Zentrifuge
Z233MK, Hermle), der Uberstand verworfen. 0,5 ml Puffer QC wurden hinzugefiigt und die
Suspension abermals zentrifugiert, der Uberstand verworfen. Zum Waschen wurden 750
Puffer PE hinzupipettiert, bei Raumtemperatur (RT) fur 2 min inkubiert und danach fur 1 min
bei 2380 xg zentrifugiert. Im letzten Schritt wurden 50 pl Puffer EB hinzugefugt und die Losung
fur 1 min bei 2380 xg zentrifugiert. Der DNA-haltige Uberstand wurde aufgefangen.
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Ligation in pCl-puro

Mittels Ligation wurden die PCR-Amplifikate nun in den Vektor eingeschleust. Mittels der T4-
DNA Ligase (New England Biolabs) wurden die DNAs in den eukaryoten Expressionsvektor
pCl-puro geschleust. Dieser weist einen CMV-Promotor und zudem eine Ampicillin- sowie
Puromycinresistenz auf. Durch die Puromycinresistenz wurde eine spatere Selektion von Zel-

len in puromycinhaltigem Medium ermoglicht. Die Ligation erfolgte Uber 36 h bei 14 °C.

3.2.3 Transformation

Im Zuge der Transformation als Teilschritt des Klonierens wurde die rekombinante DNA nach
Ligation in den Zielvektor in kompetente Bakterien (E. coli XL-1 Blue, Agilent, USA) geschleust
und auf diese Weise propagiert. Da bei der bakteriellen Zellvermehrung ebenfalls der inserierte

Vektor vervielfacht wird, dient die Methode der Amplifikation des DNA-Fragments.

Herstellung kompetenter Bakterien zur Elektroporation

Als elektrokompetente Zellen wurde der E. coli-Stamm XL-1 Blue verwendet. Ein Erlenmeyer-
kolben mit 5 ml LB-Medium wurde mit einer Kolonie E. coli inokuliert und 12 h bei 37 °C im
Bakterienschuttler (Inkubatorschuttler HT CH-4103, Infors) bei 400 rpm geschuttelt. Anschlie-
Rend wurden hiervon 2,5 ml in 500 ml LB-Medium pipettiert und bis zum Erreichen einer
ODsgsnm von 0,5 bei 200 rpm und 37 °C geschuttelt (Inkubatorschittler HT CH-4103, Infors).
Danach wurde die Suspension gekihlt (5 min, 4 °C) und fir 15 min bei 4 °C zentrifugiert (2000
xg, Zentrifuge Avanti J25, Beckmann). Das Bakterienpellet wurde zweimal in 40 ml 4 °C kaltem
Aquanidest gewaschen und abzentrifugiert. Im letzten Waschschritt wurde das Pellet mit 40 ml
4 °C 10 % Gycerin resuspendiert und erneut abzentrifugiert (2000 xg, 5 min, 4 °C, Zentrifuge
Avanti J25, Beckmann). Abschliel3iend wurde dem Pellet 1 ml 10 % Glycerin hinzugefigt und
auf 80 pl Aliquots in Mikroreaktionsgefalle verteilt und bei -80 °C bis zur Verwendung aufbe-
wahrt.

Transformation mittels Elektroporation

50 ul der auf — 80 °C gefrorenen Zellsuspension wurden auf Eis angetaut. Die DNA, 2 pl Liga-
tionsprodukt, wurde hinzufiigt. Die Zell-DNA-Suspension wurde in die Elektroporationskuvette
Uberflhrt und fir 5 ms mit einem 1,8 kV Puls versetzt. 800 ul SOC in RT wurden unmittelbar
hinzufiigt und die Lésung far 1 Stunde mit 25 xg (Zentrifuge Z233MK, Hermle) bei 37 °C ge-
schuttelt. Abschlieend wurden 50 pl der Losung auf einer LB-Agar-Platte mit 50 ug/ml Ampi-
cillin gleichmaRig verteilt und bei 37 °C Uber Nacht inkubiert. Auf allen Platten wurden nach

einer Wachstumszeit von 14 h zahlreiche (> 40) Kolonien gesehen. 50 ml LB-Medium mit 100
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Ml Ampicillin wurden mit einzelnen Kolonien beimpft und far weitere 12 h bei 37 °C mit 400 rpm
geschdttelt (Inkubatorschittler HT CH-4103, Infors). Das LB-Medium mit den angewachsenen
Bakterien wurde in ein 50 ml Falcon uberfuhrt und bei 4000 xg 10 min bei 4 °C zentrifugiert
(Zentrifuge Avanti J25, Beckmann).

3.2.4 Plasmidpraparation mittels Mini-Prep

Um kleine Mengen an Plasmiden (etwa 20 ug laut Angaben des Herstellers QIAGEN, USA)
aus den transformierten Bakterien zu isolieren, eignet sich die Mini-Prep. Die Praparation
wurde anhand des Protokolls des Herstellers QIAGEN, USA, durchgefuhrt. Alle Schritte wur-
den bei RT durchgefuhrt. Das in der Zentrifugation entstandene Bakterienpellet wurde zu-
nachst in 250 pl Puffer P1 resuspendiert und danach in ein Mikroreaktionsgefafl® tberfihrt.
Danach wurden 250 pl Puffer P2 hinzugefugt und die Losung funf Mal invertiert. Im nachsten
Schritt wurden 350 pl Puffer N3 vermischt und die Losung abermals invertiert. Nach diesem
Schritt imponierte die Losung trube. Die Losung wurde nun fur 10 min zentrifugiert (18.000 xg,
Zentrifuge Z233MK, Hermle; dieselben Einstellungen wurden fur samtliche Zentrifugations-
schritte des Mini-Prep-Protokolls verwendet). 800 ul des Uberstands wurden nun in eine QIAp-
rep-Saule (QIAprep spin column) Gberfuhrt und flr 60 sek zentrifugiert. Durch Zentrifugation
in der Saule wird Uberschissige FlUssigkeit nach unten abgepresst. Die durchgepresste Flus-
sigkeit wird in einem zweiten Teil der Saule abgefangen und verworfen. Der Lésung wurden
0,5 ml Puffer PB hinzugeflgt und es wurde nochmals fur 60 sek zentrifugiert. Derselbe Schritt
wurde mit 0,75 ml Puffer PE wiederholt. Im letzten Schritt wurde die QIAprep-Saule in ein
neues 1,5 ml Mikroreaktionsgefaly tberfuhrt und 50 pl Puffer EB hinzugefugt, fur 1 min ruhen

gelassen und abschlieRend 1 min zentrifugiert.

3.2.5 Restriktionsanalyse mit Pstl

Die Restriktionsanalyse ist eine Methode zur Bestimmung der Identitat von DNA. Die DNA wird
zunachst mit Restriktionsenzymen behandelt und folgend durch eine Agarose-Gelelektropho-
rese aufgetrennt. In der Gelelektrophorese werden Nukleinsdurestrange entsprechend ihrer
GroRe getrennt und konnen anschlieRend durch Vergleich mit DNA-Strangen bekannter

Grofie bestimmt werden.

In der vorliegenden Arbeit kam das Restriktionsenzym Pstl mit den in Abb. 5 dargestellten
Schnittstellen nach Vorgabe der Hersteller zur Anwendung. Somit konnte vor der abschlie3en-
den Plasmidpraparation die Korrektheit der entstandenen DNA-Sequenz kontrolliert werden.

Das Ergebnis der Restriktionsanalyse mit Pstl ist in Abb. 8 dargestellt.
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3.2.6 Plasmidpraparation mittels Midi-Prep

Zur Isolierung von Plasmid-DNA aus einem grof3eren Volumen (50 ml) und bis zu einer Menge
von 250 ug eignet sich die Midi-Prep. In dieser Arbeit wurde das QIAGEN Plasmid Plus Midi
Kit verwendet, in dem sich alle Reagenzien und erforderlichen Tools befinden. Das Bakterien-
pellet wurde in 4 ml Puffer P1 aufgeldst, 4 ml P2 hinzugefugt, mehrmals invertiert und 3 min
bei RT inkubiert. Danach wurden dem Lysat 4 ml Lésung S3 hinzugeflgt, die Suspension
geschwenkt und fur 10 min bei 4 °C inkubiert. In dieser Phase schwimmt ein Prazipitat aus
Proteinen, genomischer DNA und Detergenzien auf der Oberflache der Losung. Nach Zentri-
fugation (14.000 xg, 30 min, 4 °C, Zentrifuge Z233MK, Hermle) wurde der Uberstand durch
einen Faltenfilter auf eine Saule Uberfihrt, welche zuvor mit 4 ml QTB-Puffer aquilibriert wurde.
Danach erfolgte das zweimalige Waschen der Saule mit je 10 ml Puffer QC. Um die Plasmide
in Lédsung zu bringen, wurden 5 ml Puffer QF hinzugegeben. 3,5 ml 100 % Isopropanol wurden
hinzugefugt und die Losung zentrifugiert (14.000 xg, 30 min, 4 °C, Zentrifuge Z233MK, Her-
mle). AnschlieBend wurde das Pellet mit 2 ml Ethanol (80 %) gewaschen, zentrifugiert (14.000
xg, 15 min, 4 °C) und vakuumgetrocknet. Die extrahierte DNA wurde in 200 pl TE-Puffer gelost.

3.2.7 Konzentrationsbestimmung der DNA

Die Konzentration der DNA in wassriger Losung (Verdunnung 1:50) wurde in einem Photo-
spektrometer bei einer Wellenlange von 260 nm gemessen. Eine Absorptionseinheit A260 ent-
spricht 50 pug/ml Doppelstrang-DNA (dsDNA). Mittels Bestimmung der Absorption bei 280 nm
und Bildung des Quotienten A260/280 kann zudem der Reinheitsgrad der DNA bestimmt wer-

den. Der Wert des Quotienten sollte zwischen 1,7 und 2,1 liegen.

3.2.8 Zellkultur mit Caco-2-bbe-Zellen

Als Zellmodell zur Expression von MICA*008, MICA*019 und MICB wurden Caco-2-bbe-Zellen
verwendet. Die Abklrzung bbe steht hierbei fur brush border enzymes. Dabei handelt es sich
um eine Linie aus humanen epithelialen Kolon-Adenokarzinomzellen. Obgleich diese Linie aus
Kolonzellen stammt, differenziert und polarisiert sie sich unter bestimmten Kultivierungsbedin-
gungen, so dass sie phanotypisch, morphologisch und funktionell DUnndarmenterozyten ent-
spricht (164,165). Wahrend des Konfluierens beginnen sich Caco-2-bbe-Zellen zu polarisieren
und bilden einen charakteristischen apikalen Burstensaum (engl. brush border) mit Mikrovilli.
Zudem exprimieren sie fur Dunndarmzellen typische Tight Junctions, Mikrovilli und zahlreiche
Enzyme und Transporterproteine wie Peptidasen, Esterasen, Laktase, Aminopeptidase N und
Aufnahmetransporter fur Aminosauren, Gallensauren und Carbonsauren (166). Caco-2-bbe-
Zellen entstammen der Caco-2-Linie und weisen eine spezifischere Expression der brush bor-

der enzymes auf (167,168).
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Caco-2-bbe-Zellen wurden in Zellkulturflaschen in DMEM-Medium (Dulbecco's Modified Ea-
gle's Medium) in 10 % fetalem Kalberserum (FKS), 1 % Penicillin-Streptomycin (Pen-Strep), 1
% Non-Essential Amino Acid (NEAA) und 1 % HEPES in einem Inkubator bei 37 °C mit 5 %
CO.2-Anteil kultiviert. Das Medium wurde jeden zweiten bis dritten Tag gewechselt. Die Passa-
gierung der Zellen erfolgte jeden siebten Tag mittels Trypsinierung. Dabei wurden zunachst 5
ml PBS™ in die Zellkulturflasche pipettiert und die Flasche leicht geschwenkt. Nach Entfernung
des PBS™ wurden die Zellen mittels 1 ml Trypsin (Inkubationszeit etwa 8 min bei 37 °C) vom
Boden geldst und danach 10 ml Medium hinzugeftigt. Durch acht- bis zehnmaliges schnelles
Pipettieren des Mediums wurden die Zellen von dem Boden der Zellkulturflasche in DMEM
abgel6st. Die Zellen wurden dann in ein 50 ml Falcon Uberfahrt und in der Neubauer-Zahlkam-
mer gezahlt. Zur neuen Aussaat wurden etwa 10.000 Zellen in 6 ml DMEM in eine Zellkultur-

flasche ausgesat.

3.2.9 Transiente Transfektion der Caco-2-bbe-Zellen

Zur Etablierung wurden zwei verschiedene Ansatze verwendet; zuerst erfolgte die Transfek-
tion mittels Elektroporation. Dabei wird die Zellmembran durch Spannungspulse permeabel
gemacht; da mittels dieser Methode nur eine Transfektionseffizienz von 10 bis 20 % erreicht
werden konnte, wurde eine Transfektion mittels Lipofektion etabliert. Hierbei wird der Vektor

durch Einschluss in Liposomen — Mizellen-ahnliche Strukturen — in den Zellkern geschleust.

3.2.9.1 Nukleofektion

Caco-2-bbe-Zellen wurden 24 h vor Nukleofektion passagiert und die Nukleofektion bei licht-
mikroskopisch geprufter Konfluenz von 70 % durchgefuhrt. AnschlieBend wurden die Zellen in
der Neubauer-Zahlkammer gezahlt. Es wurden Millicell-PCF Filter mit 0,4 pym-Porengréf3e in
6-well-Platten verwendet. Pro Ansatz wurden je 750.000 Zellen ausgesat und je 2 yg DNA
verwendet. Nukleofektiert wurden MICA*008, HA-MICA*008, MICA*019, HA-MICA*019,
MICB, HA-MICB und der Leervektor pCl-puro sowie der mit grin fluoreszierendem Protein
(GFP) markierte Vektor pCl-puro-GFP als Kontrollen.

