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2 Zusammenfassung

Bei der Granulomatose mit Polyangiitis (GPA) handelt es sich um eine
Autoimmunerkrankung, die durch eine nekrotisierende granulomatdse Entziindung des
oberen und unteren Respirationstraktes charakterisiert ist, sowie eine nekrotisierende
Vaskulitis, die kleine und mittelgroRe GefalRRe betrifft. Diagnostische PR3-ANCA sind
antineutrophile zytoplasmatische Autoantikdrper, die die humane Proteinase 3 (PR3)
erkennen. Die PR3-ANCA-induzierte Aktivierung neutrophiler Granulozyten und Monozyten
unterhalt apoptotisch-nekrotische Prozesse der Entziindung. Das Zusammenspiel von
chronischer Entziindung, Autoimmunantwort und hoher Antigen-Spezifitdt, nachweisbar
anhand von Affinitats-gereiften Antikdrpern, suggeriert die Produktion von Autoantikdrpern
durch langlebige Plasmazellen. Im inflammatorischen Infiltrat bei der GPA werden Zeichen
einer ektopisch-lymphatischen Gewebsneubildung in Form dendritischer Zellen, Clustern
aus B- und T-Zellen und hoch-endothelialer Venolen gefunden. Der Nachweis von PR3-
ANCA* B-Zellen in entziindlichen Geweben bei der GPA fehlt jedoch. Fokus meiner Arbeit
sind direkte und indirekte Nachweise autoreaktiver B- und Plasmazellen im entzundlichen
Gewebe bei der GPA.

Dazu wurden sechs rekombinante Antikdrper von gewebstandigen Plasmazellen oder B-
Zellen aus entzdandlichen Lasionen bei der GPA kloniert und exprimiert. Die dafur
notwendigen IgLV & IgHV Genpaare Laser-mikrodissektierter, einzelner B-Zellen wurden
per Einzelzell-PCR amplifiziert. Mogliche Interaktionspartner der sechs rekombinanten
Antikérper wurden gepoolt in einem Proteom-Mikroarray identifiziert. Darunter war PUF60,
ein  neues Autoantigen, beschriecben bei anderen chronisch-entzindlichen
Autoimmunerkrankungen. Andere mdgliche Interaktionspartner wie F-Box Protein 2,
Azetyltransferasen oder RAD23 sind interessant, weil sie eine Rolle in der ungefalteten
Protein-Antwort, der Epigenetik oder der DNA-Reparatur spielen und neue Hinweise auf
pathogenetische Prozesse im entzindlichen Gewebe bei der GPA liefern kbnnen. Um
weitere Indizien fur eine Autoimmunantwort im entziindlichen Gewebe bei der GPA zu
finden, wurde eine Meta-Analyse mit IgLV & IgHV Genen von 231 B-Zell-Klonen aus
respiratorischem Gewebe bei der GPA durchgefiihrt. Mittels der Methode des "next
generation sequencing" generierte IgHV Gene aus peripherem Blut gesunder Probanden
(244.353 B-Zell Klone) und publizierte IgLV Gene (148 B-Zell Klone) fungierten als
Kontrollen. Bei der GPA fiihren prim&re und wahrscheinlich sekundare Mechanismen zu
einer veranderten VDJ Rearrangierung und einer verlangerten komplementaritats-
determinierenden Region 3 (CDR3) in IgHV Genen. Aminosaure-Austausche in der
Rahmenregion (FWR) von IgHV Genen bei der GPA waren negativ selektioniert. Zusatzlich
wurden Ig Gene von drei murinen, monoklonalen anti-PR3 Antikdrpern sequenziert und mit

funf bekannten PR3-spezifischen Antikdrpern verglichen, die sich im V(D)J Rearrangement



ahnelten und eine unterschiedliche CDR3 Region aufwiesen. Ein genetischer (IgLV & IgHV)
Abgleich dieser anti-PR3 Ig mit den 231 B-Zell Klonen des entziindlichen Gewebes bei der
GPA in Bezug auf V(D)J Rearrangierungen und die abgeleitete Aminosauresequenz der
CDR3 Region offenbarte wenig Ubereinstimmungen. Innerhalb der 231 B-Zellklone spricht
dies gegen ein Vorkommen an Klonen mit genetischen Merkmalen &hnlich denen der anti-
PR3 Ig. Um nach seltenen B-Zell Klonen im entziindlichen Gewebe bei der GPA zu suchen,
wurde das Verfahren des "next generation sequencing" fir IgLV-Gene in
korrespondierenden Gewebs- und Blutproben bei der GPA etabliert und angewendet. Im
Gegensatz zu den "low-throughput"-Methoden waren mit den anti-PR3 Ig vergleichbare
Rearrangierungen in den mittels NGS erhaltenen produktiven IgLV Genen der
korrespondierenden Gewebs- und Blutproben zu 1-14 % bei der GPA nachweisbar, wobei
durchschnittlich tber eine Million Sequenzen pro Probe betrachtet wurden. Die
Expressionsanalyse von B-Zell-Differenzierungsfaktoren (Blimpl und Interleukin-21), dem
Interleukin-21 Rezeptor und IL-17A mittels mMRNA und Gewebsfarbungen bei der GPA
zeigte eine erhohte Blimpl-Transkription in peripheren mononuklearen Zellen des Blutes
bei der GPA im Vergleich zu Gesunden sowie eine erhdhte Anzahl Interleukin-21 Rezeptor®
Zellen im entziindeten Gewebe bei der GPA im Vergleich zu nasalen Schleimhautbiopsien
bei chronischer Rhinosinusitis. Solche Veranderungen bieten Ansatzpunkte, um
Mechanismen bei der Entwicklung autoreaktiver Plasmazellen aufzuklaren.

Insgesamt deuten die Daten darauf hin, dass PR3-ANCA produzierende B-Zellen im
entzindlichen Gewebe bei der GPA als seltene Klone vorkommen. Hinweise auf
autoreaktive B- und Plasmazellen anderer Spezifitaiten missen experimentell noch
bestatigt werden und liefern ggf. die Voraussetzung fir die Untersuchung neuer
pathogenetischer Mechanismen. Genetische Abweichungen in den IgLV & IgHV Genen
unterstreichen die Bedeutung von B-Zellen in entzindlichen Lasionen bei der GPA und
stehen in Einklang mit einer veranderten follikularen Reifung von B-Zellen im entzindlichen

Gewebe bei einer prototypischen Autoimmunerkrankung.



3 Einleitung

3.1 Funktionen von B-Zellen in einer Immunantwort

Das angeborene Immunsystem ist immer prasent und stellt erste Resistenz-Mechanismen
gegen Gruppen ahnlicher Pathogene bereit. Mikrobielle Oberflachen aktivieren das
Komplement-System. Auch anatomische Barrieren, antimikrobielle Peptide, Makrophagen
und Neutrophile mit Pathogen-Muster-Erkennungs-Rezeptoren sind Funktionen des
angeborenen Immunsystems. Da viele Mikroorganismen (z. B. Bakterien) Molekule auf der
aulleren Oberflache haben, die nicht von Muster-Erkennungs-Rezeptoren der Phagozyten
erkannt werden, reicht das angeborene Immunsystem oft nicht aus, um solche Pathogene
zu bekampfen. Im Gegensatz zu Phagozyten und Proteinen des Komplement-Systems sind
Antikorper, die in der adaptiven Immunantwort entwickelt und von B-Zellen produziert
werden, Antigen-spezifisch. Die adaptive Immunantwort wird mit dem Erreichen von
Antigen-préasentierenden Zellen im lymphatischen Gewebe iniitiert. Die Erkennung eines
Antigen-Epitopes von B-Zell Rezeptoren (Oberflachengebundenes Immunglobulin) aktiviert
die jeweilige B-Zelle und kann das Antigen in das Innere der B-Zelle beférdern. Im Inneren
der B-Zelle kann das Antigen verdaut werden, sodass Peptide des Antigens mit MHC Il
Molekilen auf der Oberflache der B Zelle prasentiert werden kénnen. Diese werden von
Antigen spezifischen T-Helfer Zellen erkannt, die ebenfalls in Antwort auf das
Antigen/Pathogen differenziert wurden. Mit der Erkennung passender T- oder B-Zell-
Rezeptoren kommt es zur Proliferation der entsprechenden Zelle und Differenzierung in
klonale Effektorzellen. Klonale Zellen bezeichnen Zellen, die aus einer einzigen
Vorlauferzelle differenziert wurden. Ein Teil der proliferierenden B-Lymphozyten
differenziert in Antikorper-sezernierende Plasmazellen oder Gedéchtnis B-Zellen, die bei
einer Re-Infektion desselben Pathogens flir eine schnelle Eliminierung sorgen. Die
Antikorper-Produktion ist eine zentrale Effektorfunktion von B-Zellen. Zur humoralen
Immunantwort zahlen Antikoérper, welche zusammen mit phagozytotischen Zellen und
speziellen Moleklilen das Pathogen entfernen. Antikdérper kommen im Blut und
extrazellularen Korperflissigkeiten vor. Der erste und direkteste Weg, mit dem Antikérper
vor Pathogenen oder ihren Produkten schiitzen, ist die sogenannte Neutralisation. Dabei
wird das Pathogen von Antikdrpern gebunden, sodass die Pathogene keinen Zugang zu
Zellen haben, die sie infizieren oder zerstéren wirden. Darlber hinaus erméglichen
Antikdrper phagozytotischen Zellen wie Makrophagen oder Neutrophilen die Aufnahme und
Zerstorung des Bakteriums durch Opsonierung. Pathogen-gebundene Antikoérper binden
dabei mit ihrem Stamm (Fc-Teil) an Phagozyten und werden so in die Zelle aufgenommen.
Mit dem Fc-Teil aktivieren Pathogen-gebundene Antikérper auch das erste Protein des
Komplement-Systems. Bestandteile des Komplement-Systems zerstéren Bakterien und

unterstltzt bakterizide Phagozyten. Antikérper verschiedener Klassen werden an



verschiedenen Kompartimenten des Kérpers gefunden und unterscheiden sich in der
Rekrutierung der Effektormechanismen (Murphy, 2012). Insgesamt dhnelt die koordinierte
Aktivitdt des Immunsytems einem sozialen Netzwerk, sodass komplexe immunologische
Aufgaben jenseits der aufsummierten Funktion einzelner Zellen méglich werden. Dabei
variieren die Funktionen ausgesendeter Signale je nach zellularem Sender, Empfanger

oder (patho-)physiologischem Zustand (Rieckmann et al., 2017).
3.1.1 Entwicklung einer dauerhaften B-Zellimmunantwort

Die Reifung von B-Zellen (Abb.1) beginnt mit der Aktivierung naiver B-Zellen, die tber
Pathogen-erkennende Rezeptoren oder Antigen-Quervernetzung des B-Zellrezeptors
initiiert wird (Chu und Berek, 2013).

Keimzentrum Uberlebensnische
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Abbildung 1: Entwicklung kurzlebiger und langlebiger Plasmazellen (Chu und Berek, 2013)

Zur Abwehr fremder Antigenen proliferieren und differenzieren B-Zellen in kurzlebige Plasmazellen, die
unmutierte IgM oder IgG niedriger Affinitat produzieren. Antigen-aktivierte B und T-Zellen kénnen die Formation
eines Keimzentrums in sekundaren lymphatischen Geweben induzieren. Fiur die Entwicklung von hochaffinen
B-Zellen des Keimzentrums in Gedachtnis B-Zellen und Plasmablasten sind Interaktionen mit Antigen-
prasentierenden, follikularen,dendritischen Zellen (FDCs) und IL-21 nétig, welches von T follikularen
Helferzellen (Ten) produziert wird. Nach einem zweiten Kontakt mit dem Antigen, differenzieren Gedachtnis B-
Zellen rasant in Plasmablaten, die CXCR4 hoch exprimieren. Plasmablasten migrieren in das Knochenmark,
wo sie von CXCL12-exprimierenden Stromazellen zuriickbehalten werden. Eine Fraktion dieser Plasmablasten
reift in Plasmazellen und (iberlebt fiir lange Zeit in hoch spezialisierten Uberlebensnischen.

Es wurden verschiedene Theorien diskutiert, wie der dauerhafte Schutz durch Antikérper
gegen spezielle Antigene erhalten bleibt (Chu und Berek, 2013). Zum einen gibt es die
Theorie, dass ein persistierender Kontakt zum Antigen erforderlich ist (Zinkernagel, 2014).
Humane Antigen-spezifische Gedéachtnis B Zellen kdnnen Organ-unabhéangig erhalten und

reaktiviert werden. Gedéachtnis B-Zellen proliferieren in einer Antigen-spezifischen Weise



und differenzieren nach Antigen Re-Exposition (Giesecke et al., 2014; Schrezenmeier et
al., 2018). Gedéachtnis-B-Zellen zirkulieren kontinuierlich im Koérper im Gegensatz zu
sessilen Plasmazellen. Zum anderen sezernieren langlebige Plasmazellen, unabhangig
einer Antigen-Stimulation (Hiepe et al., 2011), kontinuierlich hoch-affine Antikorper, die im
Korper verteilt werden. Langlebige Plasmazellen werden in zwei Schritten generiert, bei der
einige der kurzlebigen, extrafollikullar aktivierten B-Zellen in einen Follikel einwandern und
T-Zell abhéngig in Plamablasten differenzieren (Schrezenmeier et al., 2018). Finden
Plasmablasten wahrend ihrer migratorischen Phase von einer Woche eine
Uberlebensnische, kénnen sie dort tberleben solange die Nische nicht in Folge einer
ausgeheilten Entziindung aufgelést wird. Solche Plasmazell-Uberlebensnischen kénnen in
lymphatischen Organen, entziindetem Gewebe oder dem Knochenmark vorkommen. Die
Anzahl an Plasmazell-Uberlebensnischen scheint begrenzt zu sein, vergréRert jedoch die
maximale Menge an Antikérpern wahrend einer Immunantwort und verursacht im Anschluf3
die Bildungen protektiver Antikdrper-Konzentrationen im Serum. Der Wettbewerb um
Uberlebensnischen zwischen langlebigen Plasmazellen und neu gebildeten, migrierenden
Plasmablasten erhalt die Vielfalt des humoralen Gedéachnisses (Radbruch et al., 2006).
Nach dem Modell der Multi-Komponenten-Plasmazell-Nische missen spezielle
Bedingungen fir das Uberleben von Plasmazellen vorherrschen. Neben einer
mesenchymalen Stromazelle zur Stabilisierung kann eine hamatopoietische
Zellkomponente ndétig sein, die je nach (patho)-physiologischen Bedingungen und dem
Alter des Individuums zwischen Megakaryozyten, Basophilen, Eosinophilen und

Makrophagen variieren kann (Winter et al., 2011).
3.1.2 Struktur und Vielfalt von Antikdrpern

Im Allgemeinen bestehen Immunglobuline aus Leicht- und Schwerketten, die variable und
konstante Regionen aufweisen (Abb. 2 (Schwartz, 2003)). Die kodierende DNA-Sequenz
fur die variable Region der Leichtkette (IgLV) und Schwerkette (IgHV) entsteht durch
Rearrangierung einer Gruppe vererbter Gensegmente. Bei einer Schwerkette wird
zunachst ein individuelles D Gensegment zuféllig mit einem der Jy Gensegmente
rearrangiert, bevor ein Vy Segment vor die DJy Einheit rearrangiert wird. Diese
Rearrangierungen schaffen die Voraussetzung zur Fusion mit der kodierenden Region fir
die konstante Region der Schwerkette mittels RNA Spleil3ung. Das kodierende Gen fiir die
Leichtkette wird analog gebildet, weist jedoch kein Diversitats-Gensegment D auf (Murphy,
2012).
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Abbildung 2: Entstehung der Antikdrpervielfalt; (Schwartz, 2003)

Die Schwer- und Leichtketten eines Antikérpermolekuls enthalten variable und konstante Regionen. Die variable
Region bindet ein Antigen, wobei die konstante Region den Isotyp (IgM, 1gG, IgA, IgE oder IgD) spezifiziert (hier
IgG). Die kodierende Region der variablen Region der Schwerkette wird durch die Rearrangierung individueller
Gene (Vu, D, Ju) geformt. Dieser Prozess beginnt wahrend der B-Zell Entwicklung, wenn Rekombinasen die
zuféllige Fusion eines D Segments mit einem Ju Segment initiieren und eine Endonuklease die verbleibenden
D und Ju Segmente ausschneidet. Ein &dhnlicher Mechanismus verbindet ein Vy Gen mit einer D-Jy Einheit.
Nach der D — Ju und Vi — D-J.1 Rearrangierung fligt die terminale Deoxynukleotidyl-Transferase (TdT) bis zu
sechs Nukleotide in zufélliger Weise zwischen die rearrangierten Gene. Das zusammengesetzte Vy-D-Jn Trio
wird dann mit einem DNA-Segment zusammengebracht, welches die konstante Region eines IgM Molekiils(Cy)
kodiert, um die kodierende Einheit (Vu-D-Ju-Cy) einer Schwerkette des IgM-Typs zu formen. Als nachstes bildet
die unreife B-Zelle Leichtketten des k- oder A-Typs durch zuféllige Rearrangierung von Vi und J« (oder V) und
J»), die mit einem Gensegment der konstanten Region (Ck oder CA) fusionieren. Die vorangehende Sequenz
(L) in der Immunglobulin-mRNA signalisiert den Transport des Schwer- oder Leichtkettenpolypeptides zur B-
Zell Oberfléache.

Die variable Region von Antikérpern wird weiter unterteilt in Struktur-unterstiitzende
Rahmenregionen (FWR) und Komplementaritats-determinierende Regionen (CDR), die
sich im IgHV/IgLV Gen abwechseln (FWR1-CDR1-FWR2-CDR2-FWR3-CDR3-FWR4)
(Chang und Casali, 1994). Unterschiede von Antikérpern beruhen vor allem auf der
kodierten CDR-Region des IgHV/IgLV Gens, welche die Bindungstasche fiir das Antigen
formt (Schwartz, 2003). Die Vielfalt der verschiedenen Antikérper beruht u. a. auf den vielen
Kombinationsmdglichkeiten in der Zusammenstellung von Vu, D und Ju Gensegementen
im variablen Teil der Schwerkette und von V,/V, und J«/J» Gensegmenten im variablen Teil
der Leichtkette des B-Zellrezeptors, die zusatzlich durch unprazise Fusionen gesteigert
wird. Solche V(D)J Rekombinationen sind spezifisch fir die B-Zelllinie und abhangig von

ihrem Entwicklungsstand. Nur in einer von drei Rearrangierungen bleibt ein



funktionierender Leserahmen erhalten, sodass das IgHV/IgLV Gen als produktiv oder
funktionell gilt. Die Anzahl an produktiven Rearrangierungen in differenzierenden B-
Lymphozyten im Knochenmark kann durch Rearrangierung des zweiten Allels erhoht
werden. Die funktionelle Rearrangierung und Expression von IgHV/IgLV Genen treibt die
Entwicklung von Vorlaufer B-Zellen in unreifen B-Lymphozyten im Knochenmark voran,
welche nun IgM-Rezeptoren auf ihrer Oberflache exprimieren und das Knochenmark
verlassen. Die Rezeptoreditierung bzw. zweite Rearrangierung der Leichtkette kann als
Mechanismus betrachtet werden, der die Spezifitdt selbst-reaktiver B-Zellen abwandelt
(Bassing et al., 2002). Das nachtragliche Austauschen eines V4 Segmentes in
rearrangierten IgHV Genen durch andere Vy Segmente gilt als sekundarer Mechnismus,
der die Antikorpervielfalt erhdht (Briney und Crowe, 2013). Wird das rearrangierte Vy
Segment durch ein weiter vorne liegendes Vy Segment Uber flankierende Sequenzbereiche
mit Rekombinationssignalen ersetzt, gilt dies als klassischer Mechanismus. Ob das
nachtragliche Austauschen des V4 Segmentes im Knochenmark etwa zur Zeit der
konventionellen VDJ Rearrangierung stattfindet und/oder in reiferen B-Zell Populationen ist
noch nicht abschlieRend geklart. Dieser Mechanismus kann sich bewéhrt haben, um die
Anzahl produktiver Rearrangierungen zu erhdhen, produziert allerdings mutmalflich
langere CDR3-Regionen. Ob dieser Mechanismus eine schitzende Funktion hat oder an
der Entwicklung von Autoimmunitat beteiligt ist, bleibt Spekulation. Im Schwerketten-
Repertoire von B-Zellen kann der nachtrigliche Vp-Austausch indirekt Uber spezielle
FuRabdriicke in der DNA-Sequenz nachgewiesen werden, wobei die Spezifitéat solcher
Sequenzmuster fur den Vy-Austausch noch fraglich ist (Meng et al., 2014). 55-75 % der
unreifen B-Zellen exprimieren selbst-reaktive B-Zell-Rezeptoren. Daher gibt es neben dem
ersten Kontrollpunkt im Knochenmark einen weiteren, spateren Kontrollpunkt in der
Entwicklung von B-Zellen, der selbst-reaktive B-Zellen ausselektioniert. Es wurde
beobachtet, dass Antikdrper mit verlangerter, positiv geladener CDR3-Region in Vorlaufer-
B-Zellen und unreifen B-Zellen gehauft vorkommen, wobei diese Eigenschaften, die mit
selbst- und poly-Reaktivitédt assoziiert sind, im B-Zell-Repertoir gesunder Probanden
wahrend der weiteren Entwicklung verloren gehen. Der Umstand, dass grof3e Mengen an
Autoantikérpern unter physiologischen Bedingungen vorkommen, suggeriert, dass schon
kleine Veranderungen in der Effizienz der Autoantikdrper-Regulierung die Empfanglichkeit

fur Autoimmunerkrankungen erhoht (Wardemann et al., 2003).



3.1.3 Klonale Selektion und Affinitatsreifung von IgLV & IgHV Genen in der

Keimzentrumsreaktion

Paul Ehlich postulierte, dass das Immunsystem eine Reihe an einzigartigen Rezeptoren
bereitstellt ohne Kontakt zum Antigen gehabt zu haben. Diese Entdeckung trug zum
heutigen Konzept der klonalen Selektion bei, nach welchem B-Zellen in ihrer Proliferation
begunstigt werden, deren Rezeptor eine hohe Affinitdt zum Antigen aufweist (Schwartz,
2003). Unreife B-Zellen, die das Knochenmark verlassen, kommen in Kontakt mit
Antigenen. Die Bindung von IgM an ein Antigen ist von geringer Affinitat, kann jedoch
physiologische Reaktionen ausldsen. In sekundaren lymphatischen Organen |6st diese
Bindung die schnelle Proliferation aus, die zur Formierung sogenannter Keimzentren fihrt.
Die somatische Hypermutation dient mit dem schrittweisen Einbau von
Substitutionsmutationen in funktionell rearrangierten IgHV/IgLV Genen der Affinitétsreifung
an ein Antigen und der Diversifikation. Funktionell rearrangierte IgHV Gene kénnen Uber
eine rekombinatorische Deletion einem Klassenwechsel unterzogen werden, wobei die
Exons der konstanten Region der IgM Klasse entfernt werden, sodass die IgHV Gene mit
abwarts liegenden konstanten Regionen anderer Klassen verbunden werden. Die
somatische Hypermutation lauft in zwei Phasen ab, zunachst werden C:G Paarungen
targetiert, deren resultierende A:T Paarungen in einer anschlieenden Phase substituiert
werden kénnen. Das Enzym AID katalysiert die Deaminierung von Deoxycytidin, sodass
eine Fehlpaarung aus Uracil und gegenuberliegendem Glycin entsteht. Das Spektrum der
resultierenden Nukleotidmutationen hangt ab von der Erkennung, Prozessierung und
Auslésung der U:G Fehlpaarung durch Proteine, die normalerweise eine Rolle in der DNA
Reparatur spielen. Wird die DNA repliziert, entstehen an Uracil-Positionen
Transitionsmutationen. Wird Uracil vorher durch die DNA Glycosylase der Basen-
Exzisions-Reparatur entfernt, kdnnen an der abasischen Stelle neben Transitionen
ebenfalls Transversionsmutationen entstehen. Wird die U:G Fehlpaarung erkannt, kommt
es zu einem Reparaturmechanismus bei welchem Substitutionen an voriibergehenden A: T
Transitionen entsehen (Di Noia und Neuberger, 2007). Unproduktive IgHV/IGLV
Rearrangierungen einer Zelle mit exprimiertem funktionellen B-Zellrezeptor unterlaufen
gleichermallen die somatische Hypermutation, allerdings separat von der klonalen
Selektion in Form der Affinitatsreifung an einem Antigen. Punktmutationen ausgehend von
einer definierten Base geschehen bevorzugt in der Umgebung bestimmter Nukleotide, die
sich im Vergleich zum Keimbahngen in der tatsachlichen Sequenz herausgebildet haben.
Fur Mutationen, ausgehend von ,G* oder ,C*, wurden die entsprechenden Hotspotmotive
RGYW und WRCY beschrieben mit R=A/G, Y=C/T, H=T/C/A D=A/G/T entsprechen der
IUPAC Nomenklatur. Obwohl auch die Hotspotmotive WA und TW fir die mutierten Basen

LA oder , T umkehrbar erscheinen, werden in der somatischen Hypermutation haufiger ,A"



Nukleotide mutiert als ,T“ Nukleotide. Moéglicherweise laufen Mutationen von ,A“ oder ,T*
nach einem ahnlichen Prinzip ab, aber nicht gleichzeitig auf beiden DNA-Strangen.
Mutationen von ,G* oder ,C* weisen in den meisten Studien keine Abweichungen in der
Anzahl auf (Spencer und Dunn-Walters, 2005).

3.1.4 B-Zell Differenzierungsfaktoren (Blimp1, IL-21), IL-21 Rezeptor und IL-17A

Der B-Zell Differenzierungsfaktor IL-21 bewirkt eine erhéhte Antikdrperproduktion humaner
B-Zellen, die unabhangig von einer Proliferation, eines Klassenwechsels oder einer
Plasmazelldifferenzierung ist. Dabei bewirkt IL-21 Uber seinen Rezeptor die
Phophorylierung von STAT3 und moduliert den TLR-MyD88-STAT3 Signalweg (Liu et al.,
2013). Die molekulare Basis einer IL-21 abhéangigen Induktion von Blimpl wurde
identifiziert. Ein IL-21 bindendes Element liegt 3' vom Blimpl kodierenden PRDM1 Gen,
dessen Aktivitat von STAT3 und IRF4 Bindung abhéngig ist. Interessanterweise sind auch
andere IL-21 regulierte Gene von der funktionellen Zusammenarbeit der
Transkriptionsfaktoren STAT3 und IRF4 abhangig (Kwon et al., 2009).

Fast alle Neutrophilen scheinen IL-21R zu exprimieren, jedoch weniger als Lymphozyten
(Takeda et al., 2014). Auch Neutrophile selbst kdnnen IL-21 exprimieren (Tecchio et al.,
2014). IL-21 stimulierte Neutrophile zeigen eine gesteigerte phagozytotische Aktivitat und
erhéhte Ausschittung reaktiver Sauerstoffspezies. Die IL-21 vermittelten Signalwege in
Neutrophilen scheinen sich von jenen in Lymphozyten zu unterscheiden, da es in
Neutrophilen nicht zur IL-21 abhéngigen Phosphorylierung von STAT3 kommt (Takeda et
al., 2014). Plasmazellen aus sekundaren lymphatischen Organen exprimieren signifikant
mehr IL-21R als Plasmazellen des Knochenmarks. IL-21 verstarkt in Plasmazellen aus
sekundaren lymphatischen Organen die Ig Produktion, die durch die Anwesenheit von Tgx
Zellen mit ihrer autokrinen/parakrinen IL-21 Sekretion weiter ausgebaut wird (Rodriguez-
Bayona et al., 2012). Im Mausmodell konnte gezeigt werden, dass IL-21, moglicherweise
in Abhangigkeit des Signalzusammenhangs, unterschiedliche Effekte in B-Zellen auslost.
In B Zellen bewirkt nur die gleichzeitige Stimulation von IL-21 mit anti-CD40 und anti-lgM
eine starke Proliferation, die zusatzliche Stimulation mit LPS fiihrt jedoch zur Apoptose. Die
proapoptotische Wirkung von IL-21 auf B-Zellen kénnte fur die Entfernung unbeteiligter B-
Zellen in einer spezifischen Immunantwort von Vorteil sein. Der Klassenwechsel von B-
Zellen in Keimzentren koénnte auf der IL-21 abhangigen Induktion des B-Zell
Differenzierungsfaktors Bcl-6 basieren (Ozaki et al., 2004). IL-21 kann unabhangig von IL-
6 zusammen mit TGF-B die Differenzierung naiver T Zellen in proinflammatorische Ty 17
Zellen bewirken. Dabei kommt es zur Induktion von ROR-yt und IL-17 sowie zur
Supprimierung von Foxp3. Der grofdte Produzent von IL-21 unter den CD4* T-Zellen sind

die Ty 17 Zellen, die somit Uber IL-21 einen amplifikatorischen Anteil in der Ty 17



Differenzierung haben. IL-21R defiziente T Zellen konnten keine Ty 17 Antwort generieren
(Korn et al., 2007). IL17A wird charakteristischerweise von proinflammatorischen Ty 17
Zellen produziert (Murphy, 2012). Obwohl Blimpl lange Zeit als ein nétiger Faktor in der
Generierung langlebiger Plasmazellen galt, dessen Targetierung sich in
Autoimmunkrankheiten anbieten wirde (Martins und Calame, 2008), wurde mittels
selektiver Knock-out Experimente dargestellt, dass Blimpl vor allem Prozesse der
Antikorpersekretion reguliert. In generierten Plasmazellen wird dessen Erhalt durch IRF4,
unabhangig von Blimpl, reguliert. Blimpl ist ein zentraler Transkriptionsfaktor in der
ungefalteten Protein-Antwort (UPR) in Plasmazellen (Tellier et al.,, 2016). Blimpl ist
mutmallich in der Differenzierung und Funktionsweise T regulatorischer Zellen beteiligt.
Mause mit Blimp1 defizienten T-Zellen starben innerhalb weniger Monate an entziindlichen
Erkrankungen. Dabei scheint Blimpl fir die Homdostase von T-Zellen wichtig zu sein, da
es sowohl die Proliferation naiver T-Zellen beglnstigt als auch die Apoptose Antigen-

erfahrener T Effektorzellen (Martins und Calame, 2008).
3.1.5 Autoantikorper bei Autoimmunitéat

Physiologisch geschieht die Eliminierung von hoch-affinen, selbst-reaktiven T- und B-
Lymphozyten mittels negativer Selektion oder funktioneller Inaktivierung (Anergie)
entsprechend im Thymus und Knochenmark (Elkon und Casali, 2008). Dies gilt als zentraler
Toleranzmechanismus. In der Mikroumgebung des Knochenmarks, in der unreife B-Zellen
entstehen, sind die Antigene fast alle selbst-reaktiv. Die Bindung solcher Antigene an B-
Zell-Rezeptoren unreifer Lymphozyten bewirkt Prozesse zur Reduzierung der
Selbstreaktivitdt. Ein neuer Aspekt der zentralen Tolleranz ist die Rezeptor-Editierung,
welche die anhaltende Rekombination von Immunglobulin-Genen zulasst, um die Spezifitat
autoreaktiver B-Zell-Rezeptoren abzuwandeln. Die Kontrolle der zentralen Tolleranz ist bei
der Rezeptor-Editierung lickenhaft (Nemazee, 2017). Der periphere
Tolleranzmechanismus beruht auf dem angeborenen Immunsystem und reguliert die
Unterscheidung zwischen selbst und fremd von Lymphozyten, die die zentralen
lymphatischen Organe verlassen haben. In Abwesenheit einer Entziindung wird von
Anigen-prasentierenden Zellen keine Aktivierung der adapativen Immunantwort signalisiert,
sodass eine selbst-reaktive naive B-Zelle zur Entwicklung regulatorischer Lymphozyten

fuhren kann, die die Entwicklung von Effektormechanismen unterdriickt (Murphy, 2012).

Bei Autoimmunerkrankungen liegen eklatant abweichende Bedingungen vor, die sich von
natirlichen Immunmechanismen stark unterscheiden. Mit diesem Dogma hat sich die
Erforschung der Pathogenese von Autoimmunerkrankungen beschéftigt. Eine
Fehlregulation der natlrlichen Homdéostase (Abb. 3) scheint plausibler als der Beginn einer

bisher abwesenden Selbstreaktivitit. Das Gleichgewicht der Immunantwort gegen



korperfremde und korpereigene Antigene kann durch eine abnormale Antigenstimulation

gestort werden (Jennette und Falk, 2010).
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Abbildung 3: Eine Gleichgewicht zwischen T-Zellen, B-Zellen und Antikdrpern, die eine autoreaktive
und/oder korperfremde Reaktivitat aufweisen, ist an der normalen Immun-HomoOostase beteiligt
(Jennette und Falk, 2010).

Ein gestdrtes Gleichgewicht der Immunantwort fiihrt zur Erkankung. Dabei resultiert eine zu niedrige

Immunantwort gegen fremde Pathogene in einer Immunschwécheerkrankung. Eine héhere Immunantwort
gegen korperfremde Antigene als nutzlich ist, fuhrt zu Allergie oder Hypersensitivitats-Erkrankung.
Autoimmunerkrankungen entstehen bei einer hdheren Immunantwort gegen kérpereigene Antigene als niitzlich
ist.

Autoantikorper erkennen korpereigene Antigene, die in allen Zelltypen vorkommen oder die
hochspezifisch fur einen Zelltyp eines bestimmten Organs sind. Die Anwesenheit Organ-
spezifischer Autoantikérper bei Organ-spezifischen Autoimmunerkrankungen impliziert,
dass Autoantikorper von der Entziindung des Organs gefordert werden. In systemischen
Autoimmunerkrankungen ist die Herkunft der Autoantikbrper weniger klar. Hoch-affine,
somatisch hypermutierte IgG-Autoantikdrper sind charakteristisch far
Autoimmunerkrankungen und spiegeln einen pathologischen Prozess wieder, da sie in
systemischen Autoimmunerkrankungen haufig Gewebsschaden verursachen. Dies
geschient Uber die Aktivierung von Effektormechanismen Uber den Fc-Teil der
Autoantikérper. Nach Aufnahme von Immunkomplexen in Zellen kann tber die Aktivierung
von Rezeptoren des angeborenen Immunsystems (TLR) die Ausschittung

inflammatorischer Zytokine bewirkt weden (Elkon und Casali, 2008). Die chronisch-



entziindliche Natur einer Autoimmun-Antwort und eine hohe Antigen-Spezifitat,
nachweisbar mit Affinitats-gereiften Antikdrpern, suggerieren die Produktion von
Autoantikérpern durch langlebige Plasmazellen. Autoimmunitat follikularen Ursprungs kann
nach der Entwicklung von Gedachnis B-Zellen und langlebiger Plasmazellen im Gewebe
bislang nur unzureichend therapiert werden. Langlebige Plasmazellen sind resistent gegen
Glucokortikoide, Immunsuppressiva und B-Zell depletierende Therapien (Hiepe etal., 2011;
Vinuesa et al., 2009). Die Eliminierung Autoantigen-spezifischer langlebiger Plasmazellen
stellt bei Autoimmunerkrankungen einen therapeutischen Ansatz dar (Radbruch et al.,
2006). Werden in Abwesenheit einer adaptiven Immunantwort IgM Antikorper produziert,
z&hlen sie zu den natirlichen Antikdrpern (nAK) (Murphy, 2012). Die Entstehung von nAK
wird in Analogie zu Molektlen der angeborenen Immunantwort als natirlich betrachtet. Im
Gegensatz zu klassischen Antigen-spezifischen Antikérpern, binden nAK mehrere
Antigene. Dabei ist die Polyreaktivitdt weder unspezifisch noch beruht sie auf Klebrigkeit,
da jeder monoklonale, natirliche Antikdrper ein bestimmtes Bindungsprofil aufweist und
strukturell &hnliche Antigene unterscheiden kann (Mannoor et al.,, 2013). Polyreaktive
Antikoérper sind ein Hauptbestandteil der natirlichen Antikdrper im peripheren Blut
Gesunder, kommen dort jedoch hauptsachlich in gebundener Form an endogene Antigene
vor. In rheumatologischen Autoimmunerkrankungen ist der prozentuale Anteil polyreaktiver
Antigen-bindender B-Zellen im Vergleich zu Gesunden unverandert oder leicht erniedrigt
(Chen et al., 1998). Die Mehrheit der nAK erkennen verschiedene Strukturell-unabh&ngige
(Auto-)Antigene intra- oder extrazellularer Art. Alle Isotypen von Antikdrpern kénnen als
natlrliche Autoantikérper vorkommen. Monoklonale Antikorper des IgM Isotyps haben
meist nur wenige Mutationen erfahren und werden maRgeblich von Keimbahngenen
kodiert. Dabei ist die CDR3-Region im IgHV Gen verlangert und meist positiv geladen
(Avrameas, 2016). Ob nAK an der Entwicklung einer T-Zell abh&ngigen Differenzierung von
Gedachtnis-Zellen beteiligt sind, ist noch unklar. Moglicherweise gibt es einen Kontrollpunkt
im Keimzentrum, der die Entwicklung von nAK in Affinitats-gereifte IgG-Autoantikdrper bei
Gesunden verhindert. Dabei kdnnte die nachtragliche Rezeptor-Editierung der Schwerkette
ein wichtiger Mechanismus sein. Es gibt starke Hinweise, dass nAK mit immun-
regulatorischen und protektiven Funktionen selbst-reaktiv sind. Die Bindung und
Beseitigung apoptotischer Zellen kann eine allgemeine Eigenschaft protektiver nAK sein,
die Autoimmunitat unterdrickt. In einigen Fallen kdnnen nAK des IgM-Typs die Produktion
von IgG-Autoantikérpern Uber ihre anti-idiotypische Aktivitat verhindern (Mannoor et al.,
2013). Immunglobuline desselben Idiotyps erkennen dieselben Epitope, weisen jedoch
unterschiedlich rearrangierte Immunglobulin-Gene auf (Murphy, 2012). Die Antigen-
bindenden Regionen von Antikérpern, die sich gegenseitig erkennen, werden als Idiotyp

und anti-ldiotyp bezeichnet. Bei der Therapie von Autoimmunerkrankungen mit B-Zell-



depletierenden Medikamenten sollte ein regulatorisches Netzwerk mit Interaktionen von
nAK und pathogenen Antikérpern bedacht werden. Da viele Pathogene Antigene
exprimieren, die kdrpereigenen Strukturen &hneln, kdnnen nAK gegen solche Strukuren,
das Vordringen von Pathogenen in humane Zellen und Gewebe einschranken (Jennette
und Falk, 2010). Die Selektion unmutierter natirlicher Autoantikdrper kann zum Auftreten
pathogener Autoantikdrper fihren (Elkon und Casali, 2008). Dabei werden Mechanismen
zur Diversifikation wie Affinitatsreifung und sekundare Rearrangierungen in der IgHV/IgLV
Gen-Region bendtigt (Briney und Crowe, 2013).

Fur genetische Analysen von IgLV & IgHV Genen kann die Technologie des "next
generation sequencing" angewendet werden. Dabei kénnen Proben im Vergleich zur
Sanger-Sequenzierung schneller, mit héherem Durchsatz und groRBerer Genauigkeit
sequenziert werden (Metzker, 2005). Die daraus resulitierende hdéhere Sequenzierungstiefe
bedeutet die akkurate Erfassung von gering konzentrierten Sequenzen (Bentley et al.,
2009). Um den Vergleich von Immunglobulin-Genen beider Sequenzierungstechnologien

zu erleichtern, kdnnen statistische Methoden (Punkt5.3.1.2 und 5.3.1.4) verwendet werden.
3.1.6 Werkzeuge zur genetischen Analyse von Immunglobulin-Genen

Um Immunglobuline zu identifizieren, gibt es verschiedene bioinformatische Methoden wie
IMGT/V-Quest, Ig-Blast, MIGEC und MIXR (Bolotin et al., 2015; Li et al., 2013; Shugay et
al., 2014; Ye et al., 2013). Sie unterscheiden sich in der Ergebnisausgabe von der alleinigen
CDR3-ldentifikation bei MIGEC (Shugay et al., 2014) bis zu umfassenderen Informationen
bei IMGT/V-QUEST und MIXR wie der Zuordnung von Keimbahngene, FWR- und CDR-
Regionen sowie dem Ausmald an somatischen Hypermutationen (Bolotin et al., 2015; Li et
al.,, 2013). Eine standardisierte Analyse des Immunglobulin-Gen Repertoires fehlt noch
immer, IMGT gilt derzeit als Datenbank der Wahl (Greiff et al., 2015). Fir die spezielle
Auswertung gibt es weitere bioinformatische Werkzeuge. Viele funktionelle Interaktionen
zwischen Genen und Proteinen, die an immunologischen Prozessen und Krankheiten
beteiligt sind, sind noch unbekannt. Um solche Mechanismen aufzuklaren wurde ImmuNet
entwickelt (Gorenshteyn et al., 2015). Zur quantitativen Vorhersage eines Immunglobulin-

Repertoires wurde ein System-immunologisches Werkzeug entwickelt (Greiff et al., 2017).
3.1.6.1 IMGT/V-Quest

IMGT, das internationale ImMunoGeneTics Informationssystem wurde 1989 von M. P.
Lefranc im franzdsischen Montpellier gegrindet und gilt als Referenzdatenbank fiir
Immunogenetik und Immunoinformatik. Es dient dazu komplexe immunogenetische Daten
nach definierten Regeln zu standardisieren und zu verwalten. IMGT stellt unter andem flr

Immunglobulingene interaktive online-Werkzeuge, Datenbanken und Referenzquellen zur



Verfugung (Lefranc, 2011). Mit dem online-Werkzeug IMGT/V-Quest kdnnen rearrangierte
V, D und J Gensegmente identifiziert werden und Mutationen beschrieben werden (Brochet
et al., 2008). IMGT/HighV-QUEST ist eine Hochdurchsatz-Variante von IMGT/V-QUEST,
die Gruppen von bis zu 500.000 Sequenzen analysieren kann (Alamyar et al., 2012;
Giudicelli et al.,, 2015). Die einheitliche Bezifferung, das sogenannte "IMGT unique
numbering”, gilt als grof3er Durchbruch in der Immunogenetik und Systembiologie, da 1997
erstmals ein Zusammenhang zwischen der Nukleotid-abgeleiteten Aminosauresequenz
und der rdumlichen Struktur der variablen Region hergestellt werden konnte. Dabei wurden
hochkonservierte Strukturen mit Kenntnissen aus dem Vergleich von Uber 5.000
Sequenzen, aus der Literatur Uber die FWR und CDR-Regionen, aus Strukturdaten und der
Charakterisierung hypervariabler Loops in der CDR verflochten. Die standardisierte
Abgrenzung von CDR und FWR wurde nach der langsten CDR1 und CDR2 Region der
Keimbahngene definiert und fur die CDR3 Region nach statistischen Analysen der
Rearrangierung definiert. Fehlende Positionen einer individuellen Sequenz werden mit
Punkten markiert, damit die Sequenzen nach der einheitlichen Bezifferung vergleichbar
werden. Diese Kenntnisse zum IMGT unique numbering wurden von Lefranc in einem
Zeitraum von 1997 bis 2003 verotffentlicht. Eine global anerkannte standardisierte
Klassifikation und Nomenklatur wurde fur die Gruppe, die Subgruppe, das Gen und das
Allel eines Immunglobulingens entwickelt. Da V(D)J Segmente von Leichtkette des k- oder
A-Typs und Schwerketten unterschieden werden missen, besteht die Gruppe der
Immunglobuline der Spezies Homo Sapiens aus 10 Unterkonzepten (IgHV, IgHD, IgHJ,
IgHC, IgkV, Igkd, IgkC, IgAV, IgAJ, IgAC). In der Subgruppe werden Gene einer Gruppe
zusammengefasst, die auf Nukleotidebene zu mehr als 75 % Ubereinstimmen, was
ebenfalls auf die Keimbahngenkonfiguration jenes Rearrangements zutreffen muss. Das
Allel ist ein Klassifikationskonzept, um polymorphe Varianten eines Gens zu beschreiben
und wird mit einem * in der IMGT-Nomenklatur versehen. Um die Kompatibilitdt zu
erleichtern, arbeitet IMGT mit verschiedenen, anderen Datenbanken wie HGNC oder NCBI
Gene zusammen (Lefranc, 2011).

Der IgHV Lokus auf Chromosom14q32.33 weist eine L&nge von 1250 kb auf. Es gibt 7 IgHV
Hauptgruppen. Auf Chromosom 15 und 16 gibt es 35 separate IgHV Gene, die jedoch auf
Grund ihrer Lokalisation nicht zur Synthetisierung von Immunglobulinen beitragen kénnen
(Lefranc, 2001a). Der IgkV Lokus befindet sich auf Chromosom 2p11.2, wobei separate
lgkV Gene auf Chromosom 1, 2, 15 und 22 liegen (Lefranc, 2001b). Der IgAV Lokus befindet
sich auf Chromosom 229g11.2 und umfasst 1050 kb, wobei separate IgA\V Gene auf
Chromosom 8 und 22 liegen (Lefranc, 2001c).



3.2 ANCA-assoziierte Vaskulitiden, insbesondere Granulomatose mit Polyangiitis
(GPA)

3.2.1 Epidemiologische, klinische und diagnostische Charakteristika der GPA

Die Granulomatose mit Polyangiitis (GPA) zahlt zu den ANCA assoziierten Vaskulitiden
innerhalb der KleingefaRvaskulitiden (Jennette et al., 2013). ANCA assoziierte Vaskulitiden
sind Autoimmunerkrankungen und werden basierend auf klinischen und pathologischen
Merkmalen in drei verschiedene Krankheiten eingeteilt: die Granulomatose mit Polyangiitis
(GPA), die Mikroskopische Polyangiitis (MPA) und die Eosinophilen Granulomatose mit
Polyangiitis (EGPA) (Lamprecht et al., 2018). ANCA assoziierte Vaskulitiden werden durch
die nekrotisierende Entziindung kleiner und mittelgro3er Gefal3e und die Anwesenheit von
ANCAs charakterisiert (Cornec et al., 2016). Ohne Behandlung enden ANCA assoziierte
Kleingefallvaskulitiden durchschnittlich nach fiinf Monaten letal, meist in Folge eines
Nieren- oder Lungenversagens (Berden et al., 2012). Die EGPA unterscheidet sich von der
GPA besonders durch die Hypereosinophilie (>10 %) und der Assoziation mit Asthma, bei
der MPA kommen keine extravaskularen Granulome vor (Jennette et al., 2014).
Grundsétzliche Definitionen von Krankheits- und Aktivitatsstadien bei Vaskulitiden wurden
auf der internationalen Chapel Hill Consensus Konferenz anhand der Einschétzung von
Experten festgelegt und werden im Folgenden zusammengefasst (Hellmich et al., 2007).
Danach kann die Erkrankung in einem lokalen Stadium, einem friih-systemischen, einem
gereneralisierten und einem schweren renalen Stadium auftreten. In der sog. Remission
fehlt jegliche Krankheitsaktivitat. Eine refraktare Vaskulitis wird dadurch klassifiziert, dass
nach dem Standardverfahren kein Ansprechen auf die Induktionstherapie in Form einer
Remission erzielt werden konnte. Ein Rezidiv wird definiert als das Wiederauftreten neuer
Krankheitsaktivitdt. Die Krankheitsaktivitat wird mit dem Birmingham Vasculitis Activity
Score (BVAS), entwickelt von (Lugmani et al., 1994), entsprechend des diagnostizierten
Grades an Entziindung unabhéngig einer Infektion der betroffenen Organe bewertet. Das
C reaktive Protein der akuten Phase ist nicht spezifisch fur die Erkrankung, stellt aber einen
sensitiven Marker der Krankheitsaktivitat dar. Der Organschaden in Form nicht-
therapierbarer Narben, der in Folge der Vaskulitis und ihrer Therapie entstanden ist, wird
mit dem Vasculitis Damage Index (VDI), entwickelt von (Exley et al., 1997), klassifiziert. Auf
der internationalen Chapel Hill Consensus Konferenz 2012 wurden die Nomenklatur von
Vaskulitiden entsprechend der Kombination an Eigenschaften, welche verschiedene

Formen separieren und definieren kann, Gberarbeitet (Jennette et al., 2013).

Bei der GPA handelt es sich um eine nekrotisierende granulomatdse Entzindung, die
normalerweise den oberen und unteren Respirationstrakt betrifft und eine nekrotisierende

Vaskulitis, die hauptséachlich kleine und mittelgrol3e GefalRe betrifft. Gewdhnlich kommt es



zur nekrotisierenden Gromerulonephritis. Eine okulare Vaskulitis und pulmonale Capillaritis
mit Hamorraghien sind haufig. Patienten ohne nachweisbare systemische Vaskulitis sollten
besonders bei Anwesenheit eines ANCA als GPA klassifiziert werden, wenn identische
pathologische Veradnderungen im Respirationstrakt zu GPA-Patienten mit einer
Respirationstrakt-Beteiligung vorliegen (Jennette et al., 2013).

Die Befundung entziindlicher Biopsien zeigt bei der GPA klassischerweise eine
histopathologische Trias aus einer granulomatdsen extravaskularen Entziindung mit
landkartenartigen Nekrosen und einer teils nekrotisierenden KleingefalRvaskulitis (Holl-
Ulrich, 2009). Zudem kdnnen im inflammatorischen Infiltrat Zeichen einer ektopisch-
lymphatischen Gewebsneubildung in Form dendritischer Zellen, Clustern aus B- und T-
Zellen und hoch-endothelialer Venolen gefunden werden (Mdller et al., 2013).

Aus epidemiologischer Sicht zahlt die GPA zu den seltenen Krankheitsbildern. Betrachtet
man eine Population aus einer Million Menschen, so liegt die jahrliche Inzidenz bei 2-12
Neuerkrankungen und die Pravalenz bei 23-160 Erkrankten. Des Weiteren wurde
beschrieben, dass die GPA bei Mannern und Frauen gleichermal3en gehauft in der 5.
Lebensdekade ausbricht und zu 93 — 98 % auf die Population hellh&utiger Caucasier und
Hispanoamerikaner beschrankt ist (Pagnoux, 2016).

Zur spezifischen Labordiagnostik der ANCA-assoziierten Vaskulitiden (AAV) dient die
Messung des ANCA (antineutrophile zytoplasmatische Autoantikdrper) mittels ELISA bzw.
mit Hilfe der indirekten Immunfluoreszenz von Ethanol-fixierten Granulozyten mit
Patientenserum (Pagnoux, 2016). Derzeit wird die Verwendung hoch-entwickelter
Immunotests fur die Diagnose einer ANCA-assoziierten Vaskulitis wegen der besseren
Sensitivitdt und Spezifitat favorisiert (Bossuyt et al., 2017).

Als Therapie wird fur die Remissionsinduktion bei frihsytsemischen Formen der AAV
Methotrexat empfohlen, bei schweren generalisierten Formen sollten starkere
Immunsuppressiva wie Cyclophosphamid eingesetzt werden (Hellmich et al., 2007).
Rituximab, ein chimerer, monoklonaler anti-CD20 Antikdrper, ist ein neueres Medikament
und wird nach Abwagung von Begleiterkrankungen, Schwangerschaftsplanen und Kosten
bei schweren Formen der GPA eingesetzt oder bei refraktdren Verlaufen unter
Cyclophosphamid-Therapie. In  Kombination mit Immunsuppressiva  werden
immunmodulatorisch  bzw. anti-entziindlich wirkende Glucocorticoide/Steroide wie
Prednisolon oder antibiotisch wirkende Medikamente wie Cotrimoxazol bei der GPA

eingesetzt (Pagnoux, 2016).



3.2.2 Struktur und Funktion von ANCA

Bei Caucasiern ist der PR3-ANCA hoch-spezifisch fur die GPA, der MPO-ANCA hingegen
wird in 60 — 70 % der MPA-Patienten nachgewiesen und in 10 — 50 % der EGPA-Patienten
(Lamprecht et al., 2009). Bei einigen Patienten mit GPA findet sich ein MPO-ANCA und des
gleichen lasst sich bei einigen Patienten mit MPA ein PR3-ANCA nachweisen (Csernok et
al., 2006). Neben linearen Epitopen (Peen und Williams, 2000) erkennen PR3-ANCA vor
allem konformationelle Epitope (Kuhl et al., 2010), da die Denaturierung der PR3 zur
Reduzierung der Erkennung durch entsprechende Autoantikdrper fuhrt (Chang et al.,
1995). Zudem wurden diskontinuierliche Oberflachenregionen auf der PR3 identifiziert (Abb
4), die nicht von linearen Peptiden nachgeahmt werden kénnen, und als Epitope einiger
bekannter monoklonaler PR3-Antikdrper (Abb. 6) fungieren (Kuhl et al., 2010).

Vorderseite Ruckseite

EPITOPE 4
MCPR3-2, WGM3

4A5, WGM2

EPITOPE 1
CLB12.8, 6A6

Vorderseite Riickseite

Abbildung 4: Drei nicht-iberlappende Epitope der humanen PR3 (1, 3, 4), die durch verschiedene
monoklonale Antikérper markiert werden (Kuhl et al., 2010).

Elektrostatisches Potential der Oberflache (rot = negativ, blau = positiv) in Bode’s Standardorientierung
generiert mit DeepView; Epitopnummerierung entspricht der Gruppierung von Antikérpern tberlappender
Spezifitéat (van der Geld et al., 1999; Kuhl et al., 2010).

Die Bindung spezifischer, monoklonaler Antikdrper an PR3 kann auf elektrostatischen
Kraften basieren, da PR3 stark positiv geladen ist und die CDR3 Region von monoklonalen
anti-PR3 Ig negativ geladene Aminoséuren aufweist (Peen und Williams, 2000). In Seren
von PR3-ANCA* Patienten wurde eine Korrelation zwischen der Erkennung der Pro-PR3
und der Krankheitsaktivitat gefunden (Russell et al., 2001).

Funktionelle Aspekte von PR3-ANCA im Zusammenhang mit der Krankheitsaktivitat
wurden an Ig aus Seren von 43 GPA Patienten in aktiver Form oder Remission analysiert,
wobei die Aktivitat der PR3 unter Anwesenheit von Substrat nach Prainkubation mit Ig aus
GPA Patienten oder Gesunden gemessen wurde. Dabei konnte ein Dosis-abhangiger
Effekt von PR3-ANCA positiven Ig auf die Inhibition der PR3-Aktivitat beobachtet werden.



Interessanterweise war die Anzahl an PR3-ANCA Units fir die halb-maximale Inhibition der
PR3-Aktivitat hoher in aktiven Patienten und niedriger wahrend einer Remission, wobei die
bendtigte Menge an Probanden-lg fiir die halb-maximale Inhibition in aktiven Patienten
niedriger war. Daher haben Patienten in Remission durchaus PR3-ANCA, die relativ
gesehen eine starkere Inhibition der PR3 verursachen bzw. einen relativ héheren Anteil an
PR3-ANCA aufweisen, welche ein Enzym-inhibierendes Epitop erkennen. Im
Umkehrschluld weisen aktive Patienten gréfiere Mengen an PR3-ANCA auf, wovon die
meisten nicht Enzym-inhibierenden Epitope erkennen missten. Des Weiteren wurde
untersucht inwiefern eine Prainkubation von Probanden Ig mit PR3 die Komplexierung mit
ihrem natdrlichen Inhibitor a1-Antitrypsin beeinflusst. IgG von GPA Patienten beeinflussten
diese Komplexierung signifikant starker als bei IgG von Gesunden, wobei die Anzahl an
PR3-ANCA Units fur eine halbmaximale Inhibition der Komplexierung zwischen aktiven
Patienten und Patienten wahrend einer Remissionsphase gleich war (van der Geld et al.,
2002). Dies suggeriert die Reaktivitat von PR3-ANCA mit Epitopen in der Néhe des aktiven
Zentrums der PR3 (van der Geld et al., 2004). Dabei haben PR3-ANCA, die nur in der Nahe
des aktiven Zentrums binden ohne die Aktivitét zu inhibieren, ein sehr hohes pathogenes
Potential, da sie nicht von dem natlrlichen Inhibitor a1-Antitrypsin abgestriffen werden
kénnen (Kuhl et al., 2010). Die Klassifikation von Patienten nach ihrer ANCA-Spezifitat
kénnte klinisch-nitzliche Information schneller bereitstellen als klinische Untersuchungen
allein und ist daher in neue Diagnostikkriterien eingearbeitet worden (Bossuyt et al., 2017,
Cornec et al., 2016).

3.2.2.1 Proteinase 3 als Autoantigen bei der GPA

Proteinase 3 (PR3) ist eine Serinprotease und wurde 1978 in der azurophilen Granula von
humanen Neutrophilen entdeckt (Baggiolini et al., 1978). Des Weiteren findet sich die PR3
in der spezifischen Granula (den sekretorischen Vesikeln) und ist auf der Plasmamembran
von Neutrophilen lokalisiert (Witko-Sarsat et al., 1999), wobei die schnelle Ausschuttung
und Prasenz von PR3 ohne Inhibition der Proteaseaktivitat gewebsschadigend ist (van der
Geld et al., 2001). Die PR3 wird zunachst als inaktives Preproenzym exprimiert, wobei die
N-terminale Abspaltung des Pro-Peptids (zweier Aminosauren) den eigentlichen
Konformationswechsel in die aktive Form bewirkt (Rao et al., 1996), die von PR3-ANCA
erkannt wird (Specks et al., 1996). Die C-terminale Abspaltung eines Peptides von acht
Aminosauren hat wenig Einflu? auf die Konformation bzw. die Erkennung konformationeller
Epitope der PR3 durch PR3-ANCA (Capizzi et al., 2003). Die PR3 kann in sekretorischer,
zytosolischer oder Membran-gebundener Form vorkommen, siehe Abbildung 5 (Korkmaz
et al., 2016).



BOX 1 Pathogene Rolle von PR3
+ Sezernierte PR3
Partizipiert in der Gewebsdegeneration
Fordert Entziindung
+ Zytosoische PR3
Erhoht Apoptose in Neutrophilen
Induziert Apoptose in Endothel-Zellen
* Membran-gebundene PR3
Erhoht ANCA-induzierte proinflammatorische Antwort vorbereiteter Neutrophiler
Erhoht proinflammatorische Antwort von apoptotischen Neutrophilen

Abbildung 5: Pathogene Rolle der PR3 (Korkmaz et al., 2016)

Neben der PR3 ist die MPO ein weiteres Autoantigen bei den ANCA assoziierten
Vaskulitiden, deren Unterschiede zur PR3 im Hinblick auf die Erkennung durch

Autoantikorper in Abbildung 6 zusammengefasst wird (Cornec et al., 2016).
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Abbildung 6: Unterschiede zwischen der PR3 und der MPO und den entsprechenden ANCAs (Cornec et
al., 2016)

Anti-Neutrophile-zytoplasmatische-Antikérper (ANCA) erkennen in ANCA-assoziierten Vaskulitiden die zwei
Haupt-Autoantigene Proteinase 3 (PR3) und Myeloperoxidase (MPO). Die PR3 is ein sehr viel kleineres
Glycoprotein als die MPO. Die PR3-Expression ist variabel auf der Zelloberflache ruhender Neutrophiler und
wird im Zuge der Apoptose von Neutrophilen auffallend erhéht, sodass die PR3 zugénglich fir PR3-ANCA wird.
Die MPO wird von Neutrophilen im Zuge der Degranulation freigesetzt, woraufhin die MPO an die Oberflache
benachbarter Neutrophiler bindet und zugéanglich fir MPO-ANCA wird.



3.2.2.2 Weitere Autoantikdrper bei der GPA

In AAV wie GPA erkennen ANCA und andere Autoantikdrper neben MPO- und PR3 weitere

Antigene, siehe Tabelle 1 (Lamprecht et al., 2018).

Tabelle 1: Zusammenfassung von Studien zur Assoziation von ANCA und anderen Autoanikdrpern mit
AAV wie GPA; bearbeitet aus (Lamprecht et al., 2018).

ANCA Spezifitaten

| gefunden bei:

| Referenzen

PR3, LAMP2, Pentraxin-3, Lactoferrin

IgG PR3- lineare und GPA, gesunde (Brouwer et al., 1991,
ANCA (IgG1l, | konformationelle Probanden Cui et al., 2010;
1gG3, 1gG4) PR3 Epitope Mulder et al., 1995;
PriBmann et al.,
2014)
IgA PR3- unbekannte(s) GPA, gesunder Proband | (Kelley et al., 2011)
ANCA Epitop(e)
IgM PR3- unbekannte(s) GPA, MPA, gesunder (Finnern et al., 1995)
ANCA Epitop(e) Proband
IgG 97mer des PR3-ANCA Krankheit (Bautz et al., 2008;
komplementéar | gegensatzlichen Pendergraft et al.,
zu PR3- DNA Stranges der 2004; Tadema et al.,
ANCA PR3 (Homologie zu 2011)
mikrobiellen
Peptiden)
hLAMP2- 9mer Peptid, (100% | AAV (enthalt ANCA- (Kain et al., 2012;
ANCA homolog zu negative AAV) Peschel et al., 2014;
bakteriellem FimH) Roth et al., 2012)
Pentraxin-3- unbekannte(s) MPA, GPA, EGPA, (Simon et al., 2016)
ANCA Epitop(e) ANCA-negative AAV

andere Autoantigene

19G

anti- nicht komplett AAV (Bautz et al., 2008;
plasminogen | definiert, Berden et al., 2010)
IgG, anti- konformationelle

tissue Epitope sind

plasminogen | wahrschienlich

activator IgG

anti-TMEMS9Db, | unbekannte GPA (Thurner et al., 2011)
anti- Epitope

tetraspanin 7

anti- unbekannte(s) Autoimmunerkrankungen | (Thurner et al., 2012)
progranulin Epitop(e) (enthalt AAV)




3.2.3 B Zell Autoimmunantwort in der Pathogenese bei der GPA

Die Schlisselrolle in ANCA assoziierten Vaskulitiden wie GPA wird aktuell den Gedéachtnis
B-Zellen zugesprochen (Schrezenmeier et al., 2018). In ANCA assoziierten Vaskulitiden
wie GPA wurde eine verringerte Anzahl an Ged&chtnis B-Zellen im Blut bei aktiven
Patienten festgestellt (Lepse et al., 2014), mdglicherweise in Folge ihrer Rekrutierung zum
Ort der Entziindung oder ihrer Differenzierung in Plasmazellen (Schrezenmeier et al.,
2018). In der Remission normalisiert sich der Anteil an Gedachtnis B-Zellen im Blut wieder
(Lepse et al., 2014). Die Wirksamkeit von Rituximab als depletierendes Agens von CD20*
B-Zellen unterstutzt die Rolle einer fehlregulierten Homdostase von B-Zellen in ANCA
assoziierten Vaskulitiden. Der Mechanismus der Differenzierung zu autoreaktiven B-Zellen
ist immer noch ungeklart (Dumoitier et al., 2015). Bereits bekannt ist, dass bei ANCA*
Patienten mit GPA im Vergleich zu Gesunden eine erhdhte Anzahl zirkulierender IL-21
produzierender T-Helfer-Zellen vorliegt (Abdulahad et al., 2013). Dies ist von Bedeutung,
dain-vitro IL-21 und BAFF die PR3-ANCA Produktion von PBMC induziert. Eine Stimulation
mit exogenen Faktoren (CpG Oligonukleotide) erhdhte die Anzahl von zirkulierenden IL-
21R* Gedéachtnis B-zellen bei der GPA im Vergleich zu Gesunden, was mutmalflich zur
PR3-ANCA Produktion beitragt (Lepse et al., 2016). ANCA sind wahrscheinlich ursachlich
an der Pathogenese von Vaskulitiden beteiligt. Die ANCA induzierte Aktivierung
neutrophiler Granulozyten und Monozyten leitet u. a. die Aktivierung des alternativen
Komplementweges ein, welche wiederum neutrophile Granulozyten zur GefaBwand lockt.
Dort werden sie erneut durch ANCA aktiviert, schlieBen einen pathophysiologischen
Kreislauf und verursachen apoptotisch-nekrotische Prozesse lber die Ausschuttung
oxidativer Sauerstoffspezies, Granula und/oder extrazellularer Netze (Jennette et al.,
2014). Bei der GPA wurden B-Zell-reiche, Follikel-ahnliche Bereiche in Nachbarschaft zu
PR3-exprimierenden Zellen und Plasmazellen dargestellt, die eine Anwesenheit
autoreaktiver, PR3-ANCA produzierender B-Zellen in der granulomatésen Entziindung
suggerieren (Voswinkel et al., 2006; Zhao et al., 2012). Ektopisch lymphatische Strukturen
wurden in der granulomatésen Entziindung nasaler Schleimhautbiopsien nachgewiesen.
Die Nachbildung follikularer Strukturen der lymphozytaren Aggregate wurde duch
Netzwerke CD21* follikular-dendritischer Zellen und PNAd exprimierender hoch-
endothelialer Venolen charakterisiert. Zusammen mit der dort nachgewiesenen Expression
des Uberlebensfaktors APRIL, der tber die Rezeptoren TACI und BCMA mit Plasmazellen
interagiert, scheint ein Uberleben von Plasmazellen denkbar zu sein (Mller et al., 2014).
Genetische Pradispositionen, Umweltfaktoren und die immunsupressive Behandlung
beeinflussen wahrscheinlich die Entwicklung und den Erhalt ektopisch lymphatischer
Strukturen in entziindlichen Regionen, da die Pravalenz solcher Strukturen bei chronisch-

rheumatischen Autoimmunerkrankungen sehr variabel ist. Die meisten ektopisch



lymphatischen Strukturen zeigen Funktionen von Keimzentren wie der Expression von AID,
Affinitatsreifung und klonaler Selektion. Die Antigen-gesteuerte Autoimmun-Antwort in
ektopisch lyphatischen Strukturen scheint jedoch krankheitsspezifisch zu sein (Bombardieri
et al., 2017). Ferraro und Mitarbeiter beschreiben in einer Fallstudie die mutmalliche
Korrelation von Rezidiven und infiltrierenden B-Zellen in der granulomatdsen Entziindung
bei einer refraktdren GPA unter Rituximab Therapie (Ferraro et al., 2008). In ANCA-
assoziierten Vaskulitiden wurden PR3-ANCA des IgM Isotyps hachgewiesen und mit einer
hoheren Krankheitsaktivitat assoziiert, was im Zusammenhang mit einem mikrobiellen
Trigger diskutiert wird (Clain et al., 2017). Naturliche Autoantikbrper gegen PR3 und MPO
wurden in Antigen-aufgereinigten IgGs von gesunden Probanden detektiert, jedoch in
signifikant geringerer Konzentration als bei AAV-Patienten. Eine Regulation naturlicher anti-
PR3-Antikorper Uber anti-idiotypische Antikérper wird diskutiert, wobei die Zerstérung
dieses Gleichgewichtes in Folge einer Infektion oder einer unkontrollierten Entziindung zu
einer ANCA assoziierten Vaskulitis fihren kann. MPO und PR3 werden von nekrotischen
oder aktivierten Neutrophilen freigesetzt und sind im Blut nachweisbar (Cui et al., 2010).

Zirkulare PR3-spezifische B-Zellen in AAV sind hauptsachlich Gedachtnis B-Zellen und
Plasmablasten (Cornec et al., 2017). Ein mdgliches Szenario flr eine ANCA-abhangige
Pathogenese koénnte von natirlichen Autoantikdrpern ausgehen, die PR3, MPO oder
andere Antigene erkennen, die in einer entztindlichen Mikroumgebung selektioniert werden

und mit der Hilfe Autoantigen-spezifischer T-Zellen reifen (Lamprecht et al., 2018).



3.3 Fragestellung

PR3-ANCA sind wahrscheinlich eine pathogenetische Ursache bei AAV, zu denen die GPA
gehort (Jennette et al., 2014). Der Nachweis von PR3-ANCA ist diagnostisch fur die GPA
(Bossuyt et al., 2017; Csernok und Moosig, 2014). Die Entwicklung von pathogenetisch
relevanten PR3-ANCA* B-Zellen ist jedoch unverstanden. In Analogie zu anderen
Autoimmunerkrankungen wird in dieser Arbeit davon ausgegangen, dass entziindliche
Gewebe bei der GPA zur Entstehung von pathogenetisch relevanten PR3-ANCA oder
anderen Autoantikdrpern beitragen. In der Tat wurden im entzindlichen Gewebe bei der
GPA B-Zell-reiche, Follikel-dhnliche Bereiche in Nachbarschaft zu PR3-exprimierenden
Zellen und Plasmazellen gefunden, die eine Anwesenheit PR3-ANCA produzierender B-
Zellen in der granulomatdsen Entziindung suggerieren (Voswinkel et al., 2006). Im Hinblick
auf die Suche nach PR3-ANCA" Zellen im Gewebe bei der GPA beschéftigt sich diese
Arbeit mit der rekombinanten Klonierung, Expression und Charakterisierung von IgG aus
gewebsstandigen Plasmazellen. Zudem fokussiert sich die Arbeit im Rahmen einer Meta-
Analyse auf vergleichende Studien von IgLV und IgHV-Genen zwischen entziindetem
Gewebe bei der GPA (Sanger-Sequenzierung) und Blut von gesunden Kontrollen (NGS).
Zusatzlich sollen monoklonale anti-PR3 Ig genetisch charakterisiert werden und eine
weitere Vergleichsgruppe bilden. Aufgrund des vermuteten seltenen Vorkommens von
PR3-ANCA* Plasmazellen, soll des Weiteren ein Hochdurchsatzverfahren etabliert werden,
mit dem IgLV-Repertoires in korrespondierenden Gewebs- und Blutproben bei der GPA

erstellt und analysiert werden kdénnen.
Folgende Fragen sollen in dieser Arbeit beantwortet werden:

1. Erkennen humane rlgG (n=6) aus gewebssténdigen B- und Plasmazellen bei der

GPA spezifische Autoantigene, darunter moglicherweise PR3?

2. Zeigen Immungloblingene aus der granulomatdsen Entzindung bei der GPA
Anzeichen fur Affinitéatsreifung und Selektion? Unterscheiden sie sich von

Immunglobulingenen aus dem peripheren Blut Gesunder?

3. Welche Unterschiede und Gemeinsamkeiten gibt es zwischen anti-hPR3

Antikdrpern und Immunglobulingenen aus der granulomatésen Entziindung?

4. Welche Unterschiede und Gemeinsamkeiten gibt es im IgLV-Genrepertoire (anhand
"next generation sequencing”) zwischen entzindlichem Gewebe und

korrespondierenden Blutproben bei der GPA?

5. Werden in der granulomatésen Entziindung bei der GPA Differenzierungsfaktoren

fur B-Zellen exprimiert, die zur Reifung von Plasmazellen beitragen?



4  Materialien

4.1 Gerate

Bezeichnung

Hersteller

Agarosegelelektrophoresekammer MINI SUB CELL GT

Bio Rad, Miinchen

Agarosegelkdmme (8er, 2er, 15er)

Bio Rad, Miinchen

Agarosegelkammer zum Giel3en

Bio Rad, Miinchen

Agarosegelschlitten

Bio Rad, Miinchen

Axiovert 200M PALM Micro Beam System

Zeiss, Gottingen

Bakterienzentrifuge
(Institut fur Physiologie der Universitét zu Liibeck)

Beckman Coulter, Krefeld

Heraeus Brutschrank zur Bakterienanzucht

Thermo Scientific, Schwerte

Bunsenbrenner GASI

Schitt Labortechnik, Géttingen

Cycler ABI 7900

Applied Biosystems, Foster City CA

Webeco Dampfsterilisator

Matachana, Selmsdorf

Elektrophorese Netzgerat Power Pack P25 Biometra

Analytik Jena, Jena

Erlenmeyerkolben

Duran Group, Mainz

EVOS FL Thermo Scientific, Schwerte
Farbekammer neolLab Migge, Heidelberg
Farbekivette Roth, Karlsruhe

Feinwaage Adventurer

OHAUS, Greifensee CHE

Gel Doc EZ Imager

Bio Rad, Miinchen

Glasréhrchen

Duran Group, Mainz

Grof3e und kleine Zentrifugenbecher
(Institut fur Physiologie der Universitét zu Liubeck)

Beckman Coulter, Krefeld

iMark Microplate Reader

Bio Rad, Miinchen

Kryotom Jung Frigocut 2800E

Leica, Wetzlar

Laborglasflaschen

Duran Group, Mainz

Lichtmikroskop CK2

Olympus, Hamburg

Magnetrihrer RSM-10HS

Phoenix Instrument, Garbsen

Messzylinder

Duran Group, Mainz

Mikropipette Reference 0,5-10 pl

eppendorf, Hamburg

Mikropipette Research 10-100 pl & 100-1000 ul & 20-200 pl

eppendorf, Hamburg

MiSeq
(Institut fur Antatomie der Universtitat zu Lubeck)

Illumina, Miinchen

Multipipette XSTREAM

eppendorf, Hamburg

Nano Drop
(Institut fur Physiologie der Universitét zu Liubeck)

Thermo Scientific, Schwerte

PCR Arbeitshaube Clene Cab

HeroLab, Wiesloch

PCR Arbeitskabinett Holten LaminAir

Fisher Scientific, Schwerte

pH Meter inoLab

WTW, Weilheim

Pipettierhilfe Pipetus

Hirschmann, Eberstadt

Real Time System CFX Connect

Bio Rad, Miinchen

Rollenmischer RS-TR05

Phoenix Instrument, Garbsen

Vacuum Centrifuge Concentrator 5301 (Rotor: F-45-48-11)
(Institut fur Anatomie der Universitét zu Libeck)

Eppendorf, Hamburg

Schiittelinkubator 3031

GFL, Burgwedel

Sicherheitsbrenner GASI

Schitt, Gottingen

Sicherheitswerkbank SAFE 2020

Thermo Scientific, Schwerte

StepOne RealTime PCR System
(Institut fir Anatomie der Universtitat zu Liibeck)

Fisher Scientific, Schwerte

Thermocycler T1 Biometra

Analytik Jena, Jena

Thermocycler T3 Biometra

Analytik Jena, Jena

Thermomixer 5436

eppendorf, Hamburg

Tischzentrifuge MC6

Sarstedt, NUmbrecht

TRIO Thermoblock with Heated Lid Biometra

Analytik Jena, Jena

UV sample tray

Bio Rad, Miinchen

UV-Tisch TI3 Biometra

Analytik Jena, Jena

Vakuum-Exsikkator mit Planflansch DN100

Duran Group, Mainz

Vortex Genius 3

IKA, Staufen

Waage EMB 600-2

KERN, Balingen




Bezeichnung

Hersteller

Waage L610D

Sartorius, Géttingen

Wasserbad

GFL, Burgwedel

Wipp-Schittler RS-RS 5

Phoenix Instrument, Garbsen

Zentrifuge Allegra X-12R

Beckman Coulter, Krefeld

Zentrifuge EBA 12R

Hettich, Tuttlingen

Zentrifuge Micro V

Fisher Scientific, Schwerte

Zentrifuge Universal 320R

Hettich, Tuttlingen

4.2 Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung

Hersteller

1,6 ml Kryokonservierungsgefan

Sarstedt, Nimbrecht

1.0 mm PEN-Membran Objekttréager

Zeiss, Gottingen

96 multiply PCR plates natur

Sarstedt, NiUmbrecht

96 well Plattendeckel

Th. Geyer, Renningen

Alu Klebefolie durchsichtig

Sarstedt, NiUmbrecht

Aufsétze Multipipette

Eppendorf, Hamburg

Ausstreichdsen fiir Bakterien

VWR, Darmstadt

Biosphere 8er Ketten 0,2 ml

Sarstedt, Nimbrecht

Biosphere Filter Tips 0,1-20 pl & 2-100 pl & 2-200 pl & 100-1000 pl Sarstedt, Nimbrecht

Biosphere Reaktionsgefdle 1,5 ml & 0,5 ml

Sarstedt, Nimbrecht

Feather scalpel

VWR, Darmstadt

Handschuhe, puderfrei & aus Nitril

Paul Hartmann AG, Heidenheim

Hard Shell PCR plates

Bio Rad, Miinchen

Eclipse Needle 0,9 mm

BD, Heidelberg

Katapult Micro Tube 500

Zeiss, Gottingen

Membranfilter 0,22 pm

Millipore, Darmstadt

Micro seal B

Bio Rad, Miinchen

Petrischalen

Sarstedt, NiUmbrecht

Reaktionsgefalle 50 ml, 15 ml, 1,5 ml & 0,5 ml

Sarstedt, NiUmbrecht

Stabpipetten (1 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml)

Sarstedt Nimbrecht

Zellkulturflaschen (T25 & T75)

Sarstedt, NiUmbrecht

Zellschaber

Sarstedt, Nimbrecht

4.3 Verbrauchsreagenzien

Bezeichnung

Hersteller

10 kbp-DNA-Marker

Bio Basics, Markham ON, CA

10x CutSmart Buffer

New England Biolabs, Frankfurt

10x Expand High Fidelity PCR Puffer w/o Mg

Roche, Mannheim

10x NEBuffer 2.1

New England Biolabs, Frankfurt

10x NEBuffer 3.1

New England Biolabs, Frankfurt

10x PCR Rxn Puffer

Life Technologies, Darmstadt

10x Target Retrieval Solution pH 9

Dako, Glostrup DK

12 % Natriumhypochlorit

Roth, Karlsruhe

25 mM MgClz

Roche, Mannheim

2X Quick Ligation Buffer

New England Biolabs, Frankfurt

3-Amino-9-ethylcarbazol (Tabletten A6926)

Sigma, Steinheim

50 mM MgCl2

Life Technologies, Darmstadt

absolutes Aceton

Merck, Darmstadt

Afl 1l (10 units/ul) Timer-Saver qualified

New England Biolabs, Frankfurt

Allprotect Tissue Medium

Qiagen, Hilden

Agar Bacteriology Grade

AppliChem, Darmstadt

Agarose Wide Range

Serva, Heidelberg

Ampicillin Natriumsalz BioChemica

AppliChem, Darmstadt

Ampli Tag DNA Polymerase

Perkin Elmer, Vaterstetten

Anti-PR3-hn-hr-ELISA

Euroimmun, Liibeck




Bezeichnung

Hersteller

Avr 1l (10 units/pl) Timer-Saver qualified

New England Biolabs, Frankfurt

baculovirale DNA

Labor bei Dr. Martine Cérutti,
Baculovirus et Thérapie

Biocoll

Biochrom, Berlin

Biophor Agarose

Biozym, Hessisch Oldendorf

BioScience-Grade & Nuklease-freies Wasser
(DEPC behandelt & autoklaviert)

Roth, Karlsruhe

Borséaure

Merck, Darmstadt

Bromphenolblau

Sigma, Steinheim

Bsi W | (10 units/ul) Timer-Saver qualified

New England Biolabs, Frankfurt

Bss H Il (10 units/ul) Timer-Saver qualified

New England Biolabs, Frankfurt

Chloroform/Isoamylalkohl

Thermo Scientific, Schwerte

dNTP Mix

Life Technologies, Darmstadt

DOTAP

Labor bei Dr. Martine Cérutti,
Baculovirus et Thérapie

Dulbecco PBS w/o Ca?t/Mg?* & low endotoxin

Biochrom, Berlin

EDTA Sigma, Steinheim

EHIGG1 Thermo Scientific, Schwerte
Endotoxinfreie, sterile 0,9 % iges NaCl Berlin Chemie, Berlin
Eselserum Dianova, Hamburg
Essigsure Merck, Darmstadt

Ethanol Carl Roth, Karlsruhe

Ethanol fiir die Molekularbiologie

AppliChem, Darmstadt

Expand High Fidelity Tag Polymerase 3,5 U/ul

Roche, Mannheim

Fetales Kalberserum (selbst hitzeinaktiviert 30 min 56 °C)

Pan Biotech, Aidenbach

GelRed 10000x

Biotium, Fremont CA

Glycerol MP Biomedicals, Eschwege
Hamalaun nach Mayer, unverdinnt & filtriert Waldeck, Minster
HCI Merck, Darmstadt

Hefeextrakt fir die Molekularbiologie

AppliChem, Darmstadt

Image-iT FX Signal Enhancer

Thermo Scientific, Schwerte

Immersionsol Mikroskopie

Carl Roth, Karlsruhe

iScript cDNA synthesis kit

Bio Rad, Miinchen

Isopropanol Carl Roth, Karlsruhe
Isopropanol fur die Molekularbiologie AppliChem, Darmstadt
Kanamycin AppliChem, Darmstadt
KCI Merck, Darmstadt
L-Glutamin Pan Biotech, Aidenbach

Maus-/Kaninchen-/Ratten-Polymer, Peroxidase konjugiert

Zytomed Systems, Bargteheide

Max Block Autofluorescence Reducing Reagent Kit

Dianova, Hamburg

Mineraldl for molecular biology

Sigma, Steinheim

MiSeq Reagent Kit V2 fur 500 Zyklen in einer Standardflul3zelle

Illumina, Miinchen

Multiplex PCR Kit

Qiagen, Hilden

N,N-Dimethylformamide

Merck, Darmstadt

NaCl

Baker, Deventer NL

NaOH

Merck, Darmstadt

Natriumacetat

Sigma, Steinheim

Neubauerzéhlkammer (0,0025mm?/0,1mm)

Zeiss, Jena

Neutralrot

Labor bei Dr. Martine Cérutti,
Baculovirus et Thérapie

Nhe | (10 units/pl) Timer-Saver qualified

New England Biolabs, Frankfurt

Nucleo Spin RNA Blood Midi Kit

Macherey & Nagel, Diren

Nucleo Spin RNA Kit

Macherey & Nagel, Duren

One Shot Top 10 chemically competent E. coli

Thermo Scientific, Schwerte

Paraformaldehyd

Thermo Scientific, Schwerte

Penicillin & Steptomycin

Pan Biotech, Aidenbach

PerfeCTa NGS Quantification Kit (lllumina ROX)

Quanta Biosciences, Beverly MA

Phenol

Thermo Scientific, Schwerte

PhiX Control V3

lllumina, Miinchen

Polyvinylalkohol Merck, Darmstadt
PR3-ANCA ELISA Orgentec, Mainz
Primer MW G/eurofins, Ebersberg