Nucleofector Solution T, Medium und FKS wurden auf RT gewarmt. Die Zellen wurden in 1,5
ml-Mikroreaktionsgefalle uberfuhrt, zentrifugiert (90 xg, 10 min, Zentrifuge Z233MK, Hermle)
und der Uberstand verworfen. AnschlieRend wurde das entstandene Pellet in 100 pl Nucle-
ofector Solution T wieder aufgelost. Der Suspension wurden 2 uyg DNA zugefligt und die Lo6-
sung in eine Amaxa-Elektroporationskuvette tGberfuhrt. Als Nukleofektionsprogramm wurde im
Nukleofektor Amaxa TM |l der Modus B-024 gewahlt. Die Kuvette wurde unmittelbar nach

Abgabe des elektrischen Impulses aus dem Nukleofektor entfernt und 300 ul vorgewarmtes
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Medium zugegeben. Die Zellsuspension wurde auf die Filter transferiert; 24 h nach Transfek-
tion wurde puromycinhaltiges Medium verwendet. Die Fixierung der Zellen erfolgte zur Etab-

lierung der optimalen Transfektionseffizienz nach 24, 48, 72 und 96 h.

3.2.9.2 Lipofektion

Die Lipofektion erfolgte mittels der Lipofektaminldsung Lipofectamin 2000. Dabei wurden 10°
Zellen auf eine 24-well-Platte gesat und mit Vollmedium fur drei Stunden inkubiert. Anschlie-

Rend wurden zwei Losungen in Mikroreaktionsgefal3en vorbereitet:

A. 25 ul Medium ohne FKS + 0,5 ug DNA
B. Mastermix Lipofektaminlésung: 160 ul Medium ohne FKS + 12 ul Lipofectamin 2000

Beide Losungen wurden 5 min bei RT inkubiert, anschlieiend die verdunnte DNA-L6sung A
mit der verdunnten Lipofektaminlosung B im Verhaltnis 1:1 gemischt und 15 min zur Bildung
von Mizellen bei RT inkubiert. Im letzten Schritt wurden je 300 pl Vollmedium mit DNA-Lipid-
Komplex-Losung gelost und die gesamte Losung auf die 24-well-Platte verteilt. Nach 18 h
wurden die einzelnen Wells der 24-well-Platte mit Medium aufgefillt; nach 24 h erfolgte der
erste Mediumwechsel. Die Zellen wurden fur 24 h, 48 h, 72 h und 96 h inkubiert. Eine Inkuba-
tionszeit von 48 h etablierten wir als optimale Bedingung fur die folgenden Farbungen. Mittels

dieser Methodik wurde eine Transfektionseffizienz von 20 bis 30 % erzielt.

3.2.10 Stabile Transfektion der Caco-2-bbe-Zellen

Da transient transfizierte Zellen das fremde Plasmid nur Uber eine begrenzte Zeit in ihrem
Genom tragen und das Protein exprimieren — Ublicherweise 48 bis 96 h — wurden stabil MICA/-
B-exprimierende Zelllinien generiert. Diese erlauben aufgrund der flichendeckenden Expres-
sion von MICA/-B im Epithelzelllayer eine einfachere und reproduzierbare Untersuchbarkeit
der Zellen. Im Gegensatz zu transienten Transfektionen wird die DNA permanent in das Ge-
nom der Zellen integriert und somit bei Zellteilung auch an die Tochterzelle weitergegeben.
Eine stabile Transfektion erfordert sowohl ein effizientes Einschleusen der Plasmide als auch
eine Methode, um die Plasmid-tragenden Zellen zu selektieren. Dazu enthalt das einge-
schleuste Plasmid neben dem zu untersuchenden Gen DNA-Sequenzen, die fur eine selekti-
onierende Antibiotikaresistenz kodieren. Als Selektionsgen wurde eine Puromycinresistenz-
kodierende Sequenz in den Vektor pCl-puro integriert. Mittels der Puromycinresistenz-kodie-
renden DNA im Zielvektor pCl-puro wurde eine Selektion in puromycinhaltigem Medium etab-
liert. Da die Transfektionseffizienz in der transienten Transfektion mittels Lipofektion deutlich

hoher war, wurde fir die stabile Transfektion ausschlieBlich die Lipofektion nach oben
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beschriebenem Protokoll verwendet. Nach Lipofektion wurden die Zellen nach 48 Stunden
erstmals in dem Selektionsmedium mit Puromycin (Konzentration 10 pg/ml) kultiviert. Die Kon-
zentration des Antibiotikums wurde in einem Kill Curve Experiment ermittelt (siehe 3.2.10.1).
Sobald in der Kontrolle (GFP-transfizierte Caco-2-bbe-Zellen ohne Puromycinresistenz) keine
Zelle mehr adharent war — nach 5 Tagen — wurde die Puromycinkonzentration auf 2 pg/ml
reduziert. 28 Tage nach Transfektion wurden einzelne Klone gepickt. Beim Picken von Klonen
werden einzeln stehende Kolonien ausgewahlt. Eine Kolonie wurde jeweils mit einer sterilen
Spritze aufgenommen und dann zunachst in eine 96-well-Platte Uberfuhrt. Bei Erreichen von
Konfluenz (nach 6 Tagen) wurden die Klone auf eine 24-well-Platte, nach abermals 6 bis 7
Tagen auf eine 12- und 6-well-Platte Uberfuhrt. Diese wurden in den folgenden Wochen in
Zellkulturflaschen Uberfluhrt und wahrend dieser Zeit ohne Unterbrechung in Selektionsme-

dium kultiviert. Der Mediumwechsel erfolgte alle 2 — 3 Tage.

3.2.10.1 Abtotungskurve

Nach Transfektion wurden die Zellen in puromycinhaltiges Medium Uberflhrt. Die bendtigte
Konzentration des Antibiotikums wurde in einem Kill Curve-Experiment etabliert. Die Zellen
wurden mit 2 ml Medium und einer Standardreihe steigender Antibiotikakonzentrationen be-
handelt. Das Medium wurde alle 48 h gewechselt und an den Tagen 1, 3 und 6 lichtmikrosko-

pisch analysiert.
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Abb. 6:  Abtotungskurve mit GFP-transfizierten Caco-2-bbe-Zellen ohne Puromycinresistenz
(links) und MICA*019-transfizierten Caco-2-bbe-Zellen mit Puromycinresistenz
(rechts)

Selbst bei der hdchsten Puromycinkonzentration von 10 pg/ml fanden sich in den puromycin-
resistenten Zellen vor allem randstandig noch zahlreiche konfluente Zellkolonien, wahrend bei
den GFP-transfizierten Zellen ohne Puromycinresistenz keine lebenden Zellen mehr sichtbar

waren. Es wurde etabliert, (1) transient transfizierte Zellen 24 h nach Transfektion in
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puromycinhaltigem Medium (Konzentration 10 pg/ml) bis zur Fixierung nach 24, 36, 48, 72
oder 96 h zu inkubieren und (2) stabil transfizierte Zellen 48 Stunden nach Transfektion in

puromycinhaltigem Medium mit einer Konzentration von 10 pug/ml zu inkubieren.

3.2.11 Immunfluoreszenzfarbungen

Die MICA/-B-Zelllinien wurden nach dem folgenden Protokoll mit MICA und MICB-Antikdrpern,
Antikorpern gegen verschiedene Oberflachenmarker (ZO-1, E-Cadherin, Occludin), HA und

intrazellulare Marker (kleine Rab-GTPasen) gefarbt.

MICA*008, MICA*019, MICB, die entsprechenden HA-Konstrukte und die Kontrollen Leervektor
(pCl-puro) und pCl-puro + GFP wurden zunachst zum Fixieren 15 min in 2 % PFA in PBS* bei
RT behandelt und durch Inkubation mit 0,5 % Triton X fir 5 min bei RT permeabilisiert. Danach
folgte die Blockierung mittels 6 % Ziegen-Serum und 1 % BSA in PBS™ fiir 60 min bei RT.

Der erste Antikorper m-a-MICA von R&D wurde 1:25 verdinnt, da entgegen der Anwendungs-
hinweise des Herstellers eine héhere Dilution zu schlechteren Ergebnissen fiihrte. Die optima-
len Antikdrperkonzentrationen wurden in Assays etabliert. Die jeweilig zur Anwendung kom-
menden Konzentrationen sind Tab. 10 und Tab. 11 zu entnehmen. Der Antikérper m-a-MICB
von R&D und rb-a-MICA/-B von Santa Cruz wurde zur Farbung von MICB Klonen verwendet.
In Kontrollen (Caco-2-bbe-Zellen und mit dem Leervektor pCl-puro transfizierte Caco-2-bbe-
Zellen) wurden Farbungen mit MICA- und MICB-Antikorpern durchgefuhrt. Es wurde mit Anti-
kérpern gegen Z0O-1, E-Cadherin, Occludin, und rab-Proteinen gegengefarbt. Zudem wurden
die HA-Konstrukte mit HA- und MICA/-B-Antikdrpern gefarbt.

In samtlichen Farbeschritten wurden die Filter jeweils mit 80 pl Antikdrper-Losung bedeckt.
Die Filter wurden Uber Nacht bei 4 °C mit dem ersten Antikdrper inkubiert. Die Inkubation mit
dem 2. Antikorper (Alexa Ziege-a-rb488 und Ziege-a-m594) erfolgte Uber 60 min bei 37 °C. Im
letzten Schritt wurden die Filter mit DAPI, das Zellkerne sichtbar macht, fur 10 min bei RT im
Dunkeln gefarbt und abschlieRend mit Pro-Tags-Mount-Flour in Deckglasern eingedeckt.

Samtliche Waschschritte erfolgten mit Blockierlosung mit Ziegen-Serum.

3.2.12 Fluoreszenzmikroskopie

Bei der Fluoreszenzmikroskopie handelt es sich um eine spezielle Form der Lichtmikroskopie.
Sie beruht auf dem Prinzip der Fluoreszenz, der spontanen Emission von Licht nach Anregung
eines Molekuls durch elektromagnetische Strahlung. Bei der Anregung von fluoreszierenden
Materialien mit Licht bestimmter Wellenlangen wird von den Fluoreszenzstoffen Licht langerer

Wellenlange abgestrahlt. Bei der Immunfluoreszenz werden Antigene von Antikorpern, die
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fluoreszierende Eigenschaften aufweisen, gebunden und kénnen somit in der Fluoreszenz-
mikroskopie dargestellt werden. Im Zuge der indirekten Immunfluoreszenz werden die Zellen
im ersten Schritt mit einem Antikdrper behandelt, der an ein spezifisches Protein der Zelle
bindet. Anschliel3end werden die Zellen mit einem zweiten Antikorper, der an den ersten Anti-
korper bindet, inkubiert. Der zweite Antikorper ist an ein Fluorochrom gebunden und kann mit-

tels Fluoreszenzmikroskopie detektiert werden.

3.2.13 Konfokale Mikroskopie

Bei der konventionellen Fluoreszenzmikroskopie wird das ganze Praparat von einer Licht-
quelle beleuchtet; somit werden alle Bereiche des Praparats zur selben Zeit durch das Licht
angeregt und die Fluoreszenz von einem Detektor aufgezeichnet. Dabei entsteht ein grol3er
Anteil an unfokussiertem Hintergrund, der durch Streulicht entsteht. Da es zu einer Uberlage-
rung von Licht verschiedener Ebenen kommt, ist eine fokussierte Einstellung einzelner Ebenen
der Z-Achse nicht mdglich. Dieses Problem wird in der konfokalen Laser-Scanning-Mikrosko-
pie (LSM) einerseits mittels einer Lochblende und andererseits mithilfe eines das Praparat
abfahrenden Punktlasers gelost. Die Bezeichnung konfokal impliziert mit dem gleichen Fokus
und beschreibt den Sachverhalt, dass der Punkt in der Mitte der Lochblende und der beleuch-
tete Punkt des Praparats zur gleichen Zeit im Fokus sind. Ein Laser wird mittels beweglichem
Spiegelsystem Uber das Objekt bewegt und beleuchtet somit Zeile fur Zeile das Praparat. Die
emittierte Fluoreszenz wird durch das Objektiv auf eine Lochblende fokussiert, ehe das Licht
vom Detektor registriert wird; diese zusatzliche Blende vor dem Detektor blendet das Licht,
welches ober- und unterhalb der Fokusebene entsteht, aus. Da auf diese Weise ausschlielilich
Licht aus der Fokusebene den Detektor erreicht, ermdglicht die konfokale Mikroskopie eine
erhebliche Reduktion von Streulicht. Letztlich bedingt dies eine sehr genaue Auflésung auf der
Z-Achse und somit die Moglichkeit der Darstellung optischer Schnitte und einer 3D-Rekon-

struktion des Objektes.

Durch die Einstellung des Durchmessers der Lochblende kann die Tiefenscharfe und in die-
sem Sinne die Dicke des optischen Schnittes eingestellt werden. Je kleiner der Durchmesser,
desto hoher ist die Blockierung von Licht aus anderen Ebenen und desto scharfer wird das
Bild. Allerdings vermindert sich gleichsinnig die Signalstarke bei Reduzierung der Blenden-
weite. Durch das Scannen des Praparates auf mehreren Ebenen kénnen Z-Stacks erstellt
werden, die mittels einer Software zu einem 3D-Bild prozessiert oder in einem 2D-Bild darge-
stellt werden konnen. Samtliche Fluoreszenzfarbungen wurden mit dem konfokalen Mikroskop
LSM 780 von Carl Zeiss durchgefuhrt und mit dem Programm ZEN von Carl Zeiss bearbeitet.

Die verwendeten Laser-Wellenlangen waren 488 nm, 594 nm, 647 nm sowie 405 nm.
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3.2.14 Western Blot

Mittels der Western Blot-Methode wurden die transient MICA/-B-exprimierenden Zelllinien auf
die Expression von MICA und MICB sowie HA untersucht. Im Rahmen eines Western Blot-
Experiments erfolgt eine gelelektrophoretische Auftrennung der einzelnen Proteinkomponen-
ten nach deren GrofRe, an die sich ein Proteintransfer entlang eines elektrochemischen Gradi-
enten auf eine PVDF-Membran anschlief3t. AnschlielRend kdnnen die Proteine mit Antikdrpern
nachgewiesen werden. Es wurden insbesondere auf die differenziellen Proteingrof3en der ver-
schiedenen Allele als auch auf die relative Proteinmenge der verschiedenen Klone im Sinne

einer differenziellen Bewertung der Expressionsstarke geachtet.

Zelllyse

Im ersten Schritt erfolgte die Proteinextraktion mittels Lyse der Zellen. Daflr wurden die Zellen
mit PBS™ auf Eis gewaschen. Danach wurden sie mit 200 ul kaltem Gesamtlyse-Puffer behan-
delt. Mittels eines Zellschabers wurden die Zellen vom Boden der Schale gel6st, die Suspen-
sion in ein Mikroreaktionsgefal® uberfuhrt, resuspendiert und mittels VVortexer rigoros geschut-
telt. Die Zellsuspension wurde 30 min bei 4 °C gekuhlt. Zuletzt wurde die Zellsuspension mit

Ultraschall fir je 15 s weiter lysiert und danach eingefroren.

Proteinquantifizierung

Im zweiten Schritt wurde eine Proteinquantifizierung zur Feststellung der Proteinkonzentration
in den Lysaten durchgefuhrt. Diese erfolgte mittels Anwendung des Bicinchoninsaure-Tests
(BCA-Test). Dieser wird zur quantitativen Proteinbestimmung verwendet und beruht auf der
sogenannten Biuret-Reaktion mit BCA als Detektionssystem. Hierbei wird Cu®* durch Peptid-
briicken zu Cu* reduziert; der Anteil an Cu®*, der reduziert wird, ist dabei proportional zu der
Proteinmenge, die sich in der Lésung befindet. Cu® bildet dann mit BCA einen Farbkomplex,
der Licht der Wellenlange 562 nm absorbiert; somit kann indirekt die Konzentration des Pro-

teins in der Losung bestimmt werden.

In Mikrotiterplatten wurden 10 ul der Proben mit BCA-Gebrauchslésung im Verhaltnis 1:20
vermischt. Als Kontrollen dienten 10 pl Lysepuffer und eine Standardreihe mit je 0 mg, 0,2 mg,
0,8 mg bzw. 1,2 mg BSA/ml. Die L6sungen wurden 30 min bei 37 °C inkubiert und danach auf
RT gekulhlt. Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurde mit dem Mikrotiterplatten-Lese-
gerat Tecan Spectra die Absorption bei 562 nm gemessen und dann mit dem Absorptions-

spektrum der Standardreihe verglichen.
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Polyacrylamid-Gelektrophorese (PAGE)

SDS-PAGE (engl. sodium dodecyl! sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) ist eine Me-
thode, mit der extrahierte Proteine anhand ihrer Masse in unterschiedliche Fraktionen in einem
Acrylamidgel aufgetrennt werden konnen. SDS weist eine starke negative Ladung auf und
lagert sich den zu untersuchenden Proteinen an, die folgend ebenso eine negative Ladung
aufweisen. Im Folgenden wird der Ablauf und die Herstellung der verschiedenen Gele be-

schrieben.

Herstellung des Trenngels

Hoherprozentige Trenngele eignen sich zur Auftrennung kleiner Molekule. Aufgrund der er-
warteten Grofde der MICA/-B-Proteine wurde ein 10 % Acrylamid-Gel verwendet. Acrylamid,
destilliertes Wasser und Tris wurden gemischt; anschlieRend wurden 200 ul SDS zugegeben
und die Lésung mittels eines Ruhrfisches gemischt. 200 pl APS wurden hinzugefigt, zuletzt
erfolgte die Zugabe von TEMED. Um ein Gel zu giel3en, wurde die Lésung mit einer Pipette
aufgenommen und zwischen zwei Plattenglaser pipettiert. Die oberen 2 cm wurden mit Ethanol
aufgefullt. Die Plattenglaser wurden 30 min bei RT stehen gelassen, bevor das Ethanol abge-

gossen wurde.

Herstellung des Sammelgels und Proteinauftrennung

Das Sammelgel wurde mit einer Pipette aufgezogen und in die Kammer gefullt. Ein Kamm
wurde eingeflhrt. Das Gel polymerisierte fir 30 min bei RT und wurde danach in die Kammer
gestellt und diese mit 1000 ml Elektrophoresepuffer beflllt. Die Proben wurden vorbereitet
(Probe, Lysepuffer, 5x Laemmli). Nach Entfernung des Kammes folgte die Spulung der Ta-
schen mit Elektrophoresepuffer, die Gele wurden in die Elektrodenhalterung in der Elektropho-
resekammer gesetzt. Der Elektrophoresepuffer wurde eingeflllt und den Proben der SDS-
Marker beiftigt, 5 min bei 95 °C erhitzt, 20 s zentrifugiert und anschlieRend 20 pl per Probe mit
einer Hamilton-Spritze pipettiert. SDS, zu Deutsch Natrium-Dodecyl-Sulfat, ist ein anionisches
Tensid, das die Eigenladung von Proteinen Uberdeckt und diese somit eine negative Ladung
aufweisen. Dies hat zum einen eine gegenseitige Absto3ung zur Folge und fuhrt zu einer Li-
nearisierung der Proteine. Zum anderen wandern die Proteine durch die negative Ladung in
dem Spannungsfeld zum Plus-Pol. Danach folgte die Elektrophorese mit einer Spannung von
100 V fur 65 min.
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Membrantransfer

AnschlieRend wurden die Proteine auf eine PVDF-Membran Ubertragen. Zunachst wurde die
PVDF-Membran 5 min in Ethanol getrankt und in Transferpuffer inkubiert. Im nachsten Schritt
wurden das Gel, die PVDF-Membran, zwei Schwamme und zwei Membranfilter (Whatman) 5
min in Transferpuffer inkubiert und wie folgt in einer Plastikklemmvorrichtung zusammenge-
baut: Klares Panel der Plastikklemmvorrichtung, Schwamm, Membranfilter, PVDF-Membran,
Gel, Membranfilter, Schwamm, schwarzes Panel der Plastikklemmvorrichtung. Dieses wurde
mit einem Kuhlakku und Ruhrfisch in die Elektrodenkammer eingesetzt und diese mit Trans-
ferpuffer geflllt. Auf einem Magnetrihrer erfolgte der Transfer bei 110 V und konstantem

Strom von 0,4 A Uber 60 min.

Immundetektion mit POD-konjugiertem Zweitantikorper

Zum aktuellen Zeitpunkt befanden sich die Proteine also auf der PVDF-Membran. Nun galt es,
die gesuchten Proteine mittels Immundetektion zu identifizieren. Dazu wurde die Membran mit
Methanol befeuchtet und in PBS/Polysorbat (Tween) gewaschen. Es folgte die zweistlindige
Blockierung der Membran mit 5 % BSA unter konstantem Schutteln. AnschlieRend wurde die
Membran mit dem jeweiligen primaren Antikérper Uber Nacht unter standig leichter Schaukel-
bewegung auf einer Western Blot-Wippe (Taumelschittler) bei einer Temperatur von 4 °C in-
kubiert und vor Behandlung mit dem sekundaren Antikérper in TBST zwei Mal gewaschen. Die
Inkubation mit dem sekundaren Antikorper erfolgte mit den Peroxidase-gekoppelten Antikor-

pern.

In je 20 ml Entwicklerlésung (20 ml TBST + 0,4 g Entwicklerpulver) wurden 6,5 ul sekundarer
Antikorper geldst. Die Membran wurde in 20 ml Antikdrperldsung fir 2 Stunden bei RT auf dem
Schattler inkubiert. Nach dreimaligem Waschen der Membran in TBST/Tween erfolgte die In-
kubation der Membran fir 5 min in Chemilumineszenz-L6sung bei RT im Dunkeln (Lumi-Light
Kit von Roche; 1 ml Losung 1 und 1 ml Lésung 2 wurden pro Blot vermischt), um die Peroxi-
dase-Aktivitat darstellbar zu machen. Dazu wurde das Lumi-Light-Kit von Roche nach Angaben
des Herstellers verwendet. Uberschiissige Fliissigkeit wurde abgesogen und die Membran zwi-
schen zwei Transparentfolien gelegt. Im letzten Schritt erfolgte die Detektion der Banden im
Lumineszenz-Detektor LAS 1000. In Expositionszeiten zwischen 20 s und 5 min wurde hier das
Licht, welches bei Spaltung des Lumi-Light-Substrats emittiert wird, detektiert und auf diese

Weise das Bandenmuster abgelesen.
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3.2.15 Durchflusszytometrie

In der Durchflusszytometrie untersuchten wir das Verhaltnis des intrazellular und membran-
standig exprimierten MICA/-B-Proteinlevels. Dies war fiur die Fragestellung der Arbeit insbe-
sondere von Interesse, um zelluldre und subzellulare Expressionsmuster der verschiedenen
MICA/-B-Allele zu untersuchen.

Die Durchflusszytometrie beschreibt ein Messverfahren zur Einzelzellanalyse, in dem die Zel-
len zunachst mit Fluoreszenzmarkern gefarbt und anschlieRend in hoher Geschwindigkeit ein-
zeln einen fokussierten Laserstrahl passieren. Dabei wird das Streu- und Fluoreszenzlicht se-
parat detektiert. Durch die differenzielle Lichtstreuung und das aufgrund des Immundetekti-
onsverfahrens fir ein Protein spezifische Fluoreszenzsignal kbnnen die Zellen auf der Basis
der Streuungseigenschaften zum einen und anhand der Expression einzelner Oberflachen-
proteine zum anderen erkannt und sortiert werden. Dazu werden die Zellen vor der Durch-
flusszytometrie im Rahmen der Immundetektion gefarbt, d.h. entweder mit einem primar mar-
kierten spezifischen Antikérper inkubiert oder — wenn keine primare Markierung vorhanden ist
— indirekt mit einem primaren und einem fluoreszierenden sekundaren Antikérper behandelt.
In dieser Arbeit wurden in der Durchflusszytometrie ausschlief3lich direkte Antikorpermarkie-

rungen verwendet.

Caco-2-bbe-Zellen in 6-well-Platten wurden mit MICA*008, MICA*019, MICB, den entspre-
chenden HA-Konstrukten und dem Leervektor pCl-puro als Kontrolle transient transfiziert.
Nach 36 h wurden die Zellen mit PBS™ gewaschen, 1 ml IELs-Isolierungspuffer pro Well zuge-
geben und bei 37° C fur 20 min inkubiert. Die Zellen, die sich nun abgeldst hatten, wurden
anschlielRend in einem Mikroreaktionsgefal® mit einer Pipette vorsichtig auf- und abpipettiert
und danach zu je 500 ul in zwei Mikroreaktionsgefale aufgeteilt. Beide Losungen wurden mit
350 xg bei 4 °C 10 min zentrifugiert (Zentrifuge Z233MK, Hermle) und der Uberstand verwor-
fen. In Gefall A wurden die Zellen lebend geféarbt, d.h. die Farbung fand ohne vorangehende
Fixierung mittels PFA und Permeabilisierung mittels Saponin statt. In Gefall B erfolgte eine

Zellfixierung vor Inkubation mit dem Antikorper.

In Gefald A wurden 50 pl Allophycocyanin-(APC)-MICA-Antikorper (MICA FAB1300A-025,
1:1000) hinzugegeben und 15 min bei RT im Dunkeln inkubiert. Anschlielend erfolgte die
Zentrifugation bei 350 xg, 4 °C fiir 10 min (Zentrifuge Z233MK, Hermle). Der Uberstand wurde
verworfen und 1 ml PBS™ zugegeben, bevor abermals eine Zentrifugation unter oben genann-
ten Bedingungen erfolgte. Der Uberstand wurde verworfen und die Lésung in 200 ul PBS

resuspendiert. Die Lagerung erfolgte bei 4 °C im Dunkeln.

Zu Gefald B wurden 200 pl 4 % PFA zugegeben und 10 min bei 37 °C inkubiert. Es erfolgte
die Zentrifugation mit 1500 xg, bei 4 °C fur 5 min (Zentrifuge Z233MK, Hermle). Danach wurde
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— wie in jedem folgenden Schritt nach Zentrifugation — der Uberstand verworfen, 1 ml PBA
hinzugefugt und abermals zentrifugiert. 50 pl APC-MICA-Antikorper in 10 % Saponin wurden
hinzugefugt, fur 30 min bei RT im Dunkeln inkubiert und unter denselben Bedingungen wie
eben genannt zentrifugiert. Mittels Saponin werden fixierte Zellen permeabilisiert, sodass ne-
ben der oberflachlichen MICA-Expression auch die intrazelluldre Expression untersucht wer-
den kann. 1 ml PBA wurden zugegeben, zentrifugiert und die Losung im Anschluss mit 200 pl
PBA resuspendiert. Anschlielliend wurden die Zellen im Durchflusszytometer Calibur (Becton
Dickinson) analysiert (Einstellung: forward scatter gating, FSC) und mittels des Programmes

FlowJo ausgewertet.