Bezeichnung

Hersteller

Pro Long Gold Antifade Reagent

Thermo Scientific, Schwerte

Proteinase K

Labor bei Dr. Martine Cérutti,
Baculovirus et Thérapie

Proteinblock

Dako, Glostrup DK

QIA prep Spin Miniprep kit Qiagen, Hilden
QIA quick Gel extraktion kit Qiagen, Hilden
QIAGEN Plasmid Midi Kit Qiagen, Hilden

Quick T4 DNA Ligase (2*106 units/ml)

New England Biolabs, Frankfurt

Quick-Load 100 bp DNA ladder

New England Biolabs, Frankfurt

RNase AWAY Molecular BioProducts

Thermo Scientific, Schwerte

RPMI

Pan Biotech, Aidenbach

Sarkosyl

Labor bei Dr. Martine Cérutti,
Baculovirus et Thérapie

SsoAdvanced SYBR Green Supermix (2x)

Bio Rad, Miinchen

Sf9 Insektenzell-Linie

Labor bei Dr. Martine Cérutti,
Baculovirus et Thérapie

steriles & endotoxinfreies Wasser Ampuwa

Fresenius, Bad Homburg

Sucrose

Merck, Darmstadt

Superscript IV VILO Mastermix

Thermo Scientific, Schwerte

Tag DNA Polymerase, recombinant 5U/ul

Life Technologies, Darmstadt

TEK Puffer

Labor bei Dr. Martine Cérutti,
Baculovirus et Thérapie

TGV1 & TGV3 Zellkulturmedium

Labor bei Dr. Martine Cérutti,
Baculovirus et Thérapie

Tris - EDTA

Thermo Scientific, Schwerte

Tissue Freezing Medium

Jung, Nussloch

TOPO-TA cloning kit for sequencing

Thermo Scientific, Schwerte

Tris

Merck, Darmstadt

Tris-Cl Sigma Aldrich, Deisenhofen
Trypanblau Sigma Aldrich, Deisenhofen
Trypton AppliChem, Darmstadt

Tween20 Sigma Aldrich, Deisenhofen

Ultra Low Range DNA Ladder 10 to 300 bp

Thermo Scientific, Schwerte

Universale, humane RNA

Takara Bio Europe SAS, F

Vent DNA Polymerase

New England Biolabs, Frankfurt

Wasserstoffperoxid

Merck, Darmstadt

Xylene

Thermo Scientific, Schwerte

B-Mercaptoethanol

Merck, Darmstadt

4.4 Software

Bezeichnung_;

Hersteller

ANARCI *

(Dunbar und Deane, 2016)

Baseline Algorithmus V1.3 2

(Yaari et al., 2012, 2013)

Bio-Rad CFX Manager 3.1

Bio Rad, Miinchen

FASTX Barcode Splitter

HannonLab, Howard Hughes Medical Institute, USA

GraphPadPrism Version 4.0 und 6.0

GraphPad Software, La Jolla, CA

1 Oxford Protein Informatics Group (ohne Jahr)

Antibody Numbering - ANARCI

http://opig.stats.ox.ac.uk/webapps/sabdab-sabpred/ANARCI.php

(Stand: 12.06.2018)

2 Mohamed Uduman; Gur Yaari; Uri Hershberg; Mark J. Shlomchik; Steven H. Kleinstein (2014)
Bayesian Estimation of Antigen-Driven Selection in Immunoglobulin Sequences

http://selection.med.yale.edu/baseline/
(Stand: 12.06.2018)




Bezeichnung

Hersteller

Image Lab

Bio Rad, Miinchen

IMGT/highV-QUEST V.3.4 3

(Alamyar et al., 2012; Giudicelli et al., 2015)

IMGT/V-QUEST V3.4 4

(Brochet et al., 2008)

KIEL Markus Schilhabel, Institut fir klinische
Molekularbiologie, Christian-Albrechts-Universitat zu Kiel
NCBI 5 National Center for Biotechnological Information,

Bethesda MD, USA

NEBaseChanger V1.2.7 6

New England Biolabs, Frankfurt

Palm Robo V3.2

Zeiss, Gottingen

Pearsons X2 Test 7

Bernard Rosner, Fundamentals of Biostatistics, 6th Ed.,
2006

pRESTO Version 0.5.4

(Vander Heiden et al., 2014)

Primer3 web Version 4.1.0 8

(Untergasser et al., 2012)

R-Paket BCellMA Version 0.3.4 R Cran

(Ohlei, 2016)

R-Paket bcREP R Cran

(Bischof und Ibrahim, 2016)

R-Paket movMF R Cran Version 0.2.2

(Banerjee et al., 2005)

R-Paket perm Version 1.0 — 0.0

(Fay und Shaw, 2010)

R-Paket shazam R Cran Version 0.1.6

(Gupta et al., 2015)

R-Paket VEGAN (ADONIS) R Cran Version 2.4-6

(Anderson, 2001)

SDS Vv2.4.1

Applied Biosystems, Foster City CA

Software MSC V 2.6.2.1

Illumina, Miinchen

StepOne Software Version 2.3

Fisher Scientific, Schwerte

Einsatz

semi-nested Einzelzell PCR 1. Runde

(Voswinkel et al., 2008a)

45 Primer
Bezeichnung Sequenz (5° — 3f)
VH1 CAGTCTGGGGCTGAGGTGAAGA
VH2 GTCCTRCGCTGGTGAAACCCACACA
VH3 GGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAG
VH4 GACCCTGTCCCTCACCTGCRCTGTC
VH5 AAAAAGCCCGGGGAGTCTCTGARGA

3 IMGT®, the international ImMunoGeneTics information system®, Marie-Paule Lefranc (2018)
IMGT_HighV-QUEST

https://www.imgt.org/HighV-QUEST/login.action

(Stand: 12.06.2018)

4IMGT®, the international InMunoGeneTics information system®, Marie-Paule Lefranc (2018)
IMGT_V-QUEST Search Page

https://www.imgt.org/IMGT_vquest/vquest

(Stand: 12.06.2018)

> National Center for Biotechnological Information (ohne Jahr)

National Center for Biotechnology Information

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

(Stand: 12.06.2018)

& New England Biolabs (2017)

NEBaseChanger

http://nebasechanger.neb.com/

(Stand: 12.06.2018)

7 Interactive Statistical Pages project (ohne Jahr)

JavaStat -- 2-way Contingency Table Analysis

http://statpages.info/ctab2x2.html

(Stand: 12.06.2018)

8 Whitehead Institute for Biomedical Research, Steve Rozen, Andreas Untergasser, Maido Remm, Triinu
Koressaar and Helen Skaletsky (ohne Jahr)

primer3web suite

Bioinfo.ut.ee/primer3/

(Stand: 12.06.2018)



Bezeichnung

Sequenz (5° — 3Y) Einsatz

VH6

ACCTGTGCCATCTCCGGGGACAGTG

JH_Intronl GACTCACCTGAGGAGACGGTGACC

JH Intron2 TCTTACCTGAGGAGACGGTGACCRT

Vkappal GACATCCRGWTGACCCAGTCTCCWTC

Vkappa?2 CAGWCTCCACTCTCCCTGYCCGTCA

Vkappa3 TTGTGWTGACRCAGTCTCCAGSCACC

Vkappa4 AGACTCCCTGGCTGTGTCTCTGGGC

Vkappa5 CAGTCTCCAGCATTCATGTCAGCGA

Vkappab TTTCAGTCTGTGACTCCAAAGGAGAA

3' Jkappa1.2.4 ACTCAGGTTTGATYTCCASCTTGGTCC

3' Jkappa3 GTACTTACGTTTGATATCCACTTTGGTCC

3' Jkappa5 GCTTACGTTTAATCTCCAGTCGTGTCC

Vlambdal GGTCCTGGGCCCAGTCTGTG

Vlambda2 CAGTCTGCCCTGACTCAGCCT

Vlambda3a CTCAGCCACCCTCAGTGTCCGT

Vlambda3b CTCAGCCACCCTCGGTGTCAGT

Vlambda4 TTTCTTCTGAGCTGACTCAGGAC

Vlambda6 GAGTCTCCGGGGAAGACGGTA

Vlambda7 GTGGTGACTCAGGAGCCCTCAC

Vlambda8 ACTGTGGTGACCCAGGAGCCA

Vlambda9 GCTGACTCAGCCACCTTCTGCA

3' Jlambda1 GCCACTTACCTAGGACGGTGAC

3' Jlambda2.3 GAAGAGACTCACCTAGGACGGTC

3' Jlambdab.7 GGAGACTYACCGAGGACGGTC

JH1 GACCAGGGTGCCCTGGCCCCAGTGC

JH2 GACCAGGGTGCCACGGCCCCAGAGA _ .

JH4 GACCACGGTTCCTTGGCCCCAGTAG (Voswinkel et al., 2008a)

JH5 GTGACCAGGGTTCCTTGGCCCCAGG

JH6 CGTGGTCCCTTGCCCCCAGACGTCC

5’_Jkappa1.2 TTGATYTCCASCTTGGTCCCYTGGC semi-nested Einzelzell PCR 2. Runde
5 Jkappa3 TTGATATCCACTTTGGTCCCAGGGC reverse Primer fur Vkappa
5 Jkappa4 TTGATCTCCACCTTGGTCCCTCCGC Einzelansatze (Voswinkel et al,
5 Jkappa5 TTAATCTCCAGTCGTGTCCCTTGGC 20084a)

5 Jlambda1 GGACGGTGACCTTGGTCCCAGT semi-nested Einzelzell PCR 2. Runde
5 Jlambda2.3.7 GACGGTCAGCTTGGTSCCTCC reverse  Primer  fur  Vlambda
5 Jlambda6 GACGGTCACCTTGGTGCCACT Einzelansatze  (Voswinkel et al.,

2008a)

Bezeichnung | Sequenz (5‘ - 3) Einsatz
MSCVK1 GGGCCCAGGCGGCCGAGCTCGAYATCCAGCTGACTCAGCC

MSCVK2 GGGCCCAGGCGGCCGAGCTCGAYATTGTTCTCWCCCAGTC

MSCVK3 GGGCCCAGGCGGCCGAGCTCGAYATTGTGMTMACTCAGTC

MSCVK4 GGGCCCAGGCGGCCGAGCTCGAYATTGTGYTRACACAGTC

MSCVK5 GGGCCCAGGCGGCCGAGCTCGAYATTGTRATGACMCAGTC

MSCVK6 GGGCCCAGGCGGCCGAGCTCGAYATTMAGATRAMCCAGTC

MSCVK7 GGGCCCAGGCGGCCGAGCTCGAYATTCAGATGAYDCAGTC

MSCVK8 GGGCCCAGGCGGCCGAGCTCGAYATYCAGATGACACAGAC

MSCVK9 GGGCCCAGGCGGCCGAGCTCGAYATTGTTCTCAWCCAGTC Murine  IgVk
MSCVK10 GGGCCCAGGCGGCCGAGCTCGAYATTGWGCTSACCCAATC Multiplex-
MSCVK11 GGGCCCAGGCGGCCGAGCTCGAYATTSTRATGACCCARTC PCR (Barbas
MSCVK12 GGGCCCAGGCGGCCGAGCTCGAYRTTKTGATGACCCARAC etal., 2001)
MSCVK13 GGGCCCAGGCGGCCGAGCTCGAYATTGTGATGACBCAGKC

MSCVK14 GGGCCCAGGCGGCCGAGCTCGAYATTGTGATAACYCAGGA

MSCVK15 GGGCCCAGGCGGCCGAGCTCGAYATTGTGATGACCCAGWT

MSCVK16 GGGCCCAGGCGGCCGAGCTCGAYATTGTGATGACACAACC

MSCVK17 GGGCCCAGGCGGCCGAGCTCGAYATTTTGCTGACTCAGTC

MSCJK12B GGAAGATCTAGAGGAACCACCTTTKATTTCCAGYTTGGTCCC

MSCJIK4B GGAAGATCTAGAGGAACCACCTTTTATTTCCAACTTTGTCCC

MSCJIK5B GGAAGATCTAGAGGAACCACCTTTCAGCTCCAGCTTGGTCCC




Bezeichnung | Sequenz (5°‘ — 3f) Einsatz
MSCVH1 GGTGGTTCCTCTAGATCTTCCCTCGAGGTRMAGCTTCAGGAGTC

MSCVH2 GGTGGTTCCTCTAGATCTTCCCTCGAGGTBCAGCTBCAGCAGTC

MSCVH3 GGTGGTTCCTCTAGATCTTCCCTCGAGGTGCAGCTGAAGSASTC

MSCVH4 GGTGGTTCCTCTAGATCTTCCCTCGAGGTCCARCTGCAACARTC

MSCVH5 GGTGGTTCCTCTAGATCTTCCCTCGAGGTYCAGCTBCAGCARTC

MSCVH6 GGTGGTTCCTCTAGATCTTCCCTCGAGGTYCARCTGCAGCAGTC

MSCVH7 GGTGGTTCCTCTAGATCTTCCCTCGAGGTCCACGTGAAGCAGTC

MSCVH8 GGTGGTTCCTCTAGATCTTCCCTCGAGGTGAASSTGGTGGAATC

MSCVH9 GGTGGTTCCTCTAGATCTTCCCTCGAGGTGAWGYTGGTGGAGTC

MSCVH10 GGTGGTTCCTCTAGATCTTCCCTCGAGGTGCAGSKGGTGGAGTC Murine IgVH
MSCVH11 GGTGGTTCCTCTAGATCTTCCCTCGAGGTGCAMCTGGTGGAGTC Multiplex-
MSCVH12 GGTGGTTCCTCTAGATCTTCCCTCGAGGTGAAGCTGATGGARTC PCR (Barbas
MSCVH13 GGTGGTTCCTCTAGATCTTCCCTCGAGGTGCARCTTGTTGAGTC etal., 2001)
MSCVH14 GGTGGTTCCTCTAGATCTTCCCTCGAGGTRAAGCTTCTCGAGTC

MSCVH15 GGTGGTTCCTCTAGATCTTCCCTCGAGGTGAARSTTGAGGAGTC

MSCVH16 GGTGGTTCCTCTAGATCTTCCCTCGAGGTTACTCTRAAAGWGTSTG

MSCVH17 GGTGGTTCCTCTAGATCTTCCCTCGAGGTCCAACTVCAGCARCC

MSCVH18 GGTGGTTCCTCTAGATCTTCCCTCGAGGTGAACTTGGAAGTGTC

MSCVH19 GGTGGTTCCTCTAGATCTTCCCTCGAGGTGAAGGTCATCGAGTC

MSCGlab-B | CCTGGCCGGCCTGGCCACTAGTGACAGATGGGGSTGTYGTTTTGGC

MSCG3-B CCTGGCCGGCCTGGCCACTAGTGACAGATGGGGCTGTTGTTGT

MSCM-B CCTGGCCGGCCTGGCCACTAGTGACATTTGGGAAGGACTGACTCTC

Bezeichnung Sequenz (5° — 3Y) Einsatz

T7 TAATACGACTCACTATAGGG Sequenzierung

pVTC gp37 ATGGAGTTCGGCCTGAG Sequenzierung

pVTCkK TGCTGCTGCTCTGGCTC (Labor bei Dr. Martine Cérultti,
pVTCA AACTCCTGGGCCTGCTG Baculovirus et Thérapie)
H1 H3 fw GCTAGCACCAAGGGC Deletions-PCR

H2 H4 H5 H6 fw GCTAGCACCAAGGGCCCA Deletions-PCR

H1 H3 rew TGAGGAGACGGTGACC Deletions-PCR

H2 rew TGAAGAGACGGTGACCATTGTCC Deletions-PCR

H4 H5 rew TGAGGAGACGGTGACCACG Deletions-PCR

H6 rew TGAGGAGACGGTGACCAGG Deletions-PCR
L1L2L3L5L6fw | CGTACGGTGGCTGCACCA Deletions-PCR

L4 fw CCTAGGACAACCTAAGGCTG Deletions-PCR

L1 L6 rew TTTGATCTCCACCTTGGTCCCTC Deletions-PCR
L2 rew TTTGATTTCCACCTTGGTCCCC Deletions-PCR
L3 L5 rew TTTAATCTCCAGTCGTGTCCCTTG Deletions-PCR
L4 rew ACGGTCAGCTTGGTCCCT Deletions-PCR
H3rep2 fw CTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGG Substitutions-PCR
H3rep2 rew CTGCACCTGACACTGGACACCC Substitutions-PCR
18SrRNA fw GTAACCCGTTGAACCCCATT gPCR Effizienz:
18SrRNA rew CCATCCAATCGGTAGTAGCG gPCR 98 %
GAPDH fw GAGTCAACGGATTTGGTCGT gPCR Effizienz:
GAPDH rew GGAAGATGGTGATGGGATTT gPCR 98 %
IL-21 fw TTCCTGCTTTCAGAAGGCCC gPCR Effizienz:
IL-21 rew ATGAAGGGCATGTTAGTCTGTGT gPCR 87 %
IL-21R fw ACCCAGTCAGAGGAGTTAAAGG gPCR Effizienz:
IL-21R rew TTTCTTGAAGTCTCCGCTGC gPCR 81 %
IL-17A Prime PCR Assay (Bio Rad, Minchen) gPCR Effizientz:
100 %
Blimp1l fw TTCACCACTTCATTGACGGC gPCR Effizienz:
Blimp1 rew TGCTCTGTGTTTGTGTGAGATT gPCR 114 %
Seq. fw ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATC | NGS/gPCR (iRepertoire)
T
Seq. rew CGGTCTCGGCATTCCTGCTGAACCGCTCTTCC | NGS/qPCR (iRepertoire)
GATCT
Adaptor A AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCT | NGS (iRepertoire)

TTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT




Bezeichnung Sequenz (5° - 3°) Einsatz

Adaptor B CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCGGTCTC NGS (iRepertore)

GGCATTCCTGCTGAACCGCTCTTCCGATCT

HBKLI-M NGS (iRepertoire)

4.6 Antik6rper

Antigen/Spezifitét Klonalitat Wirt Hersteller

ahumanes Syndecan-1, CD138 M 7228 CloneMI15 Mus musculus | Dako, Glostrup DK

ahumanerPR3-ANCA 12.8 Homo sapiens | Sanquin Bloedvoorziening,
Amsterdam NL

F(ab‘)2 a-Ziege IgG (H+L) - Esel Dianova, Hamburg

Alexa Fluor 594

F(ab‘)2 a-Kaninchen IgG (H+L) — Esel Dianova, Hamburg

Alexa Fluor 488

ahumaner IL-21R polyklonal Ziege AbD Serotec (Bio Rad),
Minchen

ahumanes IL-21 polyklonal Kaninchen Dianova, Hamburg

Normal IgG Kaninchen Santa Cruz Biotechnology,
Heidelberg

IgG Isotypenkontrolle Ziege GeneTex (Biozol), Eching

4.7 Angesetzte Reagenzien und Puffer

1xTBS Puffer:
o 10xPBSpH74-7,6:
12,1 g TRIS und 87,8 g NaCl in 1 Liter Aqua dest. I6sen und den pH-Wert
mit HCI einstellen
10x PBS mit Aqua dest. 1:10 verdinnen und mit einem Membranfilter der Grol3e
0,22 um filtrieren.

AEC-Substrat:
o 3-Amino-9-ethylcarbazol wurde per Tablette in  25ml N,N-
Dimethylformamide geldst und in 250 pl Aliquots bei -80°C gelagert
o 50 mmol/l Acetatpuffer pH 5,0:
74 ml 0,2 mol/l Essigsaure
176 ml 0,2 mol/l Natriumacetat
750 ml Aqua dest
Vor Gebrauch 2,5 pl 30 %igen Wasserstoffperoxid und 250 pyl AEC in DMF mit
4,75 ml Acetatpuffer mischen und mit einem Membranfilter der GréRe 0,22 um
filtrieren.

1x TBE Puffer:
o Herstellung 0,5 M EDTA Stocklésung (pH8,0):
73,05 g EDTA wurden unter Zuftigen von NaOH in 500 ml Aqua dest. gelost
o Herstellung 5x Tris-Borat-EDTA Pufferstammlésung:
= 54 g TRIS und 27,5 g Borsaure wurden in etwa 900 ml Aqua dest.
unter Hilfe des Magnetruhrers gelost
= 20ml0,5M EDTA Stockldsung (pH8,0) einriihren
= auf 1000 ml mit Aqua dest. auffiillen
o vor Gebrauch 5x TBE-Puffer mit Aqua dest. auf 1x verdinnen



- 6x Nukleinsaure Ladepuffer

O

0,25 % Bromphenolblau und 40 % Sucrose in H,O l6sen

- Luria-Bertani(LB)-Flussigmedium und —Agarplatten

O

O

Fur 1 Liter LB-Medium wurden 10 g Typton, 5 g Hefeextrakt und 10 g NacCl
in 950 ml Aqua dest. gelost
Der pH — Wert wurde mit NaOH auf pH 7,0 eingestellt und das Volumen auf
1000 ml mit Aqua dest. aufgefullt

= Fir LB-Agarplatten wurde 15¢g/I Agar dazugegeben
Es wurde fur 20 min bei 121 °C und 1 bar im Flussigpogramm autoklaviert
Nachdem der LB auf etwa 55 °C abgekuhlt war, wurde das Antibiotikum
(Endkonzentration: 50 pg/ml Ampicillin oder Kanamycin) dazugegeben

= GielRen der LB-Agarplatten in Petrischalen
Lagerung: 4°C im Dunkeln fir 5 Wochen

- 1%iger Polyvinylalkohol in 0,9 % NacCl:

O

©)
O

1 g Polyvinylalkohol in autoklavierte Glasflasche fillen und mit 100 ml
0,9%igem, endotoxinfreiem NaCl unter sterilen Bedingungen auffullen
Unter Erhitzung auf bis zu 90 °C l6sen

Lagerung bei 4 °C

4.8 Patienteninformation

Diese Arbeit analysiert im Wesentlichen entziindliche Gewebsproben bei der GPA, sodass

es sich nur dann um keine Gewebsproben handelt, wenn ausdricklich von einer anderen

Probenquelle gesprochen wird. Die Gewebsspenden fiir die Forschung wurden in der Klinik

fur Hals- Nasen- und Ohrenheilkunde bzw. der Klinik fiir Nephrologie der Universitat zu

Lubeck entnommen. Die histologische Diagnhose wurde von Dr. Konstanze Holl-Ulrich aus

dem Institut fir Pathologie der Universitat zu Lubeck gesichert. Die Gewebsspenden

unterliegen einem Ethikantrag (Az 07-058). In der Klinik fir Rheumatologie und klinische

Immunologie der Universitat zu Libeck wurden die unten aufgefiihrte Diagnosen gesichert

und die Blutspenden fur die Forschung entnommen, welche einem Ethikantrag (Az 16-199)

unterliegen.
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5 Methoden

5.1 Klonierung und Expression rekombinanter IgG aus gewebsstandigen B Zellen
bei der GPA

5.1.1 Lasermikrodissektion zur Isolierung von Einzelzellen aus dem
Gewebsverband

Mit einem fokussierten Laserstrahl wurden einzelne Zellen ausgeschnitten und in den
Deckel eines EppendorfgefaRes katapultiert. Dies gewahrte zusammen mit
Flachendesinfektionsmitteln (2 % Natriumhypochlorit) den nétigen Reinheitsgrad fir eine
Einzelzell-PCR. Die Zellen wurden per Halogenbeleuchtung direkt im Tubusstrahlengang
abgebildet, wobei ein Blaufilter das Praparat vor dessen Warmeentwicklung schitzte. Das
inverse Mikroskop hatte einen zweiten Strahlengang fur die Lasereinheit, an welchem die

Kamera angeschlossen war.

5.1.1.1 Herstellung von Kryostatschnitten

Nasenschleimhautbiopsien wurden mit dem Kryotom 7,5 um dick geschnitten und zwecks
Haftung auf 1,0 mm PEN-Membran beschichtete Objekttrager gezogen. Die
Kryostatschnitte wurden mit absolutem, eiskaltem Aceton fixiert, kurz luftgetrocknet und bei

-80 °C gelagert.

5.1.1.2 Immunhistochemische Farbung von Kryogeweben auf CD138

Der Kryostatschnitt wurde in 1x TBS fur 2-3 min aufgetaut. Zur Blockierung der endogenen
Peroxidase wurden die Gewebspraparate fir 7 min mit 3 %-igem H2O. inkubiert.
AnschlieBend wurden die Objekttrager kurz in 1x TBS gedippt. Der monoklonale, anti-
humane-Syndecan-1 Primérantikorper aus der Maus wurde fiir 15 min bei Raumtemperatur
in einer Konzentration von 10 pg/ml eingesetzt. Nach kurzem Waschen in 1x TBS wurde
das Peroxidase-konjugierte Maus-/Kaninchen-/Ratten-Polymer fur 15 min auf den
Gewebspraparaten inkubiert. Wieder wurde das Praparat 3-4 Mal in 1x TBS eingetaucht
und anschlieRend die vorbereitete, 0,22 pum filtrierte Substratlésung
3-Amino-9-ethylcarbazol (AEC) in Dimethylformamid fir 2-5 min aufgebracht. Nach Spiilen
in Aqua dest. wurde die Kernfarbung mit Hamalaun nach Meyer fur 1 min angeschlossen.
Der Farblberschuss wurde in Aqua dest. abgespult und der Kernfarbstoff fir 5 min in 1x
TBS geblaut. Nach abschlieBendem Spilen in Aqua dest. wurden die Praparate

luftgetrocknet und im KCl vorbereiteten Excikator zur luftblasenfreien Lagerung aufbewahrt.



Methoden

5.1.1.3 Lasermikrodissektion am Zeiss Axiovert 200M PALM Micro Beam System
mit der Software Palm Robo V3.2

Fur die Lasermikrodissektion wurden die Deckel von Zeiss Katapult tubes mit Mineralél
benetzt. Der Tubedeckel wurde umgedreht in einer Halterung tber das Préparat gefahren,
sodass die ausgeschnittene Zelle am Ol haften blieb. Mit dem 40er Objektiv wurden die
CD138* Zellen, welche besonders im subeptithelialen Raum lokalisiert sind, im Modus
Robo LCP kreisformig fur die Mikrodissektion markiert, siehe Abbildung 7. Zum
Ausschneiden wurde eine Gesamtlaserenergie von 75 % gewahlt, wobei mit 40 % der
Laserenergie fokussiert, mit 47 % der Laserenergie ausgeschnitten und mit 85 % der
Laserenergie katapultiert wurde. Als Negativkontrolle wurde analog ein gleich groRRer Kreis

PEN Membran aus einem gewebsfreien Areal ausgeschnitten.

Abbildung 7: CD138" geféarbte Zelle im Zellverband einer nasalen Biopsie, aufgenommen im 40er
Objektiv — vor und nach der Lasermikrodissektion

Im sterilen PCR-Kabinett werden je 21 pl 1x PBS (ohne Ca?*/Mg ?*) in die Zeiss Katapult
tubes pipettiert und anschlieBend bei 10 000 Upm 0,5 min zentrifugiert. So werden die
Einzelzellen bei -20 °C gelagert oder sofort in die erste Runde der semi-nested Einzelzell
IgHV PCR uberflhrt.

5.1.2 semi-nested Einzelzell-PCR

Mit dieser verschachtelten Amplifizierung in zwei Schritten konnten spezifisch jene kleinen
Bereiche im B-Zell-Genom amplifiziert werden, die fir die variable Region der Leicht- und
Schwerkette des Immunoglobulins kodieren. In der ersten Amplifizierungsrunde wurden 21
Vorwarts-Primer eingesetzt, welche am Beginn der mdéglichen IgHV und IgAV oder IgkV
Gene banden. Die in diesem Ansatz verwendeten Riuckwarts—Primer (n=8) banden uber
die Enden der J Gensegmente der variablen Region hinaus, um den gesamten Bereich der
variablen Region anzureichern. In der zweiten Runde wurde die prdamplifizierte DNA der
1. Runde spezifisch hochamplifiziert. Es werden als 2. PCR 21 Ansétze mit jeweils einem
Vorwarts-Primer der ersten Runde angesetzt und einer Mischung aus weiter innen

liegenden Ruckwarts-Primern, die am Ende der mdglichen J Gensegmente der variablen
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Region banden. Um eine Kontamination der Primer der ersten Runde mit weiter innen
liegenden Primern der 2. Runde zu vermeiden, wurden die erste und zweite PCR Runde
an verschiedenen sterilen Arbeitsplatzen durchgefiihrt. Die produktiven Rearrangierungen
bilden im Gegensatz zu den unproduktiven Rearrangierungen funktionstiichtige
Immunglobuline.

Theoretisch konnten auf beiden DNA Stréangen die V-, (D-) und J-Gensegmente rearrangiert
werden, sodass zwei rearrangierte Versionen pro Leicht- oder Schwerkette der Zelle
auftreten konnten, von denen im Normalfall eine unproduktiv war. Da die J-Gensegmente
jedoch nur 200-600 bp voneinander entfernt lagen, konnten langere PCR-Produkte
ausgehend von der V-Primer Bindestelle das aktuell rearrangierte J-Gensegment
Uberfassen und bis zu einem weiter abwarts liegenden J-Gensegment reichen.
Abweichende PCR-Produktlangen konnten ebenfalls in Folge von Deletionen und
Dupikationen entstehen. Deletionen und Duplikationen traten in einer Gré3enordnung von
einzelnen Nukleoitiden bis zu mehrere hundert Basenpaaren in etwa 4 % somatischer
Mutationen in nicht-selektionierten (z. B. nicht ablesbare) Rearrangierungen auf und in 40
% der mutierten, nicht ablesbaren Rearrangierungen. Die hier beschriebene Technik wurde
urspringlich von der Arbeitsgruppe Kippers entwickelt (Kiippers, 2004). Die Technik wurde
weiterentwickelt von (Voswinkel et al., 2008a) (siehe Primerliste) und fir die Experimente

dieser Arbeit in der unten beschriebenen Variante durchgefunhrt.
5.1.2.1 PCRRunde1l

Zunachst wurde mit 29 Primern (siehe Primertabelle im Materialteil) ein Primermix

hergestellt, wobei jeder Primer eine Konzentration von 10 pmol/ul aufwies (Tab. 2).

Tabelle 2: Mastermix fiir Einzelzell PCR Runde 1.

Komponente Volumen [50 pl rxt] | 8xMM
10x Expand High Fidelity PCR Puffer w/o Mg 3l 24 pl
10 mM dNTP Mix 1l 8 ul
29 Primer — Mix 5ul 40 pl
25 mM MgCl2 4 pl 32 pl
H20 15 ul 120 ul

Die 21 ul Zellsuspensionen (Einzelzelle in PBS) wurden nun mit 28 ul Mastermix vermischt
und im Thermocycler (TRIO) bei 95 °C fur 2 min lysiert, bevor in der Pause bei 65 °C die
Expand High Fidelity Taq Polymerase (je 1 ul a 3,5 U/ul) hinein-pipettiert wurde (Tab. 3).

Tabelle 3: Zyklusbedingungen der Einzelzell PCR Runde 1.

Temperatur | Zeit Zyklusanzahl
95 °C 2 min




Temperatur | Zeit Zyklusanzahl
65 °C Pause (Zugabe der Taqg-Polymerase) | 1x

72 °C 1 min

95 °C 50 sec

59 °C 30 sec 34x

72 °C 1 min

72 °C 5 min

4°C Pause 1x

5.1.2.2 PCR-Runde 2

Zunachst wurde pro Einzelzellprobe unter den sechs IgHV-Familien der Schwerkette nach
einem Produkt gesucht. Ein Jy 1-6 Primermix wurde in H,O hergestellt, wobei jeder Primer
eine Endkonzentration von 0,25 pmol/ul aufwies. Sechs Mastermixe fur IgHV1-6 wurden
hergestellt (Tab. 4-5).

Tabelle 4: Mastermix fur die IGHV 1 Einzelzell-PCR Runde 2.

Komponente Volumen [50 ul rxt] | 9xMM
10x PCR Rxn Puffer 5ul 45 pl
10 mM dNTP Mix 0,5l 4,5 pl
JH1-6 Primermix 2,5ul 22,5yl
Primer VH1 10 pmol/ul | 2,5 pl 22,5 ul
50 mM MgCl2 2,54l 22,5 ul
H20 35,4 ul 318,6 ul
Taq Polymerase 5 U/ul | 0,6 pl 54 ul

Tabelle 5: Mastermix fir die IGHV2-6 Einzelzell-PCR Runde 2.

Komponente Volumen [50 pl rxt] | 9XxMM
10x PCR Rxn Puffer 5l 45 pl
10 mM dNTP Mix 0,5 pl 45l
JH1-6 Primermix 2,5ul 22,5l
Primer VH 10 pmol/pl 2,5 ul 22,5 pl
50 mM MgCl 1,5 pl 13,5 pl
H20 36,4 pl 327,6
Taq Polymerase 5 U/ul | 0,6 pl 5,4 pl

Je 1 yl PCR-Produkt einer Einzelzellprobe/Kontrolle und 1 pl H,O als Kontrolle der PCR2
wurde mit allen 6 Mastermixen (je 49 pl) in einer 96well-Platte fir den Amplifizierungsschritt
(Thermocycler T1) vorbereitet. Als Verdampfungsschutz wurde je 1 Tropfen Mineraldl
aufpipettiert und eine Folie aufgeklebt. Die einzelnen Schritte (Doppelstrang-Denaturierung;

Primerbindung, Amplifikation) liefen unter den Bedingungen aus Tab. 6 ab.



Tabelle 6: Zyklusbedingungen der IGHV Einzelzell-PCR Runde 2.

Temperatur | Zeit Zyklusanzahl
95 °C 1 min

68 °C 1 min 1x

72 °C 1 min

95 °C 50 sec

61 °C 30 sec 44x

72°C 1 min

72 °C 7 min

4°C Pause 1x

Sofern in einer Einzelzellprobe eine IgHV-Sequenz identifiziert werden konnte, wurde mit

der PCR2 fur die sechs IgkV und neun IgAV Familien als mdgliches Leichtkettengen

fortgefahren. Ein 5°Jk - Primermix und 5’JA - Primermix (siehe Punkt 4.5) wurden hergestellt,

wobei jeder Primer eine Endkonzentration von 2,5 pmol/ul aufwies. Die sechs Mastermixe

fur Vk 1-6 und die neun Mastermixe flr VA wurden wie in Tabelle 7 und 8 angesetzt.

Tabelle 7: Mastermix fiir IGKV Einzelzell-PCR Runde 2.

Reagenz Volumen [50 pl rxt] | 4xMM
10x PCR Rxn Puffer 5l 20 pl
10 mM dNTP Mix 0,5 pl 2ul

5’J kappa - Primermix 2,5 pl 10 pl
Primer V kappa 10 pmol/ul | 2,5 pl 10 ul
50 mM MgCl2 25ul 0w
H20 35,4 ul 141,6 pl
Taq Polymerase 5 U/l 0,6 pl 2,4 ul

Tabelle 8: Mastermix fiur IGAV Einzelzell-PCR Runde 2

Komponente Volumen [50 pl rxt] | 4xMM
10x PCR Rxn Puffer 5ul 20 pl
10 mM dNTP Mix 0,5 pl 2 pl
5’J lambda - Primermix 2,5 ul 0w
Primer V lambda 10 pmol/ul | 2,5 pl 10 pl
50 mM MgCl2 1,5l 6 ul
H20 36,4 pl 145,6
Taq Polymerase 5 U/pl 0,6 pl 2,4 ul

Wie in der PCR2 fur das IgHV-Gen wurde je 1

Einzelzellprobe/Kontrolle bzw. 1 ul

pul - PCR1-Produkt

einer

H.O mit allen Mastermixen (je 49 pl) in



Reaktionsgefalen fiur den Amplifizierungsschritt (Thermocycler T3) vorbereitet. Das

Amplifizierungsprotokoll wurde wie in Tabelle 9 und 10 aufgelistet abgewandelt.

Tabelle 9: Programm Thermocycler fiir IGKV Einzelzell-PCR Runde2.

Temperatur | Zeit Zyklusanzahl
95 °C 1 min

68 °C 30 sec 1x

72°C 1 min

95 °C 50 sec

58 °C 30 sec 44x

72 °C 1 min

72 °C 7 min

4°C Pause 1x

Tabelle 10: Programm Thermocycler fiir IGAV Einzelzell-PCR Runde2.

Temperatur | Zeit Zyklusanzahl
95 °C 1 min

61 °C 30sec | 1x

72 °C 1 min

95 °C 1 min

63 °C 30 sec | 44x

72 °C 1 min

72 °C 7 min

4°C Pause | 1x

5.1.3 Gelelektrophorese

Um die Amplifikate der IgHV, IgkV und IgAV — Einzelzell PCR auf spezifische Produkte zu
Uberprifen, wurden diese im 1,5%igen TBE-Agarosegel aufgetrennt. Pro Gel wurden 0,75
g Agarose (Wide Range, Serva) in 50 ml 1x TBE-Puffer durch Erhitzen in der Mikrowelle
geldst und anschlieBend mit 5 ul Gelred (10000x) vermischt und in der GelgieBkammer mit
entsprechendem Kamm im Schlitten ausgehartet.

In einem Zellkulturdeckel einer Platte mit 96 Vertiefungen wurden je 2 pl 6x Nukleinséure-
Ladepuffer mit 10 pl PCR-Produkt vermischt und anschlieend in die Geltasche pipettiert.
Zur Orientierung wurde ein 100 bp Marker (10 ul) verwendet. Bei einer Spannung von 70
Volt wurden die Proben 50 min lang entsprechend ihrer GréRe in der
Gelelektrophoresekammer aufgetrennt. Mit der Software ImagelLab wurde die
Geldokumentationsanlage gesteuert, in welcher das Gel auf einem UV-Tray fotografiert
wurde. Das gesuchten Gene der variablen Region waren auf einer Hohe von 350 bp zu

finden.



5.1.4 TOPO-TA Klonierung zur Vorbereitung der Sequenzierung

Da eine direkte Sequenzierung obiger PCR-Produkte auf Grund lokaler, struktureller
Sequenzgegebenheiten mit den derzeitigen kommerziellen Sequenzierungsdiensten nicht
mdoglich war, wurde die Methodik der TOPO-TA Klonierung der Sequenzierung
vorangestellt. Das PCR-Produkt wurde mittels praparativem Agarosegel aufgereinigt und
dann in den Standardvektor pCR™4-TOPO® kloniert, sodass zur anschlieRenden
Sequenzierung Standardprimer aus dem Vektor benutzt werden konnten. Wie in dem
Herstellerhandbuch versprochen, ermdglichte die Methodik der TOPO-TA Klonierung den
Einbau von PCR-Produkten in einen Plasmidvektor ohne die Verwendung von spezifischen
Restriktionsenzymen und Ligierungsschritten. Der sogenannte aktivierte Vektor lag
linearisiert vor mit einem Uberhang von Thyrosinen am 3‘-Ende. Die Topoisomerase | des
Vaccinia Virus spaltete das Phospodiester-Rickgrat spezifisch nach doppelstrangigen 5'-
CCTT- Motiven und speicherte die frei gewordene Energie unter Ausbildung einer
kovalenten Bindung zum 3‘ Phospatende (Shuman, 1991). Voraussetzung fiir den Einbau
sind PCR-Produkte, die in der letzten Amplifizierungsphase durch die Aktivitdt der Taqg-
Polymerase als terminale Transferase am 3‘-Enden mit einem Uberhang an Adenosinen
versehen worden waren. Es kam zur komplementéaren Doppelstrangbindung an den "T"-
und "A"- Uberhangen, was strukturell den Einbau des PCR-Produktes in einen zirkularen
Plasmidvektor bedeutete, wobei die Energie flir die Ligation im Phosphodiester-Ruckgrat

aus der Spaltung der kovalenten Bindung zur Topoisomerase resultierte (Shuman, 1994).

5.1.4.1 Aufreinigung der PCR-Produkt mittels praparativem Agarosegel

Ein 3%iges Agarosegel (Biophor Agarose, Biozym) wurde gegossen, in welchem 50 -100
ul frisches PCR-Produkt bei 50 Volt 3 h aufgetrennt wurde. Zur Orientierung wurden 10 pl
UL-Marker mit aufgetrennt. Die gewlnschte Bande wurde auf dem UV-Tisch mit einem
sauberen Skalpell ausgeschnitten und anschliel3end aufgereinigt (QIAquick Gel Extraction
Kit mit Mikrozentrifuge). Bei geringer DNA Menge wurde das Standardelutionsvolumen

verringert und re-eluiert.

5.1.4.2 TOPO-TA Klonierung

Ein kommerzielles Kit (TOPO-TA Cloning Kit for sequencing) wurde zusammen mit
chemisch kompetenten E. coli Zellen (One Shot TOP10) benutzt. In die Klonierungsreaktion
wurden 4 pl aufgereinigtes PCR Produkt eingesetzt. Abweichend vom Protokollvorschlag
wurde dieser Klonierungsansatz fir 10 min bei 37 °C inkubiert und fir die Transformation
der E. coli Zellen per Hitzeschock wurden 4 pl Klonierungsreaktion verwendet
(Kommunikation mit Dr. Christoph Hammers). Es wurden 50 - 100 ul transformierte Zellen

(unverdinnt & 1:40) in SOC Medium auf Selektionsplatten (50 pg/ml Ampicillin)



ausgestrichen und fur 24h bei 37 °C inkubiert. Am nachsten Tag wurden 2-4 Einzelkolonien
in 5 ml LB-Flissigmedium (50 pg/ml Ampicillin) fir 12-16 h bei 37 °C und 180 Upm flir die
Plasmidisolation geziichtet. Vor der Plasmidisolation (QlAprep Spin Miniprep Kit mit
Mikrozentrifuge) wurden Glycerolstocks zur Langzeitlagerung angelegt. Dabei wurden 700
pl kultivierte Einzelkolonie und 300 pl Glycerol (50 % in H2O, steril autoklaviert) in Kryotubes

bei -80 °C eingefroren.