3.2.16 Messung des transepithelialen elektrischen Widerstands

Ein als Barriere funktionierender Epithelzelllayer bildet einen stabil messbaren, elektrischen
Widerstand aus, wenn die Epithelzellen am apikalen Teil ihrer lateralen Membran Tight Junc-
tions (TJ) ausbilden, d.h. eine fiur das jeweilige Epithel spezifische Zusammensetzung an
Transmembranproteinen, insbesondere Claudinen, Occludin und Tricellulin. Diese regulieren
den parazellularen Fluss von lonen. Um die elektrische Leitfahigkeit fur kleine lonen ausrei-
chend stark zu reduzieren, damit der elektrische Widerstand, der der Kehrwert der elektrischen
Leitfahigkeit ist, messbar ansteigt, muss ein Epithel-Monolayer nahezu komplett konfluent
sein. Die Messung des TER ist einfach zu handhaben und ein aussagekraftiger Parameter bei
der Bestimmung der Barrierefunktion des Epithels gegentber lonen. Der Effekt der Expression
verschiedener MICA-Allele auf die epitheliale Barrierefunktion wurde mittels wiederholter Wi-
derstandsmessungen (Widerstand in Q:cm?) bestimmt. Hierbei wurden Messungen mit Zellen
in 0,4 ym PCF-Filtern in 6-well-Platten (jeweils 3-4 Filter pro Konstrukt) durchgefuhrt. Die Zel-
len wurden 48 h zur Konfluenz gebracht und anschlieiend an den Tagen 1, 3 und 5 gemessen,;

die Messungen wurden im Rahmen von drei Experimenten wiederholt.

3.3 Statistik

Bei der Auswertung der TER-Ergebnisse wurde der Mittelwert (Median) der Widerstande der
jeweiligen Konstrukte sowie der Standardfehler des Mittelwertes (SEM) berechnet. Die Signi-
fikanz der Werte wurde mittels des Mann-Whitney U-Tests ermittelt, die statistische Analyse

erfolgte mittels des Programmes GraphPad PRISM.

In der Durchflusszytometrie wurde die relative Haufigkeit des oberflachlich exprimierten
MICA*008 versus des oberflachlich exprimierten MICA*019 berechnet.
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Eine quantitative Darstellung der Farbintensitaten und -verteilung in der Immunfluoreszenzfar-
bung war nicht méglich, da zur Aufnahme der Bilder keine standardisierten, sondern optimierte

Farbeinstellungen verwendet wurden.
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4 Ergebnisse

4.1 Feststellung der Sequenz der MICA/-B-Konstrukte

Die folgenden Konstrukte wurden entsprechend des in Kapitel 3.2.1 und 3.2.2 geschilderten

Vorgehens hergestellt und nach Transformation in E. coli und Midi-Praparation isoliert:

(1) MICA*008 (4) HA-MICA*019
(2) HA-MICA*008 (5) MICB
(3) MICA*019 (6) HA-MICB

Die DNAs wurden durch die BIH Medical Genomics Core Facility, Charité Campus Benjamin
Franklin, sequenziert. Die Sequenzen wurden im Folgenden mittels des SnapGene-Program-
mes zusammengefugt und mit den humanen MICA/-B-Sequenzen der Datenbank des Natio-
nal Center for Biotechnology Information (NCBI) verglichen. Diese erwiesen sich als Uberein-
stimmend. Auszugsweise finden sich in Abb. 7 die Sequenzabschnitte dargestellt, in denen
sich MICA*008 und MICA*019 unterscheiden.

A pCi-puro_MICA*008 2031 TTCAGAGTCATTGGCAGACATTCCATGTTTCTGC TERITAITAIT IS TSI RIATTTTTGTTATTATTA 2100
FLEELELEE et r et el e e el
pCI-puro_MICA*019 1998 TTCAGAGTCATTGGCAGACATTCCATGTTTCTGC TEARIIAII AR IRITRIIRATTTTTGTTATTATTA 2066
pCi-puro_MICA*008 2101 TTTTCTATGTCCOTTGTTGTAA - = === === = m e e e e e e cccmcccccccccee——-——a- 2122
FLELLETEILERtnrnntt
pCI-puro_MICA*019 2067 TTTTCTATGTCCGTTGTTGTAAGAAGAAAACATCAGCTGCAGAGGGTCCAGAGCTCGTGAGCCTGCAGGT 2136
pCi-puro_MICA*008 2122 === e e emeemeeemeeememmeemmemeeee—-e——a- 2122
pCI-puro_MICA*019 2137 CCTGGATCAACACCCAGTTGGGACGAGTGACCACAGGGATGCCACACAGCTCGGATTTCAGCCTCTGATG 2206
B T T & TAGCAGCAGCCAGCAGC €lac cae CATGG TETCTGCC
MICA*008
\
1 ! \ ‘\ \
) ) \ Vi
C T T T GCAGCAGCAGC TEGTCTGC
M ICA*019
f A \ A

Abb. 7:  Sequenzierung der Allele MICA*008 und MICA*019. Gezeigt wird der Sequenzab-
schnitt, in dem es zur Frameshift-Mutation durch eine Guanininsertion kommt. Bild
A: Das Stopp-Codon, das zur Trunkierung des MICA*008-Proteins fiihrt, ist zu se-
hen (NCBI Nucleotide BLAST). Bild B und C: Ergebnis der Sequenzierung der von
uns verwendeten Konstrukte MICA*008 und MICA*019 mittels des Programmes
SnapGene. Blau markiert ist die Region, in der es zur Frameshift-Mutation kommt.
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Parallel wurden die Konstrukte zudem einem Kontroll-Restriktionsverdau unterzogen. Hierbei
wurde das Restriktionsenzym Pstl fir samtliche Konstrukte verwendet. Abb. 8 zeigt den er-
folgreichen Verlauf dieser Restriktionsfragmentanalyse. In Abb. 5 sind die Vektorkarten von
MICA*008 und MICA*019 mit den Schnittstellen des Restriktionsenzyms Pstl dargestellt.

Abb. 8:  Restriktionsfragmentanalyse der Plasmid-DNAs mit Pstl in Agarosegel 1,5 %. Mar-
ker: 1 kb DNA-Ladder (New England Biolabs)

Wie zu erwarten, wiesen die Wildtyp- und HA-DNAs von MICA*008 eine Bande bei 5442 Ba-
senpaare (bp) und eine weitere bei 850 auf. MICA*019 und HA-MICA*019 wiesen jeweils drei
Banden, namlich bei 5257 bp, bei 822 bp und bei 461 bp auf. MICB und HA-MICB zeigten
jeweils drei Banden, die grof3te Bande bei 5178 bp, eine bei 856 bp und eine weitere bei 400
bp. Der geringe GréRenunterschied zwischen HA-tragenden- und HA-freien-Konstrukten kann
im Agarosegel der verwendeten Konzentration nicht aufgeldst werden.

4.2 Nachweis der MICA/-B- und HA-Expression in Caco-2-bbe- und
HEK-Zellen mittels Western Blot

421 MICA- und HA-Expression in HEK- versus Caco-2-bbe-Zellen

In dem in Abb. 9 dargestellten Western Blot wurden HEK-Zellen mit HA-MICA*008 transfiziert
und zum Vergleich mit transfizierten Caco-2-bbe-Zellen dargestellt.

In Abb. 9 wurde mit einem HA-AntikOrper detektiert. Dabei zeigte sich in den beiden HA-
MICA*008-transfizierten Zelltypen HEK und Caco-2-bbe auf derselben Héhe (55 kDa) ein HA-
Signal. HA-MICA*008-transfizierte Caco-2-bbe und HA-MICA*008-transfizierte HEK-Zellen
zeigen somit das mit einem HA-Tag versehenem MICA*008 auf derselben Hohe (55 kDa). Wie
zu erwarten, ist bei der Farbung mit einem HA-Antikérper kein Signal bei Wildtyp-MICA*008-
exprimierenden Caco-2-bbe-Zelllysaten (Abb. 9, Spur 7) zu erkennen. Spur 4 zeigt HEK-
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Zelllysate, welche mit einem HA-Vektor, d.h. ein mit mehreren HA-kodierenden Sequenzen

versehener Vektor, als Kontrolle transfiziert wurden.

M (kDa) 1 2 3 4 5 6 7
%" -—
- B

55 — - — - -
36— -

28 — -

Abb. 9:  Vergleich der MICA- und HA-Expression in Lysaten von MICA-/HA-exprimierenden
und Wildtyp-Caco-2-bbe- und HEK-Zellen. Férbung mit einem HA-Antikérper. M =
Marker in kDa. 1: Wildtyp-HEK-Zellen, 2: HA-MICA*008-HEK-Zellen, 3: Wildtyp-
HEK-Zellen, 4: HA-Vektor-Probe-transfizierte HEK-Zellen, 5 und 6: HA-MICA*008-
Caco-2-bbe-Zellen, 7: MICA*008-Caco-2-bbe-Zellen.

4.2.2 Vergleich der MICA/-B- und HA-Expression in Caco-2-bbe-Zellen

Detektion mit MICA/-B-Antikorper

In Abb. 10, Bild A, wurde mit einem MICA-Antikorper (R&D) gefarbt. HA-MICA*008 transfizierte
Zellen zeigten eine diskrete Bande bei 48 kDa, MICA*008-Transfektate zeigten mehrere starke
Banden: Bei 43 kDa, 48 kDa bis hin zu etwa 65 kDa. Die starksten Banden finden sich bei 48
und 50 kDa.

M (kDa) 1 2 3 4 5 6 7 M (kDa) 4 2 3 4 5 6 7
130 - 130 -
95 - 95 -
72 - 72 -
- “
e
36 - 36 -
A B

Abb. 10: Western Blot mit Lysaten von MICA/-B- und HA-MICA/-B-exprimierenden Caco-2-
bbe-Zellen. M = Marker in kDa. Folgende Spuren (1-7) kamen zur Darstellung: 1:
HA-MICA*008, 2: MICA*008, 3: HA-MICA*019, 4: MICA*019, 5: HA-MICB, 6: MICB,
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7: Leervektor. Bild A: Farbung mit MICA/-B-Antikérper, Bild B: Farbung mit HA-An-
tikbrper.

In HA-MICA*019-Transfektaten stellten sich in der Detektion mit einem MICA-Antikérper meh-
rere Banden zwischen etwa 55 und 75 kDa dar; die starkste Bande lag bei 60 kDa sowie eine
schwachere bei etwa 70 kDa dar. Interessant ist, dass die Farbung von HA-MICA*008 mit dem
MICA-Antikorper quantitativ sehr gering ausfiel, diejenige von HA-MICA*019 allerdings ahnlich
bzw. quantitativ nur geringfugig schwacher als diejenige der MICA*019-Transfektate war. Das
Wildtyp-MICA*019 zeigt mehrere starke Banden zwischen 55 und 72 kDa. Die Banden — so-
wohl bei HA-MICA*019 als auch MICA*019 — wiesen die Expression des langeren MICA*019-

Proteins nach.

HA-MICB zeigte eine Bande bei 43 kDa und bei 48 kDa, die allerdings jenen des Leervektors
und somit der endogenen MICA/-B-Expression von Caco-2-bbe-Zellen entsprechen kénnten.

MICB zeigte mehrere starke Banden, von 43 kDa bis hin zu etwa 70 kDa.

Samtliche Transfektate zeigen analog zu mit dem Leervektor transfizierte Caco-2-bbe-Zellen
je eine schwache Bande bei 43 sowie bei 48 kDa; die Ausnahme hiervon stellen HA-

MICA*008-transfizierte Zellen dar; diese weisen bei 43 kDa keine Bande auf.

Detektion mit HA-Antikorper

Bild B aus Abb. 10 zeigt eine Farbung mit einem HA-Antikorper. Samtliche HA-Transfektate
zeigten eine Bande nach Detektion mit dem HA-Antikérper, wahrend die Wildtyp-Konstrukte
keine Bande zeigten. Bei Lysaten von HA-MICA*008-transfizierten Zellen zeigte sich eine
Bande bei etwa 58 kDa. In Lysaten von HA-MICA*019-transfizierten Zellen zeigte sich ein sehr
starkes Signal bei 72 kDa mit Ausstreckung von 58 - 90 kDa, sowie eine kleinere Bande bei
etwa 48 kDa. HA-MICB-transfizierte Zelllysate zeigten mehrere Banden, je bei etwa 43, 52 und
55 kDa. Die Ursache fur das Vorhandensein von Banden unterschiedlicher GroRRen ist die

posttranslationale Modifikation durch Glykosylierung der MICA- und MICB-Proteine (1,90).

4.3 Durchflusszytometrische Bestimmung von Zelloberflachen-
MICA versus intrazellular exprimiertem MICA

Caco-2-bbe-Zellen wurden transient mit MICA*008, HA-MICA*008, MICA*019 und HA-
MICA*019 transfiziert und danach entsprechend des in Kapitel 3.2.15 erlduterten Vorgehens

immungefarbt. In diesem Rahmen wurden die Zellen mittels Saponin nach PFA-Fixation
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permeabilisiert. Es kommen durchflusszytometrisch sowohl intrazellular-exprimiertes MICA als

auch auf der Zelloberflache exprimiertes MICA zur Darstellung.

4.3.1 Durchflusszytometrie von Saponin-permeabilisierten MICA-
exprimierenden Caco-2-bbe-Zellen nach MICA-Farbung

Aus der Durchflusszytometrie geht hervor, dass sich die MICA-Expression von MICA*008- und

MICA*019-transfizierten Zellen deutlich von der MICA-Expression in der Leervektorkontrolle

und damit von der endogenen Caco-2-bbe-MICA-Expression unterscheidet. Die Wildtypkon-

strukte zeigten ein hoheres Expressionslevel als die HA-Konstrukte (in Abb. 11 nicht gezeigt).

Bildreihe A: Permeabilisierte Caco-2-bbe-Zellen (intrazellulares und oberflachliches MICA)
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Bildreihe B: Nicht-permeabilisierte Caco-2-bbe-Zellen (oberflachliches MICA)
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Abb. 11: Durchflusszytometrie mit Darstellung der intrazelluldren versus oberfléchlichen
MICA-Expression mit permeabilisierten und nicht-permeabilisierten MICA-exprimie-
renden Caco-2-bbe-Zellen. x-Achse: APC-MICA. y-Achse: FSC (forward scatter). In
der oberen Bildreihe (A) wird die durchflusszytometrische Darstellung von permea-
bilisierten Caco-2-bbe-Zellen gezeigt. Dabei kommt daher intrazellulér als auch
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oberflachlich exprimiertes MICA zur Darstellung (MICA insgesamt). Die untere Bild-
reihe (B) zeigt die Durchflusszytometrie von nicht-permeabilisierten, MICA-exprimie-
renden Caco-2-bbe-Zellen nach Oberfléchenféarbung (MICA oberfléchlich).

4.3.2 Durchflusszytometrie von MICA-exprimierenden Caco-2-bbe-Zellen
nach MICA-Oberflachenfarbung

Zur Untersuchung der auf der Zelloberflache exprimierten MICA-Molekile wurden die Zellen
vor der Durchflusszytometrie nicht permeabilisiert. Es zeigte sich ein endogen niedriges MICA-

Expressionslevel in den mit dem Leervektor transfizierten Caco-2-bbe-Zellen. MICA*008 ex-
primiert auf seiner Oberflache geringfligig mehr MICA als MICA*019 (2.98 versus 2.96).

E Intrazelluldares MICA und oberflachlich exprimiertes MICA
Oberflachlich exprimiertes MICA

15 13,4
10 = 8,93
= =
5 == 2,98 = 2,96
0,19 0,54 = =
0 = —_
Leervektor MICA*008 MICA*019

Abb. 12: Diagramm mit Darstellung des Verhéltnisses von intrazelluldr versus oberfléchlich
exprimiertem MICA*008 und MICA*019 in der Durchflusszytometrie (vgl. Abb. 11).
Der endogene Expressionslevel von MICA in mit dem Leervektor pCl-puro trans-
fizierten Caco-2-bbe-Zellen ist intrazellulér und oberfléchlich sehr niedrig. Der Ex-
pressionslevel von MICA*008 ist mit 13,4 am héchsten. Der Anteil des oberfléachlich
exprimierten MICA*008 (2,98) ist im Vergleich zum Gesamt-MICA*008 (13,4) ver-
héltnisméRig allerdings deutlich geringer als derjenige von MICA*019 (gesamt 8,93,
oberfléchlich 2,96).

MICA*008 MICA*019

= MICA*008 insgesamt = MICA*008 auf der Zelloberflache = MICA*019 insgesamt = MICA*019 auf der Zelloberflache

v

4
T

Abb. 13: Anteil des oberfléchlich exprimierten MICA*008 und MICA*019 in der Durchflusszy-
tometrie.MICA oberfl&chlich: hellblau schraffiert, MICA insgesamt: dunkelblau.
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Dies konnte dadurch zu erklaren sein, dass der Expressionslevel von MICA insgesamt deutlich
hoher im MICA*008-Konstrukt war. Vergleicht man namlich das Verhaltnis der intrazellularen
und oberflachlichen MICA-Expression von MICA*008 und MICA*019, so zeigt sich bei
MICA*019 ein verhaltnismaRig hdherer Expressionslevel auf der Zelloberflache (anteilig 18 %
oberflachliches MICA-Protein bei MICA*008-exprimierenden Caco-2-bbe-Zellen versus 25 %
oberflachliches MICA-Protein bei MICA*019-exprimierenden Caco-2-bbe-Zellen, siehe Abb.
13.).

4.4 Darstellung der subzellularen Lokalisation des MICA- und
MICB-Proteins mittels konfokaler Mikroskopie

Transient MICA- oder MICB-exprimierende Caco-2-bbe-Zellen wurden wie in Kapitel 3.2.11
beschrieben mittels indirekter Immunfluoreszenz gefarbt und danach an einem Zeiss LSM 780
Konfokalmikroskop untersucht. Im Folgenden werden die Ergebnisse der Konfokalmikroskopie

prasentiert. Es lassen sich zusammenfassend folgende Beobachtungen machen:

1. MICA*008 findet sich im apikalen Zellsegment in Vesikeln direkt submembrands. Es konnte
keine Kolokalisation mit dem apikalen membranassoziierten Protein ZO-1 beobachtet wer-
den. In basolateralen Abschnitten findet sich MICA*008 intrazellular sowie submembranos
und zeigte in keiner Farbung Kolokalisationen mit basolateralen Membranproteinen. In vie-
len Farbungen konnten vesikelartige Strukturen gezeigt werden.

2. Dahingehend findet sich MICA*019 sowohl apikal als auch basolateral membranstandig.
Der grofdte Anteil von MICA*019 ist basolateral. Es finden sich Kolokalisationen zu ZO-1,
E-Cadherin und Occludin. Geringe Anteile werden auch submembrands exprimiert.

3. MICB zeigt ein ahnliches Muster wie MICA*019.

441 Transiente Expression der MICA/-B-Proteine

Caco-2-bbe-Zellen wurden nach dem in Kapitel 3.2.9.2 beschriebenem Protokoll mittels Lipo-

fektion transfiziert und wie in Kapitel 3.2.11 erlautert gefarbt.
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A MICA*008

B HA-MICA*019

Abb. 14: F&rbung von MICA, HA und ZO-1 in transient MICA*008- und HA-MICA*019-expri-
mierenden Caco-2-bbe-Zellen. Bildreihe A: MICA*008 in Gegenférbung zu ZO-1.
MICA rot, ZO-1 griin, DAPI blau. Bildreihe B: Gegenférbung von HA und MICA in
HA-MICA*019-exprimierenden Caco-2-bbe-Zellen. MICA rot, HA griin, DAPI blau.
MICA*008 befindet sich intrazellulér (siehe Bildreihe A, Pfeilspitze), wéhrend das
HA-markierte MICA*019 membransténdig ist (Bildreihe B, Pfeil)

Abb. 14 zeigt in Bildreihe A die intrazellulare Verteilung des MICA*008-Proteins in einem api-
kalen Schnitt von MICA*008-exprimierenden Zellen. In den Aufnahmen zeigt sich ein kdrniges
intrazellulares Signal, das auf Vesikel deutet. Submembrands imponiert eine Anhaufung von
vesikelartigen Strukturen (Abb. 14, Bildreihe A, Pfeilspitze). Eine membrandse Anordnung des
Proteins ist nicht zu sehen, eine Kolokalisation mit dem apikalen ZO-1 findet sich nicht bzw.

nur in sehr geringem Anteil.

Die subzelluladre Verteilung des MICA in MICA*019-exprimierenden Zellen unterscheidet sich
deutlich. Wahrend das MICA*008-Signal intrazellular und nicht membranstandig ist, findet sich
das MICA*019-Signal Uberwiegend membranstandig. Dariber hinaus zu erkennen ist die Ko-
lokalisation von MICA und HA.

4.4.2 Stabile Expression der MICA/-B-Proteine

In den Immunfluoreszenzfarbungen von den gemaf Kapitel 3.2.10 stabil transfizierten Caco-
2-bbe-Zellen stellt sich die subzellulare Verteilung analog zu der in transient transfizierten Zel-
len dar. Da sich kein Vorteil der HA-Markierung zeigte, wurde auf die Verwendung eines HA-
Markers in weiterer Folge verzichtet. Zur Charakterisierung der subzellularen MICA-Kompar-
timentierung wurden Gegenfarbungen mit Membranproteinen und intrazellularen Proteinen
durchgeflhrt.
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C MICA*008

D MICA*019 E MICA*019
)/j-./“f.. o g i

Abb. 15: Férbung von MICA und ZO-1 in stabil MICA*008- versus MICA*019-exprimierenden
Caco-2-bbe-Zellen. Bild A, B, C: MICA*008. Bild D, E: MICA*019. Bild E entspricht
Bild D ohne den Kanal fiir ZO-1 und DAPI. MICA rot, ZO-1 griin, DAPI blau.
MICA*008 ist intrazelluldr und stellt sich teils vesikelartig dar. MICA*019 imponiert
streng membrands.

In Abb. 15 wird die unterschiedliche Expression von MICA*008 und MICA*019 deutlich. Bild
A, B und C zeigen die intrazellulare Verteilung des MICA*008. Eine Assoziation zur Membran
besteht nicht. In der Detailaufnahme in Bild B zeigen sich vesikelartige Formationen. Bild D
und E zeigen die Expression von MICA*019, welches sich — anhand der Kolokalisation von
MICA*019 und ZO-1 deutlich werdend — membrands befindet. Um zu bestatigen, dass die
Fluoreszenz von ZO-1 und MICA nicht interferiert, wurde ein Lambda-Scan durchgefuhrt (Bild
D und E). Mittels eines Lambda-Scans kénnen die Spektraleigenschaften der jeweiligen Fluo-
reszenzstoffe bestimmt und eine Interferenz verschiedener Kanale ausgeschlossen werden,
indem nur Signale innerhalb eines benutzerdefinierten Wellenlangenbereichs aufgezeichnet

werden.
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A MICA*019 | B MICA*019‘ i ,

’

Abb. 16: MICA*019-exprimierende Zellen in Gegenfédrbung zu ZO-1. Bild A: MICA*019-expri-
mierender Zelllayer. Bild B: Z-Stack, Detailaufnahme einer MICA*019-exprimieren-
den Zelle aus C. Bild C: Z-Stack MICA*019-exprimierender Zellen. MICA*019 findet
in der basolateralen Zellmembran. MICA rot, ZO-1 griin, DAPI blau.

Abb. 16 zeigt einen Zelllayer mit MICA*019-positiven Zellen. Der Z-Stack (Bild B und C) zeigt,
dass MICA*019 in der basolateralen Membran lokalisiert. Besonders im Vergleich mit Abb. 17,
in der ein Z-Stack von MICA*008-exprimierenden Zellen dargestellt ist, wird die differenzielle
Verteilung von MICA*008 und MICA*019 deutlich. In Abb. 17 erkennt man den Hauptanteil des
MICA*008-Signals intrazellular und submembrands der apikalen Zellmembran (siehe Abb. 17,

Bild A und B, Pfeilspitzen). Basolateral zeigt sich kein membrandses MICA*008.

Abb. 17: Z-Stack eines MICA*008-exprimierenden Zelllayers. Bild A: Apikale submemb-
ranése Expression des MICA*008-Proteins. Bild B: Apikal submembranése und int-
razelluldre Expression des MICA*008-Proteins. MICA rot, ZO-1 griin, DAPI blau.
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Abb. 18: Intrazelluldre und submembranése MICA-Expression von MICA*008-exprimieren-
den Caco-2-bbe-Zellen (Bild A, B) versus membranése MICA-Expression von
MICA*019-exprimierenden Caco-2-bbe-Zellen (Bild C). Bild A: Apikal. Intrazelluldre
Verteilung von MICA*008. Bild B: Basolateral. Submembranéses, vesikelartiges
MICA*008. Bild C: Apikale und basolaterale Anteile eines MICA*019-exprimieren-
den Zelllayers mit membranstédndigem MICA*019. MICA rot, ZO-1 griin, DAPI blau.

In Abb. 18, Bild B, ist basolateral die vesikelartige Komponente von MICA*008 zu erkennen.
Die Vesikel ordnen sich basolateral in Membranndhe an, ohne jedoch mit Membranproteinen
zu kolokalisieren. Apikal (Abb. 18, Bild A) ist MICA*008 im Zytosol verteilt. Zum Vergleich mit
MICA*019 dient Bild C, Abb. 18: Der Zelllayer ist nicht gerade angeschnitten, weshalb sich
sowohl apikale als auch basolaterale Anteile zeigen, erkennbar an der Starke des ZO-1-Sig-

nals. Basolateral imponiert ein membrandses MICA-Signal mit kaum zytosolischer Verteilung.

A MGA%0Q8

v ‘-"O

D1.-20-1 in MICA*019

Abb. 19: Differenzielles Muster von ZO-1 in stabil MICA*008- versus MICA*019-exprimieren-
den Caco-2-bbe-Zellen. Bild A, B: MICA*008. Bild C1, C2: MICA*008, starke memb-
randse Féltelung von ZO-1. Bild D1, D2: MICA*019, geradliniger ZO-1-Verlauf.
MICA rot, ZO-1 griin, DAPI blau.
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Abb. 19 zeigt zum einen die typische submembrands-vesikelartige und intrazellulare Vertei-
lung von MICA*008 (Bild A und B), zum anderen fallt in dieser Farbung ein vom MICA-Allel
abhangiges differenzielles membrantses ZO-1-Muster auf. Dieses weist in MICA*008-expri-
mierenden Zellen eine starke Faltelung auf und verlauft nicht in geraden Linien wie in der
entsprechenden Farbung mit MICA*019 (vgl. Abb. 19, ZO-1-Signal in MICA*008-exprimieren-
den Zellen in Bild C1 und C2 versus Z0O-1-Signal in MICA*019-exprimierenden Zellen in Bild
D1 und D2).

A MICA*019 B Occludin

Abb. 20: MICA*019 in Gegenférbung zu Occludin in stabil MICA*019-exprimierenden Caco-
2-bbe-Zellen. Bild A: Isolierte Darstellung von MICA. Bild B: Isolierte Darstellung von
Occludin. Bild C: Gegenfarbung von MICA, Occludin und DAPI. MICA rot, Occludin
griin, DAPI blau.

Abb. 20 zeigt eine Gegenfarbung von MICA*019 mit Occludin. Das MICA*019-Signal verlauft

kolokalisierend mit Occludin in der Membran. Die Kolokalisation von MICA*019 mit Occludin,

einem Membranprotein, bestatigt die Membranstandigkeit von MICA*019.