5.1.5 Sequenzierung

Die DNA Konzentration der aufgereinigten Plasmide wurde mit dem Nano-Drop in der
Physiologie der Universitat zu Lubeck bestimmt. Die aufgereinigten Plasmide wurden mit
H>O auf ein Volumen von 15 pl und eine Konzentration von 50 ng/pl eingestellt; die Primer
(Standardprimer T7) auf 15 pl a 10 pmol/ul. Zur Sequenzierung wurden diese Probe zu
MWG/eurofins geschickt.

Mit der unter Punkt 5.1.1 bis 5.1.5 beschriebenen Methodik konnte ein weiteres Paar an
IGHV & IGLV Genen einer einzelnen CD138" B-Zelle der GPA-Nasenschleimhaut (H5=
MF616000, L5= MF615999) identifiziert werden. Mit der unter Punkt 5.1.1 bis 5.1.3
beschriebene Methodik wurden 4 Paare an IGHV & IGLV Genen einzelner CD138 * B-
Zellen der GPA-Nasenschleimhaut (H1=JQ240200, L1=JQ240201; H2=JQ240202,
L2=JQ240203, H3=JN990800, L3=JN990801, H4=JN990783, L4=JN990784) und ein
weiteres, solches Paar aus einer einzelnen CD20* Nierenzelle (Kooperation mit Prof. Dr.
Jan Willem Cohen Tervaert, Universitat Maastricht, Niederlande) in Form laborinterner

Vorarbeiten generiert, die ich freundlicherweise tibernehmen durfte.
5.1.6 Sequenzmodifizierung zur Klonierung in den Transfervektor

Identifizierte IgHV und IgLV Gene aus einer Einzelzelle wurden nun fur die spezifische
Klonierung in die entsprechenden Transfervektoren (pVTC gp37 flr die Schwerkette,
pVTCk oder pVTCA flr die Leichtkette) vorbereitet. Mit den Transfervektoren gelangten die
Sequenzen der variablen Region spéater in die Insektenzelllinie, in der die Expression der
rekombinanten Immunglobuline stattfand. Zun&chst wurden die Sequenzen der variablen
Region abwarts und/oder vorwérts mit der Sequenzinformation aus dem
wahrscheinlichsten Keimbahngen laut IMGT/V-Quest an beiden Enden verlangert, um den
gesamten Bereich der variablen Region (FWR1-FWR4) zu komplettieren. Dabei fehlten am
5'-Ende durchschnittlich 17 Basen der FWR1 und am 3'-Ende durchschnittlich 7 Basen der
FWR4. Des Weiteren mussten die beiden Schnittstellen fur die Restriktionsenzyme
zuaulRerst der variablen Region angefliigt werden. Dabei war es wichtig, dass die
Schnittstelle fur das jeweilige Restriktionsenzym (Tab. 11) exakt wie im
Transfervektorkonstrukt (Abb. 8) in das Ende der Signalpeptidsequenz oder den Anfang

der konstanten Region integriert wurde, sodass nach Klonierung Uber



Restriktionsenzymverdau und Ligation das Signalpeptid, die variable Region und die

konstante Region in-frame abgelesen werden konnten (weitere Details im Anhang).

Tabelle 11: Einbau der Schnittstellen fur Restriktionsenzyme.

5‘ der V-Region 3‘ der V-Region
Schwerkette (pVTC gp37) | Afl I CITTAAG Nhe | G|CTAGC
GAATT1C CGATC1G
Leichtkette (pVTCK) BssHIl | GICGCGC | BsiW | | C|GTACG
CGCGC 1 G GCATG1C
Leichtkette (pVTCA) BssHIl | G|CGCGC Avr I ClCTAGG
CGCGC1G GGATC1C

V-Region (kappa)

"

BssHIl Bsi W

pVTC kappa

Abbildung 8: Aufbau des Transfervektorkonstruktes (pVTC kappa) fur die Expression von Leichtketten-
Genen des kK-Typs

Leichtkettengenen des k-Typs, bestehend aus V-Region und C-Region kdnnen in Abhangigkeit des Polyhedrin-
Promoters transkribiert werden. Mittels der Restriktionsenzyme BssH Il uns Bsi W | werden individuelle IgLV-
Gene in den Vektor kloniert. Die Kozac-Box wird fiir die Initiierung der Translation benétigt. Das Signalpeptid
reguliert den Transport des Proteins. Das Polyadenylierungs-Signal fuir die mRNA abwérts der C-Region stammt
aus dem urspringlichen bakuloviralen Polyhedrin-Gen (Poul et al., 1995). Das Transfervektorkonstrukt fiir die
Klonierung von IgLV-Genen wurde freundlicherweise von Dr. Martine Cérutti bereitgestellt.

Fur die Klonierung der rekombinanten Immunglobuline (H4, rigG Nr. 5 & rlgG Nr. 6) wurden
die erforderlichen Sequenzverlangerungen kommerziell von MWG/eurofins synthetisiert,
um Mutationen durch PCR-Fehler zu vermeiden. Dabei wurde die gewiinschte Sequenz in
den Standardvektor pEXA2 eingefiigt. Fir die Klonierung der rekombinanten
Immunglobuline (rlgG Nr. 1 bis 4) gab es Vorarbeiten. Jene Sequenzen sind mittels
Verlangerungs-PCR unter Verwendung Uberlappender Primer generiert worden wie bei
(Haslin et al., 2007) beschrieben wurde und bei -80 °C in Form eines zwischenklonierten

Vektors in E. Coli Zellen aufbewahrt worden.



5.1.7 Klonierung in Transfervektor mittels Restriktionsenzym-Verdau und Ligation

Die Transfervektoren wurden freundlicherweise von Dr. Martine Cérutti (Baculovirus et
Thérapie, Station de Recherche, CNRS, 30380 Saint Christol Léz Alés, France)
bereitgestellt. Je 10 pg Transfervektor in Ethanol wurden bereitgestellt. Fir die
molekulargenetischen Arbeiten wurden die Vektoren unter Zentrifugation bei 13000 Upm
fur 12 min bei RT gefallt und anschliel3en in je 10 ul H2O unter Vortexen gel6st. Als Reserve
wurden E. Coli Zellen, wie im TOPO-TA Protokoll beschrieben, mit den Transfervektoren
transformiert und bei -80 °C als Glycerolstock aufbewahrt. Es wurden 10-50 pl
Glycerolstock (Transfervektor oder zwischenklonierte Sequenz der variablen Region) auf
vorgewarmten LB-Agarplatten kultiviert und aufgereinigt (QIAprep Spin Miniprep Kit mit
Mikrozentrifuge) wie ebenfalls im TOPO-TA Protokoll beschrieben wurde. Sowohl die
zwischenklonierte Sequenz der variablen Region als auch der entsprechende
Transfervektor wurden in separaten Ansatzen mit den entsprechenden beiden
Restriktionsenzymen aus Tabelle 11 verdaut. In den Tabellen 12-14 werden die
Reaktionsanséatze und Inkubationsschritte beschrieben. Je nach Konzentration der DNA,
die am NanoDrop ermittelt wurde, wurde der 50 pl oder 75 pl Ansatz gewahlt. Es wurde auf
Eis pipettiert und direkt nach dem Verdau eine Aufreinigung im praparativen Agarosegel
angeschlossen wie in Punkt 5.1.3 beschrieben. Im Gel wurde ebenfalls das unverdaute
Konstrukt als Kontrolle und Orientierung mit aufgetragen. Auf diese Weise konnte das
Schneiden in Fragmente der richtigen Groél3e Uberprift werden und der Verdau durch

Entfernen der Enzyme und Salze endgiiltig gestoppt werden.

Tabelle 12: Restriktionsenzymverdau fur die Klonierung der Schwerkette mit Afl Il und Nhe 1.

Pipettierreihenfolge Komponente Volumen [50 pl rxt /75 pl rxt]
1 Nuclease-freies H20 43 pl =X pl /63,5 pl = X pl
2 10x NEBuffer 2.1 5ul/7,5ul
3 DNA (1 pg) Xu/Xu
4 Afl Il (10 units/pl) lu/2u
4 Nhe | (10 units/ul) lu/2u
Inkubation fiir 10 min bei 37 °C im Thermocycler T3

Tabelle 13: RE-Verdau fiir die Klonierung der k-Leichtkette mit Bss H Il und Bsi W I.

Pipettierreihenfolge Komponente Volumen [50 pl rxt / 75 pl rxt]
1 Nuclease-freies Hz0 43 pl — X pl /63,5 pl = Xpl
2 10x NEBuffer 3.1 5ul/7,5ul
3 DNA (1 pg) X/ Xpl
4 Bss H Il (10 units/pl) Tpl/2u
Inkubation fiir 10 min bei 50 °C im Thermocycler T3
5 Bsi W I (10 units/ul) Tpu/2u




Pipettierreihenfolge ’ Komponente ‘ Volumen [50 pl rxt / 75 pl rxt]

Inkubation fiir 10 min bei 55 °C im Thermocycler T3

Tabelle 14: RE-Verdau fiir die Klonierung der A-Leichtkette mit Avr Il und Bss H II.

Pipettierreihenfolge Komponente Volumen [50 pl rxt / 75 ul rxt]
1 Nuclease-freies H20 43 pl = X pl /63,5 pl = X pl
2 10x CutSmart Buffer S5ul/7,5u
3 DNA (1 pg) X/ Xul
4 Avr 1l (10 units/ul) /2w

Inkubation fiir 10 min bei 37 °C im Thermocycler T3
‘ Bss H Il (10 units/pl) ‘ 1ul/2u

Inkubation fiir 10 min bei 50 °C im Thermocycler T3

[&)]

Fur die Ligation des geschnittenen Transfervektors mit der geschnittenen Sequenz fir die
variable Region wurden jeweils 50 ng Vektor mit der 3-fachen, 5-fachen oder 7-fachen
molaren Menge an Insert kombiniert (Tab. 15). Um die bendtigte Menge (ng) an Insert
entsprechend des gewiinschten molaren Verhéltnisses von Insert/\Vektor zu berechnen,
wurde diese Formel benutzt:

Insert

Insert (bp) )
Vektor

Vektor (bp)

Insert (g) = (molares Verhiltnis ) X Vektor (g) X (Langenverhaltnis

Tabelle 15: Molare Verhéltnisse an Insert und Vektor fur die Ligation.

Nr. der Schwer- bzw. Insert- Transfervektor fir Vektor- molares Verhiltnis %‘:z
Leichtkette lange (bp) jeweiliges Insert lange (bp) bei Ligation
H1 397 pVTC gp37 7510 31
H2 382 pVTC gp37 7510 71
H3 415 pVTC gp37 7510 5:1
H4 370 pVTC gp37 7510 5:1
H5 391 pVTC gp37 7510 5:1

H6 379 pVTC gp37 7510 7:1&51

L1 346 pVTC kappa 8185 5:1
L2 331 pVTC kappa 8185 5:1
L3 331 pVTC kappa 8185 7:1
L4 343 pVTC lambda 8184 5:1
L5 337 pVTC kappa 8185 5:1
L6 331 pVTC kappa 8185 7:1

Das Volumen von Insert und Vektor wurde mit H,O auf 10 ul aufgefullt. Es wurde auf Eis
gearbeitet und 10 ul 2X Quick Ligation Buffer dazugegeben und gemischt. 1 pl Quick T4

DNA Ligase (2*10° units/ml) wurde einpipettiert, vorsichtig gemischt und kurz in einer



kleinen Tischzentrifuge runterzentrifugiert. AnschlieBend wurde der Ligationsansatz fur 5
min in einem 26 °C warmen Heizblock inkubiert, dann 10 min auf Eis abgekuhlt und bei —
20 °C gelagert. Geprift wurde die Ligation mittels Sequenzierung. Dazu wurden wie in
Punkt 5.1.4.2 E. Coli-Zellen analog mit dem Ligationsansatz transformiert und kultiviert.
Nach der Plasmidisolation wurden die Transfervektorkonstrukte zusammen mit dem
entsprechenden Primern (siehe Punkt 4.5) pVTC gp37, pVTCk oder pVTCA zur
Sequenzierung bei MWG/eurofins versandt, wie in Punkt 5.1.5 genauer beschrieben
worden ist. Die Sequenzierungsprimer wurden vorwarts der Insertionsstelle im
Transfervektor in einer Lange von 17 bp designt, die spezifisch nur dort vorkam. Des
Weiteren wurde eine niedrige Energie zur Selbshybridisierung, ein GC-Gehalt von 55 — 65
%, eine Schmelztemperatur von 55 — 60 °C und eine Position der 3° GC-Klammer

vorausgesetzt.

5.1.8 Modifizierung des Transfervektors mittels PCR

Die Transfervektoren mit den ligierten variablen Regionen wurden per Deletions-PCR ein
weiteres Mal modifiziert, da der gesamte Teil der variablen Region einkloniert worden war
ohne zu bertcksichtigen, dass 1-5 Basen der FWR4 ausgespart werden missen, um einen
in-frame Ubergang zum Anfang der konstanten Region im entsprechenden Transfervektor
zu bilden. Dazu wurde das Q5 Site-Directed Mutagenesis Kit verwendet. Des Weiteren
musste das Transfervektorkonstrukt fur die Schwerkette H3 an einer weiteren Stelle um 2
kunstliche Mutationen aus PCR oder DNA-Replikation in E. Coli korrigiert werden. Fur die
Substitutions-PCR wurden entgegengesetzte Vorwarts- und Rickwarts-Primer entworfen
(Abb. 9), die die korrekte Substitution an ihren 5°-Enden enthalten. Fir die Deletions-PCR
wurden entgegengesetzte Vorwarts- und Ruckwarts-Primer entworfen (Abb. 9), die die zu
deletierende Region mit ihren 5-Enden flankieren und 100 % komplementar zur

Plasmidsequenz waren.



1. Exponentielle Amplifikation 2. Behandlung und Anreicherung: 3. Hoch-effiziente

J

(PCR) Kinase, Ligase und Dpnl Transformation
v | * Q5 Hot Start o 10XKLD « NEB 5-alpha
2X Master Mix Enzym Mix kompetente Zellen
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t ] (,( }1 — . F=
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Deletion V4 /

5 min. bei Raumtemperatur

N . 2A. Phosphorylierung ! 2B. Ligation \2C. Entfernung der Vorlagt;

Abbildung 9: Methodischer Uberblick fiir Substitutions- und Deletions-PCR mittels Q5 Site-Directed
Mutagenesis Kit (Quelle: NEB-Manual E0554)

Mit speziell designeten Primern kénnen sowohl Substitutionen als auch Deletionen per PCR in Vektoren
eingebracht werden. Die nachfolgende Behandlung des amplifizierten, nicht-methylierten Materials mit dem
sogenannten KLD-Mix aus Kinase, Ligase und Dpnl bereitete das Konstrukt fiir die Transformation in E. coli
Zellen vor. Die Kinase phosphorylierte die 5-DNA-Enden fir die Ligation bzw. Rezirkulation und das Dpnl
Restriktionsenzym verdaute das bakteriell - methylierte Ausgangstemplate.

Ein online-Programm?® wurde zur Primerentwicklung verwendet. Die Annealingtemperatur
(58 - 69 °C) lag etwa bei der Schmelztemperatur zuztiglich 3 °C und musste bei 6 der 12
zu deletierenden Transfervektoren weiter gesenkt oder erhéht werden. Bei den Primern fir
die Transfervektorkonstrukte H1 und H3 entstanden bei hohen Annealingtemperaturen kein
Produkt, da vermutlich keine Hybridisierung mehr stattfand. Bei niedrigeren
Annealingtemperaturen im PCR-Zyklus oder einer Touch-Down-PCR entstanden ebenfalls
keine Produkte, was vermutlich an der hohen Haarnadel-Stabilitat des Rickwarts-Primers
laut Primer3 lag. Fur die Deletions-PCR der Transfervektorkonstrukte H1 und H3 wurden
die zunachst entwickelten Primer am 3'-Ende um je 3 Basen eingekuirzt, um die Bildung der
Haarnadel-Struktur zu verhindern.

Die Template-DNA (aufgereinigtes Plasmid) wurde in Elutionspuffer auf 15 ng/ul verdinnt.
Die PCR wurde wie in Tabelle 16 beschrieben angesetzt, gemischt und im Thermocycler

T3 nach den Zyklusbedingungen aus Tabelle 17 und 18 durchgefiihrt.

% New England Biolabs (2017)
NEBaseChanger
http://nebasechanger.neb.com/
(Stand: 12.06.2018)



Tabelle 16: Mastermix fir Deletions-/Substitutions-PCR.

Komponente Volumen [25 pl rxt]
Nuklease-freies H20 9
Primer fw (10 pM) 1,25 ul
Primer rew (10 uM) 1,25 ul

Q5 Hot Start High Fidelity 2x Mastermix | 12,5 ul

DNA (15 ng/ul) 1p

Tabelle 17: Zyklusbedingungen fir die Deletions-/Substitutions PCR.

Temperatur Zeit Zyklusanzahl
98 °C 30 sec 1x
98 °C 10 sec
Annealingtemperatur aus Tabelle 7 | 20 sec 25x
72 °C 3 min 20 sec
72 °C 2 min 1x
4°C Pause 1x

Tabelle 18: Annealingtemperatur far die Deletions-/Substitutions PCR einzelner
Transfervektrokonstrukte.

Transfervektorkonstrukt | Annealingtemperatur
H1 58 °C

H2 69 °C

H3 60 °C

H3 rep2 67 oder 68 °C
H4 69 °C

H5 69 °C

H6 69 °C

L1 69 °C

L2 68 °C

L3 69 °C

L4 66 °C

L5 67 °C

L6 69 °C

Das PCR-Produkt wurde im 1,5%igen Agarosegel bei 70 Volt fur 1,5-2 h zusammen mit 6
pl 10 kbp-DNA-Marker aufgetragen. Die nachfolgende Behandlung mit dem sogenannten
KLD-Mix bereitete das Konstrukt fir die Transformation in sog. hoch-effiziente NEB 5-alpha
kompetente E. coli Zellen vor. Die Reaktion wurde entsprechend den Herstellerangaben

mit 1 pul PCR-Produkt durchgefiihrt. NEB 5 alpha kompetente E. coli Zellen wurden mit 5 pl



KLD-Reaktion entsprechend dem Herstellerhandbuch transformiert und auf LB-Agarplatten
mit 50 pug/ml Ampicillin selektioniert. Nach der Plasmidisolation von 2-4 Einzelkolonien
wurde die korrekte Deletierung per Sequenzierung mit den Transfervektorprimern (pVTC

gp37, pVTC kappa oder pVTC lambda) wie in Punkt 5.1.5 beschrieben tberpruft.
5.1.9 Anreicherung der Transfervektorkonstrukte

Aus dem Glycerolstock mit dem gewiinschten Transfervektorkonstrukt wurden 10 ul in 25
ml vorgewarmtem LB-Medium mit 50 pg/ml Ampicillin fiir 12-16 h bei 37 °C und 180 UPM
fur die Plasmidisolation geziichtet. Fur die Aufreinigung wurde das QIAGEN Plasmid Midi
Kit entsprechend der Standardanleitung benutzt. Freundlicherweise durfte die
Bakterienzentrifuge (220000 g) im Institut flir Physiologie der Universitat zu Libeck benutzt
werden. Pro Midi-Prep wurden 5 ml Eluat (Plasmid in 1,25 M NaCl, 15 % Isopropanol, 50
mM Tris-Cl, pH8,5) gewonnen, die dann mit dem 0,7 - fachen Volumen an ungekihltem
Isopropanol prazipitiert worden sind bei 30 - mindtiger Zentrifugation bei 20000 g und 4 °C,
um ein Uberhitzen der Probe zu vermeiden. Fiir die Sequenzierungskontrolle wurden 200
pl Eluat separat geféllt und anschlieRend in 1 ml 70 %igem Ethanol bei 20000 g und 4 °C
fur 10 min gewaschen. Das Pellet wurde 15 min Luft — getrocknet und in 20 pl Elutionspuffer
(10 mM Tris-ClI, pH 8,5) aus dem QIAprep Spin Miniprep Kit geldst. Die lbrige Isopropanol

— gefallte Probe wurde in 1 ml 70%igem Ethanol versandt.

5.1.10 Homologe Rekombination, Expression und Aufreinigung der rigG

Die homologe Rekombination, Expression und Aufreinigung der rlgGs wurde nach einem
jahrelang optimierten Verfahren von einem Kooperationspartner durchgefiihrt (Dr. Martine
Cérutti, Baculovirus et Thérapie, Station de Recherche, CNRS, 30380 Saint Christol Léz
Alés, Frankreich). Wahrend meines zweiwdchigen Aufenthalts bei Dr. Martine Cérutti durfte
ich die homologe Rekombination von Leicht- und Schwerketten-Transfervektorkonstrukt
zusammen mit baculoviraler DNA in Sf9 Insektenzellen wie in Abbildung 10 dargestellt an
einem rlgG selbst durchflihren sowie eine Kontroll-PCR mit viraler DNA. Dabei wurden zur

Transfektion der DNA Uber Lipsosomenkomplexe in Insektenzellen DOTAP benutzt.
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Abbildung 10: Methodische Ubersicht zur Konstruktion rlgG exprimierender Baculoviren in
Insektenzellen (Cérutti und Golay, 2012)

Die kodierende cDNA fur die variablen Regionen (VH und VL) werden entsprechend des Leserahmens von
Signalpeptid-Sequenz und der humanen konstanten Region von Immunglobulinen in entsperchende
Transfervektoren inseriert. Die Transfektion von Sf9 Insektenzellen mit defekter nicht-infektitser, viraler DNA
und zwei Transfervektoren bewirkt die homologe Rekombination (HR). Die entstandenen infektidsen, doppelt-
rekombinanten Viren werden mittels Plague-Assay in einzelne Klone separiert.

Fir die Kotransfektion wurden die Transfervektorkonstrukte fir 15 min bei 10000 Upm
zentrifugiert und das Pellet anschlieBend 3 Mal in 70%igem Ethanol fir 5 min bei 10000
Upm gewaschen. Das pelletierte Transfervektorkonstrukt wurde 5-10 min Luft - getrocknet
und in Nuklease-freiem H,O geldst. Dabei sollte eine DNA-Konzentration von etwa 1 ug/ul
erreicht werden, die Uber Nacht bei 4 °C zwecks Faltung inkubieren musste. Am nachsten
Tag wurde eine Sf9 Insektenzellkulturlinie (3-Tage Anzucht in F75-Zellkulturflasche,
exponentielle Phase) geerntet, indem das alte Medium abgesaugt wurden und die Zellen in
10 ml TGV1-Medium abgeschabt wurden. Anschlielend wurden die Zellen mit TGV1
Medium auf eine Sattigungsdichte (100 % = maximale Zellzahl pro Kubikzentimeter unter
spezifischen Wachstumsbedingungen) von 30 - 50 % verdinnt. Je 5 ml dieser
Zellsuspension wurden in T25 — Zellkulturflaschen 1 h bei Raumtemperatur adhéariert. In
der Zwischenzeit wurde in einem 1,8 ml Reaktionsgefal3 0,5-1 ug baculovirale DNA und 5
Hg DNA der beiden Transfervektorkonstrukte vermischt und 30 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Dann wurden 1,5 ml TGV1 zu der DNA dazugegeben und 15 — 30 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Das Medium der adhérierten Sf9 Zellen wurde entfernt. 40 pl
DOTAP wurden zigig in ein 6 ml Reaktionsgefald mit 1,5 ml TGV1 pipettiert und im

Anschluss mit der TGV1 — DNA Reaktion kurz vermengt und dann auf die Zellen pipettiert.



So wurden die Zellen fiir 4 Stunden bei 28 °C im Brutschrank inkubiert. Danach wurde der
Uberstand abpipettiert und 5 ml TGV3 (enthalt fetales Kalberserum) ersetzt. Nun mussten
die Zellen 3-5 Tage bei 28 °C im Brutschrank wachsen. Danach wurden die Zellen durch
leichtes Klatschen an das AnzuchtgefaR geldst. Der gesamte Uberstand wurde bei 3000
Upm fur 10 min zentrifugiert und entfernte die Insektenzellen. Der virale Uberstand wurde
bei 4 °C gelagert.

Fur die Aufreinigung/Aufkonzentrierung rekombinanter Baculoviren in Form von Klonen
wurde der lytische Plaque-Assay (Brown und Faulkner, 1977) benutzt. Zunachst wurde
wieder eine Sf9 Insektenzellkulturlinie (3-Tage Anzucht in F75-Zellkulturflasche,
exponentielle Phase) wie oben beschrieben geerntet. Je 3 ml wurden in die Vertiefungen
von vier 6-well-Platten pipettiert. Der virale Uberstand wurde mit TGV3 in einer
geometrischen Verdinnungsreihe mit dem Verdunnungsfaktor 1/10 in 7 Schritten in
Reaktionsgefal3en vorbereitet. Nun wurde das Medium der adhérierten Zellen pro
Vertiefung mit je 0,5 ml verdinntem, viralem Uberstand ersetzt und fir 1 Stunde bei
Raumtemperatur inkubiert. Dabei wurden pro viraler Verdinnung (10! - 107) 3-4
Vertiefungen der 6-well-Platte infiziert. In der Zwischenzeit wurde Agarose (0,8 g in 20 ml
destilliertem H2O autoklaviert) in der Mikrowelle erhitzt. Wenn die Agarose auf etwa 55 °C
abgekuhlt war, wurden 45 ml TGV3 dazugegeben und im 37 °C Wasserbad aufbewahrt.
Die Vertiefungen der 6-well-Platten wurden nun mit je 2 ml Agaroselésung tropfenweise
und unter Kreisen der Platte Uberschichtet, was ein Abldsen der Zellen verhinderte. Nach
1-2 Stunden war der Agar ausgehartet. Die Agaroseschicht garantierte, dass sich Viren nur
von Zelle zu Zelle ausbreiten konnten, nicht aber tGber das Zellmedium. Die 6-well-Platten
wurden mit Parafilm versiegelt und fiir 3-5 Tage bei 28 °C im Brutschrank inkubiert. Danach
wurde jede Vertiefung mit 1 ml Neutralrot (0,05 % in TGV1) fur 40 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Nun wurde der Lebendzellfarbstoff wieder abgesaugt, die Platte in Parafillm
eingewickelt und tber Nacht bei 28 °C inkubiert. Am nachsten Tag wurden unter dem
Lichtmikroskop weil3e, lytische Zellplaques eingekreist, die auf Grund von Virusbefall
gestorben waren. Unter der Sterilbank wurden die 2-3 mm durchmessenden Plaques mit
einer Pasteurpipette abgesaugt und pro Klon in ein Reaktionsgefa@ mit 1 ml TGV3
Uberfihrt. Die rekombinanten Baculoviren wurden bei 4 °C gelagert. Die Plaque-bildende
Einheit (pfu) gibt die Anzahl infektiéser Viren einer Flissigkeit an und wird folgendermaf3en
berechnet:

pfu Anzahl an Plaques

ml Verdiinnungsfaktor X Volumen (ml)

Fur die erste Amplifizierung der rekombinanten Bakuloviren mit einem einzelnen Klon
wurden zunéchst adharente Sf9-Zellen vorbereitet. 5 ml einer Zellsuspension der
Konzentration 100000 Zellen/ml TGV1 wurden in einer F25 — Flasche fir 1 h inkubiert und



dann das Medium ersetzt durch 0,2 ml eines einzelnen, baculoviralen Klons und 1 ml TGV3.
Nach 1 h wurden weitere 4 ml TGV3 hinzugefligt und das Kulturgefald bei 28 °C flr 4-5
Tage im Brutschrank gelagert. Der Uberstand wurde wieder gesammelt und nach
Zentrifugation bei 3500 Upm fur 5 min bei 4 °C aufbewabhrt.

Fur die DNA-Aufreinigung viraler Partikel aus 3 ml Zellkulturiberstanden wurden diese ein
zweites Mal bei 35000 Upm fiir 45 min zentrifugiert. Das virale Pellet wurde in 500 pl TEK-
Puffer aufgenommen und 5 pl Proteinase K (20 mg/ml in destilliertem H20) sowie 10 pl
Sarkosyl (10 %) hinzu pipettiert. Diese Behandlung diente dem Abbau von Proteinen und
der Denaturation von Nukleinsdure. Der Ansatz wurde Uber Nacht bei 50 °C in
ZentrifugiergefalRen mit weiBem Stopfen inkubiert und am néchsten Tag fur die DNA-
Extraktion in ein 1,5 ml Reaktionsgefal3 umgefullt. Fir das Pipettieren viraler DNA wurden
Pipettenspitzen mit weiterer Offnung verwendet, um die DNA nicht zu beschadigen. Dann
wurden 10 pul RNase hinzu pipettiert und 30 min bei 37 °C inkubiert. Dieser Ansatz wurde
mit 500 pl Phenol aufgefullt. Nach vorsichtigem Schwenken wurde bei 10000 Upm fiir 5 min
zentrifugiert, sodass sich eine Schichtung aus organischer und wassriger Phase ergab,
wobei sich denaturierte Proteine in der Interphase sammelten. In den nachsten beiden
Schritten wird die wassrige Phase mit 500 pl Chloroform/Isoamylalkohol (Fluka) vermischt
und erneut bei 10000 Upm fir 5 min zentrifugiert. Die gesauberte, wassrige Phase wird
abpipettiert, mit 1/10 - Volumen 3 M Natriumacetat sowie dem 2-fachen Volumen Ethanol
prazipitiert bei 10000 Upm fir 15 min. AnschlieRend wird das Pellet 2 Mal in 70%igem
Ethanol gewaschen, Luft - getrocknet und in 45 pl TE (0,1x von Fluka) geldst. Wieder ist
eine Lagerung bei 4 °C Uber Nacht wichtig.

Die so gewonnene virale DNA rekombinanter Baculoviren wurde mittels PCR auf den
korrekten Einbau der variablen Region tber homologe Rekombination Uberprift. Dabei
wurden vektorstandige Primer fir Schwerkette und Leichtkette benutzt und der Ansatz wie
in Tabelle 19 pipettiert. An der Gré3e des PCR-Produktes (15 pl PCR-Produkt + 3 pl 6x LP;
5 pl DNA-Marker) im 1%igen Agarosegel nach 40- minltiger Auftrennung bei 170 Volt

konnte erkannt werden, ob das Insert der variablen Region aufgenommen worden war.

Tabelle 19: PCR-Reaktion zur Insertionskontrolle.

Komponente Volumen [50 pl rxt]
Nuklease-freies H.O 27,25 pl

Fw Primer (10 uM) 5ul

Rew Primer (10 pM) 5l

Vent Buffer 10x 5 ul

MgSO4 25 mM 3ul

dNTP (20 mM) 2 ul

Vent DNA Polymerase | 0,75 ul

Viral DNA 2 ul




Unsere Kooperationspartner haben die virale DNA rekombinanter Baculoviren ebenfalls mit
dem Southern Blot auf den Einbau des Inserts mit der variablen Region Gberprift. Dabei
wurde die virale DNA einem spezifischen Verdau unterzogen und dieses Muster an
Fragmenten im Agarosegel aufgetragen. Jetzt konnte der Verdau verifiziert und quantifiziert
werden. Nach dem Blotten auf eine Membran wurden die DNA-Doppelstrange alkalisch
aufgespalten und mit einer spezifischen Sequenz als DNA-Sonde hybridisiert, dessen
spezifische Bindung mittels Enzym-markiertem Antikorper sichtbar gemacht wurde, sodass
erkennbar wurde ob das Insert im richtigen Fragment lag.

Auch die Aufreinigung der rlgGs im groRen Mal3stab wurde von den franzdsischen
Kooperationspartnern durchgefuhrt. Fir die Produktion grof3er Mengen an viralem
Uberstand musste die Zellkultur weiter angepasst werden. Die viralen Zellkulturiiberstande
mussten 2 Mal dialysiert werden, zundchst gegen Tris ethylenediaminetetraacetic acid
buffer (10 mM Tris HCI, 1 mM ethylenediaminetetraacetic acid) um den pH auf 7,8
anzuheben und anschlieend in PBS (pH 7,8) wie unter (Lieby et al., 2001) beschrieben
wurde. Die Affinitdtschromatographie ist eine Saulenchromatographie, bei der mittels
kovalent gebundenem Protein A in der Saulenmatrix selektiv iber den Fc-Teil humane IgG
gebunden werden konnen. Auf diese Weise konnten stérende Substanzen gut
rausgewaschen werden. Die gebundenen IgGs wurden durch denaturierende Bedingungen
in kleinen Volumina eluiert, was den Vorteil einer hohen Aufkonzentrierung hat.

Dazu wurden Protein A Saulen von Bio Rad (Hercules, CA) entsprechend des
Herstellerprotokolls benutzt. Die Eluate wurden gegen PBS oder TBS (TBS; 50 mM Tris
buffer, 120 mM NaCl, 2.7 mM KCI, pH 7.5) dialysiert und mit einem Filter der Porengrol3e
0,1 mm filtriert, bevor die Reinheit im Gel und direktem IgG ELISA quantifziert wurde (Lieby
et al., 2001).

5.1.11 IgG1 ELISA

Um die korrekte Klonierung und Expression der rlg vor Amplifizierung und Aufreinigung zu
Uberprufen, wurde der 1IgG1 HC ELISA (EHIGG1 von Thermo Scientific) mit viralen
Uberstanden durchgefiihrt. Dabei wurde als Kontrolle und zur Anpassung der Baseline das
TGV3 — Medium, Probenpuffer und eine leere Vertiefung mitgemessen. Die viralen
Uberstande wurden unverdiinnt, 1:50, 1:100 und 1:200 verdiinnt in Doppel- und teilweise
Einzelbestimmung getestet. Bei der Konzentrationstberprifung aufgereinigter viraler
Uberstande (Protein A Saule, Kooperationspartner) wurden Verdiinnungen von 1:500 und
1:1000 gemessen. Der Detektionsantikorper des direkten ELISA targetierte human

exprimiertes IGHV und trug eine Biotinylierung, Uber welche HRP markiertes Streptavidin



gebunden wurde. Die Umsetzung des TMB-Substrates wurde im iMark Microplate Reader

guantifiziert.

5.2 Spezifitatstestung rekombinanter IgG aus gewebsstandigen B Zellen bei der
GPA

5.2.1 PR3-ANCA ELISA

Die rekombinanten Antikbrper wurden mit einem direkten PR3-ANCA ELISA (Anti-PR3-hn-
hr-ELISA, Euroimmun) auf die Erkennung des Hauptautoantigens (humane Proteinase3)
geprift. Dabei sind die Vertiefungen der Testplatte mit einem Gemisch aus nativer humaner
PR3 und rekombinanter humaner PR3 beschichtet. Als Detektionsantikérper fungiert hier
ein Peroxidase - gekoppelter Anti-Human-IgG Antikérper aus dem Kaninchen. Quantifiziert
wird die Anwesenheit der Peroxidase Uber die Spaltung von TMB im iMark Microplate
Reader. Doppelbestimmungen wurden immer gemessen. Drei Kalibrationsseren, eine
Positivkontrolle und eine Negativkontrolle dienten der internen Testkontrolle. Zur Kontrolle
der nétigen Konzentration an PR3-ANCA wurde ein kommerzieller PR3-ANCA (12.8) in
verschiedenen Verdinnungen (0,3 pg/ml, 1 pg/ml und 2 pg/ml) mitgemessen. Als weitere
Validierung des Testsystems wurden aufgereinigte 1lgGs aus PR3-ANCA positiven Seren
(Verdinnung 1:2, laborinterne Vorarbeiten per FPLC) gemessen. Als Kontrolle und zur
Bestimmung der Baseline wurde das entsprechende Ldsungsmittel und eine leere
Vertiefung mitanalysiert. Virale Uberstande wurden unverdinnt und 1:2 verdinnt
gemessen. Aufgereinigte rlgGs wurden auf 7-12 pg/ml verdinnt. Die Messung
aufgereinigter rigGs wurde wiederholt mit einem Zusatz von 0,05 % Tween in Proben- und
Waschpuffer.

5.2.2 Humaner Proteom Mikroarray

Die Firma Cambridge Protein Arrays fihrte mit dem humanen Proteom Mikroarray HuProt
V3.1 eine Spezifitdtsanalyse der sechs rlgGs in gepoolter Form (15 pg/ml 2 6 Mal 2,5 pg/ml)
durch. Im Folgenden wird die beschriebene Methodik aus dem erhaltenen Studienbericht
vorgestellt.

Die N-terminale GST-Markierung dient der Aufreinigung rekombinant exprimierter Proteine
aus Hefezellen. Das Aufbringen der Proteine in Doppelbestimmung zusammen mit
Kontrollproteinen wie GST, IgG und BSA auf Glastrager erhdht die Testsicherheit. Die
negative Sekundarkontrolle stellte ein Array ohne Probe dar, die Positivkontrolle war eine
anti-GST Farbung. Beide wurden parallel zum Proben-Array mitgefihrt. Als Proben- und
Blockierungspuffer wurde PBS mit 2 % BSA und 0,05 % Tween verwendet. Zum Waschen
diente PBS mit 0,05 % Tween. Der Sekundarantikdrper anti-lgG (H+L) Alexa 546 wurde

benutzt und als Positivkontrolle ein anti-GST-650 Antikérper. Nach der Detektion wurde der



Arrays an Hand von Kontrollproteinen und GST-gefarbten Punkten mit einer Software
akkurat Uber die beiden Kontrollarrays gelegt. Fir die Datenanalyse wurden zunachst die
Fluoreszenzsignale der Sekundarkontolle von den Fluoreszenzsignalen des Proben-Arrays
abgezogen. Aus der Doppelbestimmung wurden Standardabweichung und Mittelwert
bestimmt, der fur die Auswertung log2 transformiert wurde, wenn die Standardabweichung
< 0,35 und das Signal zu Rausch-Verhéltnis > 2,5 waren.

Zur Bewertung der Probensignale wurde der z-Score berechnet:

z = (log, (Fprotein) — Durchschnitt log,)/SD log,

log, (Fprotein) = log, transformiertes Fluoreszenzsignal eines spezifischen Proteins
Durchschnitt log, = Mittelwert aller log, (Fpyotein) Werte aller Proteinspots des Arrays (ohne die Kontrollproteine)

SD log, = Standardabweichung aller Proteinspots des Arrays (ohne die Kontrollproteine)

Der z-Score gibt in der Einheit der Standardabweichung an, wie weit ein einzelner Wert von
Mittelwert der Verteilung abweicht. Geht man von einer Normalverteilung von
Fluoreszenzsignalen eines Arrays mit 23800 Proteinen, liegt die zufallige
Wahrscheinlichkeit einen z-Score > 3,75 fur ein spezifisches Protein zu finden bei < 0,01
%. Daher werden in den Ergebnissen nur spezifische Proteine mit einem z-Score > 3,75
aufgefuhrt.

Alternativ kann zur Bewertung der Probensignale der i-Score herangezogen werden:

i= (FProtein/FGST Protein) * 10

Fgstprotein = Fluoreszenzsignal aus der entsprechenden GST — Farbung des spezifischen Proteins

Der i-Score gibt die aus der Bindung eines Proteins resultierende Signalstarke in Relation
zur immobilisierten Menge an Protein an. Bei einer starken GST-Féarbung kann auch ein

klar detektierbarer Probenpunkt einen niedrigen i-Score haben
5.3 Analyse von IgHV & IgLV Genen

5.3.1 Meta-Analyse des Immunglobulingenrepertoires

Die vorgestellten Datenkohorten (Tab. 20) wurden mit highIMGT/V-QUEST analysiert. Eine
Masterarbeit (Ohlei, 2016) einer Mathematikstudentin wurde begleitet, in der R-Algorithmen
generiert worden sind, mit denen nachfolgend das klonale Immunglobulingenrepertoire
analysiert wurde. Dabei ging es um Frequenzen von Nukleotidmutationen und
Austauschmutationen, Transitionen/Transversionen, HotSpot Motive und die kombinierte
Gen-Benutzung in Form von Heat-Maps. Zusatzlich wurden auf Grund der
unterschiedlichen Datenstruktur komplexe statistische Methoden von PD Dr. Andreas

Recke in Form von R-Programmen angewendet, um eine qualifizierte statistische Aussage



treffen zu konnen. Der Beitrag von Gesche Weppner lag in der interdisziplindren

Kommunikation, Beratung der biologischen Relevanz und Interpretation der Daten.

Tabelle 20: Uberblick der analysierten Datenkohorten; Zuordnung der Funktionalitat nach IMGT/V-
QUEST (Brochet et al., 2008a).