A MICA*019 B  E-Cadherin..

Abb. 21: MICA*019 in Gegenférbung zu E-Cadherin und Occludin in stabil MICA*019-expri-
mierenden Caco-2-bbe-Zellen. Die Aufnahme zeigt denselben Zelllayer wie Abb. 20
mit dem zusétzlichen Kanal fiir E-Cadherin (tiirkis). MICA*019 kolokalisiert mit dem
basolateralen E-Cadherin. Bild A: Isolierte Darstellung von MICA. Bild B: Isolierte
Darstellung von E-Cadherin. Bild C: MICA, E-Cadherin, Occludin, DAPI. MICA rot,
DAPI blau, E-Cadherin tiirkis, Occludin griin.
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Abb. 21 zeigt MICA*019-exprimierende Zellen in der Gegenfarbung von MICA*019 zu Occlu-
din und E-Cadherin. MICA*019 und E-Cadherin, ein Membranprotein, welches sich vor allem

in der lateralen Zellmembran befindet, zeigen deutliche Kolokalisationen.

Kolokalisationen mit Markern von Membran- und intrazellularen Proteinen sind in der folgen-
den Tabelle fir MICA*008 und MICA*019 zusammengefasst.

Tab. 16: Differenzielle Kolokalisation von MICA*008 und MICA*019 mit Membran- und intra-
zelluldren Proteinen. +++ = starke Kolokalisation, ++ = méf3ige Kolokalisation, + =
vereinzelte Kolokalisation, - = keine Kolokalisation.

Antikorper MICA*008 MICA*019
Z0-1 - +++
E-Cadherin - +++
Occludin - ++

rab8 - -

rab11 - +

EEA1 - -
Phalloidin - -

Abb. 22: MICA*019 in Gegenfarbung zu rab11. Bild A: Isolierte Darstellung von MICA mit
membranésem und submembrandsem Signal. Bild B: rab11. Bild C: E-Cadherin.
Bild D: MICA, rab11, E-Cadherin, DAPI. Es zeigen sich mehrere punktférmige kolo-
kalisierende Bereiche von MICA*019 und rab11 (siehe Pfeile und Pfeilspitzen).
MICA rot, rab11 griin, E-Cadherin tiirkis, DAPI blau.

rab11, ein GTPase-Protein, das mit perinukledren Recycling-Endosomen assoziiert ist, regu-
liert die Exozytose von perinukledren Recycling-Vesikeln an der Plasmamembran. In der Ge-
genfarbung von MICA*008 zu rab11 lieRen sich — im Gegensatz zu MICA*019 — keine koloka-
lisierende Bereiche finden. Abb. 22 zeigt MICA*019 in Gegenfarbung zu rab11. Hier konnten
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einige kolokalisierende Punkte beobachtet werden. Zudem zeigen sich in Abb. 22 auch memb-

ranstandige kolokalisierende Bereiche von MICA*019 mit E-Cadherin.

Abb. 23: MICB in Gegenférbung zu ZO-1. A: Basolateraler Schnitt eines MICB-exprimieren-
den Caco-2-bbe-Zelllayers. B: Z-Stack eines MICB-exprimierenden Caco-2-bbe-
Zelllayers. MICB rot, ZO-1 griin, DAPI blau. MICB findet sich basolateral hauptsé&ch-
lich membrands (siehe Pfeilspitzen) und zeigt ein &hnliches Muster wie MICA*019.

MICB verteilt sich, wie in Abb. 23 gezeigt, ahnlich wie MICA*019. Apikal gibt es in der Membran
keine Kolokalisation mit ZO-1. In den basolateralen Anteilen imponiert das MICB-Signal

membrands und zeigt kolokalisierende Bereiche mit E-Cadherin.

4.5 Untersuchungen zur Epithelbarriere bei MICA/-B-
exprimierenden Caco-2-bbe-Zellen

Um die epitheliale Barrierefunktion der MIC-Protein-exprimierenden Zellen zu untersuchen,
wurden stabil MICA*008- und MICA*019-exprimierende Zellen auf 0,4 um PCF-Filtern ausge-
sat, fur 48 h zur Konfluenz gebracht und dann mehrfach sequenziell hinsichtlich des
transepithelialen Widerstands (TER) vermessen. Grundlage der in Abb. 24 dargestellten Er-
gebnisse sind die Widerstandsmessungen aus drei unabhangigen TER-Experimenten (siehe
Methodenkapitel 3.2.16).

Pro Konstrukt und Versuchsaufbau wurden stabil MICA*008- und MICA*019-exprimierende
Caco-2-bbe-Zellen in je drei bis vier 0,4 ym PCF-Filtern in einem 6-well ausgesat und vermes-
sen (fur jeden angegebenen TER-Wert gilt n = 10 oder n = 11; einzelne Filter waren durch
Verschmutzung nicht mehr verwertbar und wurden aus dem Experiment herausgenommen).
Aus Abb. 24 abzulesen ist aulierdem der Standardfehler des Mittelwertes. Die Messwerte der
MICA*008-exprimierenden Zellen wiesen eine deutlich groRere Streubreite als diejenigen der

MICA*019-exprimierenden Zellen auf. In den Widerstandsmessungen fanden wir signifikante
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Unterschiede zwischen den MICA*008- und den MICA*019-exprimierenden Caco-2-bbe-Zel-

len. Zur Berechnung der Signifikanz wurde der Mann-Whitney U-Test verwendet.
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Abb. 24: Messung des transepithelialen Widerstands an MICA*008- und MICA*019-exprimie-
renden Caco-2-bbe-Zellen. x-Achse: Widerstand in Qcm?. y-Achse: Zeitwerte in
Stunden (h). Angegeben ist der Medianwert des TER des jeweiligen Konstruktes zu
einem bestimmten Zeitpunkt. Der Standardfehler des Mittelwertes (SEM) wird dar-
gestellt. MICA*019-exprimierende Caco-2-bbe-Zellen haben einen héheren TER im
Vergleich zu den MICA*008-exprimierenden Konstrukten.

Der TER der stabil MICA*019-exprimierenden Zellen war bei (0 h) 604 + 16 Qcm? (n = 11)
versus bei (0 h) 402 + 30 Qcm? (n = 11) bei MICA*008-exprimierenden Zellen, p < 0,001 %.
Bei (72 h) lag der TER der MICA*019-exprimierenden Zellen bei 647 + 10 Q:cm?(n = 11) und
der TER der MICA*008-exprimierenden Zellen bei 428 + 30 Q:cm? (n = 11), p < 0,001 %. Bei
(120 h) betrug der TER der MICA*019-exprimierenden Zellen 694 + 10 Q:cm?(n = 10) und der
der MICA*008-exprimierenden Zellen 438 + 26 Q:cm? (n = 10), p < 0,001 %.

Als mogliche Ursache des niedrigeren TERs der stabil MICA*008-exprimierenden Caco-2-bbe-

Zellen konnte die fehlende Transmembrandoméane von MICA*008 diskutiert werden.
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5 Diskussion

5.1 Differenzielle Expression von MICA*008 und MICA*019

5.1.1 Sortierung in die apikale und basolaterale Membran

Bislang gibt es in der Literatur widerspruchliche Ergebnisse bezlglich der subzellularen Loka-
lisation und Kompartimentierung von trunkiertem MICA und MICA voller Lange. Die vorlie-
gende Arbeit ist zu unserem Wissen die erste Studie, welche die subzellulare Kompartimen-
tierung an einer mit MICA*008- und MICA*019-transfizierten Darmepithelzellreihe (Caco-2-
bbe-Zellen) untersucht hat. Der HA-Tag konnte im Zuge der Klonierung in die MICA/-B-Kon-
strukte eingeschleust werden. Die erfolgreiche Insertion des HA-Tags wurde sowohl mittels
Immunfluoreszenzfarbungen, im Western Blot sowie in der Durchflusszytometrie bestatigt.
Eine optimierte Darstellung der MICA/-B-Proteine war dadurch allerdings nicht mdglich, wes-
halb auf eine Herstellung stabil HA-MICA/-B-exprimierender Zelllinien verzichtet wurde und zu

den Lokalisationsstudien die Wildtyp-Varianten verwendet wurden.

Suemizu et al. beschrieben die Rekrutierung von MICA*008 in die apikale Membran in polari-
sierten Zellen anstelle der basolateralen Oberflache und die Lokalisierung von MICA in Lipid
Rafts (151). Ashiru et al. zeigten, dass MICA*008 als vollstandiges Protein in Exosomen aus
Zellen geschleust, wahrend MICA*019 als trunkiertes Protein im Supernatant gefunden wer-
den kann (161). Die beiden Proteine unterscheiden sich somit im Mechanismus ihrer Aus-
schleusung aus der Zelle (engl. shedding), beide im Supernatant 16slichen Proteine fihren
allerdings zu einer Herabregulation von NKG2D auf der Zelloberfliche von NK-Zellen.
MICA*008-Exosomen fuhren zu einer abgeschwachten zytotoxischen Funktion. Diese Mecha-
nismen konnten weitere molekularbiologische Wege zur Immunevasion darstellen (161). Ash-
iru et al. konnten weiterhin demonstrieren, dass MICA*008 im endoplasmatischen Retikulum
als 16sliches Protein synthetisiert und mittels eines GPI-Ankers in die Membran eingebaut wird
(159).

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass MICA*008, in Ubereinstimmung mit den Ergeb-
nissen von Suemizu et al. und Ashiru et al., nicht in die basolaterale Membran sortiert wird. In
Immunfluoreszenzfarbungen von transient MICA-transfizierten Nierenepithelzellen (MDCK-
Zellen) konnten Suemizu et al. zeigen, dass die A5.1-Variante zur apikalen Oberflache der
Nierenepithelzellen transportiert wird, wahrend die Molekile voller Lange in die basolaterale
Membran sortiert werden (151). In der vorliegenden Arbeit wurden Caco-2-bbe-Zellen, welche
phanotypisch Dinndarmepithel dhneln, mit MICA transfiziert. Wahrend Suemizu et al. be-

schreiben, dass MICA*008 in die apikale Zellmembran sortiert wird, konnten wir diese
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Beobachtung in unseren Immunfluoreszenzfarbungen in der konfokalen Mikroskopie nicht be-
statigen: Die MICA*008-exprimierenden Caco-2-bbe-Zellen zeigten ein hauptsachlich intrazel-
luldres sowie ein apikal und basolateral submembrands imponierendes Signal. Apikal fand
sich zwar eine Haufung von vesikelartig imponierendem MICA*008-Signal (vgl. Abb. 17), al-
lerdings keine eindeutige Kolokalisation mit apikalen Membranproteinen. Basolateral zeigte
sich in keiner Farbung von MICA*008-exprimierenden Caco-2-bbe-Zellen eine Kolokalisation

von MICA*008 mit einem Membranprotein.

In der Literatur ist bereits beschrieben, dass MICA*008 im Gegensatz zu MICA voller Léange
in Exosomen geschleust wird (161). Diese Beobachtung wurde in der vorliegenden Arbeit be-
statigt: MICA*008 weist eine vesikelartige intrazellulare und submembranése Komponente
auf, was den Ergebnissen von Suemizu et al. und Ashiru et al. entspricht (151,159,161). Su-
emizu et al. fuhrten die Farbungen allerdings an Nierenepithelzellen (MDCK-Zellen) durch. Die
vorliegende Arbeit ist somit von besonderem Interesse, da die Beobachtung erstmals an hu-
manen Darmepithelzellen, welche mit MICA*008 als Modell fur trunkiertes MICA und
MICA*019 als Modell fur MICA voller Lange transfiziert wurden, gemacht werden konnten.

Diese Zelllinie stellt somit ein realistischeres Modell dar.

Bezuglich der differenziellen subzellularen Expression von trunkiertem MICA und MICA voller
Lange gibt es allerdings in der Literatur widersprichliche Studien: Im Gegensatz zu Suemizu
et al. konnten Huie et al. in immunhistochemischen Untersuchungen keine Unterschiede in der
Lokalisation verschiedener MICA-Proteine in Biopsien von Patienten mit aktiver Zéliakie in Ab-
hangigkeit vom Genotyp finden und schlussfolgerten, dass ein Schutz von epithelialer Destruk-
tion durch eine MICA-AS5.1-Homozygotie unwahrscheinlich ist (91,151). Die vorliegende Arbeit
unterstitzt die Beobachtung von Suemizu et al. (151) und widerspricht den Ergebnissen der
MICA-Lokalisationsstudie von Hue et al. (91).

Mit der Western Blot-Methode konnte die Expression der MICA/-B-Proteine nachgewiesen und
quantitativ dargestellt werden. In transient MICA*008-exprimierenden Caco-2-bbe-Zellen zeig-
ten sich die starksten Banden in der Grolde von 43 bis 65 kDa, in MICA*019-exprimierenden
Zellen zeigten sich Banden zwischen 55 und 72 kDa, was den bisher beschriebenen Mole-
kulgrofien dieser Proteine in der Literatur entspricht (1,90,129). Auch die HA-markierten Trans-
fektate bestatigten die differenzielle MolekulgréRe im Sinne der Expression des grofderen
MICA*019-Proteins. Im Speziellen bestatigte sich hierdurch das Vorliegen der trunkierten
MICA*008-Variante in den Transfektaten. Die Bandengrdfien erklaren sich durch die unter-

schiedliche Glykosylierung der Proteine (129,169).
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5.1.2 Durchflusszytometrische Analyse der MICA-Expression auf der
Zelloberflache

Mittels Durchflusszytometrie untersuchten Hie et al. das Verhaltnis von intrazellularem und
oberflachlichem MICA. Dabei wurde festgestellt, dass das MICA-Signal im Epithel von Kon-
trollen hauptsachlich intrazellular verteilt war, in Zdliakiepatienten fand sich eine deutlich star-
kere Expression von MICA an der Zelloberflache. Hie et al. schlussfolgerten, dass MICA in
aktiver Zoliakie auf die Zelloberflache transportiert wird und dies mit der Schwere der Zdliakie
korreliert (91).