Berechnung der Klone von Olena Ohlei mit der Funktion Clones aus dem R-Paket bcRep (R Cran, (Bischof und
Ibrahim, 2016))

Kohorte | Organ Gen Spender | Sequenzen | Klone Referenz
gesund | Blut rroc. 15 2.050.098 | 244.353 | freundlicherweise
bereitgestellt von Prof. S.
gesund BIUt Ilénfi\r/od. 15 439433 Ibrahim LIED (Recke et
al., 2016)
Blut & Prod.
gesund Knochenmark IGLV 5 189 148
(Abraham et al., 2007)
esund Blut & Unprod. 5 23
9 Knochenmark IGLV
gesund Darmmukosa Prod. 8 29 28
IGHV .
Unprod (Boursier et al., 1999)
gesund Darmmukosa IGHV 8 1
Nasenmukosa, Prod. .
GPA Lunge IGHV 15 253 231 (Voswinkel et al., 2006)
(Mdller et al., 2014;
GPA 'C'Ssegm“kosa’ l%”ﬁ\r/c’d' 6 20 Voswinkel et al., 2008,
9 2008a)
Prod.
GPA Nasenmukosa IGLV 7 18 18 (Miller et al., 2014:
GPA Nasenmukosa Ilénlf)\r/od. 5 3 Voswinkel et al., 2008a)

5.3.1.1 Generierung klonaler Sequenzen

Um einzelne, unabhangige Klone zu analysieren wurden die Datensatze mit der Funktion
Clones aus dem R-Paket bcRep (R Cran, (Bischof und Ibrahim, 2016)) und der Funktion
CollapseClones aus dem R Paket shazam (R Cran Version 0.1.6, (Gupta et al., 2015))
bearbeitet. Dabei wurden Sequenzen als Klon zusammengefasst, welche eine gleich lange
CDR3-Region aufwiesen, die zumindestens zu 85 % in der Aminosaurenabfolge
Ubereinstimmten und aus den gleichen V und J Gensegmenten zusammengesetzt worden
waren. CollapseClones kreierte aus einer Gruppe klonaler Sequenzen eine
Konsensussequenz mit gleich langer, dazugehdoriger Keimbahngensequenz. Dabei wurden
fur jede Stelle der Konsensussequenz zunéachst die Frequenzen der vier moglichen Basen
anhand der Sequenzen eines Klons erfasst und dann die wahrscheinlichste ausgewahlt

oder eine zufallige, falls es keine wahrscheinlichste gab.

5.3.1.2 Diversitatsbestimmung mehrdimensioanler Datensatze

Um die Diversitat mehrdimensionaler Datenséatzen zu bestimmen, kann die Methode der
multidimensionalen Skalierung benutzt weden (PD Dr. Andreas Recke, personliche

Kommunikation), bei der jeder Proband eines Datensatzes in Form eines Vektors aus



mehreren Variablen im mehrdimensionalen Raum konfiguriert wird. Die Variablen stellen
die Anzahlen klonaler Sequenzen (IgHV Subfamilien, IgHJ -Familien und IgHV-IgHJ
Kombinationen) eines Probanden dar. Der Permutationstest ist mit der R-Funktion ADONIS
aus dem R-Paket VEGAN (R Cran Version 2.4-6; (Anderson, 2001)) von PD Dr. Andreas
Recke berechnet worden.

Wenn die Frequenz der Variablen beider Datensétze A und B als ungleich angenommen
wird, kann zur Undahnlichkeitsbestimmung die Jaccard-Distanz benutzt werden

(Bandyopadhyay und Saha, 2013):
ANB
AUB

d=1—|

Um Verteilungsunterschiede multivarianter Daten zu bestimmen, soliten die Effekte
individueller Faktoren und ihre Interaktionen im Experiment berlcksichtigt werden. Dabei
wird angenommen, dass diese Faktoren nicht normalverteilt sind und voneinander
abhangen konnen. Grundsatzlich wird das Konzept des nicht parametrischen ANOVA in
einen Permutationstest abgewandelt, wobei Unterschiede innerhalb einer Gruppe unter
Verwendung der Distanzmatrizen mit jenen einer anderen Gruppe anhand von pseudo F-
Werten verglichen werden. Auf diese Weise entstehen mit einem multivarianten, analogen
Fisher's Test permutierte P-Werte (Anderson, 2001).

Der Permutationstest wurde 1935 von Fisher entworfen. Er postulierte, dass keine
Normalverteilung vorausgesetzt werden muss, um zu bestimmen, ob die Mittelwerte eines
Parameters mit und ohne Permutation voneinander abweichen (Fisher, 1935). Die
Nullhypothese und Annahmen (ber die Auswechselbarkeit bestimmen die
Permutationsstrategie. Dabei wird angenommen, dass sich die Mittelwerte vor und nach
Permutation nicht unterscheiden, sodass der Fehler der Auswechselbarkeit irrelevant wird
(Winkler et al., 2014).

Wenn Verteilungsunterschiede eines Parameters mit einem Permutationstest analysiert
werden, sollte auf die im Folgenden beschriebene Weise geprift werden, ob die
Bericksichtigung individueller Faktoren die Daten besser beschreibt (PD Dr. Andreas
Recke, persdnliche Kommunikation). Es kdnnen verschiedene Modelle (LREM= linear
random effects models) simuliert werden: Modell 1 beschreibt eine zuféllige Verteilung des
zu untersuchenden Parameters, Modell 2 beschreibt Modell 1 zusammen mit individuellen
Faktoren. Beide Modelle werden auf eine unterschiedliche Wahrscheinlichkeits-Verteilung
unter einem Signifikanzniveau von 5 % Uberprift. Zusatzlich wird die Qualitat der Modelle
mit dem Akaike Informationskriterium (AIC) bewertet. Wenn der AIC von Modell 2 kleiner
ist als der AIC von Modell 1, ist Modell 2 besser. Dabei wird untersucht wie stark der zu

untersuchende Parameter mit und ohne Berilicksichtigung individueller Faktoren streut. Der



AIC Wert verkleinert sich, wenn sich der Fehler der Voraussage des Modells verkleinert
(Olofsen und Dahan, 2013).

5.3.1.3 Frequenzbestimmung der IgHV Gene

Die relative Frequenz an IgHV Subfamilien produktiver, klonaler IgHV Gene aus nasalen
Schleimhautbiopsien bei der GPA und Blutproben von gesunden Probanden wurde mit der
Funktion GeneUsage aus dem R-Paket bcRep (R Cran, (Bischof und Ibrahim, 2016)) von

Olena Ohlei berechnet.

5.3.1.4 Verteilungsunterschiede der IgHV und IgHJ Genfrequenz

Um Verteilungsunterschiede in der IgHV und IgHJ Genfrequenz verschiedener Datensétze
zu untersuchen, kann ein ungerichtetes, gemischtes Kugelmodell basierend auf Textmining
Algorithmen verwendet werden (PD Dr. Andreas Recke, personliche Kommunikation). Zur
Berechnung wurde das R-Paket (movMF) von PD Dr. Andreas Recke benutzt [Version 0.2.2
R Cran; (Banerjee et al., 2005)]. Bei diesem Kugelmodell werden die Daten (Gen-
Frequenzen) nach dem Prinzip der maximalen Erwartungs-Wahrscheinlichkeit normalisiert.
Die Dokumente (Probanden) werden als Punkte auf einer mehrdimensionalen kugeligen
Abbildung modelliert, wobei der Abstand der einzelnen Parameter (Subfamiliengene) in
Form von Vektoren mit der Cosinus-Distanz berechnet wird. Desweiteren wird die Prasenz,
Abwesenheit und Frequenz einzelner Worter (Subfamiliengene) einer laut Cosinus Distanz
inhaltlich zusammenhangenden Bucherrubrik (Gruppe an Probanden mit &hnlicher
Subfamiliengen-Frequenz) auf Unterschiede gewichtet. Dessen Wahrscheinlichkeit wird mit

der von Mises-Fisher Verteilung untersucht (Banerjee et al., 2005; Reisinger et al., 2010).
5.3.1.5 Erstellung der Heatmaps IgHJ/IgHV und IgHD/IGHV

Um die Haufigkeit und Verteilung von IgHJ/IgHV oder IgHD/IgHV Gen-Gen-Kombinationen
zu berechnen, wurde die Summe vorkommender Kombinationen jeder mdglichen Gen-
Gen-Kombination gebildet und durch die Summe aller vorkommenden Kombinationen der
entsprechenden Gruppe geteilt. Dazu wurden die Funktion sequences.geneComb aus dem
R-Paket bcRep (R Cran, (Bischof und Ibrahim, 2016)) von Olena Ohlei verwendet.

5.3.1.6 Ermittlung von Aminosauren-Langenunterschieden der CDR3-Region

Die Verteilungsunterschiede in der Aminosaurenlange der CDR3-Region wurden mit und
IgHJ Anteil an Hand eines Permutationstestes analysiert, wobei hier aufRer der

Gruppenzugehdorigkeit keine weiteren indviduellen Faktoren berticksichtigt wurden.

Der durchschnittliche Beitrag des IgHJ Gens zur CDR3 Region wie folgt berechnet:



(Ny XJ; + Nz X Jp + -+ Ng X]e)/
(N; +Ng + -+ Ng)

Woabei N die Anzahl klonaler Sequenzen ist und J die Anzahl an Aminosauren fir jede der

6 IgHJ Familien (entsprechend 6,6,5,4,5,9 Aminoséauren). Dieser Wert wurde von der

Gesamtlange der CDR3-Region abgezogen. Die Berechnungen wurden von PD Dr.

Andreas Recke mit dem R-Paket perm (Version 1.0 — 0.0 R Cran, (Fay und Shaw, 2010))

und der Funktion permTS durchgeftihrt.

5.3.1.7 Berechnung von Mutationsfrequenzen (Transversion, Transition,
Nukleotide)

Der relative Anteil von Nukleotid-, Transitions- oder Transversionsmutationen an allen
Mutationen wurde mit der Funktion basen_mutation aus dem R-Paket BCellMA (Version
0.3.4 R Cran, (Ohlei, 2016)) von Olena Ohlei analog zu (Zuckerman et al., 2010) berechnet.
Mdgliche Unterschiede bzw. Unabhangigkeiten einer Mutationsart zwischen HC und GPA
wurden in Form absoluter Werte mit Pearsons x? Test unter einem Signifikanzniveau von 5
% untersucht. Bei n<10 wurde die Korrektur nach Yates durchgefuhrt. Zusatzlich wurden
der adjustierte Kontingenzkoeffizient und das Odds Ratio berechnet. Das frei verflighbare
online-Programm wurde benutzt'°

Das Odds Ratio und der adjustierte Kontingenzkoeffizient kénnen berechnet werden, um
die Richtung und den Zusammenhang des Effektes beurteilen zu kénnen. Dabei kann das
Odds Ratio Werte zwischen 0 und <« annehmen, wobei ein Wert von 1 keinen Unterschied
in der Richtung des Effektes anzeigt. Der adjustierte Kontingenzkoeffizient kann Werte
zwischen 0 und 1 annehmen, wobei 0 keinen Zusammenhang und 1 einen grol3en

Zusammenhang anzeigt (Gehring und Weins, 2009)**.
5.3.1.8 Analyse der Hot Spot Motive von Mutationen

Die Umgebung der vier moglichen Punktmutationen einer DNA-Sequenz wurde in Form
einer Hot Spot Analyse untersucht, wie bei (Zuckerman et al., 2010) beschrieben. Dazu
wurden IgHV und IgLV Gene aus GPA Patienten und gesunden Probanden mit ihrem
jeweiligen Keimbahngen (laut IMGT/V-QUEST) Ubereinandergelegt. Mit der relativen
Frequenz in IgHV/IgLV (SFM) und Keimbahngen (SFG) eines Nukleotides B (,A“,“T*“C*

10 Interactive Statistical Pages project (ohne Jahr)

JavaStat -- 2-way Contingency Table Analysis
http://statpages.info/ctab2x2.html

(Stand: 12.06.2018)

11 Anja Hall (2007)

Kreuztabellenanalyse — Zusammenhangsmale (siehe Folie 7)
https://www.bibb.de/dokumente/pdf/a22-lehre-ws0708_hall.pdf
(Stand: 12.06.2018)



oder ,G") an einer definierten Position i drei Basen vor oder nach der Mutation wurde die

Substitutionsfrequenz als d(%) bestimmt:

i

i N
SFp = i i i
n, +np+ ne+ ng
d(%) = (SFMk — SFGL)100%

Die in der Vignette beschriebenen Funktionen wurden aus dem R-Paket BCellMa (Version
0.3.4 R Cran, (Ohlei, 2016)) von Olena Ohlei benutzt.

5.3.1.9 Darstellung von Substitutionen in der CDR3 Region von IgHV und IgLV
Genen
Die durchschnittliche Frequenz eines Aminosdure-Austausches wurde mit der folgenden

Formel berechnet:

1 M (AA; > AA
Fi(AA; > AA)) = — M (AA D ieii=12.,20j= 12,19

. M, (AA; > AAj)

k=0 1=

Dabei stellte k=1,2,...,n jedes Ig Gen einer Gruppe dar und Mk die Nummer mdglicher
Substitutionen (von 20 bestehenden (i) zu 20 resultierenden (j)) mit 1=1,2,...,380 in der
CDR3 Region der Sequenz k. Die Anzahl eines spezifischen Aminosaure-Austausches mit
der Nummer M,k wurde dividiert durch die Summe aller Substitutionen Mix (AA>AA)) in der
CDR3 Region der Sequenz k, sodass ein relativer Wert entstand, der auf die Lange der
CDR3 Region einer Sequenz normalisiert war. Um Unterschiede in der Anzahl an
Sequenzen einer Gruppe zu adjustieren, wurde die relative Frequenz einer spezifischen
Substitution pro CDR3-Region einer Sequenz aufsummiert und durch die Anzahl an
Sequenzen dividiert. Die Veranderung der Aminoséaure in Bezug auf physikochemische
Eigenschaften laut IMGT/V-QUEST wurde durch die Einteilung in vier Klassen ausgedrtickt.
Die noétigen Funktionen sind in dem R-Paket BCellMa (Version 0.3.4 R Cran, (Ohlei, 2016))
implementiert und wurden alalog zu der beschriebenen Methodik bei (Zuckerman et al.,
2010) von Olena Ohlei berechnet.

5.3.2 Quantifizierung der Selektionsstarke von Mutationen

Um die Selektionsstarke von Mutationen zu quantifizieren wurde der Baseline-Algorithmus
Version 1.3 (Yaari et al.,, 2012, 2013) benutzt. Er wurde in der Arbeitsgruppe von S.
Kleinstein entwickelt und wird im Folgenden beschrieben. Unter positiver Selektion versteht
man eine Erhdhung der Anzahl an Austauschmutationen in einer Region von IgHV/IgLV

Genen in Folge eines Anpassungsprozesses an ein Antigen. Negative Selektion meint eine



Senkung der Anzahl an Austauschmutationen bzw. eine Erhéhung an stillen Mutationen.
Zunachst wird die mutierte Sequenz mit dem korrespondierenden Keimbahngen
Ubereinandergelegt und die Anzahl an stillen Mutationen und Austauschmutationen in den
CDR und FWR Regionen anhand einer Formel bestimmt (Uduman et al., 2011). Nach dem
Bayeschen Prinzip wird die erwartete Wahrscheinlichkeit fir signifikante Unterschiede in
der Anzahl an Austauschmutationen bestimmt unter der Nullhypothese, dass keine
Selektion stattfindet. Dabei wird die Wahrscheinlichkeit fir eine Mutation als zentrale Base
in einem 5er Motiv in ihrer Frequenz im unmutierten Keimbahngen beriicksichtigt. Mit der
Normalisierung auf die Anzahl an Sequenzen einer Gruppe und die L&nge der
Keimbahngene kann die Selektion einer Gruppe unabhéngiger Sequenzen detektiert
werden. Quantifiziert werden kann die Selektion einer Gruppe von Sequenzen, indem der
Logarithmus des Odds Ratio aus beobachteter und erwarteter Wahrscheinlichkeiten in eine
Wahrscheinlichkeitsfunktion mit Hilfe des totalen Differentials partieller Ableitungen
transformiert wird. Anhand der Flache unter der Wahrscheinlichkeitsfunktion kann der P-
Wert zur Nullhypothese bestimmt werden. Fur den P-Wert aus dem quantitativen Vergleich
zweier Gruppen muss die numerische Integration verwendet werden. Eine weitere
integrierte Option des Baseline-Algorithmus ermdglicht die Berlcksichtigung klonaler
Sequenzen in Form zugeordneter klonaler Sequenzvarianten zu ihrem Keimbahngen (Yaari
etal., 2012, 2013).

5.3.3 Sequenzierung monoklonaler anti-hPR3 Antikdrper aus Maushybridomzellen

Drei murine Hyrdidomzellkulturlinien (WGM1, WGM2, WGM3) wurden in RPMI mit 20 %
FKS, 100 U/ml Penicillin, 0,1 mg/ml Streptomycin und 2 mM L-Glutamin bei 37 °C mit 5 %
CO; kultiviert. Die Kulturiberstdnde, welche die monoklonalen Antikérper enthielten,
wurden mit dem PR3-ANCA ELISA (orgentec) positiv getestet. Diese Zellkulturen wurden
freundlicherweise von der Klinik fir Rheumatologie und Immunologie in Bad Bramstedt
(Braun et al.,, 1996; Csernok et al.,, 1990) bereitgestellt. Geerntet wurden die murinen
Hybridomzellen mit dem Zellschaber und anschlieRender Zentrifugation bei 1000 Upm fir
10 min. Die Zellen wurden in 2,5 ml RPMI geldst. Von dieser Zellsuspension wurden 20 pl
mit 10 pl Trypanblau zur Vitalfarbung vorsichtig vermischt und 10 pl gefarbte Zellsuspension
in der Neubauerzahlkammer ausgezahlt. Unter Verwendung folgender Formel wurde die

Zellzahl bestimmt;:
MW Einzelquadrat X 2 X 10000 = Zellen/ml

Fur die RNA-Isolation wurden etwa 108 Zellen nach Zentrifugation des entsprechenden
Volumens bei 1000 Upm fir 10 min in 350 pl RA1 Lysepuffer (Nucleo Spin RNA Kit,

Macherey und Nagel) mit 3,5 pl B-Mercaptoethanol zur Denaturierung der Nukleasen geldst



und ggf. bei -80 °C zwischengelagert. Die RNA wurde entsprechend des
Herstellerprotokolls per Silicasaule isoliert und in 50 ul RNase-freiem H.O geldst.

Fur das weitere Vorgehen wurde die beschriebene Technik zur Generierung einer
sogenannten ,humanen antibody-phage-library“ in (Hammers et al., 2015) abgewandelt.
Die c-DNA Synthese wurde mit 2,5 pg totaler RNA unter Verwendung des Superscript IV
VILO Mastermixes (Invitrogen) hergestellt, da die enthaltene Transkriptase zusammen mit
Helferproteinen laut Hersteller besonders effektiv und akkurat trotz der Anwesenheit von
Storfaktoren (z. B. Salze, Alkoholreste) die RNA targetieren wirde. Als Primer dienten
sogenannte oligo (dT)18 und random hexamer Nukleotidmolekiile.

Die anschlieBende Multiplex PCR zur Amplifikation der IgHV und IgLV Gene wurde aus
dem Protokoll 9.5 ,Mouse scFv Libraries” abgeleitet (Barbas et al., 2001). Bei der Multiplex
— PCR war es wichtig sehr sauber und auf Eis zu arbeiten. Die PCR-Reaktionen wurden
entsprechend Tabelle 22 und 23 zusammengestellt und nach dem Pogramm aus Tabelle

24 im Themocycler T3 amplifiziert.

Tabelle 21: Mastermix Murine Multiplex PCR IgHV.

Komponente Volumen [100 pl rxt] AXMM (WGM1-3 & NK)

Schwerketten Primermix (forwarts) 60 pmol
4x MSCVHL1 (stock1:20->5pmol/ul) 4,537 pmol 0,907 pl 3,63 pl
4x MSCVH2 (stock1:20->5pmol/ul) 4,537 pmol 0,907 pl 3,63 pl
3X MSCVH3 (stock1:20->5pmol/ul) 3,403 pmol 0,681 pl 2,72 pl
4x MSCVH4 (stock1:20->5pmol/pl) 4,537 pmol 0,907 pl 3,63 ul
7x MSCVHS5 (stock1:20->5pmol/pl) 7,940 pmol 1,588 pl 6,35 pl
2X MSCVHE6 (stock1:20->5pmol/ul) 2,268 pmol 0,454 pl 1,81 pl
1x MSCVH?7 (stock1:20->5pmol/pl) 1,134 pmol 0,227 pl 0,91 pl
2x MSCVHS (stock1:20->5pmol/ul) 2,268 pmol 0,454 pl 1,81 ul
5x MSCVH9 (stock1:20->5pmol/pl) 5,671 pmol 1,134 pl 4,54 ul
2x MSCVH10 (stock1:20->5pmol/pl) 2,268 pmol 0,454 pl 1,81 pl
2x MSCVH11 (stock1:20->5pmol/pl) 2,268 pmol 0,454 pl 1,81 pl
2x MSCVH12 (stock1:20->5pmol/pul) 2,268 pmol 0,454 pl 1,81 ul
1x MSCVH13 (stock1:20->5pmol/pl) 1,134 pmol 0,227 pl 0,91 pl
2x MSCVH14 (stock1:20->5pmol/pul) 2,268 pmol 0,454 pl 1,81 ul
2xX MSCVH15 (stock1:20->5pmol/pul) 2,268 pmol 0,454 pl 1,81 ul
5X MSCVH16 (stock1:20->5pmol/pl) 5,671 pmol 1,134 pl 4,54 pl
3,5x MSCVH17 (stock1:20->5pmol/ul) 3,970 pmol 0,794 pl 3,18 ul
0,7x MSCVH18 (stock1:20->5pmol/ul) 0,794 pmol 0,159 pl 0,64 pl
0,7x MSCVH19 (stock1:20->5pmol/ul) 0,794 pmol 0,159 pl 0,64 pl

Schwerketten Primermix (rickwarts) 60 pmol
3x MSCG1lab-B (stock1:20->5pmol/ul) 36 pmol 7,2 ul 28,8 ul
1x MSCG3-B (stock1:20->5pmol/ul) 12 pmol 2,4 pl 9,6 ul
1x MSCM-B (stock1:20->5pmol/pl) 12 pmol 2,4 pl 9,6 ul




Komponente

Volumen [100 pl rxt]

4XxMM (WGM1-3 & NK)

10x PCR buffer

10 pl

40

10 mM dNTP mix 2 pl 8u
0,5 pl Ampli Tag DNA Polymerase (0,5 i) 0 pl
water 59,5 ul 238 i
cDNA 4 pl jedu

Tabelle 22: Mastermix Murine Multiplex PCR IgkV.

Komponente Volumen [100 pl rxt] 4AXMM (WGM1-3 & NK)
K-Leichtketten Primermix (forwérts) 60 pmol
1x MSCVK1 (stock1:20->5pmol/ul) 0,945 pmol 0,189 pl 0,76 pl
2X MSCVK2 (stock1:20->5pmol/pl) 1,890 pmol 0,378 pl 1,51 pl
5x MSCVK3 (stock1:20->5pmol/ul) 4,724 pmol 0,945 pl 3,78 ul
3,5x MSCVK4 (stock1:20->5pmol/ul) 3,307 pmol 0,661 pl 2,65 pl
4x MSCVKS5 (stock1:20->5pmol/ul) 3,780 pmol 0,756 pl 3,02 ul
7x MSCVK®6 (stockl1:20->5pmol/ul) 6,614 pmol 1,323 pl 5,29 ul
6Xx MSCVK?7 (stock1:20->5pmol/ul) 5,670 pmol 1,134 pl 4,54 pl
1,5x MSCVKS (stock1:20->5pmol/pl) 1,417 pmol 0,283 pl 1,13 pl
2x MSCVK9 (stock1:20->5pmol/ul) 1,890 pmol 0,378 pl 1,51l
3,5x MSCVK10 (stock1:20->5pmol/pl) 3,307 pmol 0,661 pl 2,65 pl
8x MSCVK11 (stock1:20->5pmol/ul) 7,559 pmol 1,512 pl 6,05 pl
8x MSCVK12 (stock1:20->5pmol/ul) 7,559 pmol 1,512 pl 6,05 pl
6X MSCVK13 (stock1:20->5pmol/ul) 5,670 pmol 1,134 pl 4,54 pl
2X MSCVK14 (stock1:20->5pmol/ul) 1,890 pmol 0,378 pl 1,51 pl
2X MSCVK15 (stock1:20->5pmol/ul) 1,890 pmol 0,378 pl 1,51 pl
1x MSCVK16 (stock1:20->5pmol/ul) 0,945 pmol 0,189 pl 0,76 pl
1x MSCVK17 (stock1:20->5pmol/ul) 0,945 pmol 0,189 pl 0,76 pl
K-Leichtketten Primermix (rickwéarts) 60 pmol
2X MSCJK12B (stock1:20->5pmol/pl) 30 pmol 6 pl 24 ul
1x MSCJK4B (stock1:20->5pmol/ul) 15 pmol 3yl 12 pl
1x MSCJK5B (stock1:20->5pmol/ul) 15 pmol 3yl 12 pl
10x PCR buffer 10l 40 pl
10 mM dNTP mix 2 pl 8 u
0,5 pl Ampi Tag DNA Polymerase (0,5 ul) oul
Wasser 59,5 ul 238




Komponente Volumen [100 pl rxt] 4XxMM (WGM1-3 & NK)
cDNA 4 pl jedul

Tabelle 23: Zyklusbedingungen fur die Murine Multiplex PCR.

Temperatur Zeit Zyklusanzahl
94 °C 15 sec 1x

56 °C Pause (0,5 pl Tag-Polymerase /rxt)
72 °C 1min30sec | 1x

94 °C 15 sec

56 °C 30 sec 40x

72 °C 1 min 30 sec

72 °C 7 min 1x

4°C Pause

Die entsprechenden 350 bp PCR Produkte wurden wie in Punkt 5.1.5 beschrieben

seqguenziert.

5.3.4 B Zellen — Repertoire aus Blut und Gewebe der Leichtkettengene mittels
"next generation sequencing”

Derzeit werden viele Strategien und Plattformen fur die ultra-schnelle DNA-Sequenzierung
entwickelt. Eine davon ist die DNA-Polymerase-abhangige Methode der zyklischen,
reversiblen Termination (CRT) (Metzker, 2005). Dabei werden DNA-Template mit
wiederholten Zyklen Polymerase-gerichteter-Einzelbasenverlangerungen sequenziert. Um
den schrittweisen Nukleotideinbau zu gewahrleisten wurden vier verschieden markierte
reversible Terminatornukleotide benutzt, die von Milton im Jahr 2004 patentiert wurden
((Milton et al., 2004) WO 2004/018497). Nach der Laser-induzierten Aufnahme der
emmittierten  Fluoreszenz des neu eingebauten Nukleotids, wurde dessen
Fluoreszenzfarbstoff mit einem Reagenz abgeldst, welches zusatzlich das 3'OH Enden des
eingebauten Nukleotides regenerierte. Die Fluoreszenz jedes Molekilcluster auf der
Oberflache der Reaktionskammer bzw. Flie3zelle wurde quantifiziert und mit dem Q-Score
auf Qualitat Oberprift. Bei der Sequenzierung mit der zyklisch, reversiblen
Teminationsmethode wird zur Amplifikation die Technologie der Arm-PCR ((Han, 2011)
Patent Nr. 7,999,092) angewendet (Bentley et al., 2009). Diese wurde zur Erstellung eines
B Zell Leichtkettengen Repertoires angewendet (Abb. 11).
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Abbildung 11: Arm-PCR Technologie zur Erstellung eines Immunglobulin-Gen Reperotires (iR BCR
Manual iRepertoire)

In der ersten PCR werden verschachtelte Primer benutzt, welche die IgkV/IgAV Gene (Vorwarts-Primer Fo und
Fi) und die IgkC/IgAC Gene (Ruckwarts-Primer Ro und Ri) unterschiedlich weit einfassen. Ein weitergefasster
Bereich wird voramplifiziert, der dann von weiter innen liegenden Primern (Fi und R;) weiter vervielfaltigt wird.
Der innen liegende Primer Fi enthélt eine Indexregion zur Zuordnung von Patientenproben. In der zweiten PCR
werden durch die Verwendung von Primern A und B die verschiedenen Leichtkettengene semi-quantitativ
amplifiziert, die in eingekirzter Weise den Sequenzierungsprimern entsprechen.

Mittels PCR werden verschiedene Regionen an die Leichtkettengene angeflgt, die fur die
sogenannte paired-end Sequenzierung im MiSeq-Sequenzierapparat (lllumina) nétig sind
(Abb. 12).
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Abbildung 12: Ubersicht der verschiedenen Primer zur Generierung des Leichtkettengenrepertoires.
Die Primer der Arm-PCR 1 (Vorwarts-Primer: Fo & Fi; Rickwarts-Primer: Ro & Ri) und -PCR2 (Adapter A und
B) dienen der Amplifikation von IgLV-Genen. Laut Hersteller der FlieRzelle bindet das Konstrukt tiber die P5
bzw. P7 Regionen an den Rasen der FlieRzelle, sodass die Sequenzierung des Leichtkettengens mit dem
Sequenzierungsprimer einschliellich der Index-Region fur die Probenzuordnung stattfinden kann.

5.3.4.1 RNA Isolation (Gewebe & Blut)

Fur die Erstellung eines Leichtkettengenrepertoires wurde RNA aus Nasengewebsbiopsien
und Blutproben isoliert. Die RNA-Isolation aus Gewebe wurde mit dem Nucleo Spin RNA

Kit (Macherey & Nagel) durchgefiihrt. Das Gewebe wurde mit einer sterilen Pinzette direkt



aus der RNAlater (zur Lagerung bei— 80 °C) in ein vorbereitetes 1,5 ml Reaktionsgefafd mit
350 pl Lysepuffer RA1 und 3,5 pl B-Mercaptoethanol Gberfuhrt. Mit einer Kanile des
Durchmessers 0,9 mm wurde die Biopsie in dieser Pufferldsung ausgiebig resuspendiert.
Entsprechend des Herstellerprotokolls wurde diese Lésung weiterverarbeitet und zunéchst
durch einen Filter zentrifugiert, um grobere Zell und Gewebsreste vorab zu entfernen.
Eluiert wurde die RNA in 40 pl Nuklease-freiem H,O, wobei die geldste RNA ein zweites
Mal durch die Saule zentrifugiert wurde, um die RNA-Konzentration zu erhéhen.

Fur die RNA-Isolation aus Vollblut, welches bei -80 °C eingelagert worden war, wurde das
Nucleo Spin RNA Blood Midi Kit (Macherey & Nagel) verwendet. Zum Auftauen wurde das
Blut etwa 1 min bei 37 °C mit moglichst gleichem Volumen an Lysepuffer inkubiert.
AnschlieBen wurde es auf dem Rollermischer in mdglichst gleichem Volumen an Lysepuffer
bewegt bis es endgiiltig aufgetaut war. Entsprechend des Herstellerprotokolls wurde weiter
fortgefahren und die RNA am Ende in 100 yl RNase-freiem H2O eluiert, re-eluiert und bei -
80 °c gelagert. Das Prinzip dieser Isolation beruhte auf der Bindung denaturierter
Nukleinsdure unter hoher lonenkraft an die Silikamembran, wobei die Grundidee von
(Chomczynski und Sacchi, 1987) beschrieben wurde. Die DNA wurde auf der Saule durch
Einsatz von DNasen verdaut. Ein Proteinase K Verdauschnitt denaturierte Proteine und
erleichterte dessen Entfernung. Auf diese Weise konnte die RNA durch Waschen von
storenden Zellbestandteilen gereinigt werden. Die RNA konnte mit Losungsmitteln niedriger
lonenkraft eluiert werden.

Nach der RNA Isolation wurden die Proben zunachst auf Eis gelagert und die Konzentration
am NanoDrop ermittelt. Falls das Volumen fir die isolierte Menge an RNA zu grofl3 war,
wurden die Proben im Rotationsverdampfer fir 15 — 30 min bei 60 °C und 240 g

aufkonzentriert.

5.3.4.2 Ein-Schritt RT PCR (PCR1)

Es wurden iRepertoire primer (HBKLI-M, PCR1) benutzt, um spezifische cDNA
herzustellen. Dabei wurde das Qiagen One-Step RT-PCR Kit benutzt. Der Enzyme Mix
bestand aus zwei rekombinant hergestellten Reverse Transkriptasen und einer DNA Taq
Polymerase. Die Reversen Transkriptasen waren dabei laut Herstellerangaben in der Lage
1 pg bis 2 pg RNA zu prozessieren, wobei die Aktivierung der Hot Start DNA Taq
Polymerase bei 95 °C gleichzeitig zur Inaktivierung der Reversen Transkriptasen fiihrte,
sodass beide Reaktionen getrennt voneinander in einem Ansatz ablaufen konnten.

Fur jede Probe eines Patienten wurde die index Nummer des Primermixes notiert, um die
Proben vereint sequenzieren zu kénnen und im Nachhinein wieder zuordnen zu kdnnen.
Da die Reagenzien temperaturempfindlich waren, wurden die PCR-Reaktionen (Tab. 24)
auf Eis gehalten bis der Thermocycler T3 50 °C erreicht hatte. Da die Menge an isolierter

RNA limitiert war, wurde die maximal mdgliche RNA Menge oder 1000 pg RNA eingesetzt



und laut Tabelle 25 vervielfaltigt. Eine Kreuzkontamination der verschiedenen index Primer
und RNA-Templates Uber den Mastermix wurde durch raumliche Trennung oder

SterilisationsmaflRnahmen verhindert.

Tabelle 24: Ein-Schritt RT PCR.

Komponente Volumen [25 pl rxt]
Nuklease-freies H>O 15-y ul
5x Buffer 5l
dNTP Mix 1l
Enzyme Mix 1u
iRepertoire Primers 3l
Template (isolated RNA <1 pug) | Y

Tabelle 25: Zyklusbedingungen der Ein-Schritt RT PCR.

Temperatur Zeit Zyklusanzahl
50 °C 40 min | 1x

95 °C 15 min | 1x

94 °C 30 sec

63 °C 2 min 15x

72 °C 30 sec

94 °C 30sec | 10x

72 °C 2 min

72 °C 10 min | 1x

4°C Pause

5.3.4.3 Vervielfaltigung von IgLV tber Adaptoren (PCR2)

Fir die Vervielfaltigung der verschiedensten Leichtkettengene in einer Patientenprobe mit
den Adapter-Primern (Tab. 26-27) wurde ein vorgefertigter Mastermix (Multiplex Mastermix
Qiagen) verwendet. Dieser enthielt HotStarTag DNA Polymerase, MgCI2 und dNTPs in
einem speziellen Puffer. Um Kreuzkontaminationen der DNA Template Uber den Mastermix
zu verhindern, wurde die DNA in einem separaten Bereich dazugegeben. Bei
Patientenproben mit geringer RNA Konzentration wurde die PCR 2 entsprechend haufiger
durchgefuhrt, um genug Material fur die Sequenzierung zu erzeugen. Die spezifischen
Produkte pro Probe von etwa 475-520 bp wurde im 2 % Agarosegel wie in Punkt 5.1.4.1
beschrieben aufgereinigt und in 10 pl Elutionspuffer eluiert und reeluiert. Zur Orientierung

wurde ebenfalls der 10 kbp Marker (10 pl) verwendet.



Tabelle 26: Multiplex PCR.

Komponente Volumen [25 pl rxt] | Volumen [50 pl rxt]
Nuklease-freies H20 9 ul 18 ul
Multiplex MM 12,5 ul 25 pl
Adapter Primer 2,5 ul 5 pl
Template (PCR1 Produkt) | 1 ul 2 ul

Tabelle 27: Zyklusbedingungen der Multiplex PCR.

Temperatur Zeit Zyklusanzahl
95 °C 15 min | 1x

94 °C 30 sec

72 °C 1,5 min | 30x

72 °C 5 min 1x

4°C Pause

5.3.4.4 Quantifizierung der DNA

Die exakte Quantifizierung der amplifizierten Leichtkettengene mittels qPCR durfte
freundlicherweise anhand eines etablierten Protokolls im Institut fir Anatomie der
Universitat zu Lubeck durchgefiihrt werden. Das PerfeCTa NGS Quantification Kit (lllumina
ROX) wurde verwendet. Zunéchst wurden die aufgereinigten Leichtkettengene einer
Patientenprobe 1:10, 1:1000 und 1:10000 in 1x Dilutionspuffer (aus 10x mit Nuklease-
freiem HO) verdiunnt. Die letzte Verdinnung (1:1000 oder 1:10000) wurde in
Doppelbestimmung mit dem Ansatz aus Tabelle 28 zusammen mit einer Negativkontrolle
(kein Template) und 5 Standards im Thermozykler der Anatomie der Universitat zu Libeck
(StepOne RealTime PCR System) analysiert (Tab.29).

Tabelle 28: Perfecta NGS gqPCR.

Komponente Volumen [20 pl rxt]
Nuklease-freies H20 5,4 ul
PerfeCta SYBR green Super Mix (2x) 10 ul

vorwarts & rickwarts Sequenzierungsprimer (10 uM each) | 0,6 pl
DNA-Probe (1:10000 oder 1:1000) bzw. Standard 4 ul

Tabelle 29: Zyklusbedingungen der Perfecta NGS qPCR.

Temperatur Zeit Zyklusanzahl
95 °C 5 min 1x

95 °C 20 sec

60 °C 30 sec | 35x

72 °C 45 sec




Temperatur‘ Zeit ‘Zyklusanzahl

Aufnahme Dissoziationskurve

Die aufgenommenen Daten wurden immer mit denselben, manuell adjustierten
Einstellungen fir Basislinie (ersten 3 bis 10 Zyklen) und Schwellenwert (0,2 ARn)
ausgewertet, um die Vergleichbarkeit aller Proben untereinander zu verbessern. Es wurden
automatisch mit der StepOne Software Version 2.3 die Konzentrationen jeder
Einzelbestimmung in einer Regressionsgeraden aus den 5 Standards der Konzentrationen
5 pM, 0,5 pM, 0,05 pM, 0,005 pM und 0,001 pM berechnet. Mit folgender Formel wurden
die GroRenunterschiede des PCR Produktes zum Standard (426 bp) korrigiert.

426bp
X bp(Probe im Agarosegel)

C(nM) = ( ) X Mittelwert(Cppope[NM]) X Verdiinnungsfaktor
Zur Kontrolle wurde das quantifizierte Produkt (5 pl aus jeder Doppelbestimmung mit 2 pl
6x Ladepuffer) zusammen mit der Negativkontrolle und 6 pl 100 bp Marker im 1,5%igen
Agarosegel fur 2 h bei 70 Volt aufgetragen. Leider wurden in einigen Proben nicht nur
spezifische Produkte (etwa 475-520 bp) beobachtet, sondern besonders deutliche Banden
(verklrzte Produkte) auf Héhe von etwa 150 bp.

5.3.4.5 Library Preparation und MiSeq Sequenzierung

Freundlicherweise durfte die sogenannte Library Preparation und MiSeq Sequenzierung im
Institut fur Anatomie der Universitat zu Lubeck durchgefiihrt werden. Als Vorbehandlung
der Repertoiresequenzierung wurden die Proben verdiinnt, denaturiert und gepoolt. Es
wurde auf Eis gearbeitet und immer sorgfaltig gemischt (Vortexer und Tischzentrifuge).
Dazu wurde das MiSeq Reagent Kit V2 fiir 500 Zyklen in einer Standardflie3zelle von
Illumina benutzt. Die Reagenzienkartusche wurde fir 1 h bei RT in einem Wasserbad
aufgetaut, dann 10 Mal geschwenkt und auf eine luftblasenfreie Durchmischung der
Ldsungen Uberprift. Bis zur Sequenzierung wurde sie bei 4 °C zwischengelagert. Der
Hybridisierungspuffer HT1 wurde ebenfalls bei RT aufgetaut und dann bei 4 °C aufbewahrt.
Fur die Denaturierung der Proben wurden eine 1 N NaOH Ldsung frisch unter Verwendung
RNase-freien H>O auf 1 ml 0,2 N NaOH verdinnt. In zwei Sequenzierungen wurden je 6
Patientenproben sequenziert. Zunachst wurden die 400 bp, 500 bp und/oder 600 bp grof3en
Produkte einer Patientenprobe zusammengefiihrt und mit 20 mM Tris-CI (pH 8,5 mit 0,1 %
Tween20) auf eine 20 pl umfassende 2 nM Lésung eingestellt. Dazu wurden zunéchst die
Stoffmengen der verschieden grof3en Produkte berechnet und dann die auf das gepoolte
Volumen bezogene Konzentration ermittelt, deren molare Konzentration dann
entsprechend mit Tris-Cl auf 2 nM verdunnt wurde. Die Berechnung beruhte auf diesen

Formeln:



X nmol

XnM X Y ul =
n ST

XY ul = Z nmol

Zynmol + Z,nmol + Z3;nmol
Yol + Yol + Yl

= U nmol/pl

2 nM

X =
20u U nmol/pl x 106

M ul

nmol
2nM 2 Mul [U T] + (20 — M)ul [TrisCl]

Bei der Probe G3 wurde das 500 bp grof3e Produkt in einer Verdinnung von 2,8 nM in Tris-
Cl hergestellt und das 400 bp grofRe Produkt nicht sequenziert. Je 5 pl wurde aus jeder der
sechs Proben in einem neuen Reaktionsgefald zusammengefihrt. Davon wurden 5 pl mit 5
pl 0,2 N NaOH fur 5 min bei Raumtemperatur denaturiert. Analog dazu wurde die PhiX
Kontrolle behandelt. Es wurden 2 pl 10 nM Phix mit 3 pul 10 nM Tris-Clund 5 ul 0,2 N NaOH
vermischt und dann fir 5 min bei Raumtemperatur denaturiert. Die 1 nM denaturierte
Patientenprobe wurde zunéchst 1:1000 auf 10 pM in 4°C kaltem Hybridisierungspuffer HT1

verdiinnt und anschlieBend auf 7,5 pM in HT1 weiterverdinnt:
10 pl 1 nM Probe + 990 pl HTZ; 450 pl 10 pM Probe + 150 pl HT1.

10 pl der PhiX Kontrolle wurde 1:1000 mit 990 pl kaltem HT1 Puffer verdiinnt. Abschlieend
wurden 510 pl der 7,5 pM Probe mit 90 pl 10 pM PhiX Kontrolle vereint. Die 6 Proben
wurden nun in einer Konzentration von 6,375 pM in Form der 600 pl mit der 1,5 pM PhiX
Kontrolle in die entsprechende Offnung der Sequenzierungskartusche pipettiert. Das MiSeq
Gerat wurde mit der Software MSC V 2.6.2.1 bedient. Puffer, FlieRzelle und
Reagenzienkartusche wurden wie im MiSeqSystem User Guide beschrieben ins Gerat
gebracht und die Sequenzierung entsprechend gestartet.

Die StandardflieRzelle war fir etwa 15 Millionen Reads ausgelegt, was bei einer
Zyklusanzahl von 2 x 250 (250 paired end reads), einer Datenmenge von 7,5 Gigabyte
entspricht. Dabei definierte laut dem Mi Seq System User Guide ein sogenannter Read
eines einzelnen Zyklusses einen Cluster, der lllumina’s Chastity Filterbedingungen erfullt
hatte, also eine eindeutige Sequenz eines einzelnen Bricken-amplifzierten Molekiils
darstellte. Alle 6 Proben einer Sequenzierung wurden in einer Konzentration von je 2 nM

vereint wie im MiSeq System User Guide vorgeschlagen wurde. Mit den wie oben



beschriebenen, verdiinnten Konzentrationen wurde eine Anzahl von 2 Millionen Reads pro
Probe bzw. der PhiX-Kontrolle angestrebt. Aus Erfahrungsberichten der T Zell
Rezeptorsequenzierung im Institut fir Anatomie der Universitat zu Libeck wurde diese
Annahme abgeleitet (Li et al., 2017). Bei der PhiX-Kontrolle handelte es sich um eine
Adapter-ligierte Library des PhiX Virusgenoms, die laut Hersteller zur Kontrolle der
verschiedenen Sequenzierungsablaufe wie Annealing und Clustergeneration benutzt
werden konnte. Die 15 Volumenprozent an 1,5 pM PhiX Kontrolle dienten unter anderem
dem Erhalt der Diversitdt wahrend der Sequenzierung, sodass die
Basenzusammensetzung zufallig passieren konnte und nicht durch einen definierten
Mangel verschoben worden ware, wie im MiSeq System User Guide vorgeschlagen wurde.
Dort wurde auch beschrieben, dass die Cluster in einer Kachel der glasernen Fliel3zelle mit
entsprechenden LED Filter Kombinationen fir die 4 fluoreszierenden Nukleotideinbauten

nacheinander ausgelesen werden.
5.3.4.6 Datenprozessierung (=IMGT/highV-QUEST files)

Uber einen BaseSpace Account bei lllumina konnte die Sequenzierung beobachtet werden
und die fastq Dateien heruntergeladen werden. Freundlicherweise wurden die Rohdateien
beider Sequenzierungen von Markus Niebuhr aus dem Institut fir Anatomie in jeweils 6
kleinere Einzeldateien separiert. Dabei wurden forwérts Reads nur mit 100%iger
Adaptertbereinstimmung entsprechend des Patientenindexes mit den dazugehérigen
rickwarts Reads sortiert. Fir das Index splitting verwendete er die folgende Funktion:
FASTX Barcode splitter, Hannon Lab, Howard Hughes Medical Instute, USA. Fir die
Identifikation des rickwarts Reads verwendete er die folgende Funktion, die die
Koordinaten des Sequenzierers nutzt: KIEL, Markus Schilhabel, Institut fir klinische
Molekularbiologie, Christian-Albrechts-Universitat zu Kiel. Mein Beitrag lag darin diese
fastg-Dateien mit pRESTO (Version 0.5.4 ;(Vander Heiden et al., 2014)) aufzubereiten,
einem Werkzeug zZur Prozessierung NGS-generierter Rohdaten eines
Lyphozytenrezeptorrepertoires. Fur die Installation von pRESTO auf einem Windows PC
war die Installation folgender Pogramme notwendig: Python 3.4.0 in 32 Bit Version, NumPy
1.8, SciPy 0.14, pandas 0.15 und Biopython 1.65.

Die folgenden Befehle wurden (ber die Konsole eingegeben, teilweise nach

Kommunikation mit einem der Autoren (Kleinstein-Lab, Yale) des Python - Programms:

PairSeq.py -1 PfadZuFastgFileForwartRead.fastq -2 PfadZuFastqFileRuckwartsRead.fastq --coord illumina
Die Sequenzen des vorwaérts und rickwérts Reads wurden einander zugeordnet und

sortiert entsprechend der Kodierung des Sequenzierungsapparates.

AssemblePairs.py align -1 PfadZuFastgFileForwartsReadPairPassed.fastq -2

PfadZuFastqgFileRickwartsReadPairPassed.fastq --rc tail --scanrev --coord illumina



Bildet aus den sogenannten paired end reads eine Konsensussequenz, wobei ggf. der
reverse komplementéare Strang gebildet werden darf und ein Read den anderen komplett

Uberfassen darf.

FilterSeq.py quality -s PfadZuFastgFileAssembliert.fastq -q 20
Filtriert die Konsensussequenzen auf einen empfohlenen Qualitétsgrad der Sequenzierung

MaskPrimers.py score -s PfadZuFastqFileAssembliert&Filtriert.fastq -p primerForwérts.fasta --mode mask --
maxerror 1.0 --start O

Ersetzt die Vorwarts-Primer durch N und trennt diese ab. Dabei musste auf einen
Dummyprimer aus N zurtickgegriffen werden, da der Primerhersteller nur die grobe Lénge

der Primer bekannt geben konnte.

MaskPrimers.py score -s PfadZuFastqFilePrimerMaskiert.fastq -p primerRuckwérts.fasta --mode cut --revpr --

maxerror 1.0 --start O

Schneidet die Ruckwérts-Primer ab. Dabei musste auf einen Dummyprimer aus N
zuriickgegriffen werden, da der Primerhersteller nur die grobe Lange der Primer bekannt

geben konnte.

SplitSeq.py count -s PfadZuFilePrimerMaskiert&Cut.fastq -n 500000 --fasta
Wandelt die fastg-Datei in fasta-Dateien um mit jeweils 500000 Sequenzen. In diesem

Format konnten die Daten mit dem online-Werkzeug IMGT/highV-QUEST (Alamyar et al.,
2012; Giudicelli et al., 2015) ausgewertet werden.

Es gab eine Probe (B3), deren Rohdateien an vorwarts und riickwérts Reads zunéachst auf
Sequenzierungsqualitét gefiltert werden musste und anschlieBend mit dem folgenden
Befehl von verkirzten Sequenzen (<200bp) gesaubert werden musste, bevor der
PairSeq.py Befehl ausgefiihrt werden konnte.

FilterSeq.py length -s PfadZuFileForwartsReadQualityPass.fastq -n 200

5.3.4.7 Statistik

Die Daten der IMGT/highV-QUEST Analyse der IgLV Repertoir-Sequenzierung wurden
anhand von Makrobefehlen in Excel hinsichtlich der Anteile einzelner Merkmale
ausgewertet. Nach einem Ratschlag von PD Dr. Andreas Recke wurde der T-Test auf
prozentuale Werte einzelner Proben angewendet. Bei gentigend gro3er n-Zahl kénnen
prozentuale Werte einer Verteilung mit der kanonischen logit-Transformation in eine stetige
Normalverteilung verwandelt werden (Trikalinos et al., 2013). Die Normalverteilung
transformierter Werte wurde zusatzlich mit dem Kolmogorow-Smirnov Test unter einem

Signifikanzniveau von 5 % mit Graph Pad Prism 4 Uberprift.



5.4 B Zell Differenzierungsfaktoren und ihre Effekte
5.4.1 mRNA Transkriptionsanalyse von IL-21, IL-21 Rezeptor, Blimp-1 und IL-17A
5.4.1.1 PBMC & PMN Zellisolation aus Vollblut (EDTA)

Fur diese Zellisolation ist ein Standardprotokoll des Labors verwendet worden. Die
Leukozyten konnen aus Vollblut mittels Zentrifugation im Dichtegradienten aus einem
Polysucrose-Polymer in zwei Fraktionen separiert werden, die mononukledren
Lymphozyten und Monozyten (PBMC) und die polymorphonuklearen Granulozyten (PMN).
Es war wichtig schnell und mit Endotoxin-freien Losungen zu arbeiten, um die neutrophilen
Granulozyten nicht kiinstlich zu aktivieren.

Zu diesem Zweck werden in einem 50 ml Réhrchen EDTA-Blut und steriles PBS im
Verhaltnis 1:1 vorsichtig gemischt. Dasselbe Volumen an Biocoll wurde in einem weiteren
50 ml Réhrchen vorgelegt und mit der Zellsuspension Uberschichtet. Nach Zentrifugation
fur 25 min bei 800 g und Raumtemperatur mit niedriger Beschleunigung bzw. Bremskraft
bildete sich die typische Zellverteilung im kontinuierlichen Gradienten aus. Zunachst wurde
die oberste, gelbliche Schicht aus Plasma und Thrombozyten abgesaugt. Die schmale,
weille Schicht aus Lymphozyten und Monozyten wurde in ein neues 50 ml Réhrchen
pipettiert. Zum Waschen wurden die PBMC zwei Mal mit 50 ml sterilem PBS bei 300 g fiir
5 min zentrifugiert. Wie in Punkt 5.3.3 beschrieben wurden die Zellen in definierter Anzahl
in Lysepuffer zur RNA-Isolation bei -80 C gelagert. Die Erythrozyten und Granulozyten
sedimentierten auf Grund der gréf3ten Dichte bis zum Boden des 50 ml Réhrchens. Daher
wurde die dariberliegende, flissige Schicht verworfen, um das Zellpellet in dem doppelten
Volumen an 1%igem Polyvinylalkohol vorsichtig zu mischen. Nach 20 min bildete sich eine
Schichtung aus sedimentierten Erythrozyten und aufliegenden Granulozyten, welche in
einem neuen 50 ml R6hrchen separiert wurden. Ein Mal wurde mit 50 ml kaltem PBS bei
einer Zentrifugation von 10 min bei 4 °C und 1000 Upm gewaschen. Zur Lyse restlicher
Erythrozyten wurde das Pellet in 2 ml kaltem, sterilem H,O resuspendiert. Erst nach einer
halben Minute wurde zwei Mal mit 50 ml kaltem PBS bei einer Zentrifugation von 1000 Upm
bei 4 °C fir 10 min gewaschen. Die Zellen wurden wieder in definierter Zellzahl im RNA-
Lysepuffer bei -80 °C weggefroren. Nach RNA-Isolation wurde die Integritdt im 1,5%igen

Agarosegel Gberprift.
5.4.1.2 cDNA-Synthese

Die isolierte RNA wurde fir die gPCR mit dem iScript cDNA synthesis kit (Bio Rad) laut
Herstellerprotokoll in cDNA umgeschrieben. Die Reverse Transkriptase ist eine

modifiziertes MMLV Enzym mit RNase H+ Aktivitat. Als Primer wurden oligo(dT) und



hexamere Nukleotidabfolgen eingesetzt. Fur die Etablierung der gqPCR Primer wurde

universale, humane RNA in cDNA umgeschrieben.

5.4.1.3 Primerdesign

Zunachst wurden die Referenzsequenzen der mRNA-Varianten eines Targetgens (IL-21,
IL21-R, Blimp-1) bei NCBI herausgesucht. Dann wurde im kodierenden Bereich, der bei
allen Varianten gleich war, nach einem kurzen Exon gesucht, wobei ein Primer die aul3ere
Exon-Exon-Junction Uberspannen sollte, damit genomische DNA auch durch ein
UbergroRes PCR Produkt auffallen wirde. Mit dem Programm Primer3 konnten weitere
Bedingungen festgelegt werden, wie eine GC-Klammer am 3'-Ende zur ErhOhung der
Stabilitat und eine Produktlange von 100 — 250 bp. Unter den vorgeschlagenen Varianten
wurden bevorzugt Primer mit einem GC-Gehalt < 55 %, einer &hnlichen Schmelztemperatur
fur Vorwarts- und Rickwarts-Primer um die 60 °C und einer niedrigen Struktur-bildenden
Energie (freie Enthalpie AG = 0) ausgewahlt. AbschlieRend wurde bei NCBI in den mRNA
Referenzgenen geprift, ob das Primerpaar fir alle mRNA Varianten ein gleich grofRes
Produkt ergibt und ob im humanen Transkriptom keine anderen mRNA spezifisch erkannt
werden.

Die designten Primer wurden zunachst an universaler, humaner RNA mittels
Temperaturgradienten PCR auf die optimale Primerbindungstemperatur hin untersucht, bei
der eindeutige Dissoziationskurven mit einem Peak entstanden sein sollten (Tab. 30).
Hierzu wurde ein Reaktionsvolumen von 15 pl gewahlt und der SsoAdvanced SYBR Green
Supermix (2x) von BioRad benutzt. Pro Reaktionsansatz wurden 6 pmol Vorwarts- und 6
pmol Riickwarts-Primer eingesetzt und 100 ng c-DNA. Die folgenden Temperaturen wurden
in Doppelbestimmung getestet: 64 °C, 63,5 °C, 62,5 °C, 60,7 °C, 58,6 °C, 56,8 °C, 55,6 °C
und 55 °C.

Fiur die Effizienzbestimmung der PCR wurde die Reaktion analog angesetzt. Sechs
Verdinnungen an c-DNA wurden hergestellt, sodass 1000 ng, 500 ng, 250 ng, 125 ng, 62,5
ng und 31,25 ng in Doppelbestimmung eingesetzt wurden und bei der bestimmten
Annealtingtemperatur amplifiziert wurden. Zur Effizienzbestimmung wurde die Zykluszahl
Cq auf der Y-Achse gegen den log(cDNAinput [ng]) aufgetragen und eine
Regressionsgerade ermittelt. Die Effizienz E wurde mit folgender Formel nach (Higuchi et
al., 1993; Rasmussen, 2001) berechnet:

1
E=(100 m)—1  m = Steigung der Geraden

Die Genprodukte wurden im 1,5%igen Agarosegel aufgetragen fur 1 h bei 80 mV. Dazu
wurden 10 pl 100 bp Marker (Quick load von New England Biolabs) aufgetragen sowie 10 pl
Probe/Genprodukt vermischt mit 2 ul Ladepuffer.



Tabelle 30: Zyklusbedingungen der gPCR.

Temperatur Zeit Zyklusanzahl
95 °C 3 min 1x
95 °C 10 sec
Xe°C 10sec | 40x
72 °C 30 sec
95 °C 10 sec 1x
65 °C bis 95 °C in 0,5 °C Schritten | Jede Temperatur 5 sec

5.4.1.4 PCR

Diese Art der PCR diente der Quantifizierung der Target mRNA relativ zu Haushaltsgenen.
Das Emissionsspektrum des Fluoreszenzfarbstoffs SYBR green anderte sich nach
Interkalation mit der doppelstrangige DNA, sodass die Fluoreszenzmessung in jedem
Zyklus benutzt wurde, um die Anzahl an nétigen Zyklen bis zum Beginn der exponentiellen
Phase (Ct-Wert) zu erfassen. Daher hat die Probe mit hGherer Ausgangskonzentration an
cDNA niedrigere Ct-Werte.

Jede Probe wurde in Doppelbestimmung mit einer cDNA Konzentration von 70 ng nach den
Bedingungen der Effizienz-PCR gemessen. Nur fir IL-17A wurde ein kommerziell,
validierter Primer nach Herstellerangaben verwendet. Eine Negativkontrolle ohne cDNA
wurde pro gPCR mitgeflhrt, die komplett negativ sein musste, um eine Kontamination der
Reagenzien im Mastermix auszuschlieBen. Die Basislinie wurde immer in der
automatischen Standardeinstellung belassen. Zuséatzlich wurden in jeder Probe die
Haushaltsgene GAPDH (NM_002046.4) und 18SrRNA (NR_003286.2) mitgemessen, die
in der GPA nicht anders transkribiert werden als in Gesunden.

5.4.1.5 Statistik

Die Standardabweichung der Doppelbestimmung der Ct-Werte musste < 0,2 sein. Zur
Berechnung relativer Transkriptionsunterschiede wurden jeweils Mittelwerte der beiden Ct-
Werte gebildet und die folgende Formel (Schmittgen und Livak, 2008) unter Einbezug der

Effizienzen benutzt;

E targetCt target -1

E haushaltCt haushalt

Adiff =

Um Unterschiede zwischen GPA Patienten und gesunden Probanden statistisch zu
determinieren wurde mit der Graph Pad Prism Software (Version 6) der unabhangige,

zweiseitige Mann-Whitney-Test durchgeflhrt.



5.4.2 IL-21 & IL-21R Fluoreszenzfarbungen nasaler Biopsien

Zur Darstellung spezifischer Molekile in Formalin fixiertem Paraffingewebe der
Nasenschleimhaut wurde die biologische Interaktion von Antikérpern mit ihren Antigenen
ausgenutzt, wobei die Bindung durch die Fluoreszenzmarkierung des Antikorpers sichtbar
gemacht wurde.

Funf Nasenbiopsien von GPA Patienten und drei Nasenbiopsien von Patienten wurden mit
chronischer Rhinosinositis untersucht wie in Tabelle 31 dargestellt.

Zunachst wurden die Gewebsschnitte in Xylol entparaffiniert und anschlieRend in der
absteigenden Alkoholreihe rehydriert. Das Max Block Autofluorescence Reducing Reagent
Kit von Dianova wurde entsprechend der Protokollempfehlungen des Herstellers
eingesetzt, um die Autofluoreszenz des Gewebes und der Fixierungsmittel im Hintergrund
zu reduzieren ohne die spezifische Fluoreszenz der Farbung zu beeintrdchtigen. Fir die
hitzeinduzierte Antigendemaskierung wurden die Gewebspraparate 15 min lang in einer
speziellen Lésung mit pH 9 gekocht, um die Quervernetzungen der Fixierung soweit
aufzuheben, dass das Antigen renaturieren konnte (Cattoretti, 1994). Der Image-iT FX
Signal Enhancer von Life Technologies wurde benutzt, um die unspezifische Interaktion
negativ geladener Fluoreszenzfarbstoffe mit Gewebsstrukturen zu verhindern. Vor der
Inkubation mit Antikdrpern wurden unspezifische Bindestellen mit dem sogenannten
Proteinblock-Reagenz abgesattigt. Zusatzlich wurde vor jedem Inkubationsschritt mit
Primarantikérper mit Serum der Spezies des jeweiligen sekundaren Detektionsantikdrpers
blockiert. Es wurden Sekundarantikérper verwendet, die nur aus dem F(ab‘)2 Teil bestehen.
Die Nachfixierung fand in 3%igem Paraformaldehyd in PBS statt. Die DAPI-Kernfarbung
geschah in dem Eindeckmedium ProLongGold Antifade Reagent. Kontrollpraparate fiir den
Sekundarantikérper (ohne Priméarantikérper) und den Primarantikbrper in Form der
Isotypenkontrolle (Ig der Spezies des Primarantikérpers statt Primarantikdrper) wurden
durchgefuhrt sowie wahrend der Etablierung die Autofluoreszenzkontrolle (ohne

Antikorper).

Tabelle 31: Protokoll fir die IL-21/IL-21R Immunfluoreszenzfarbung.

Komponente Zeit Anmerkung
Xylol 10 min 2 Mal
100 % Ethanol 5 min 2 Mal
95 % Ethanol 5 min
80 % Ethanol 5 min
70 % Ethanol 5 min
Max Block Reagent A 5—20 min
60 % Ethanol 1 min dippen
Aqua dest. 5 min
1x Target Retrieval Solution pH 9 15 min kochend




Komponente Zeit Anmerkung

20 min abkiihlend

Aqua dest spulen

PBS spilen

Image-iT FX Signal Enhancer 30 min

PBS 1 min 2 Mal
Proteinblock 15 min

5 % Eselserum in PBS 15 min

PBS 1 min 3 Mal
Kaninchen anti-human IL-21 bzw. normal rabbit IgG Uber Nacht 4 °C Ab jetzt
(beide 2 pug/ml) Abdunkeln
PBS spulen

Esel F(ab‘)2 a-Kaninchen IgG (H+L) — Alexa Fluor 488 15— 20 min

(1,5 pg/ml)

PBS spulen

5 % Eselserum in PBS 20 min

PBS 1 min 3 Mal

Ziege anti-human IL-21R (1:75) bzw. Ziegen IgG Isotypenkontrolle | Uber Nacht 4 °C
(1,7 pg/ml)

PBS spllen

Esel F(ab‘)2 a-Ziege IgG (H+L) — Alexa Fluor 594 15— 20 min

(1,5 pg/ml)

PBS spulen

3% PFAin PBS 10 min

PBS 1 min 4 Mal
Aqua dest 5 min

Max Block Reagent B 5 min

Aqua dest 2 min 3 Mal

In Pro Long Gold Antifade Reagent + DAPI eindecken; bei RT 24 h trocknen lassen; Lagerung 4 °C

Ausgezahlt wurden etwa 200 Zellen pro Patient in der VergréRerung des 100er Objektivs.
Der zweiseitige, exakter Fischer Test wurde unter einem Signifikanzniveau von 5 %
angewendet und das Odds Ration und der adjustierte Kontingenzkoeffizient berechnet??,

um Unterschiede in der IL-21R Expression aufzuzeigen.

12 |nteractive Statistical Pages project (ohne Jahr)
JavaStat -- 2-way Contingency Table Analysis
http://statpages.info/ctab2x2.html

(Stand: 12.06.2018)



6 Ergebnisse

6.1 Klonierung und rekombinante Expression von IgHV & IgLV Genpaaren aus

einzelnen B Zellen im entziindeten Gewebe bei der GPA

6.1.1 Darstellung zusammengehétrender IgLV & IgHV Genpaare aus einzelnen
gewebsstandigen B Zellen

IgLV- und IgHV-Genpaare von CD138* B-Zellen (n=4) in der Nasenschleimhaut bei der
GPA und einer CD20* B-Zelle in der Niere bei der GPA wurden in Vorarbeiten generiert. Im
Rahmen dieser Arbeit wurde ein weiteres IgLV und IgHV Genpaar von einer CD138" B-
Zelle aus der Nasenschleimhaut bei der GPA gewonnen. Die Grundlage dafir bildet eine
immunhistochemische Farbung von Gewebeschnitten fir CD138 bzw. CD20 mit
anschliel3ender Laser-unterstirzten Mikrodissektion. Insgesamt wurden etwa 250 einzelne
CD138* B-Zellen von drei verschiedenen Patienten dissektiert. Ein Agarosegel einer
Leichtkettengen—PCR st beispielhaft gezeigt (Abb. 13).

Vk families VA families
( A | ( :
Vk1 VK2 VK3 Vk4 VK5 Vk6 VA1 VA2 VA3a VA3b VA4 VA6 VA7 VA8 VA9
- 4

400 bp
300 bp
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300bp
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Abbildung 13: IgLV Einzelzell-PCR mit Resultat: L5.

IgkV3 analysiert als produktives Immunglobulingen und IgAV als unspezifischer Abschnitt auf Chromosom 21
nach TOPO-TA Klonierung fur die Sanger-Sequenzierung; 1,5 %iges Agarosegel mit 10 pl Probe und 100 bp
DNA Leiter

Nach Sequenzierung ergab das IgkV3 Produkt laut IMGT/V-QUEST eine produktive
Leichtkette, das IgAV1 Produkt ist jedoch kein Immunglobulingen, sondern liegt laut NCBI
in einen kurzen Abschnitt im humanen Chromosom 21. Der humane IgAV-Lokus liegt auf
Chromosom 22 (siehe Punkt 3.1.6.1). U. a. auf Grund zahlreicher unspezifischer Produkte
zeigte die Suche nach produktiven Leicht- und Schwerkettengenpaaren aus Einzelzellen

eine geringe Ausbeute und war sehr arbeitsaufwendig. Fur molekularbiologische



Hochdurchsatz-Analysen wurde daher auf das Ausgangsmaterial RNA gewechselt (siehe
Punkt 5.3.4).

6.1.2 Darstellung der Transfervektorkonstrukte

Die jeweiligen IgLV und IgHV Genpaare (n=6) wurden in entsprechende Transfervektoren
(pVTC gp37 fur IgHV, pVTCk fur IgkV, pVTCA fur IgAV) kloniert. Desweiteren wurden eine
Deletions- bzw. eine Substitutions — PCR durchgefiihrt, um Fehler in der DNA-Sequenz zu
korrigieren. Ein Agarosegel mit den Amplifikaten der Substitutions — PCR von H3 wird
beispielhaft gezeigt (Abb. 14). Das erwartete Produkt von 7924 bp (siehe Tab. 15) ist bei
beiden getesteten Anlagerungstemperaturen fur die Primer entstanden. Das unspezifische
Produkt bei etwa 800 bp wurde auf Grund der geringen Konzentration ignoriert. Die Deletion

oder Substitution im korrekten H3 Transfervektorkonstrukt wurde per Sequenzierung

Uberpruft.
H3 68 °C H367°C  Kontrolle
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Abbildung 14: Amplifikate der Substitutions-PCR.

Mit H3 und dazugehdriger Kontrolle vor der enzymatischen KLD-Reaktion zur Rezirkulation des Vektors bei
zwei passenden Anlagerungstemperaturen fiir die designten Primer; 1,5 %igen Agarosegel mit 5 pl Probe, einer
100 bp DNA-Leiter und einer 10 kbp DNA-Leiter



6.1.3 Homologe Rekombination und rekombinante Expression von IgG

Die homologe Rekombination von Leicht- und Schwerketten-Transfervektorkonstrukten in
bakulovirale DNA innerhalb der Wirtszelle (Sf9) wurde, wie in Abbildung 15 gezeigt,
durchgefuhrt und nach Selektionierung viraler Klone mittels lytischem Plague-Assay per
PCR von unseren Kooperationspartnern in Frankreich (Dr. Martine Cérutti, Baculovirus et
Thérapie, Station de Recherche, CNRS, 30380 Saint Christol Léz Alés, France) nochmals
Uberpruift.
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Abbildung 15: Verschiedene Schritte bei der Konstruktion rlg exprimierender Baculoviren (Juliant et al.,
2013)

Generelle Organisation spezifischer Tranfervektrokonstrukte zur Expression inserierter IgLV und IgHV Genen
mit Signalpeptid (SP) abwérts des viralen Promoters (Pr) (A); Homologe Rekombination in Sf9 Insektenzellen
der entsprechenden beiden Transfervektorkonstrukte mit nicht-infektiéser viraler DNA im nicht-essentiellen P10
oder Polyhedrin (PH) -Gen (GlycoBac = enthalt Glycosyltransferasen zur Humanisierung der 1g) (B)

Anhand der Produktgré3e der amplifizierten DNA des rekombinanten viralen Klones mit
vektorstandigen Primern wurde der Einbau der V-Region im Agarosegel sichtbar. Diese
Schritte habe ich wéhrend meines Praktikums an einem rilgG selbst nachvollzogen.
Zusatzlich haben unsere Kooperationspartner die Insertionsstelle mittels Southern Blot
Uberpruft und den viralen Uberstand der Insektenzellkultur mittels

Affinitdatschromatographie aufgereinigt (Abb. 16).



Schwerkette s =

Leichtkette w— — —

Abbildung 16: Polyacrylamid-Gel in Silberfarbung der aufgereinigten Antikdrper aus viralem Sf9-
Kulturiiberstand (1) mit humanem Kontrollantik6rper (2) (Cérutti und Golay, 2012)

6.1.4 Identifizierung von rekombinanten IgG1
Ein IgG1-ELISA ergab, dass die Klonierung und Expression von IgLV- und IgHV-
Genpaaren humaner Immunglobuline vom IgG1-Typ gebildet hat. Die IgGl

Konzentrationen der viralen Zellkulturiberstande (rlgG Nr. 1, 2, 4, 5 und 6) lagen zwischen
0,2 - 0,8 pg/ml (Abb. 17).
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Abbildung 17: IgG1 Bestimmung in viralen Insektenzellkulturiiberstanden.

Gemessen wurden Verdiunnungen 1:50, 1:100 und 1:200 (rlgG1,2,4: n=10, rlgG5 n=7, rlgG6 n=3) jeweils mit
Mittelwert und Standardabweichung (Graph Pad Prism 6); an Kontrollen angepasste und den Messbereich
umfassende Regressionen zur Auswertung des IgG1-ELISA (n=4) ergaben jeweils Werte von R2 im Bereich
von 0,97 bis 0,99. Die Regressionsgerade wurde auf die Mediumkontrolle (TGV3) normalisiert, indem die
héchste Absorption des Mediums auf die Konzentration 0 gesetzt wurde.

Unverdunnter viraler Zellkulturiberstand eignete sich nicht zur Konzentrationsbestimmung,
da bestimmte Werte (rlgG 1, 2 und 4) auf einen Sattigungseffekt schlieBen lieRen (etwa
0,01-0,02 pg/ml). Der rlgG3 wurde nicht als viraler Zellkulturiberstand gemessen, daher
fehlt der Wert fur rlgG3 in Abbildung 17. Lagerungseffekte (4 °C, -20 °C und -80 °C) der
viralen Insektenkulturiberstdnde wurden mit einigen rlgGs (Nr. 1, 2 und 4) in der

Verdinnung 1:100 getestet und waren vernachlassigbar. Eine Lagerung bei -20 °C erschien



am geeignetsten. Insgesamt wurden alle sechs klonierten und exprimierten Proteine als
IgG1 identifiziert. Tabelle 32 zeigt die Konzentration und die Ausbeute der aufgereinigten

rigGs.

Tabelle 32: rlgG-Konzentation der Aufreinigung im grolRen Malistab, durchgefuhrt vom
Kooperationspartner.

rigG Nr. | Konzentration (ug/ml) | Volumen (ml)
rigG 1 1200 1,2
rigG 2 1000 2,0
rigG 3 1100 1,4
rigG 4 1800 0,8
rigG 5 1050 0,4
rigG 6 1000 1,6

6.2 Spezifitatstestung rekombinanter IgG aus gewebsstandigen B Zellen bei der
GPA

6.2.1 DierlgG1 reagieren nicht mit humaner PR3

Um die Reaktivitat der rigGs mit dem Hauptautoantigen der GPA, d. h. der PR3, zu testen
wurde ein kommerzieller PR3-ANCA ELISA (Euroimmun) benutzt (siehe Punkt 5.2.1). Zur
Kontrolle der Sensitivitat wurde ein kommerzieller anti-PR3-Antikdrper (Klon 12.8) in
verschiedenen Verdinnungen (0,3 pg/ml =5 RE/ml, 1 pg/ml = 15 RE/ml und 2 pg/ml = 40
RE/ml) gemessen. Zur weiteren Validierung wurden aus PR3-ANCA™ Seren aufgereinigte
IgGs (Verdinnung 1:2, laborinterne Vorarbeiten per FPLC) gemessen, deren
Konzentrationen Uber dem Kkalibrierten Bereich lagen. Die IgGl-enthaltenden virale
Zellkulturiiberstande von rlgG1,2,4,5 und 6 (unverdiinnt, 1:2) enthielten keine PR3-ANCA
Ilg (0 RE/mI). Die aufgereinigten rlgGs (Nr. 1-6) wurden auf 7-12 pg/ml verdinnt und
enthielten ebenfalls keine PR3-ANCA 1gG (0 RE/ml).

6.2.2 DierlgG1 reagieren mit bestimmten humanen Autoantigenen

Ein kommerzieller humaner Proteom-Mikroarray (HuProt, Fa. Cambridge Protein Arrays)
wurde verwendet, um herauszufinden ob die rlgGs (n=6, gepoolt) humane Autoantigene
erkennen. Im Folgenden werden die Ergebnisse des Studienberichtes aufgefiihrt. Der Array
bietet die Maglichkeit > 20 000 rekombinante, humane Proteine auf einem einzigen Trager
auf spezifische Interaktionen mit Immunglobulinen zu untersuchen. Damit werden etwa 75
% des Protein — kodierenden Genoms erfasst. Dies ist zur Zeit die groRtmogliche Anzahl

humaner Proteine, die mit einem kommerziellen Array untersucht werden kdnnen. Die



Probe zeigte gut auswertbare Signal-zu-Rausch Verhéltnisse (Abb. 18). Es kann allerdings
nicht unterschieden werden, ob die Ergebnisse sechs spezifische Reaktivititen oder
weniger Reaktivitaten zuzlglich Kreuzreaktivitditen reprasentieren. 15 Proteine
entsprachen den im Methodenteil beschriebenen Auswertungskriterien und sind in Tabelle

34 aufgelistet.

Anti-GST Kontrolifarbung Gepoolte rigGs mit anti-hlgG Sekundarkontrolle ( nur anti-higG)

Abbildung 18: HuProt Array-Farbung am Beispiel des Subarrays Nr. 5 von 24 verschiedenen Subarrays
innerhalb des Gesamt-Arrays.
Der gelbe Pfeil im mittleren Panel markiert das Autoantigen CRACR 2B (griine Punkte, Doppelbestimmung)

Zwei der 15 moglichen Interaktionspartner aus Tabelle 33 haben &hnliche Funktionalitaten.
FBXO2 und TRIM21 sind beides Komponenten in Ubiquitin Ligase Komplexen, interagieren
aber nicht miteinander. TRIM21 ist nicht nur Autoantigen im Sjégren Syndrom, SLE und
RA, sondern ebenfalls ein intrazellularer Fc-Rezeptor. Daher kann die starke Interaktion
von TRIM21 die spezifische Reaktivitat eines rigGs uber den Fab-Teil bedeuten, aber auch
die kombinierte Bindung der rigGs an den Fc-Rezeptor. NAA10 und NAA4O sind beides N-
terminale Acetylasen, wobei NAA10 generelle Acetylierung vornimmt und NAA40 Histon-
spezifisch agiert. Obwohl sie eine ahnlich lange Aminosauresequenz haben, sind die
Sequenzen so verschieden, dass man die spezifische Erkennung von zwei rlgGs
annehmen konnte. BHLHA15 kann ein starker Interaktionspartner der rigGs sein, da es

einen aufféllig hohen i-Score (siehe Punkt 5.2.2) aufwies.



Tabelle 33: Mégliche Hauptinteraktionspartner der sechs gepoolten rigGs mit einem z-Score > 3,75.

Die Proteinbezeichnungen entsprechen der HUGO Gen-Nomenklatur; mehrere z-Scores eines Proteins stellen
interne Arraykontrollen dar; Quellen folgender Charakteristika in den Kommentaren: Sequenzen & Strukturen
(UniProt), zellulare Lokalisation (HPA, humaner Protein Atlas), Interaktionen (BioGRID), Autoantigenitat und

Literatur (PubMed); Tabelle abgewandelt aus Studienreport HuProt

Symbol z-Score | i-Score | Protein-Name Kommentare
FBXO2 5,6 1,65 F-box protein 2 Komponente des SCF (SKP1-CUL1-F-box
protein) E3 Ubiquitin-Protein-Ligase-
Komplex; berichtet als Autoantigen in RA
(Mizutani et al.,, 2013); nukledre und
zytosolische Lokalisation (HPA)
CRACR2B 53 1,20 calcium release | reguliert den Calzium-Kanal der
activated channel | Plasmamembran
regulator 2B
PUF60 5,23 0,94 poly(U) binding splicing | identifiziert als neues Autoantigen im
4,73 0,51 factor 60 Sjoégren Syndrom (SS), SLE, RA und
4,36 0,36 Dermatomyositis (Fiorentino et al., 2016;
Zhang et al., 2018); Assoziation mit anti-
Ro52 (anti-TRIM21) in SS; auch
nachgewiesen bei gastrointestinalem Krebs
(Kobayashi et al, 2016), nukleare
Lokalisation (HPA)
TRIM21 5,04 5,18 tripartite motif | E3 Ubiquitin-Protein Ligase; Komponente
containing 21 des cullin-RING-based SCF (SKP1-CUL1-
F-box protein) E3 Ubiquitin-Protein Ligase
Komplex; intrazellularer Fc Rezeptor fur
IgG; Teil des Ro/SSA Ribonukleoprotein
und Hauptautoantigen im Sjogren Syndrom;
SLE und RA, nuklare Lokalisation (HPA)
SLC44A3 5,01 2,95 solute carrier family 44
member 3 (Choline
transporter-like protein
3)
ZNF783 4,84 0,59 zinc finger  family | Plasmamembran und zytosolische
member 783 Lokalisation; gesprenkelte Farbung mit
Antikdrpern (HPA)
NAA10 4,79 0,55 N(alpha)- azetyliert N-terminale Proteine,
acetyltransferase 10, | zytosolische Lokalisation (HPA)
NatA catalytic subunit
NAA40 4,78 3,12 N(alpha)- spezifische N-terminale Azetylierung von
acetyltransferase 40, | Histonen; Lokalisation in Kernkorperchen
NatD catalytic subunit
BPHL 4,77 0,59 biphenyl hydrolase like | Serinhydrolase; mitochondriale Lokalisation
(HPA)
SMARCC2 4,58 0,53 SWI/SNF related, | nukledre Lokalisation (HPA); Teil des
3,37 0,17 matrix associated, actin | Chromatin remodellierenden Komplexes;
dependent regulator of | mdglicher Transkriptionsfaktor




Symbol z-Score | i-Score | Protein-Name Kommentare
chromatin subfamily c
member 2
BHLHA15 4,44 25,99 basic  helix-loop-helix | Expression in der Speicheldruse (HPA),
family member al5 nukleére Lokalisation (HPA)
RAD23A 4,34 0,31 RAD23 homolog A, | involviert in die DNA Reparatur und
3,65 0,14 nucleotide excision | Ubiquitinilierung; RAD23B (55 %
repair protein Homologie) ist ein Autoantigen im NZB
Mausmodell in SLE (Thebault et al., 2002);
nukleare Lokalisation (HPA); RAD23B
interagiert mit PUF60 (BioGRID)
MAS1 4,27 3,92 MAS1 proto-oncogene, | Rezeptor fur Angiotensin a-7);
GPCR Membranprotein
BPGM 4,23 0,28 bisphosphoglycerate Lokalisiert in Nukleoli (HPA); rotes Zell
mutase Enzym; reguliert Himoglobin Affinitat
SYNJ2BP 3,8 0,44 synaptojanin 2 binding | Mitochondriale Lokalisation (HPA)

protein




6.3 Meta-Analyse des Immunglobulingenrepertoires (IgHV & IgLV) im entziindeten
Gewebe bei der GPA

6.3.1 Unterschiede im IgHV Genrepertoire zwischen GPA und HC

Fur die Testung der Unterschiedlichkeit funktioneller IgHV Gene im entziindeten Gewebe
bei der GPA (n=15/231 Klone) und des peripheren Blutes Gesunder (n=15/244.353 Klone)
wurde die Jaccard Distanz benutzt (Abb. 19).
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Abbildung 19: Produktive, klonale IgHV Gene aus nasalen Schleimhautbiopsien und Lungenbiopsien
(n=231) von 15 GPA Patienten (dargestellt als 15 rote Vektorpunkte) unterscheiden sich von peripheren,
produktiven, klonalen IgHV Genen aus 15 Gesunden (n=244353, dargestelllt als 15 blaue Vektorpunkte).
Nach der Methodik der multidimensionalen Skalierung (MDS) unter Verwendung der Jaccard Distanz als
Diversitatskriterium und dem ADONIS Signifikanztest (multivariate Varianzanalyse von Distanzmatrizen aus
dem R-Paket VEGAN [R Cran Version 2.4-6; (Anderson, 2001)], berechnet von PD Dr. Andreas Recke

Mit einem P-Wert von 0,00001 lagen enorme Unterschiede zwischen den IgHV Sequenzen
aus Gesunden und GPA-Patienten vor, die offenbar primar auf der Erkrankung beruhen.
Unterschiedliche Organquellen und Sequenzierungstechniken kénnen die Unterschiede
beeinflusst haben. Da die gesunden Probanden in Alter und Geschlecht an die GPA-
Patienten angepasst wurden (jeweils 8 weibliche und 7 mannliche Probanden; HC Median
=75 Jahre im Bereich von 31-87 Jahren; GPA Median = 55 Jahre im Bereich von 28 bis 82
Jahren), wird ein Einfluss von Alter und Geschlecht ausgeschlossen. Auf diesen Daten
beruhend werden im Folgenden weitere Analysen vorgestellt, die mit Hilfe von PD Dr.
Andreas Recke und Olena Ohlei, M.Sc. mit R programmiert bzw. berechnet worden sind.
Die Bestimmung der Klone ist von Olena Ohlei berechnet worden unter Einbezug der

Funktion GeneUsage aus dem R-Paket bcrep (Bischof und Ibrahim, 2016).