In der vorliegenden Arbeit zeigten MICA*019-exprimierende Caco-2-bbe-Zellen ein verhaltnis-
mafig héheres Expressionslevel auf der Zelloberflache gegentber MICA*008-exprimierenden
Caco-2-bbe-Zellen. Dies unterstiitzt die Beobachtung von Huie et al. (91) und die Hypothese,
dass die Interaktion von MICA*008-exprimierendem Epithel mit dem NKG2D-Rezeptor auf
IELs zu einer Destruktion des Epithels fihren und somit eine Auswirkung auf den Krankheits-

verlauf der Zoliakie haben kann.

5.1.3 Kolokalisation mit Membranproteinen

Wie in Kapitel 4.4 beschrieben, zeigen MICA*008 und MICA*019 ein differenzielles subzellu-
lares Expressionsmuster und Kolokalisationen mit verschiedenen Membranproteinen. Eine

Ubersicht ist in Tab. 16 gegeben.

Z0-1, ein peripheres Membranprotein, das Uberwiegend in der apikalen Membran zu finden
ist, zeigte kolokalisierende Anteile mit MICA*019. Dies legt nahe, dass MICA*019 auch in der
apikalen Membran zu finden ist und nicht nur basolateral lokalisiert. E-Cadherin, ein basolate-
rales Transmembranprotein zeigte in der Gegenfarbung mit MICA*019 eine eindeutige Kolo-
kalisation, was die Sortierung von MICA*019 in die basolaterale Membran bestatigt. MICA*008

hingegen zeigte keine Kolokalisation mit E-Cadherin.

Occludin spielt eine Rolle in der Stabilitdt und Barrierefunktion von Tight Junctions und lokali-
siert in der basolateralen Zellmembran. Gleichzeitige Farbungen mit Occludin zeigten nur mit
MICA*019 eine eindeutige Kolokalisation, in der Gegenfarbung mit MICA*008 lief3 sich keine

Kolokalisation darstellen.

Die Kolokalisation von MICA*019 mit den basolateralen Membranproteinen E-Cadherin und
Occludin entspricht den Beobachtungen von Ashiru et al. und Suemizu et al. (151,159),
ebenso wie die Beobachtung, dass MICA*008 nicht basolateral lokalisiert. Neu ist allerdings
die Beobachtung, dass MICA*019 auch apikal zu lokalisieren scheint, wie die Kolokalisation

mit dem Membranprotein ZO-1 nahelegt.



Diskussion 74

Zudem konnten wir die in der Literatur beschriebene Sortierung von MICA*008 in die apikale
Zellmembran nicht belegen; so fand sich zwar — vor allem sichtbar in Z-Stack-Aufnahmen (vgl.
Abb. 17) — in apikalen Zellsegmenten ein gehauftes, meist vesikelartig imponierendes
MICA*008-Signal, eine eindeutige Kolokalisation mit ZO-1, die auf eine transmembrandse Lo-

kalisation des MICA*008-Proteins schliel3en liefe, fand sich allerdings nicht.

Das Protein rab8 befindet sich in der Golgi-Region, in Vesikeln und in der basolateralen Memb-
ran (170). In der Farbung mit rab8 zeigten weder MICA*008 noch MICA*019 Kolokalisationen.

Rab11 ist ein Protein, welches mit perinukledren Recycling-Endosomen assoziiert ist. In der
Farbung mit rab11 zeigte MICA*008 keine eindeutigen Kolokalisationen. MICA*019 zeigte mit

rab11 einzelne kolokalisierende Bereiche.

Zusammenfassend legen die beschriebenen Befunde nahe, dass MICA*019 tatsachlich, wie
von anderen Arbeitsgruppen bereits beschrieben wurde, im Gegensatz zu MICA*008 in der

basolateralen Membran zu finden ist, wo die Interaktion mit IELs stattfinden kann.

5.1.4 Vergleich mit Befunden der Dissertation von Kamel 2014

Wie in Kapitel 1.4 dargelegt, konnte in der Studie von Kamel die differenzielle subzellulare
Lokalisation von MICA/-B und im Besonderen der Allele MICA*008 und MICA*019 nicht geklart
werden (1). Mittels Transfektion von Caco-2-bbe-Zellen konnte nun in der vorliegenden Arbeit
die differenzielle Kompartimentierung der verschiedenen Allele in einem humanen IEC-Modell
erfolgreich charakterisiert werden. Zudem konnten Zelllinien generiert werden, welche
MICA*008, MICA*019 und MICB exprimieren.

Wahrend Kamel in Immunfluoreszenzfarbungen von Caco-2-Zellen, welche endogen MICA/-
B exprimierten, keine eindeutige Sortierung in ein zellulares Kompartiment beobachten konnte
(1), wurde in der vorliegenden Arbeit ein fur die jeweiligen Allele spezifisches Muster beschrie-
ben. Kamel beschreibt in ihrer Arbeit ein in der Immunfluoreszenzfarbung von Caco-2-Zellen
apikales als auch basolaterales MICA/-B-Signal. MICA/-B imponierte vorwiegend submemb-
rands und etwas basaler als das apikale Membranprotein ZO-1.Die von Kamel generierten
Ergebnisse in der immunhistochemischen Farbung von MICA an Biopsien von Zdliakiepatien-
ten bestatigen allerdings die in der vorliegenden Arbeit gemachten Beobachtungen: Es zeigte
sich ein vom Genotyp abhangiges apikales bzw. basolaterales Signal; in Patientenbiopsien
mit dem trunkierten MICA-A5.1-Allel beschreibt Kamel ein Uberwiegend apikales, submemb-
randses Signal (1). Dies unterstutzt die Beobachtungen der vorliegenden Arbeit sowie der Stu-

die von Suemizu et al. (151) und widerspricht den Ergebnissen von Hue et al. (91).
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5.2 Polymorphismus von MICA und Assoziation mit
Autoimmunerkrankungen

Mit Uber 60 verschiedenen bekannten Allelen weist MICA einen bemerkenswert hohen Poly-
morphismus auf (140—-145). Die Bedeutung dieser genetischen Variabilitat ist allerdings nicht
geklart. MICA*008 ist das haufigste Allel der MICA-Familie mit einer Pravalenz zwischen 20
und 40 % (152,154,161,171). Wahrend sich die extrazellulare Doméane (EZD) kaum von der
EZD anderer Allele unterscheidet, weisen die Transmembran- und zytoplasmatische Domane
grof’e Unterschiede auf, die sich funktionell auf das Expressionsmuster auf subzelluldarem Ni-
veau auswirken (siehe Abb. 3 und Abb. 4).

Der Polymorphismus und die Redundanz an NKG2D-Liganden kdnnten einen evolutionaren
Selektionsdruck des Immunsystems in der Auseinandersetzung mit Viruserkrankungen reflek-
tieren. Die trunkierte MICA-Variante MICA*008 kdnnte in diesem Sinne eine Adaptation zur
Verteidigung gegen Viruserkrankungen wie HCMV sein (172,173). Viren kénnen der Immun-
Uberwachung entkommen, indem sie MHC-Klasse-I-Molekule auf der Zelloberflache herunter-
regulieren (157,172). HCMV-infizierte Zellen sind immun gegenuber der Lyse durch NK-Zellen,
indem deren zytotoxische Aktivitat durch hochexprimierte Evasionsmolekile vermindert wird.
Diese inhibieren aktivierende Liganden; eines dieser Proteine ist UL42, ein MHC-Klasse-I-ver-
wandtes Glykoprotein. UL142 reguliert die Oberflachenexpression von MICA herunter — anstatt
zur Oberflache transportiert zu werden, lokalisiert MICA im cis-Golgi-Apparat. Ashiru et al.
konnten zeigen, dass UL142 die Expression von MICA voller Lange (MICA*019) dementspre-
chend herunterreguliert, auf die Oberflachenexpression von MICA*008 allerdings keinen Ein-
fluss hat (172).

Mehrere Studien konnten eine Verbindung zwischen dem MICA-Polymorphismus und dem Kli-
nischen Verlauf oder der Suszeptibilitdt zu verschiedenen Immunerkrankungen wie Diabetes
mellitus Typ I (174-176), Morbus Addison (177,178) und Psoriasis (179) zeigen.

5.3 Auswirkung des MICA-Genotyps auf die Klinik der Zdliakie

Da zytotoxische T-Zellen (IELs) nur basolateral mittels ihres NKG2D-Rezeptors an auf Zell-
oberflachen exprimiertes MICA binden kdnnen, hatte eine vermehrt intrazellulare oder apikale
Verteilung von MICA, wie dies in der vorliegenden Arbeit bei dem Allel MICA*008 gezeigt
wurde, weitreichende Konsequenzen fur die MICA/NKG2D-mediierte Lyse von Darmepithelzel-
len. Diese wirde aufgrund der reduzierten Interaktion deutlich vermindert sein. Eine dahinge-
hend veranderte Interaktion zwischen dem MICA-Protein und dem NKG2D-Rezeptor kdnnte

sich auf den klinischen Verlauf der Zdliakie auswirken. Eine verminderte zellulare Lyse des
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Darmepithels kdnnte sich klinisch einerseits durch eine weniger stark ausgepragte gastrointes-
tinale Symptomatik, andererseits durch eine in der Endoskopie geringer ausgepragte Zottenat-

rophie zeigen.

In Tab. 17 sind Studien aufgefuhrt, welche zum einen die Korrelation des trunkierten MICA-
Allels MICA-AS5.1 mit dem allgemeinen Vorkommen einer Zodliakie und zum anderen im Be-
sonderen mit dem Auftreten eines symptomatischen klinischen Verlaufes ohne gastrointesti-

nale Symptome untersuchen.

Tab. 17: Korrelation von MICA-A5.1 mit der Prévalenz von Zbliakie und dem Auftreten eines
symptomatischen Verlaufes und Assoziation zu einem Kopplungsungleichgewicht.
LD = linkage disequilibrium (Kopplungsungleichgewicht)

i0 . Positive Korrelation von

Positive Korrelation von MICA-A5.1 und einem

Studie MICA-A5.1 und dem Vor- .
et symptomatischen Verlauf
kommen von Zoliakie e )
der Zoliakie

Lopez-Vazquez et al. (163) |ja ja
Lopez-Vazquez et al. (180) | nein ja
Tinto et al. (181) ja ja
Kamel (1) ja nein
Hue et al. (91) nein keine Daten
Rueda et al. (182) ja nein
Bilbao et al. (183) LD keine Daten
Fernandez et al. (184) LD keine Daten
Woolley et al. (185) LD keine Daten
Louka et al. (186) LD keine Daten

Wie in Tab. 17 ersichtlich, existiert eine widersprichliche Studienlage zum Zusammenhang
des MICA-A5.1-Allels und dem Auftreten bzw. dem Kklinischen Verlauf der Zdliakie: Lopez-
Vazquez et al. demonstrierten in einer Studie mit 38 Zdliakiepatienten, dass die Pravalenz von
MICA-A5.1 in Patienten mit symptomatischer Zdliakie haufiger ist (163). In einer Studie in der

Sahrauis-Population, einer maurischen Ethnie in der Westsahara mit einer hohen Pravalenz
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an Zoliakie aufgrund des haufigen Vorkommens des humanen Leukozytenantigens DQ2
(HLA-DQZ2), wurde von der Arbeitsgruppe um Lopez-Vazquez et al. abermals gezeigt, dass
das trunkierte MICA-AS5.1 mit einem atypischen (symptomatischen) Verlauf der Krankheit as-
soziiert ist. Die Studie wies allerdings darauf hin, dass ein Vorkommen des MICA-A5.1-Allels
nicht mit einer erhdhten Suszeptibilitat gegenuber dem Erkranken an Zdliakie selbst einher-
geht, sondern bei Vorliegen einer Zdliakie den Krankheitsverlauf im Sinne eines symptomati-

schen Verlaufes modifiziert (180).

Tinto et al. beobachteten ebenfalls ein haufigeres Vorkommen des MICA-A5.1-Allels in Zolia-
kiepatienten im Vergleich zu gesunden Kontrollen; dartber hinaus demonstrierte die Arbeits-
gruppe, dass das Vorliegen eines MICA-A5.1/A5.1-homozygoten Genotyps zum Auftreten ei-
ner symptomatischen Zdliakie pradisponiert. Diese Patienten zeigten aul3erdem niedrigere Le-

vel an Anti-Transglutaminase-Antikorpern (181).

Wahrend Bilbao et al., Fernandez et al. und Woolley et al. zwar ebenfalls ein haufigeres Auf-
treten von Zdliakie in MICA-A5.1-Tragern fanden, fihrten diese Arbeitsgruppen dies allerdings
auf ein Kopplungsungleichgewicht (engl. linkage disequilibrium, LD) von MICA-A5.1 und an-
deren etablierten Suszeptibilitdtsgenen zuriick und lehnen die Hypothese, der MICA-A5.1-Ge-
notyp konnte ein unabhangiger Risikofaktor fur die Entwicklung einer Zdliakie sein, ab. So
fanden beispielsweise Woolley et al. mittels HLA-stratifizierten Assoziationsanalysen, dass
das MICA-A5.1-Allel im Rahmen von Kopplungsungleichgewichten haufiger mit dem HLA-Typ
DQA1*05 und DQB1*02 einhergeht, welche bekannte Suszeptibilitadtsgene fur Zoliakie sind
(185). Daher schlussfolgerten sie, dass das haufigere Vorkommen von Zdliakie beim Vorliegen
eines MICA-A5.1-Genotyps tatsachlich aufgrund der Haufung des HLA-DQA1*05 bzw.
DQB1*02-Genotyps zu erklaren ist. Rueda et al. fanden dahingegen ein erhéhtes Vorkommen
des MICA-A5.1-Allels bei Zoliakiepatienten unabhangig von den genannten anderen Suszep-
tibilitatsgenen (182—184). Tinto et al. fanden eine Assoziation mit einem symptomatischen
Krankheitsverlauf (181). Kamel fand in ihrer Dissertation ein haufigeres Vorliegen des MICA-
AS5.1-Allels in Patienten mit Zoliakie im Vergleich zu gesunden Kontrollindividuen, konnte die

beschriebene Haufung mit einem attenuierten Krankheitsverlauf jedoch nicht bestatigen (1).