6.3.2 Veranderte Muster von IgHV und IGHJ Genfrequenzen zwischen GPA und
HC

Produktive, klonale IgHV Gene aus nasalen Schleimhaut- und Lungenbiopsien bei der GPA
waren in 39 verschiedenen Subfamilien der IGHV Keimbahngene vertreten (Tabelle im
Anhang). Periphere, produktive, klonale IGHV Gene aus gesunden Probanden zeigten mit
64 verschiedenen Subfamilien an IGHV Keimbahngenen eine grol3ere Diversitat (Tabelle
im Anhang). Um Verteilungsunterschiede in der IgHV Genfrequenz der beiden Datensétze
zu untersuchen, wurde ein ungerichtetes, gemischtes Kugelmodell basierend auf
Textmining Algorithmen verwendet. Dabei wurden Probanden und Patienten in einer
ungerichteten Weise basierend auf der maximalen Wahrscheinlichkeit fir &hnliche IgHV-
Frequenzen zu je zwei Datengruppen (Direktionen A & B) zusammengefasst, die sich mit
einem P-Wert < 0,01 laut der von MisesFisher Verteilung unterschieden (Abb. 20). Die
gesunden Probanden teilten sich zu gleichen Teilen in Direktionen A & B auf. Die Proben
der GPA Patienten wurden interessanterweise nur in Direktion B eingeteilt und wiesen u. a.
einen geringeren Anteil an IgHV3-23 und IgHV3-30-3 auf. Insgesamt betrachtet sind IgHV
Subfamiliengene veranderter Frequenzen beider Direktionen hauptséchlich in abwartiger

genetischer Lokalisation zu finden.



Ergebnisse

Abbildung 20: Unterschiedliche IgHV Subfamilliengen — Frequenzen zwischen GPA und HC (Daten der
Tabelle im Anhang) aufgelistet entsprechend ihrer genetischen Lokalisation (laut IMGT/V-QUEST &
ENSEMBL; Ruiz et al 1999) auf der X-Achse.

Die ersten 14 IgHV Gene von links stellen copy number variations (Watson und Breden, 2012; Watson et al.,
2013) dar und zeigen eine deutlich niedrigere Frequenz; berechnet von PD Dr. Andreas Recke anhand eines
ungerichteten, gemischten Kugelmodell basierend auf Textmining Algorithmen und der von Mises Fisher
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Verteilungsunterschiede in der IgHJ-Genfrequenz ~wurden analog zu den
Verteilungsunterschieden in der IgHV-Genfrequenz untersucht. Die beiden Direktionen A
und B unterschieden sich diesmal mit einem P-Wert von 0,0502 laut der von MisesFisher
Verteilung (Abb. 21). In Direktion A fanden sich mehr als die Halfte der GPA Patienten und
zwei Gesunde, bei denen im Vergleich zu Direktion B eine Verschiebung von IgHJ4 zu
IgHJ5 und IgHJ6 auftrat.

o

— 7| M Direktion A (GPA n=8 / HC n=2)

B Direktion B (GPA n=7 / HC n=13)
Fisher's exakter Test p = 0.0502
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Abbildung 21: Unterschiedliche IgHJ Familliengen — Frequenz zwischen peripheren, klonalen,
produktiven IGHV Genen (n=244353/15) gesunder Probanden und klonalen, produktiven IGHV Genen
(n=231/15) aus nasalen Schleimhautbiopsien und Lungenbiopsien bei der GPA.

Berechnet von PD Dr. Andreas Recke anhand eines ungerichteten, gemischten Kugelmodells basierend auf
Textmining Algorithmen und der von Mises Fisher Verteilung movMF (Version 0.2.2 R Cran; (Banerjee et al.,
2005))

Die Heatmaps der IgHJ/IgHV Verteilung (Abb. 22 A) stehen in Einklang mit den Daten der
IgHJ Familiengenfrequenz (Abb. 21). Die Heatmaps der IgHD/IgHV Verteilung (Abb. 22 B)

zeigen weiniger deutliche Unterschiede zwischen HC und GPA.
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Abbildung 22: Heatmaps mit Verteilungsmustern und Haufigkeiten (%) von IgHJ/IgHV Gen-Gen-
Kombinationen (A) und von IgHD/IgHV Gen-Gen-Kombinationen (B) von peripheren, funktionellen,
klonalen Sequenzen gesunder Probanden (n=244353/15) und von funktionellen, klonalen Sequenzen
aus nasalen Schleimhautbiopsien und Lungenbiopsien bei der GPA (231/15).

Berechnet von Olena Ohlei unter Einbezug der Funktion sequences.geneComb aus dem R-Paket bcrep
(Bischof und Ibrahim, 2016)

6.3.3 Verlangerte CDR3-Region bei der GPA mit und ohne Berlicksichtigung der
IgHJ-Gensegmente

Die IgHV Gene zeigten eine Verlangerung der CDR3-Region bei der GPA im Vergleich zu

Gesunden (Abb. 23). Die Daten weisen darauf hin, dass die Veranderungen im IgHJ-

Genrepertoire dazu beitragen. Die Verlangerung der CDR3-Region bei der GPA im

Vergleich zu HC ohne Bertcksichtigung des IgHJ Genanteils war weiterhin signifikant

unterschiedlich, sodass andere Einflussfaktoren nicht auszuschlief3en sind.
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Abbildung 23: Verlangerte CDR3-Region in Aminosauren mit und ohne Einschluss der IGHJ Region in
klonalen, funktionellen IgHV Genen aus nasalen Schleimhautbiopsien und Lungenbiopsien bei der GPA
(n=231/15) im Vergleich zu peripheren, klonalen, funktionellen IgHV Genen aus gesunden Probanden
(n=244353/15).

Berechnet von PD Dr. Andreas Recke mit dem Permutationstest aus dem R-Paket perm (Version 1.0 - 0.0 R
Cran, (Fay und Shaw, 2010)) und der Funktion permTS

6.3.4 Keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich Art und Anzahl der
Nukleotidmutationen zwischen GPA und HC

Im Hinblick auf die Haufigkeit und das Muster von Transitions- und
Transversionsmutationen fanden sich zwischen HC und GPA keine Unterschiede (Abb. 24).
Funktionelle, klonale IgLV Gene bei der GPA zeigten mehr Transversionen als
Transitionen, aber dieser Unterschied ist nicht statistisch signifikant. Hinsichtlich der Anteile
der vier Nukleotide an den Mutationen ergaben sich keine signifikanten Unterschiede
zwischen funktionellen oder nicht funktionellen IgHV/IgLV Genen bei der GPA und
Gesunden (Abb. 25). Auf die Darstellung nicht-funktlioneller IgLV Gene bei der GPA wurde

auf Grund der geringen Zahlen verzichtet (drei Sequenzen mit drei Mutationen zu T).



Die exakten Ergebnisse des Pearsons X? Testes unter einem Signifikanzniveau von 5 %
mit Odds Ratio und Kontingenzkoeffizienten zur Beurteilung der Effektrichtung bzw. -stéarke

befinden sich im Anhang und wurden mit einem online calculator®® ermittelt.
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Abbildung 24: Transitions- und Transversionsmutationen (%) folgender Gruppen.

Klonale, funktionelle, periphere IgHV Gene von Gesunden (n=244353/15); Funktionale IgHV Gene aus der
Darmmukosa gesunder Probanden (n=29/8) (Quelle: (Boursier et al., 1999)); Klonale, funktionelle IgHV Gene
aus nasalen Schleimhautbiopsien und Lungenbiopsien bei der GPA (n=231/15); Funktionelle, klonale IgLV
Gene aus dem Knochenmark und Blut gesunder Probanden (n=148/5) (Quelle: (Abraham et al., 2007)); Klonale,
funktionelle IgLV Gene aus nasalen Schleimhautbiopsien bei der GPA (n=18/7); Berechnet von Olena Ohlei mit
der Funktion basen_mutation aus dem R-Paket BCellMA (Version 0.3.4 R Cran, (Ohlei, 2016)) in Analogie zu

(Zuckerman et al., 2010)

13 |nteractive Statistical Pages project (ohne Jahr)
JavaStat -- 2-way Contingency Table Analysis
http://statpages.info/ctab2x2.html

(Stand: 12.06.2018)
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Abbildung 25: Nukleotidmutationen (%) folgender Gruppen.
Mit # Anzahl aller Mutationen: klonale, funktionelle, periphere IgHV Gene von Gesunden (n=244353/15,
#4922892); klonale, funktionelle IgHV Gene aus nasalen Schleimhautbiopsien und Lungenbiopsien bei der GPA
(n=231/15, #3715); funktionelle, klonale IgLV Gene aus dem Knochenmark und Blut gesunder Probanden
(n=148/5, #2270) (Quelle: (Abraham et al., 2007)); klonale, funktionelle IgLV Gene aus nasalen
Schleimhautbiopsien bei der GPA (n=18/7, #157); nicht-funktionale, periphere IgHV Gene von Gesunden
(n=439433/15, #8774508); nicht-funktionale IgHV Gene aus nasalen Schleimhautbiopsien und Lungenbiopsien
bei der GPA (n=20/6, #298); nicht-funktionale IgLV Gene aus Blut und Knochenmark von Gesunden(n=23/5,

#398); berechnet von Olena Ohlei mit der Funktion basen_mutation aus dem R-Paket BCellMA (Version 0.3.4
R Cran, (Ohlei, 2016)) in Analogie zu (Zuckerman et al., 2010)

6.3.5 Hot Spot Motive in IgHV/IgLV Genen bei der GPA und der HC

Die Anwesenheit von DNA Motiven (sechs Basen um eine zentrale, definierte
Punktmutation, sogenannte "Hot Spots") wurde analog zu der beschriebenen
Herangehensweise bei (Zuckerman et al., 2010) untersucht. Fur die Punktmutationen von
LA“bzw. , T sind die Hot Spot Motive WA bzw. TW oder WAW bzw. WTW bekannt (Spencer
und Dunn-Walters, 2005; Zuckerman et al., 2010). Fur die Punktmutationen ,C* bzw. ,G*
sind die Hot Spot Motive WRCH und DGYW bekannt und gelten als bessere Vorhersage
als WRCY bzw. RGYW (Rogozin und Diaz, 2004). Um den Einfluss von selektiver
Anpassung an (Auto-)Antigene auf die Herausbildung von Hot Spots zu erfassen, wurden
nicht-funkionelle und funktionelle IgHV/IgLV Gene untersucht. Funktionelle IgHV und IgLV

Gene wurden sowohl zusammengefasst (Abb. 26) als auch separat (Abb. 27) betrachtet.
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Abbildung 26: DNA Motive (sechs Nukleotidbasen um eine zentrale, definierte Punktmutation, Hot
Spots): WAW, WTW, WRCH und DGYW in nicht-funktionellen (A, B) oder funktionellen (C, D) IgHV und
IgLV Genen von Gesunden oder GPA Patienten.

Auf der X-Achse werden die Positionen drei Basen vor (+1, +2, +3) und drei Basen nach (-1, -2, -3) der zentralen
Punktmutation ,A“, ,T% ,C" oder ,G" dargestellt. Auf der Y-Achse wird die prozentuale Differenz (%d) in Form
der GroRRe jeder Base angegeben. Der Wert gibt an wie oft die Base an der entsprechenden Position
abweichend vom Keimbahngen vorkommt, dabei bedeuten positive Werte einen relativen Uberschuss und
negative Werte einen relativen Mangel. A: (n=439433 IgHV; n=23 IgLV), B: (n=20 IgHV, n=3 IgLV), C:
(n=244353 IgHV, n=148 IgLV), D (n=231 IgHV, n=18 IgLV); IUPAC Nomenklatur der Basen: W (A/T), R (A/G),
Y (CIT), H (T/C/A), D (A/GIT); berechnet von Olena Ohlei mit Funktionen aus dem R-Paket BCellMa (Version
0.3.4 R Cran, (Ohlei, 2016))
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Abbildung 27: DNA Motive von sieben Basen mit einer zentralen, definierten Punktmutation Uberpruft
auf die Anwesenheit bekannter Hot Spots: WAW, WTW, WRCH und DGYW in funktionellen IgHV und
IgLV Genen von Gesunden oder GPA Patienten.

Auf der X-Achse werden die Positionen drei Basen vor (+1, +2, +3) und drei Basen nach (-1, -2, -3) der zentralen
Punktmutation ,A*, ,T% ,C" oder ,G" dargestellt. Auf der Y-Achse wird die prozentuale Differenz (%d) in Form
der GroRRe jeder Base angegeben. Der Wert gibt an wie oft die Base an der entsprechenden Paosition
abweichend vom Keimbahngen vorkommt, dabei bedeuten positive Werte einen relativen Uberschuss und
negative Werte einen relativen Mangel. A: (n=148), B: (n=18), C: (n=244353), D (n=231); IUPAC Nomenklatur
der Basen: W (A/T), R (A/G), Y (CIT), H (T/CIA), D (A/GI/T); berechnet von Olena Ohlei mit Funktionen aus dem
R-Paket BCellMa (Version 0.3.4 R Cran, (Ohlei, 2016))

Das Motiv WAW findet sich sowohl in den funktionellen als auch den nicht-funktionellen

IgHV und IgLV Genen bei Gesunden, wobei an der Position -1 ein Mangel von ,T“ vorlag



(Abb. 26). Im Gegensatz dazu war das Motiv WAW in den nicht-funktionellen bzw.
funktionellen IgHV und IgLV Genen bei der GPA nicht bzw. kaum vorhanden. Das Motiv
WAW war in den funktionellen IgLV Genen bei der GPA vorhanden (Abb. 27),
maoglicherweise in Zusammenhang mit einer signifikant (*) erhéhten Punktmutationsrate zu
»1° (Abbildung 25 und Anhang). Das Motiv WTW bildete sich in nicht-funktionellen und
funktionellen IgHV und IgLV Genen bei Gesunden und bei der GPA heraus (Abb. 26). Bei
Gesunden lag ein Mangel von ,A“ an der Position +1 vor. Die Herausbidung der
spiegelbildlichen Motive WRCH und DGYW in nicht-funktionellen und funktionellen IgHV
und IgLV Genen bei Gesunden und GPA-Patienten wurde kaum beobachtet. Nur in nicht-
funktionellen IgHV und IgLV Genen bei der GPA bildete sich das Motiv DGYW klarer heraus
(Abb. 26), moglicherweise in Zusammenhang mit mehr Mutationen zu "D" (Abb. 25).

Um herauszufinden, ob die gemischte Analyse von Immunglobuling-Genen die
Herausbildung von Hot Spot Motiven verdeckt bzw. beeinflusst, wurden funktionelle IgHV
Gene bei der GPA entsprechend lhrer Herkunftszelle in drei Gruppen separiert: G1
(Gewebe), G2 (CD20* B-Zellen) und G3 (CD138* B-Zellen). Als gesunde Kontrollen wurden
gleichfalls die Gruppen G1-3 gebildet, die in Alter, Geschlecht und Probandenanzahl
angepasst waren (Abb. 28).
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Abbildung 28: DNA Motive von sieben Basen mit einer zentralen, definierten Punktmutation Gberprift
auf die Anwesenheit bekannter Hot Spots: WAW, WTW, WRCH und DGYW in funktionellen IgHV und
IgLV Genen von Gesunden (n=244353) oder GPA Patienten (n=321) sortiert in drei Gruppen
entsprechend lhrer Herkunftszelle bei der GPA: G1 (Gewebe), G2 (CD20+ B-Zellen) und G3 (CD138+ B-
Zellen).

Als gesunde Kontrollen wurden drei Gruppen gebildet, die in Alter, Geschlecht und Probandenanzahl angepasst
waren. Auf der X-Achse werden die Positionen drei Basen vor (+1, +2, +3) und drei Basen nach (-1, -2, -3) der
zentralen Punktmutation , A", , T, ,C* oder ,G" dargestellt. Auf der Y-Achse wird die prozentuale Differenz (%d)
in Form der GréRe jeder Base angegeben. Der Wert gibt an wie oft die Base an der entsprechenden Position
abweichend vom Keimbahngen vorkommt, dabei bedeuten positive Werte einen relativen Uberschuss und
negative Werte einen relativen Mangel. IUPAC Nomenklatur der Basen: W (A/T), R (A/G), Y (C/T), H (T/C/A),
D (A/GIT); berechnet von Olena Ohlei mit Funktionen aus dem R-Paket BCellMa (Version 0.3.4 R Cran, (Ohlei,
2016))

Das Motiv WAW watr in allen Gruppen der IgHV Gene von Gesunden zu finden mit einem
leichten Mangel von "T" an der Position -1. Bei der GPA wurde WAW in Gruppe G2 (CD20+
B-Zellen) nachgewiesen (Abb. 28), wobei besonders an der Position -1 "W" nicht in den
Gruppen G1 (Gewebe) und G3 (CD138" B-Zellen) gefunden wurde. Das Motiv WTW konnte
in den separaten Gruppen G1-3 funktioneller IgHV und IgLV Gene bei der GPA und bei
Gesunden gefunden werden, wobei ein gewisser Mangel von "A" an der Positon +1 vorlag
(Abb. 28). Das Motiv WRCH war abwesend in funktionellen IgHV Genen bei Gesunden der
Gruppen G1 und G2, zeigte sich jedoch teilweise in Gruppe G3 (Abb. 28). Bei der GPA



zeigte sich das Motiv WRCH bedingt in den funktionellen IgHV Genen der Gruppe G2
(CD20" B-Zellen) und teilweise in Gruppe G3 (CD138* B-Zellen), jedoch nicht in Gruppe
G1 (Gewebe). Punktmutationen von ,,G* fihrten nur teilweise zur Herausbildung des Motivs
DGYW in IgHV Genen bei Gesunden in den Gruppen G1 und G3, fehlte jedoch vollstandig
in Gruppe G2 (Abb. 28). Innerhalb der GPA Gruppen G1 bis G3 funktioneller IgHV Gene
war das Motiv DGYW gerade in G2 (CD20" B-Zellen) vorhanden, wobei an Postion -1 D

nicht zu erkennen war.

6.3.6 Aminosaureaustausche in der CDR3 von IgHV & IgLV-Genen bei der GPA
und der HC

Aminosaureaustausche bzw. Substitutionen von Aminosduren wurden mit einer in der
Literatur beschriebenen Herangehensweise (Zuckerman et al., 2010) untersucht. Dabei
wurden die Substitutionen mit einer Frequenz 2 5 % in der CDR3-Region von IgHV und
IgLV zwischen HC und GPA verglichen (Abb. 29, tabellarische Ubersicht im Anhang).
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Abbildung 29: Frequenz der Substitutionen funktioneller IgHV und IgLV Gene aus den folgenden
Gruppen.

Periphere, klonale IgHV Gene gesunder Probanden (n=244353/15); Klonale IgHV Gene nasaler
Schleimhautbiopsien und Lungenbiopsien bei der GPA (n=231/15); Klonale IgLV Gene aus Blut und
Knochenmark gesunder Probanden (n=148/5); Klonale IgLV Gene aus nasalen Schleimhautbiopsien bei der
GPA (n=18/7); die Reihen zeigen die bestehende Aminosaure und die Spalten die resultierende Aminoséure,
die nach der Hydrophobizitat entsprechend der Oktanolskala (IMGT/V-QUEST) sortiert wurden; die Zuordnung
der Substitutionen in Klassen wurde anhand physikochemischer Eigenschaften (IMGT/V-QUEST) getroffen; die
Farbe der Quadrate repréasentiert die durchschnittliche Frequenz dieses Aminoséauren-Austausches normalisiert
auf die Lange und Anzahl der Sequenzen; berechnet von Olena Ohlei mit Funktionen aus dem R-Paket BCellMa
(Version 0.3.4 R Cran, (Ohlei, 2016))

Bei den IgHV Genen war eine der acht Substitutionen mit einer Frequenz = 5 % bei der
GPA im Vergleich zu Gesunden erhoht. Bei den IgLV Genen waren neun der flinfzehn
Substitutionen mit einer Frequenz = 5 % bei der GPA im Vergleich zu Gesunden erhoéht,
wobei drei dieser Substitutionen zu negativ oder positiv geladenen Aminosauren fuhrten.
Eine weiterer Aminosaure-Austausch mit einer Frequenz 2 5 % bei der GPA war bei den
Gesunden nicht vorhanden. Eine anderer Aminosaure-Austausch der flnfzehn
Substitutionen mit einer Frequenz = 5 % bei der GPA war im Vergleich zu HC verringert,

vier Substitutionnen mit einer Frequenz = 5 % waren zwischen HC und GPA unverandert.



6.3.7 Negative Selektion in der Rahmenregion von IgHV Genen bei der GPA

Unter Selektion versteht man eine signifikante Abweichung in der Anzahl an
Austauschmutationen einer Region von IgHV/IgLV Genen in Folge eines
Anpassungsprozesses an ein Antigen. Um die Selektionsstarke von Mutationen zu
guantifizieren wurde der Baseline-Algorithmus Version 1.3 (Yaari et al.,, 2012, 2013)
benutzt. Grundsatzlich war die negative Selektion in der Rahmenregion (FWR) von IgHV
Genen aus entzindetem GPA-Gewebe mit P<0,005 (Abb. 30, Tab. 34) am deutlichsten.
IgLV Gene aus entziindetem GPA-Gewebe zeigten mit P>0,1 nur einen Trend zur positiven
Selektion in der komplementaritats determinierender Region (CDR) (Abb. 30, Tab. 35), was

an der niedrigen Sequenzanzahl (n=18) liegen kénnte.
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Abbildung 30: Selektionsstarke Y dargestellt als Wahrscheinlichkeitsfunktion in der CDR (rote Linie)
und in der FWR (blaue Linie) funktioneller IgHV Gene (oben links) und IgLV Gene (unten rechts) aus
entzindetem GPA Gewebe mit dem Baseline Algorithmus.

Unten links ist eine Zusammenfassung funktioneller IgHV (durchgezogene Linie) und IgLV Gene (gestrichelte
Linie)



Tabelle 34: P-Werte der quantifizierten Selektion in IgHV Genregionen (FWR, CDR) nach dem Baseline-
Algorithmus.

pos. Selektion = erhbhte Rate an Austauschmutationen; neg. Selektion = erniedrigte Rate an
Austauschmutationen; FWR: Rahmenregion; CDR: komplementére, determinierende Region
neg. neg. pos.
Gruppe Selektion | Selektion | Selektion
in FWR in CDR in CDR
GPA Gewebe, n=177 <0,005 >0,1
GPA Gewebe, n=69, Krankheitsdauer <2 Jahre <0,005 <0,005
GPA Gewebe, n=108, Krankheitsdauer > 2 Jahre | <0,005 >0,1
B Zellen (CD20%), n=38 >0,1 >0,1
B Zellen (CD20%), n=27, Krankheitsdauer < 2 Jahre | >0,1 >0,1
B Zellen (CD20%), n=11, Krankheitsdauer > 2 Jahre | >0,1 >0,1
Plasmazellen (CD138%), n=38,
. <0,05 >0,1
Krankheitsdauer <2 Jahre
alle GPA IgHV Gene, n=253 <0,005 >0,1

Tabelle 35: P-Werte der quantifizierten Selektion in IgLV Genregionen (FWR, CDR) nach dem Baseline-
Algorithmus.

pos. Selektion = erhdhte Rate an Austauschmutationen; neg. Selektion = erniedrigte Rate an
Austauschmutationen; FWR: Rahmenregion; CDR: komplementére, determinierende Region
neg. pos. pos.
Gruppe Selektion | Selektion | Selektion
in FWR in CDR in FWR
B Zellen (CD20%), n=12 >0,1 >0,1
B Zellen (CD20%), n=6, Krankheitsdauer < 2 Jahre >0,1 >0,1

B Zellen (CD20%), n=7, Krankheitsdauer > 2 Jahre | <0,005 >0,1
Plasmazellen (CD138%), n=5,
Krankheitsdauer <2 Jahre

alle GPA IgLV Gene, n=18 >0,1 >0,1

>0,1 >0,1

Sortierte man die IgHV/IgLV Gene entsprechend der Krankheitsdauer der GPA Patienten
und/oder ihrer Herkunftszelle in die drei Gruppen G1 (Gewebe), G2 (CD20* B-Zellen) und
G3 (CD138* B-Zellen), wurden weitere Effekte sichtbar. Die negative Selektion in der
Rahmenregion von IgHV Genen verschwand in G2 (CD20* B-Zellen), blieb jedoch in G1
(Gewebe) und G3 (CD138") signifikant. Mit fortschreitender GPA-Erkrankung (> 2 Jahre)
konnte ein Trend (P>0,1) zur positive Selektion in der CDR von IgHV Genen beobachtet
werden. Bei den IgLV Genen konnte mit fortschreitender GPA-Erkrankung (> 2 Jahre) in
Gruppe G2 (CD20* B-Zellen) ein Wechsel in der Rahmenregion (FWR) von eher positiver
Selektion (P>0,1) zu negativer Selektion (P<0,005) beobachtet werden.



6.3.8 Keine erhdhte Anzahl von S. aureus spezifischen IgHV Genen im
entziindeten Gewebe bei der GPA (in-silico Analyse)
IgHV Gene aus entziindlichem GPA-Gewebe, IgHV Gene aus gesunder Darmmukosa und
periphere IgHV Gene gesunder Probanden wurden in silico auf eine mdgliche, spezifische
Interaktion der Rahmenregion im Fab-Teil mit der Doméne D des Virulenzfaktors SpA aus
S. aureus untersucht. Zum Vergleich herangezogen wurde ein identisches Aminosaure-
Muster an spezifischen Stellen humanen IgHV Genen, welche involviert ist in die Erkennung
der S. aureus Domane D des SpA Peptides (Graille et al., 2000). Das spezifische
Erkennungsmuster fir S. aureus in der Aminosauresequenz von IgHV Genen wurde zur
einheitliche Klassifizierung und Nummerierung nach Kabat angegeben. Daher wurden die
zu vergleichenden IgHV Genen mit dem frei verfigbaren ANARCI online-Werkzeug
(Dunbar und Deane, 2016) nach der Klassifizierung von Kabat durchnummeriert. Da 7 %
der IgHV Sequenzen aus dem Blut gesunder Probanden, 38 % der IgHV Sequenzen aus
der Darmmukosa gesunder Probanden und 87 % der IgHV Sequenzen aus GPA-Gewebe
nach der ersten Aminosaure des Motivs H15 begannen, wurde auch der Anteil eines
verkurzten Motivs untersucht.
Tabelle 36: Uberblick absoluter (abs.) und relativer (rel.) Anteile nicht-klonalen IgHV Gene mit dem
Erkennungsmuster fir S. aureus (Graille et al., 2000) nach Kabat Nummerierung (Dunbar und Deane,
2016) verschiedener Gruppen.
HC Blut (Brezinschek et al., 1995), HC Duodenum (Boursier et al., 1999), GPA Gewebe (Mueller et al., 2014;

Voswinkel et al., 2006, 2008a); H15 fehlt = erste Aminosaure des Motivs fehlte bei nachfolgendem
Sequenzbeginn und sonst identischem Motiv

periphere CD19* B-Zellen | Darmmukosa entziindliche Gewebslasionen in

gesundes Probanden | gesunder Probanden | GPA-Patienten

(n=68) (n=29) (n=247, n=6 nicht Kabat identifiziert)

identisch H15 fehlt identisch H15 fehlt | identisch H15 fehlt
Familie | abs. | rel. abs. | rel. | abs. | rel. | abs. | rel. | abs. rel. abs. rel.
alle 42 62% | 2 3% |1 3% | - - 4 2% 54 22 %
IgHV1 6 9% 1 1% | - - - - - - 10 4%
IgHV2 2 3% - - - - - - 2 1% - -
IgHV3 27 40% |1 1% | - - - - - - 32 13 %
IgHV4 7 10% | - - 1 3% | - - - - 12 5%
IgHV5 - - - - - - - - 2 1% - -
IgHV6 | - - - - - - - - - - - -
IgHV7 | - - - - - - - - - - - -

Der Anteil an IgHV Genen mit dem S. aureus Motiv im Blut gesunder Probanden mit 62 %
am hoéchsten (Tab. 36). In der Darmmukosa gesunder Probanden zeigten nur 3 % der IgHV
Gene ein solches Muster. Betrachtet man die IgHV Gene aus entziindlichem GPA-Gewebe,

so sind nur 2 % mit einem solchem Muster versehen, wobei 22 % das Motiv auf Grund




eines nachfolgenden Sequenzbeginns bis auf die erste Aminosaure H15 aufwiesen. Wie

bei (Graille et al., 2000) beschrieben, kam das Motiv am haufigsten in Familie IgHV3 vor.

6.4 Humane und murine anti-hPR3 Ig &hneln sich im V(D)J Rearrangement und

unterscheiden sich in der CDR3 Aminosauresequenz

Die von murinen Hybridomzellen sezernierten IgM und IgG (WGM1, WGM2, WGM3) sind
als anti-PR3-Antikdrper bekannt (Braun et al., 1996; Csernok et al., 1990). WGM1-3 wurden
in dieser Arbeit hinsichtlich ihrer IgHV und IgLV Gene analysiert. Die IgHV und IgLV Gene
der monoklonalen IgM (WGM1) und IgG (WGM2, WGM3) Antikorper wurden mit bekannten
humanen, monoklonalen IgM Antikdrpern verglichen, welche ebenfalls die humane PR3
erkennen. Im Detail war es ein Fab Fragment des 5/7 Idiotyps, generiert aus einem GPA-
Patienten (WGHL1) und in der Literatur beschrieben (Davis et al., 1998; Voswinkel et al.,
2008c). Desweiteren wurde ein aus dem Blut eines gesunden Probanden (PR3 M2)
generierter Antikorper zum Vergleich benutzt (Finnern et al., 1995) sowie drei Antikorper,
produziert von Patienten-generierten, klonierten Lymphoblastoid Zelllinien (WG-2, WG-3,
WG-4) beschrieben in der Literatur von (Sibilia et al., 1997). Zuséatzlich wurden
Autoantikérper des primaren Sjogren Syndrom zum Vergleich herangezogen in Form von
kompilierten Sequenzen anti-humaner Ro60 1gGs generiert mittels Massenspektroskopie
spezifisch isolierter IgGs aus Serum (Wang et al., 2016). Wie in Tabelle 37 gelistet gehtren
alle drei murinen WGM1-3 Antikérper als humanes Homolog der IgHV1 Familie an.
Bezuglich der V(D)J Rearrangierung von IgHV und IgLV Genen zeigte sich zwischen WG-
3 und dem humanen Homolog von WGM2 eine groRRe Ubereinstimmung. FWR oder CDR
wiesen in IgHV oder IgLV Genen der murinen anti-hPR3 Antikérper WGM1, WGM2 und
WGM3 maximal funf Austauschmutationen auf.

Tabelle 37: V(D)J Verwendung laut IMGT/V-Quest (Brochet et al., 2008) in IgHV und IgLV Genen von
sieben Antikorpern, welche die humane PR3 erkennen.

A: humane Homologe der verwendeten V(D)J Gensegmente in murinen monoklonalen anti-PR3 IgM (WGM1)
und 1gG (WGM2, WGM3) im Vergleich zu humanen monoklonalen anti-PR3 IgM (WGH1) (Davis et al., 1998;
Voswinkel et al., 2008¢). B: V(D)J Verwendung in IgHV und IgLV Genen von GPA-Patienten generierten anti-

PR3 IgM (WG-2, WG-3, WG-4) (Sibilia et al., 1997)
A

IgHV WGM1 WGM2 WGM3 WGH1
V-Gen | IGHV1-69-2*01 | IGHV1-2*02 | IGHV1-2*02 | IGHV3-30*03
D-Gen | IGHD5-12*01 IGHD3-22*01 | IGHD3-16*02 | IGHD3-3*01

J-Gen | IGHJ4*01 IGHJ4*03 IGHJ3*01 IGHJ4*02
gLV WGM1 WGM2 WGM3 WGH1
V-Gen | IGKV7-3*01 IGKV4-1*01 | IGKV4-1*01 IGLV2-14*01
J-Gen | IGKJ1*01 IGKJ1*01 IGKJ3*01 IGLJ3*01




IgHV [ WG-2 WG-3 WG-4

V-Gen | IGHV4-59*01 IGHV1-2*02 IGHV3-23*01
D-Gen | IGHD3-3*01 IGHD3-22*01 IGHD2-2*02
J-Gen | IGHJ4*02 IGHJI4*02 IGHI4*02
IgLV | WG-2 WG-3 WG-4

V-Gen | IGKV1-17*01 IGKV4-1*01 IGKV4-1*01
J-Gen | IGKJ4*01 IGKJ3*01 IGKJ3*01

Die CDR3-Region (abgeleitete Aminoséuren) in den IgHV und den IgLV Genen der PR3-
spezifischen Autoantiktrper ist divers, wobei in den IgHV Genen eine Aminosaure
einheitlich ist und in den IgLV Genen drei Aminoséauren ein Muster formen (Tab. 38). Dies
kénnte an der Existenz verschiedener konformationeller Epitope der hPR3 liegen (van der
Geld et al., 2004). Betrachtet man die abgeleitete Aminosauresequenz von IgHV und IgLV
Genen der anti-hPR3 und anti-hRo60, waren viele einzelne Aminosauren und kleine Motive
aus mehreren Aminosauren in der FWR identisch (Tab. 39), was flir eine konservierte
Rahmenregion unabhangig von Spezies und Antigen in Autoimmunerkrankungen sprechen
kbnnte.

Tabelle 38: Abgeleitete Aminosaure-Sequenz der CDR3 in IgHV und IgLV Genen muriner (WGM1, WGM2,

WGM3) und humaner monoklonaler Antikdrper (hAK), welche die hPR3 erkennen (Davis et al., 1998;
Finnern et al., 1995; Sibilia et al., 1997; Voswinkel et al., 2008c) und humaner anti-Ro60 IgG (Wang et al.,

20186).
grune Buchstaben = identisch in 8 anti-hPR3 mAK; blaue Buchstaben = identisch in 7 anti-hPR3 mAK; violette
Buchstaben = identisch in 6 anti-hPR3 mAK; _ = Licken nach IMGT einheitlicher Nummerierung; antiRo60 =

kompilierte IgGs, welche Ro60 erkennen im priméren Sjogren Syndrom (Wang et al., 2016); X = kompilierte
Sequenzen zeigen drei alternative Varianten an diesen Positionen; XXX = IgD Region nicht bekannt

CDR3 IgHV CDR3 IgLV
WGM1 ARSGGYPYYTMDY QQNNEDPWT
WGM2 APFYYYGSPAWFAY QQHYSTPWT
WGM3 ARRETSLLG QQDYSSPFT
WGH1 AKSQMSYYDFWSGYYRDQYYFDY SSYTSSSTEV
PR3M2 | ARGRSWQSSAYMDV nicht vorhanden
WG-2 ARGEIDFWSGYFREGLVGPGVTIDY LQHNSYPLT
WG-3 ARGIFEGSGYYALDD QQYYGTPFT
WG-4 AKSRGTSCYMSCDC QQHYGTPFT
aRo060 TR XXX DAFDV QQYNSYSYT
IGHV1-18 NWFDS SFL
YYYYYGMDV SL
aR060 AR XXX DAFDV QQYGSSPRYT
IGHV3-23 NWFDS RFL
YYYYYGMDV RL
aR060 AK XXX DAFDV NSRDSSGNHYT
IGHV3-74 NWFDS HFL
YYYYYGMDV HL




Tabelle 39: Abgeleitete Aminosaure-Sequenz der FWR in IgHV und IgLV Genen muriner (WGM1, WGM2,
WGM3) und humaner monoklonaler Antikdrper (mAK), welche die hPR3 erkennen (Davis et al., 1998;
Finnern et al., 1995; Sibilia et al., 1997; Voswinkel et al., 2008c) und humaner anti-Ro60 IgG (Wang et al.,
2016).

Die Sequenzen der FWR1 werden nicht gezeigt, da sie die Primer-bindende Region enthalten. griine
Buchstaben = identisch in 8 anti-hPR3 mAK; blaue Buchstaben = identisch in 7 anti-hPR3 mAK; violette
Buchstaben = identisch in 6 anti-hPR3 mAK; _ = Licken nach IMGT einheitlicher Nummerierung; antiRo60 =
kompilierte IgGs, welche Ro60 erkennen im primaren Sjogren Syndrom (Wang et al., 2016); X = kompilierte

Sequenzen zeigen drei alternative Varianten an diesen Positionen

IgHV
FWR2 FWR3 FWR4
WGM1 MKW VKQSHGKSLEWIGD FYNQKFK_GKATLTVDKSSSTAYMQLNSLTSEDSAVYYC WGQGTSVTVSS
WGM2 MNWVKORPGQGLEWIGG DYNEKFK_GKATLTVDTSSSTAYMDLSSLTSEDSAVYYC WGQGTLVTVSA
WGM3 MHWVKORPEQGLEWIGR KYDPKFQ GKATITADTSSNTAYLQLSSLTSEDTAVYYC WGQGTLVTVSA
WGH1 MHWVROAPGKGLEWVAV | YYADSVK GRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYC WGQGTLVT
PR3 M2 MSWVROAPGKGLEWVSA | YYADSVK GRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRVDDTAIYYC WGKGTKVTVL
WG2 WSWIRQPPGKGLEWIGY NYNPSLK_SRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYC WGQGTLVTVSSG
WG3 IHWVROAPGQGLEWMGW | NYAQNFQ GRVTMTRDTSITTAYMELSRLRYDDTAVYYC | wGQGTLVTVGGG
WG4 ISWLRQAPGKGLEWVSV YYADSVK _GRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYC WGPRTLVTVSSG
aR060 ISWVRQAPGQGLEWMGR NYAQKLQ_GRVTMTTDTSTSTAYMELRSLRADDTAVYFSC | WGQGTMVTVSS
IGHV1-18 cc LVA
T
aR060 MSWVRQAPGQGLEWMSR | FYADSVR_GRFTISRDNSKNTVYLQLDSLRAEDTAVYYSC | WGQGTMVTVSS
IGHV3-23 ss LVA
T
aR060 MHWVRQAPGQGLEWVSR | YYADSVR_GRFTISRDNAKNTLYLQMDSLRADDTAVYYSC | WGQGTMVTVSS
IGHV3-74 F LVA
T
IgLV
FWR2 FWR3 FWR4
WGM1 MHW YQQKPGQPPKLLIY NLESGVP ARFSGSG SRTDFTLTIDPVEADDAATYYC FGGGTKLEIK
WGM2 VAW YQQKPGQSPKLLIY TRHTGVP DRFTGSG  SGTDYTLTISSVQAEDLALYYC FGGGTKLEIK
WGM3 VAWYQOQKPGQSPKLLIY NRYTGVP DRFTGSG _YGTDFTFTISTVOAEDLAVYFC FGSGTKLEIK
WGH1 VSWYQQHPGKAPKLMIY NRPSGVS NRFSGSK__SGNTASLTISGLQAEDEADYYC FGGGTKLTVL
WG2 LGW YQQKPGKAPKRLIY SLQSGVP_SRFSGSG__SGTEFTLTISSLQPEDFATYYC FGGGTKVEI
WG3 LAWYQQKPGQPPKLLIY TRESGVP_DRFSGSG__SGTDFTLTISSLQAEDVAVYYC FGPGTKVDIKR
WG4 LAWYQQKPGQPPKLLIY TRESGVP DRFSGSG  SGTDFTLTISSLQAEDVAVYYC FGPGTKVDIKR
aRo60 LSWYQORPGKAPNLLIY TLESGVP_SRFSGSG__SGTEFTLTISRLQPDDFATYYC FGQGTNLEIK
IGKV1-5 PQL K LAVL
PGTKVD
GGT
aRo60 LSWYQQRPGQAPRLLIS RRAPGIP_ARFSGSG__SGTESSLTISKLEPEDFAVYYC FGQGTNLEIK
IGKV3-20 T LAVL
PGTKVD
GGT
aRo60 VSWYQQKGGQSPVLVIY NRPSGIP_DRFSGSS__SGNTASLTITGARAEDEADYYC FGQGTNLEIK
IGLV3-19 LAVL
PGTKVD
GGT

Desweiteren wurden die anti-PR3 Antikdrper mit den 231 klonalen IgHV Genen und 18

klonalen IgLV Genen aus entzindetem GPA-Gewebe hinsichtlich identischer oder




ahnlicher V(D)J Rearrangierungen verglichen. Bei den IgHV Genen wurde kein identisches
Rearrangement gefunden, jedoch acht Sequenzen, welche zumindest in zwei
rearrangierten Genen mit einem anti-PR3 Antikdrper tibereinstimmten. Bei den IgLV Genen
wurden zwei identische Rearrangierungen des A-Typs (WGH1) gefunden. Ein direkter,
linearer Vergleich der CDR3-Region in den 231 klonalen IgHV Genen mit den anti-PR3
Antikorpern mittels NCBI Blast zeigte keine signifikant hohe Ubereinstimmung und ein
manuelles Vergleichen der acht ahnlich rearrangierten IgHV Gene mit den anti-PR3
Antikorpern zeigte nur wenig Ubereinstimmung in einzelnen Aminosauren der CDR3-
Region (siehe Anhang).