5.4 Vergleich von MICA-Lokalisationsstudien in der Literatur mit
den Ergebnissen dieser Arbeit

Wahrend Suemizu et al. in transfizierten epithelialen Nierenzellen eine Sortierung des trun-
kierten MICA-Molekils in die apikale Membran und eine basolaterale Sortierung des MICA-
Proteins voller Lange beschreiben, konnten diese Ergebnisse von anderen Arbeitsgruppen

nicht reproduziert werden (91,151). Hue et al. fuhrten immunhistochemische Farbungen an
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Biopsien von Patienten mit aktiver Zoliakie mit dem MICA-A5.1-Allel durch, in denen sie keine
vom Genotyp abhangigen Unterschiede in der subzelluldren Lokalisation, wie von der Arbeit
um Suemizu et al. beschrieben, feststellen konnten (91). Daruber hinaus konnten Hue et al.
nach Genotypisierung von 107 Zdliakiepatienten und 90 gesunden Kontrollen weder ein ver-
mehrtes Auftreten von Zoliakie noch einen Zusammenhang mit einem symptomatischen
Krankheitsverlauf mit dem MICA-A5.1-Allel beobachten (91); insofern lehnt die Arbeitsgruppe
sowohl die Hypothese ab, dass (i) ein statistischer Zusammenhang zwischen dem Auftreten
eines modifizierten Krankheitsverlaufes und dem trunkierten MICA-AS.1-Allel besteht und (ii)
ein solcher Zusammenhang pathophysiologisch durch eine differenzielle subzellulare Lokali-

sation von MICA und folglich der veranderten Interaktion mit NKG2D erklart werden konnte.

Die Ergebnisse der Immunfluoreszenzfarbungen der vorliegenden Arbeit unterstitzen die Be-
obachtungen von Suemizu et al. und widersprechen den Daten von Hule et al., welche keinen
Zusammenhang zwischen dem MICA-Genotyp und der MICA/NKG2D-abhangigen Lyse se-
hen (91,151). Daten bezuglich der Pravalenz des MICA-A5.1-Allels und dem Vorkommen und
klinischen Verlauf einer Zoliakie wurden in der vorliegenden Studie nicht generiert. Es konnte
jedoch gezeigt werden, dass die trunkierte MICA-Variante nicht in die basolaterale Membran
sortiert wird und eine Interaktion mit IELs somit funktionell vermindert sein kann. Aus patho-
physiologischer Sicht unterstutzt die Arbeit somit die These von Lopez-Vazquez et al., Su-
emizu et al. und Tinto et al. (151,163,180,181).
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6 Schlussfolgerungen und Ausblick

In dieser Arbeit wurde die differenzielle subzelluldare Kompartimentierung von MICA*008 und
MICA*019 in einem humanen IEC-Modell untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass das trun-
kierte MICA*008 subzellular vorwiegend intrazellular sowie submembrands lokalisiert ist. Vor
allem apikal, zu geringerem Anteil auch basolateral, zeigte sich eine submembrandse vesikel-
artige Anordnung des MICA*008-Signals. Basolateral konnte MICA*008 nicht in der Zellmemb-

ran beobachtet werden.

In Caco-2-bbe-Zellen, welche mit dem MICA-Allel voller Lange MICA*019 transfiziert wurden,
konnte eine eindeutige Sortierung in die basolaterale Zellmembran beobachtet werden. Das
MICA-Molekdl MICA*019 zeigte basolateral ein membranstandiges Signal und kolokalisierte
mit dem basolateralen Membranprotein E-Cadherin sowie mit Occludin. Auch Kolokalisationen
mit dem Uberwiegend apikalen Membranprotein ZO-1 konnten bei MICA*019 beobachtet wer-
den. Dieses subzellulare Muster, allerdings mit einer weniger stark streng membrandsen An-

ordnung, zeigte auch die Kontrolle MICB.

Durchflusszytometrisch konnte gezeigt werden, dass der Anteil des zelloberflachlich exprimier-
ten MICA*019-Proteins groRer ist als jener der trunkierten Allelvariante MICA*008.

Die Schlussfolgerung dieser Arbeit lautet daher, dass ein attenuierter Krankheitsverlauf bei
Zdliakiepatienten mit der trunkierten A5.1-Variante durch eine verminderte Interaktion des
NKG2D-Rezeptors und MICA vermittelt werden kdnnte.

6.1 Offene Fragen und weiterfuhrende Experimente

Eine zentrale Frage ist der Vergleich der Interaktion humaner intraepithelialer T-Lymphozyten
mit Darmepithel, das differenziell MICA*008 oder MICA*019 exprimiert.

In der vorliegenden Arbeit wurden Caco-2-bbe-Zelllinien hergestellt, welche MICA*008,
MICA*019 und MICB exprimieren. In einer Kokultur dieser Epithelzellen mit aus gesunden
Kontrollen sowie aus Zdliakiepatienten gewonnenen IELs kann perspektivisch die differenzi-
elle Interaktion der Lymphozyten mit dem Epithel hinsichtlich Apoptose und Proliferation beo-
bachtet werden. Folgend den aktuellen Untersuchungen ware zu erwarten, dass die Kokultur
von T-Lymphozyten aus Zdliakiepatienten mit MICA*019-exprimierenden Caco-2-bbe-Zellen
zu einer starkeren Apoptose und Zerstérung des Epithels fuhrt als in MICA*008-exprimieren-

dem Epithel.
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Die chronische Uberexpression von IL-15 spielt in der Pathogenese der Zéliakie eine bedeu-
tende Rolle. In der Literatur ist beschrieben, wie IL-15 zu einem proinflammatorischen Milieu
beitragt: IL-15 fuhrt zu einer Expression des NKG2D-Rezeptors auf intraepithelialen Lympho-
zyten und ist damit ein wichtiges Bindeglied der inflammatorischen Antwort (187). Insofern
sollte eine Kokultur von MICA/-B-exprimierenden Zellen mit IL-15-haltigem Medium untersucht

werden.

Dieses Assay kdnnte perspektivisch auch als diagnostisches Tool in der Klinik verwendet wer-
den: Aus duodenaler Schleimhaut von Zdliakiepatienten isolierte IELs kdnnten hierbei mit den
jeweiligen Zelllinien in Kultur gebracht und die Interaktion der Lymphozyten mit MICA*008- und
MICA*019-exprimierendem Epithel hinsichtlich Zelllyse und Apoptose untersucht werden. Die-
ses Assay konnte mit nativem und IL-15-haltigem Medium im Vergleich durchgefuhrt werden.
Anhand des Verhaltens der Lymphozyten kénnten moglicherweise auch prognostische

Schlusse bezlglich des klinischen Verlaufes einer Zoliakie gezogen werden.

Auch eine durchflusszytometrische Analyse mit MICA*008- und MICA*019-exprimierenden
Caco-2-bbe-Zellen soll nach vorangehender Inkubation mit IL-15 sowie mit Gliadinpeptiden
erfolgen, um in vitro eine inflammatorische Umgebung herzustellen. Durchflusszytometrisch
kann untersucht werden, ob sich die MICA-Expression auf der Zelloberflache nach IL-15-Ex-

position genotypenabhangig unterscheidet.

6.2 MICA als Target in der immunmodulierenden Therapie der
Zoliakie

Ebenfalls diskutiert werden kann eine Modulierung des Krankheitsverlaufes durch ein spezifi-

sches Targeting des MICA-Proteins durch 1) spezifische Antikdrper oder 2) Gentherapie.

Sollte sich in weiteren Studien bestatigen, dass MICA eine Schllsselrolle in der epithelialen

Lyse und somit Zottenatrophie in der Zdliakie spielt, erscheint es sinnvoll, die Expression des

Proteins medikamentds oder gentherapeutisch zu modulieren und die Effekte in weiterfihren-

den Tierexperimenten zu testen.
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Eidesstattliche Versicherung

»ich, Alice Eleonor Itzlinger, versichere an Eides statt durch meine eigenhandige Unterschrift,
dass ich die vorgelegte Dissertation mit dem Thema: ,Subzellular-differenzielle Expression
von MICA-Allelen in einem Zéliakie-Zellkulturmodell/Differential subcellular expression of
MICA alleles in a celiac disease cell culture model“ selbststandig und ohne nicht offengelegte
Hilfe Dritter verfasst und keine anderen als die angegebenen Quellen und Hilfsmittel genutzt
habe.

Alle Stellen, die wdrtlich oder dem Sinne nach auf Publikationen oder Vortragen anderer Au-
toren/innen beruhen, sind als solche in korrekter Zitierung kenntlich gemacht. Die Abschnitte
zu Methodik (insbesondere praktische Arbeiten, Laborbestimmungen, statistische Aufarbei-
tung) und Resultaten (insbesondere Abbildungen, Graphiken und Tabellen) werden von mir
verantwortet.

[Fur den Fall, dass Sie die Forschung fir Ihre Promotion ganz oder teilweise in Gruppenarbeit
durchgefihrt haben:] Ich versichere ferner, dass ich die in Zusammenarbeit mit anderen Per-
sonen generierten Daten, Datenauswertungen und Schlussfolgerungen korrekt gekennzeich-
net und meinen eigenen Beitrag sowie die Beitrage anderer Personen korrekt kenntlich ge-
macht habe (siehe Anteilserklarung). Texte oder Textteile, die gemeinsam mit anderen erstellt
oder verwendet wurden, habe ich korrekt kenntlich gemacht.

Meine Anteile an etwaigen Publikationen zu dieser Dissertation entsprechen denen, die in der
untenstehenden gemeinsamen Erklarung mit dem/der Erstbetreuer/in, angegeben sind. Fur
samtliche im Rahmen der Dissertation entstandenen Publikationen wurden die Richtlinien des
ICMJE (International Committee of Medical Journal Editors; www.icmje.og) zur Autorenschaft
eingehalten. Ich erklare ferner, dass ich mich zur Einhaltung der Satzung der Charité — Uni-
versitatsmedizin Berlin zur Sicherung Guter Wissenschaftlicher Praxis verpflichte.

Weiterhin versichere ich, dass ich diese Dissertation weder in gleicher noch in ahnlicher Form
bereits an einer anderen Fakultat eingereicht habe.

Die Bedeutung dieser eidesstattlichen Versicherung und die strafrechtlichen Folgen einer un-
wahren eidesstattlichen Versicherung (§§156, 161 des Strafgesetzbuches) sind mir bekannt
und bewusst.”

Datum Unterschrift
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Anteilserklarung an etwaigen erfolgten Publikationen

Alice Eleonor ltzlinger hatte folgenden Anteil an der genannten Publikation:

Publikation 1: ltzlinger, A, Breiderhoff T, Fromm A, Schulzke JD, Siegmund B, Schumann M.
Subzellulare Lokalisation von MICA bei Zdliakie (Poster, Kongressbeitrag). 71. Jahrestagung
der DGVS und 10. Herbsttagung der DGAV. Viszeralmedizin 2016. Hamburg, 21.-24. Septem-
ber 2016. Z Gastroenterol 2016. Aug;54(8):KV053.

Frau ltzlinger prasentierte Zwischenergebnisse der Doktorarbeit als Poster am Kongress der
DGVS 2016 in Hamburg. Sie fuhrte in genannter Publikation die Subklonierung der MICA/-B-
Konstrukte durch. Sie war zustandig fur die transienten als auch stabilen Transfektionen der
Caco-2-bbe-Zelllinie mit den generierten MICA/-B-Konstrukten und fuhrte die Immunfluores-
zenzfarbungen und Untersuchungen mittels konfokaler Mikroskopie durch. Ferner dbernahm
sie die Western Blot-Experimente und durchflusszytometrischen Untersuchungen sowie deren
Auswertung. Die statistische Auswertung wurde ebenfalls von Frau ltzlinger durchgefuhrt. Die
Kongressprasentation an der Jahrestagung der DGVS in Hamburg 2016 wurde von Frau ltz-
linger gehalten. Die Daten aus den folgend genannten Kapiteln sind in dem Abstract der oben
genannten Publikation enthalten:

4.1 Feststellung der Sequenz der MICA/-B-Konstrukte

4.2 Nachweis der MICA/-B- und HA-Expression in Caco-2-bbe- und HEK-Zellen mittels
Western Blot

4.3 Durchflusszytometrische Bestimmung von Zelloberflachen-MICA versus intrazellular

exprimiertem MICA

4.4 Darstellung der subzellularen Lokalisation des MICA- und MICB-Proteins mittels kon-

fokaler Mikroskopie

4.5 Untersuchungen zur Epithelbarriere bei MICA/-B-exprimierenden Caco-2-bbe-Zellen
* Die Untersuchungen zur Epithelbarriere mittels TER wurden in der vorliegenden Dis-
sertationsarbeit um weitere Experimente erganzt und unterscheiden sich daher in den

Ergebnissen von jenen der oben genannten Kongresspublikation.

Unterschrift, Datum und Stempel der erstbetreuenden Hochschullehrerin

Unterschrift der Doktorandin
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