6.5 High-Throughput IgLV Repertoire in entziindetem Gewebe und Blut bei der GPA

ergab VJ-Rearrangierungen, die bei anti-PR3- IgLV Genen vorkommen

Um nach genetischen Anzeichen flr eine anti-PR3-B-Zellantwort bei der GPA zu suchen,
wurde in dieser Arbeit ein Verfahren des sogenannten ,Next generation sequencing”
etabliert  und angewandt. Dazu  wurden Leichtkettengenrepertoire  von
zusammengehdrenden Gewebs- und Blutproben bei Patienten mit GPA erstellt und
analysiert. Die Anzahl produktiver IgLV Gene nach Validierung mittels pRESTO lag dabei
zwischen ca. 1.500 und 6,3 x 10° (Tab. 40). Die groBe Abweichung in der Anzahl
produktiver IgLV Gene (besonders bei Probe B5) beruht mutmaRlich auf technischen

Prolemen bei der RNA Isolierung.

Erklarung der Definitionen von IMGT/highV-QUEST in Tab. 41:

Bei unbekannten und unproduktiven IgLV Genen lag meist eine niedrige Identitat (etwa 60-

85 %) der V-Region vor, die potentielle Nukleotid-Insertionen oder -Deletionen indiziert und
von IMGT/highV-Quest nicht ndher behandelt werden. Bei unbekannten IgLV Genen lag
keine identifizierte Rearrangierung (z. T. Stopcodons) oder Junktion vor. Bei unproduktiven
IgLV Genen wurde eine Rearrangierung mit Stopcodon identifiziert und/oder die Zuordnung
der konservierten Aminosaure PHE118 der V-Doméane fehlte, wobei die Junktion teilweise
nicht in-frame war oder gefunden wurde. Sequenzen ohne identifiziertes V oder J Segment,
wurden der Rubrik "kein IGLV Gen" zugeordnet.

Tabelle 40: Absolute Anzahl an Gensequenzen (n) des IgLV Repertoirs (IMGT/highV-Quest) in
korrespondierenden Proben von Gewebe (n=5) und Blut (n=4) bei der GPA.

produktive | unproduktive | unbekannte keine

IGLV Gene | IGLV Gene IGLV Gene IC(;eLnVe
Gl | 1.227.296 486.033 440.329 | 1.230.643
% G2 282.913 286.949 269.371 | 633.675
§ G3 | 1.898.655 174.415 267.540 218.752
E G4 586.995 177.616 167.513 | 1.606.249
© G5 738.281 159.858 128.164 | 1.248.805
Bl 134.224 218.855 221.845 486.445
% B2 | 1.047.641 461.339 325.222 841.797
EI B3 | 6.321.900 321.916 15.306 9.659
© B5 1.408 199.423 169.990 | 1.758.017




Tabelle 41: Relative Anteile verschiedener Merkmale des IgLV Repertoirs in korrespondierenden Proben
von Gewebe und Blut bei der GPA (absolute Zahlen in Klammern).

Die rechte Spalte umfasst den Anteil von Rearrangierungen, die bei monoklonalen PR3-Antikdrpern vorkommen
(siehe Tabelle 37, Seite 108); einschlieBlich alternativ, rearrangierter J. Gensegmente in anti-PR3 Ig, die von
IMGT/V-QUEST als gleich wahrscheinlich eingestuft wurden.

Anteil von - mit anti-PR3
_ _ _ _ lg vergleichbaren - VJ-
Anteil produktiver | Anteil  produktiver _ _
Rearrangierungen in den
IgkV Gene [%)] IGAV Gene [%] _
produktiven IgLV Genen
[%]
G1 | 88(1.075.248) 12 (152.048) 9 (107.349)
% G2 | 90 (255.838) 10 (27.075) 4 (11.985)
=
8 G3 | 96 (1.824.392) 4 (74.263) 14 (261.791)
<
% G4 | 86 (504.294) 14 (82.701) 5(31.635)
G5 | 90 (665.794) 10 (72.487) 2 (12.912)
B1 | 97 (130.174) 3 (4.050) 3 (4.663)
5 | B2 | 96(1.005.628) 4 (42.013) 4 (42.367)
o)
g B3 | 98 (6.189.040) 2 (132.860) 6 (358.323)
B5 | 98 (1.385) 2 (23) 1(17)

Nach einem Ratschlag von PD Dr. Andreas Recke wurde flir einen Vergleich der
prozentualen Werte der einzelnen Proben (Tab. 41, Abb. 31) der T-Test angewendet. Bei
genigend grof3er n-Zahl kdnnen relative Werte einer Verteilung mit der kanonischen logit-
Transformation in eine stetige Normalverteilung verwandelt werden (Trikalinos et al., 2013).
Im Anhang wird eine Tabelle der transformierten Daten gezeigt. Die Normalverteilung
transformierter Werte wurde zusétzlich mit dem Kolmogorow-Smirnov Test unter einem
Signifikanzniveau von 5 % Uberprift (Graph Pad Prism 4). Unterschiede zwischen den
verschiedenen Anteilen der IgLV-Gene in Blut und Gewebe wurden mit dem zweiseitigen
gepaarten T-Test unter einem Signifikanzniveau von 5 % (Graph Pad Prism 4) untersucht.
Der Anteil an produktiven IgLV Genen des A-Typs ist im Gewebe erhoht (P=0,0209) und
demzufolge ist der Anteil an produktiven IgLV Genen des k-Typs im Gewebe erniedrigt
(P=0,0209). Tendentiell hoher im Gewebe ist auch der Anteil an produktiven IgLV Genen
mit einer anti-PR3-1g vergleichbaren Rearrangierung (P=0.0776).
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Abbildung 31: Erhdhter Anteil produktiver IgLV-Gene des A-Typs und tendentiell erhdhter Anteil
produktiver IgLV Genen mit einer anti-PR3-Ig vergleichbaren Rearrangierung im Gewebe im Vergleich
zum Blut bei der GPA.

Vergleich der Merkmale aus Tab. 41 zwischen Blut und Gewebe bei der GPA mit Mittelwert und
Standardabweichung (Graph Pad Prism 6).

Setzt man die produktiven IgLV Gene des anti-PR3-lg-ahnlichen VJ-Rearrangements im
Gewebe oder Blut als 100 %, so lasst sich der Anteil der Verwendung individueller IGLV-
Gene des anti-PR3-lg-VJ-Typs bestimmen (siehe Tab. 37, Seite 108). Innerhalb der
produktiven IgLV Gene des anti-PR3-1g-VJ-Typs betragt der Anteil von 1GkV4-1*01 Genen
im Gewebe durchschnittlich 98 % (n=7.985 - 261.315), wahrend im Blut ein Wert von
durchschnittlich 94 % (n=5 - 339.464) ermittelt wurde. Innerhalb der produktiven IgLV Gene
des anti-PR3-Ig-VJ-Typs betragt der Anteil von IGAV2-14*01 Genen im Gewebe
duchschnittlich 1 % (n=4 - 3.757), wahrend im Blut ein Wert von 3 % (n=0 - 6246) auftritt.
Der Anteil an anti-PR3-Ig-&hnlich-rearrangierten IgLV Gene im Gewebe scheint in
Abhangigkeit von der Krankheitsaktivitdt zu variieren. Bei aktiver GPA (n=2) war der
prozentuale Anteil an rearrangierten IgLV Genen des anti-PR3-1g-Typs hdher (9 %, 14 %).
In Remission (n=3) war der prozentuale Anteil an rearrangierten IgLV Genen des anti-PR3-

Ig-Typs geringer (2-5 %).

6.6 IL-21, IL-21 Rezeptor, Blimp1l und IL-17A werden in entzindetem Gewebe und
im Blut bei der GPA exprimiert

Um zu testen, in wie fern B Zell Differenzierungsfaktoren im Hinblick auf eine Entwicklung
autoreaktiver B-Zellen in Blut und Gewebe bei der GPA nachweisbar sind oder sich die
Transkription oder Expression von Gesunden unterscheiden, wurden IL-21, IL-21R, Blimpl
und IL-17A untersucht. Dabei wurde eine IL-21 abhangige Induktion der Expression von

Blimpl (Kwon et al., 2009) in Betracht gezogen. Desweiteren kénnen proinflammatorische



Tw 17 Zellen unter Beteiligung von IL-21 entwickelt werden und reziprok gelten Ty 17 Zellen

unter den CD4" T Zellen als starkste Produzenten von IL-21 (Korn et al., 2007).

6.6.1 IL-21,IL-21R, Blimp1 und IL-17A mRNA Expression im entziindeten Gewebe
bei der GPA

In nasalen Schleimhautbiopsien bei der GPA lasst sich mRNA fir IL-21, IL-21R, Blimp1 und
IL-17A nachweisen. Die mRNA wurde isoliert (siehe Punkt 5.3.4.1), wobei der Grof3teil fiir
das NGS-Experiment verwendet wurde. Die Patientencharakterisierung findet sich unter
der Rubrik NGS G1 bis G5. Die mRNA-Mengen von IL-17A und IL-21 sind im Vergleich zur
Blimpl mRNA und insbhesondere zur IL-21R mRNA erniedrigt (Abb. 32). Daher wird fiir die
IL-17A mRNA ein Bild des Agarosegels mit einer Bande flir das 104 bp Amplikon im Anhang
gezeigt.
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Abbildung 32: relative mRNA Expressionen von Blimpl, IL-21, IL-21R und IL-17A in nasalen
Schleimhautbiopsien von GPA Patienten (n=4 bzw. n=4) im Verhéltnis zueinander.

Auf die Haushaltsgene 18SrRNA und GAPDH wurde normalisiert; die Standardabweichung der
Doppelbestimmung der Ct war < 0,2, mit denen unter Einbezug der Effizienzen die relative mRNA-Expression
berechnet worden ist; dargestellt ist der Mittelwert mit Standardabweichung (Graph Pad Prism 6)

6.6.2 Erhohte mRNA Expression von Blimpl in PBMC bei der GPA

Die RNA von PBMC und PMN (zusammen PBL) wurde wie in Punkt 5.4.1 beschrieben auf
relative Transkriptionsunterschiede von IL-21, IL-21R und Blimpl untersucht.
Interessanterweise zeigte sich bei der GPA eine erhéhte Menge von Blimpl mRNA in den
PBMC (Abb. 33).
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Abbildung 33: relative mRNA Transkription von Blimplin PBMC von 7 GPA Patienten im Vergleich zu 6
Gesunden.

Auf die Haushaltsgene 18SrRNA und GAPDH wurde normalisiert; die Standardabweichung der
Doppelbestimmung der Ct war < 0,2, mit denen unter Einbezug der Effizienzen die relativen mRNA-Level
berechnet worden sind; dargestellt ist der Mittelwert mit Standardabweichung (Graph Pad Prism 6); der
ungepaarte, zweiseitige Mann-Whitney-Test unter einem Signifikanzniveau von 5 % ergab einen P-Wert von
0,0111

Analog zum entziindeten Gewebe ist die zirkuldre IL-21R Transkription im Vergleich zum
IL-21 Liganden bei der GPA erhdht (Abb. 32 und 34).
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Abbildung 34: relative mRNA Transkription von IL-21 und IL-21R in PBL von GPA Patienten (IL-21 n=11;
IL-21R n=9) im Vergleich zu Gesunden (IL-21 n=11; IL-21R n=10).

Auf die Haushaltsgene 18SrRNA und GAPDH wurde normalisiert. Die Standardabweichung der
Doppelbestimmung der Ct war < 0,2, mit denen unter Einbezug der Effizienzen die relativen mRNA-Level
berechnet worden sind; dargestellt ist der Mittelwert mit Standardabweichung (Graph Pad Prism 6); der
ungepaarte, zweiseitige Mann-Whitney-Test unter einem Signifikanzniveau von 5 % ergab entsprechend einen
P-Wert von 0,2090 (IL-21) und 0,2685 (IL-21R)



6.6.3 Erhohte Anzahl von IL-21R* Zellen im entziindeten Gewebe bei der GPA

Um die Expression von IL-21 und IL-21R in den nasalen Schleimhautbiopsien von 5 GPA
Patienten auch im Hinblick einer Kolokalisation zu untersuchen, wurden
Immunfluoreszenzfarbungen (wie in Punkt 5.4.2 beschrieben) durchgefiihrt. Als
Vergleichsgewebe wurden nasale Schleimhautbiopsien von 3 Patienten mit chronischer
Rhinosinositis herangezogen. Die Patienten sind im Materialteil unter der Rubrik IF Klinisch
charakterisiert. Die vermehrte IL-21R Expression in nasalen Schleimhautbiopsien bei der
GPA im Vergleich zu Crs ist in Abbildung 35 und 36 ersichtlich. Es ist ebenfalls die
Kolokalisation von IL-21 und IL-21R zu erkennen, mdglicherweise in Form von Rezeptor

gebundenem IL-21. Abbildung 37 zeigt die entsprechenden Isotypenkontrollen.
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Abbildung 35: Verteilungsunterschied zwischen nasalen Schleimhautbiopsien von GPA Patienten (n=5)
und Crs Patienten (n=3) hinsichtlich der IL-21R Proteinexpression.

Ausgezéahlt wurden etwa 200 Zellen pro Patient in der Vergrdf3erung des 100er Objektivs. zweiseitiger, exakter
Fischer Test unter einem Signifikanzniveau von 5 % und P<0,0001 (Odds Ratio = 3,905 & adjustierter
Kontingenzkoeffizient = 0,413)4

14 Interactive Statistical Pages project (ohne Jahr)
JavaStat -- 2-way Contingency Table Analysis
http://statpages.info/ctab2x2.html

(Stand: 12.06.2018)



IL-21* & IL-21R* Zellen in CrS IL-21* & IL-21R* Zellen in GPA
nasale Schleimhautbiopsie) (nasale Schleimhautbiopsie)

Abbildung 36: Immunfluoreszenzaufnahmen mit dem 100er Objektiv am EVOS Fluoreszenzmikroskop
der IL21/IL-21R — Farbung.

Am Beispiel eines mdglichst reprasentativen GPA Préaparates (V458-14) aus 5 GPA Patienten und einer
reprasentativen Aufnahme (CrS3925-08) aus 3 CrS Patienten, Lichtintensitaten: 50 % GFP & 60 % Texas Red

CrS-Isotypenkontrolle mit Kernen GPA-Isotypenkontrolle mit Kernen

Abbildung 37: Immunfluoreszenzaufnahmen der Isotypenkontrollen mit dem 100er Objektiv der IL21/IL-
21R - Farbung fiir GPA (V458-14) und CrS (CrS$3925-08).
Lichtintensitaten: 50 % GFP & 60 % Texas Red



7 Diskussion

7.1 Plasmazellen in der granulomatdésen Entziindung bei der GPA produzieren

Auto-Antikorper

Bei der GPA wurden im entziindlichen Gewebe B-Zell-reiche, Follikel-dhnliche Bereiche in
Nachbarschaft zu PR3-exprimierenden Zellen und Plasmazellen dargestellt, die eine
Anwesenheit autoreaktiver, PR3-ANCA produzierender B-Zellen in der granulomatdsen
Entzindung suggerieren (Voswinkel et al., 2006). Eine autoreaktive Immunantwort in der
granulomatésen Entziindung bei der GPA wurde mit dem Nachweis von Autoantikdrpern
aus einzelnen CD20" B-Zellen bestatigt, wobei die Autoantikdrper Tetraspanin7 und
Transmembranprotein 9B erkannt haben (Thurner et al., 2011).

In dieser Arbeit wurden sechs rekombinante Antikdrper, basierend auf IgHV- und IGLV-
Genpaaren von fiinf gewebsstandigen Plasmazellen und einer CD20* B-Zelle kloniert und
exprimiert. Es wurde ein ungerichteter Ansatz benutzt, um Antikérper von B- und
Plasmazellen aus dem Gewebe zu generieren. Unabhangig von Erwartungen gibt deren
Spezifitdt die Richtung einer Immunantwort im Gewebe an. Die Identifikation lokal
sezernierter Autoantikérper kann neue Ideen fur die Analyse des Krankheitsprozesses oder
der Krankheitsursache liefern, was z. B. im Zusammenhang mit Plasmazell-Infiltrationen im
entzindlichen Synovialgewebe bei Rheumatoider Arthritis postuliert wurde (Mizutani et al.,
2013). Zur Expression kompletter, humaner Immunglobuline wurde ein
Bakulovirus/Insektenzell-System verwendet. Dies gilt als sehr sicher, da Baculoviren ein
eingegrenztes Wirtsspektrum haben und nicht pathogen fur Pflanzen oder S&ugetiere sind.
Weitere Vorteile dieses Expressionssystems sind der geringe Kostenfaktor und die
Schnelligkeit, in der mit stabil-rekombinanten Bakuloviren in Insektenzellen funktionelle
Immunglobuline angepasster Glycosylierung hergestellt werden kdnnen. Die Produktion
und Sekretion von Glykoproteinen in Insektenzellen wurde durch vielfache Modifizierungen
optimiert, wie beispielsweise durch die Verwendung alternativer Promotoren. Fur die
Humanisierung der Glycanstruktur von rekombinanten Immunglobulinen aus Insektenzellen
wurden fehlende Glycosyltransferasen (GNT-I, GNT-ll und B1-4-Glycosyltransferase) in
das baculovirale Genom eingebaut (Cérutti und Golay, 2012). Die Glycosylierung kann
Produktion, Sekretion und Funktion der Immunglobuline beeinflussen (Cérutti und Golay,
2012) und spielt auch bei der GPA eine Rolle (Lamprecht et al., 2018), ist jedoch fiir die
Spezifitatstestung von vernachlassigbarer Relevanz . Die komplette Struktur der humanen
IgG wird im Hinblick auf die Spezifitatstestung als vorteilhaft angenommen, da keine
Kreuzreaktivitdten mit anderen Spezies auftreten kdnnen. Dies kann ein Nachteil von
Immunglobulinen aus murinen Hybridomkulturen sein. Bei der Verwendung des Phage-
Display (Hammers und Stanley, 2014) werden Schwer- und Leichtketten der Fab

Fragmente zufallig zugeordnet, sodass der in-vivo Zustand nur bedingt wiedergegeben



wird. Der Fc-Teil ist nétig fur die vollstandige Funktionsweise eines Antikdrpers und
komplettiert die Assemblierung und Faltung eines Antikdrpers beispielsweise Uber die
Ausbildung von Disulfidbriicken in der Gelenkregion (Murphy, 2012). Obwohl das Fab
Fragment die gleichen Antigen-bindenden Eigenschaften wie der Originalantikdrper hat
(Murphy, 2012), stabilisiert der Fc-Teil die Struktur eines Antikérpers in-vivo.

Des Weiteren gibt es die Mdglichkeit, aus Patientenblut-gewonnene Gedachtnis B-Zellen
per Transduktion zu immortalisieren und unter definierten Zellkulturbedingungen in eine
stabile Langzeit-Kultur zu verwandeln, die im Uberstand monoklonale Antikérper enthélt
(Kwakkenbos et al., 2010, 2016). Diese Technik kann theoretisch auch fiir gewebsstéandige
Plasmazellen etabliert werden oder fir eine parallele Untersuchung von Antikérpern aus
selektionierten, peripheren Gedéachtnis B-Zellen. Verbreitet ist die kommerzielle Herstellung
therapeutischer Antikdérper mit Séugetierzellen wie den ovarialen Zellen chinesischer
Hamster (CHO-Zellen), wobei die rekombinate Expression in CHO-Zellen im Vergleich zu
Insektenzellen zeit- und kosten-intensiver ist. Dies liegt vor allem an dem aufwendigen
Prozess der Isolation und Charakterisierung geeigneter Klone einer stabilen Transfektion.
Mit der transienten Genexpression kann der zeitliche Aufwand etwas reduziert werden
(Cérutti und Golay, 2012). In HEK-Zellen, humanen embryonalen Nierenzellen, wurde ein
transientes Expressionssystem fir Immunglobuline etabliert. Dabei wurden schrittweise alle
Systemkomponenten optimiert und drei Proteinenhancer zur Expression eingebaut (Vink et
al., 2014). Dies veranschlaulicht den enormen methodischen Aufwand bei der Verwendung
von Saugetierzellen, wobei die Glycanstruktur rekombinanter Proteinen, die beispielsweise
in CHO-Zellen exprimiert wurden, der humanen zwar sehr &hnlich ist, aber nicht identisch
(Cérutti und Golay, 2012). Rekombinante Proteine, wie Immunglobuline kénnen auch in
anderen eukaryotischen Expressionsystemen, die auf Hefezellen, filamentdsen Pilzkulturen
oder Pflanzenzellen basieren, hergestellt werden (Frenzel et al., 2013). Die Etablierung
eines Expressionssystems fir Immunglobuline erfordert jedoch immer die richtige
Prozessierung und Faltung kompletter Schwer- und Leichtketten, die nicht aggregieren
durfen (Cérutti und Golay, 2012). Daher wurde im Rahmen dieser Arbeit ein bestehendes
Expressionssystem fur Immunglobuline in Insektenzellen von Kooperationspartnern
eingesetzt. Da Prokaryoten der Apparat flr post-translationale Modifikationen fehlt, kdnnen
Bakterien zur Expression von Antikorperfragmenten zwar benutzt werden, wurden aber als
methodische Alternative nicht in Erwagung gezogen, da sie den in-vivo Zustand weniger
gut nachbilden. Komplette Immunglobuline kdnnen kaum in Bakterien exprimiert werden.
Die Faltung eines Antikdrpers braucht eine oxidierende Umgebung fir die Ausbildung von
Disulfidbriicken. Wenn gram-negative Bakterien wie E. coli zur Expression verwendet

werden, kénnen die gefalteten Antikbrperfragmente nur aus dem periplasmatischen Spalt



isoliert werden. Bei gram-positiven Bakterien fehlt die &uf3ere Membran und die

Antikorperfragmente konnen aus dem Uberstand isoliert werden (Frenzel et al., 2013).

In einem humanen Proteom-Mikroarray wurden flinfzehn potentielle Interaktions- bzw.
Bindungspartner der sechs gepoolten rlgG identifiziert. In weiteren Versuchen muss
herausgefunden werden, welche dieser flinfzehn Kandidaten tatsachlich als Autoantigen
von einem oder mehreren der sechs rigG erkannt wird.

Der humane Proteom-Mikroarray erfasst laut Studienprotokoll zwar etwa 75 % des Protein-
kodierenden Genoms, aber nicht alle humanen Proteine mit ihren posttranslationalen
Modifizierungen. Eine undetektierte Erkennung konformationeller Epitope wegen
Konformationsanderungen des Antigens in Folge einer Paraformaldehydfixierung (Mizutani
et al., 2013) kann ausgeschlossen werden, da laut Studienprotokoll nur mit Kalte fixiert
wurde. Die eingesetzte Antigenaufreinigung zielte laut Studienprotokoll auf den Erhalt der
Proteinaktivitat ab. Dennoch muissen beim Bedrucken des Arrays mit Antigenen
physiologische Bedingungen mit Eigenschaften zur Immobilisation wie Viskositdt und
Oberflachenspannung kombiniert werden, damit die Proteine in hydratisierter stabiler und
gefalteter Form getestet werden kdnnen (Stoevesandt et al., 2009). Da die Struktur der
Proteine (Antigen und Antikdrper) von lonenkomposition und pH-Wert beeinflusst wird,
kann eine abgewandelte Konformation zwischen Testsystem und in-vivo Situation nicht
ausgeschlossen werden. Im entziindeten Gewebe, aus welchem die rlgGs generiert
worden sind, liegt ein saurer pH-Wert vor (McLure und Rubin, 2005) und als Arraypuffer
wurde PBS verwendet. Aus diesem Grund sollte die Testung der rigG im PR3-ANCA ELISA
unter angesauerten Bedingungen wiederholt werden.

Die folgende Diskussion konzentriert sich auf diejenigen Kandidaten, fur die bereits eine
Rolle bei Auotimmunerkrankungen beschrieben wurde. Einer der im humanen Proteom-
Mikroarray identifizierten moglichen Interaktionspartner der rlgG aus entziindlichem
Gewebe bei der GPA ist PUF60. PUF60 wurde als neues Autoantigen in verschiedenen
Erkrankungen wie Sjogren Syndrom, Systemischen Lupus Erythematosus und
Dermatomyositis beschrieben (Fiorentino et al., 2016). Mit dem Nachweis von PUF60
Autoantikoérpern im Serum bei der idiopatischen entziindlichen Myositis, RA, SLE und SS
wurde dies bestatigt (Zhang et al., 2018). Im primdren Sjogren Syndrom lag eine
Assoziation von PUF60 Autoantikbrpern mit anderen klinischen Parametern vor (Fiorentino
et al, 2016). Interessanterweise konnte bei der Dermatomyositis ebenfalls ein
gleichzeitiges Auftreten von anti-PUF60 und Hautulzerationen festgestellt werden, sowie
gesenkte PUF60-Autoantikdrper Konzentrationen in der Remission (Zhang et al., 2018).
Daher ist es wahrscheinlich, dass das klinische Bild einer anti-PUF60 Autoantikbrper
assoziierten Erkrankung im Zusammenspiel mit anderen Einflissen wie genetische

Faktoren, Umweltfaktoren und anderer Antigen-spezifischen Immunantworten geformt wird



(Fiorentino et al., 2016). Dies wurde im Zusammenhang einer assoziativen Untersuchung
der Autoimmunantwort bei  Sklerodermie und der sich-selbst-erhaltenden
Gewebszerstérung ebenfalls postuliert (Joseph et al.,, 2014). Der Grundgedanke der
Bedeutung von EinfluRfaktoren und spezifischen Autoimmunantworten fir das klinische
Erscheinungsbild einer Erkrankung wurde von (Casciola-Rosen et al., 2005) gefasst.
Autoantigene von systemischen Autoimmunerkrankungen werden ubiquitar exprimiert und
weisen eine konservierte, nicht-gewebsspezifische Funktion auf. Initial fir die Pathogenese
kénnen entzindliche und regenerative Prozesse im Gewebe sein, die eine Mikroumgebung
mit spezifischer Uberexpression der Antigene hervorruft. In Folge von DNA-Schaden kann
es beispielsweise zur Uberexprimierung von Reparaturproteinen kommen (Casciola-Rosen
etal., 2005). So ist die Expression von PUF60 in Myoblasten héher als in ausdifferenzierten
Zellen. PUF60 funtioniert bei der RNA-SpleiBung zusammen mit dem bekannten La
Autoantigen im Sjogren Syndrom, was in diesem Fall ein Epitopespreading vermuten lasst
(Fiorentino et al.,, 2016). Da PUF60 eine Splicevariante von FIR ist, einem c-myc
Transkriptionsrepressor, konnen anti-PUF60 Antikbrper auf eine c-myc Aktivitat hinweisen.
Anti-FIR Antikdrper wurden in frihen Formen des colorektalen Krebs in erhdhten
Konzentrationen nachgewiesen, die nach Entfernung des Tumors verschwanden. Der
Nachweis von PUF60 bzw. FIR Antikdrpern kann ein Hinweis auf das begleitende Auftreten
von Tumoren sein und auf diese Weise mdoglicherweise bei der Behandlung einer GPA
natzlich sein (Kobayashi et al., 2016). AAV-Patienten haben unter Therapie mit
Cyclophosphamid ein erhodhter Risiko fur Krebs, wobei in einer Meta-Analyse keine
signifikante Assoziation mit colorektalem Krebs nachgewiesen wurde (Shang et al., 2015).
Neben PUF60 Antikbrpern im Serum (Zhang et al., 2018) wurden in der Rheumatoiden
Arthritis im entzindlichen Synovialgewebe Autoantigene beschrieben (Mizutani et al.,
2013), die unter den potentiellen Interaktionspartnern der sechs rigG1 waren. Dabei handelt
es sich um FBXO2 und TRIM21. FBXO?2 ist eine Ubiquitin abhangige E3 Ligase und
reguliert den proteasomalen Abbau von Glycoproteinen im Zytoplasma (Yoshida et al.,
2002). Uber die Assoziation von FBXO2 mit Rheumatoider Arthritis ist wenig bekannt
(Mizutani et al., 2013). In einer aktuellen Studie wurde die Préavalenz von anti-
Ro/SSA/TRIM21 in einer Kohorte aus Patienten mit Autoimmunerkrankungen und
gesunden Probanden untersucht. Im Vegleich zu Gesunden lagen signifikant héhere Titer
bei Sjoégren Syndrom, Systemischem Lupus Erythematosus, Antiphospholipid Syndrom,
Systemischer Sklerose und primarer, bilidrer Zirrhose vor. Eine Korrelation zwischen anti-
TRIM21 und Antikérpern gegen Zytomegalovirus, Toxoplasma und Epstein-Barr Virus
wurde festgestellt. Die Exposition dieser infektiosen Agentien kann in empféanglichen
Individuen mdoglicherweise lUber die Entwicklung von anti-TRIM21 ein initialer Faktor von

Autoimmunerkrankungen sein (Agmon-Levin et al., 2017).



Wie die Immunantwort gegen Pathogene zum Toleranzverlust fihren kann, wurde in einem
Modell beschrieben. TRIM21 besteht aus einer N-terminalen Ubiquitin-Ligase und einer C-
terminalen Immunglobulin-bindenen Region, die gleichermafl3en von Autoantikbrpern im
Sjogren Syndrom targetiert werden. Nach dem Modell tragen intrazelluldre lg-bedeckte
Pathogene am Fc Rezeptor TRIM21, welches den Komplex in den proteasomalen Abbau
Uberfuhrt. Bei einer anhaltenden Infektion und veranderten Immunreaktionen binden solche
Komplexe jedoch Uber den Fab-Teil an B-Zell-Rezetoren, die unter Ty Zellaktivierung zu
einer robusten anti-TRIM21 Reaktion fihren kénnen (Burbelo et al.,, 2018). Zu diesem
Modell wirden die fiur bestimmte MCH Molekile bei der GPA beschriebenen
Einzelnukleotid Polymorphismen passen (Lyons et al., 2012).

Eine Reaktivitit gegen RAD23A wurde bisher in keiner rheumatischen
Autoimmunerkrankung nachgewiesen. Das funktionelle Aquivalent von RAD23B in der
Nukleotid-Exzisions-Reparatur (UniProtKB - P54725) wurde jedoch in einem Lupus-
Mausmodell mit anti-Phospholipid-Syndrom nachgewiesen. Dabei wurde das zeitliche
Auftreten bestimmter Autoantikdrper im Zusammenhang mit Epitopespreading untersucht,
das eine Rolle in der Initierung und Erhaltung von Autoimmunitét spielen kann, jedoch auch
die individuelle Variabilitdit an Autoantikérper-Konstellationen einer Erkrankung erklaren
konnte. Autoantikbrper gegen RAD23B traten im Mausmodell in einer nicht-zufalligen
Weise nach Autoantikdrpern gegen zytoskeletales Vimentin, jedoch vor Autoantikdrpern
gegen heterogene, nukleére Ribonukleoproteine (hnRNP) auf. Einige der Autoantikorper
sind in Folge des Epitopespreading entstanden, was durch die physikalisch verbundenen
Epitope dieser Autoantigene in apoptotischen Blaschen wahrend des Zelltodes erklart
werden kann (Thebault et al., 2002). Das Homolog RAD23A akkumuliert zusammen mit AlF
in Folge genotoxischen Stresses im Zellkern und ist mit der Fragmentierung von DNA
wahrend der Initiierung des Zelltodes assoziiert (Sudhakar und Chow, 2014). Inwiefern
dieser Mechanismus bei entzindlichen Prozessen in der GPA und der Entwicklung von
Autoantikorpern eine Rolle spielt, bleibt Spekulation.

Fur Autoantikdrper, welche Membran-assoziierte oder extrazellulare Antigene targetieren,
wurden molekulare Mechanismen, die zur Autoimmunerkrankung fiihren, in vielen Féallen
aufgeklart. Um die Bedeutung von Autoantikérpern gegen intrazellulare Antigene fur die
Klinik zu erschlieRen, sollen Zusammenhange mit Krankheitsaktivitat, Prognose und
Organmanifestation bestehen. Um die Generierung intrazellularer Autoantkdrper zu
verstehen, werden generelle Dysregulationen des Immunsystems, Veranderungen
epigenetischer Modifikationen, molekulare Mimikry und die Bildung apoptotischer Blaschen
beforscht. Epigenetische Modifizierungen wie DNA-Methylierung, Histon-Acetylierung und
micro-RNA Expression kénnen Uber eine abnorme Expression von Antigenen zu der

Entwicklung von entsprechenden Autoantikdrpern fiihren. Aus diesem Grund ist die



potentielle Reaktivitéat der rlgG gegeniiber den Azetyltransferasen NAA10 oder NAA40
interessant. Autoantikérper gegen intrazelluldare Antigene, die nicht die Plasmamembran
erreichen oder in den Extrazellularraum sezerniert werden, haben ein pathogenes
Potenzial, wenn sie in die Zelle geschleust werden und dort zytopathisch wirken (Racanelli
etal., 2011).

Um die Ergebnisse des humanen Proteom-Mikroarrays zu validieren und ggf. einzelnen
rlgGs zuzuordnen, bieten sich Immunoblots zur Affinitdtstestung an (Kobayashi et al., 2016;
Preuss et al., 2009). Dabei werden rekombinante Proteine wie FBX02, PUF60, RAD23A
und TRIM21 als Punkte auf eine Membran gebracht, wobei die Bindung von rlgG in einer
Enzym-katalysierten Lichtreaktion detektiert wird. Laut Studienreport kénnen gepoolte
Kreuzreaktivitaten und Bindungen tber den Fc-Rezeptor (TRIM21) im Proteom Mikroarray
vorkommen. Mit Immunoblots kann an der Signalstéarke einzelner und kombinierter rlgGs
herausgefunden werden, ob spezifische Bindungen vorliegen oder es sich um
Kreuzreaktivitdten handelt. Zum Ausschluf3 einer unspezifischen Bindung des Fc-
Rezeptors kann die enzymatische Papain-Spaltung der rigGs in Fab- und Fc- Teil (Murphy,
2012) mit nachfolgender Aufreinigung Uber den Fc-Teil dienen, sodass eine separate
Analyse der Antigenbindung durchgefiihrt werden kann. Um die Assoziation eines
Autoantikorpers mit GPA in Betracht zu ziehen, miussen zumindest mehrere rigGs das
gleiche Autoantigen erkennen. In diesem Zusammenhang ist die Durchfihrung von
Immunoblots mit GPA-Seren interessant, um eine lokal begrenzte Relevanz des
Autoantikdrpers von einer systemischen Bedeutung zu unterscheiden. Zudem erscheint
mdoglich, dass bei einem GPA Patienten eine undiagnostizierte rheumatische Erkrankung
auftreten kann, womit z. B. das Vorliegen von Autoantikérpern gegen TRIM21/Ro52 bei

systemischer Sklerose zusammenhé&ngen kann.

7.2 Veranderte Affinitatsreifung und Selektion von IgHV & IgLV Genen im
entziindeten Gewebe bei der GPA

IgHV & IgLV Gene aus dem entzindlichen, respiratorischen Gewebe bei der GPA zeigten
Hinweise auf eine autoimmune Reaktion (Muller et al., 2014; Voswinkel et al., 2006, 2008a).
Fur eine Teilmenge dieser Sequenzen (n=3) wurde Autoreaktivitdt bewiesen, indem
rekombinante Antikdrper kloniert wurden, welche das humane Lysosomale
Transmembranprotein 9B und Tetraspanin 7 erkennen (Thurner et al., 2011). In dieser
Meta-Analyse wurden IgHV & IgLV Gene (Miller et al., 2014; Voswinkel et al., 2006, 2008a)
im GPA-Gewebe erstmalig unter Beriicksichtigung ihrer klonalen Eigenschaften (n=231 &
n=18) analysiert und mit verschiedenen Kontrollgruppen (Abraham et al., 2007; Boursier et
al., 1999) verglichen, hauptsachlich peripherer IgHV-Gene gesunder Probanden einer

Hochdurchsatzsequenzierung (Recke et al., 2016). In Ubereinstimmung mit anderen



Autoimmunerkrankungen wurden Zeichen somatischer Hypermutation gefunden (Cho et
al., 2014; Zuckerman et al., 2010). Im Vergleich zu naiven oder IgM* B-Zellen sind
autoreaktive B-Zellen haufiger unter IgG* Gedéachtnis-B-Zellen vertreten, deren
Autoreaktivitat auf somatische Hypermutationen zurtickzufiihren ist (Tiller et al., 2007).

Grundsatzlich unterscheidet sich die V(D)J Rearrangierung zwischen funktionellen IgHV
Genen bei der GPA und Gesunden. Besonders deutlich war die geringere Frequenz in der
Verwendung von IgHV3-23 und in leichterem AulmaR von IgHV3-30-3 bei der GPA.
Erstaunlicherweise wurden sowohl IgHV3-23 als auch IgHV3-30 bei der Bildung humaner
anti-PR3 Antikorper rearrangiert (Davis et al., 1998; Finnern et al., 1995; Sibilia et al., 1997).
Moglicherweise beruht diese Diskrepanz auf der Therapie, welche die Patienten der Meta-
Analyse erfahren haben. Einige Patienten (Muller et al., 2014; Voswinkel et al., 2006,
2008a) wurden mit Immunsuppressiva, immunmodulatorisch-antientziindlich und/oder
antibiotisch wirkenden Medikamenten behandelt (siehe Punkt 4.8 und 3.2.1). Einige
unbehandelte GPA-Patienten der Meta-Analyse deuten weitere Einflul3faktoren auf das
IgHV-Repertoir an. Bei fortschreitender Erkrankung ist - im Zuge der Immunantwort auf ein
anderes Epitop der PR3 (Kuhl et al., 2010) - die Selektion anderer IgHV-Gene des PR3-
ANCA im IgHV-Repertoir des Gewebes denkbar. Besonders weil die IgHV3-23 oder IgHV3-
30 rearrangierten anti-PR3 Antikérper der IgM Klasse angehéren und neben zwei GPA-
Patienten auch in einem Gesunden vorgekommen sind (Davis et al., 1998; Finnern et al.,
1995; Sibilia et al., 1997). Weiteren Einflu3 auf die Frequenz von IgHV3-23 und IgHV3-30-
3 kdnnte die Immunantwort auf S. aureus sein, die unter antibiotischer Therapie verandert
sein kann. S. aureus Protein A (SpA) bindet an eine Region aus 13 Aminosauren in der
FWR, die in IgHV3 konserviert ist (Graille et al., 2000). Dieses Motiv wurde in 62 %
funktioneller IgHV Gene im peripheren Blut eines Gesunden (Brezinschek et al., 1995)
deutlich haufiger als im GPA-Gewebe nachgewiesen, wobei das gehéaufte Auftreten in
IgHV3 bei HC und GPA nachvollzogen werden konnte. Trotz der Prasenz oder Abwesenheit
verschiedener Virulenzgene aus S. aureus Isolaten von AAV-Patienten, die eine Relevanz
fur den Verlauf der Erkrankung implizieren, wurden generell niedrigere IgG Konzentrationen
gegen verschiedene Antigene von S. aureus im Vergleich zu Gesunden festgestellt
(Glasner et al., 2017). Des Weiteren steigert ein Fehlen von IgHV3-30-3 auf Grund einer
genetischen Deletion die Empfanglichkeit einer Nephritis in SLE (Cho et al., 2003). Wenn
in einigen GPA-Patienten ebenfalls kein IgHV3-30-3 vorkommt, kann eine genetische
Deletion in Betracht gezogen werden, die moglicherweise mit der eingeschrankten
Immunantwort gegen S. aureus zusammen hangt. Der Mangel an IgHV3-23 und IgHV3-30-
3 kann auch in Folge eines sekundaren Mechanismus der IgH-Ersetzung durch vorwarts-
liegende Vy Gensegmente in bestehende Rearranigierungen (siehe Punkt 3.1.2)
entstanden sein, da IgHV3-23 und IgHV3-30-3 wie in Abb. 20 dargestellt recht weit abwarts



im Genom lokalisiert sind. Eine spezifisch bevorzugte Verwendung eines vorwarts
liegenden Vu-Gensegmentes ist in Abb. 20 jedoch nicht zu erkennen.

An der Ausselektionierung von IgHV Genen mit einer verlangerten, positiv-geladenen
CDR3-Region in unreifen B-Zellen (Wardemann et al., 2003) und der Anreicherung von
IgHV Genen mit positiv-geladener CDR3-Region in somatisch-hypermutierten 1gG*
Gedéachtnis-B-Zellen (Tiller et al., 2007) wurde die Assoziation mit Autoimmunitat bestarkt
(Ichiyoshi und Casali, 1994). Die Meta-Analyse von IgHV Genen im GPA-Gewebe zeigt im
Vergleich zu HC eine signifikante Verlangerung der CDR3-Region und festigt bisherige
Tendenzen in IgHV Genen von Plasmazellen (Mdller et al., 2014). Des Weiteren ist das
rearrangierte Jy Gensegment an der Verlangerung beteiligt, da der Unterschied zu HC unter
Einbezug des IgHJ Anteils der CDR3 deutlicher war. In der Halfte der GPA-Patienten lag
im Vergleich zu Gesunden eine verminderte Verwendung von IgHJ4 und erhdhte
Verwendung von IgHJ5 und IgHJ6 vor, wobei IgHJ6 das langste Ju Gensegment ist. Eine
signifikante Verlangerung der CDR3 lag jedoch auch ohne Einschlu? des IgHJ Beitrags vor.
Als weiterer Einflul3faktor kann keine Dopplung der IgHD-Region einer sekundaren
Rearranigierung (Briney und Crowe, 2013) fur die untersuchten IgHV Gene in Betracht
gezogen werden, da solche Rearrangierungen von IMGT/highV-QUEST (Alamyar et al.,
2012; Giudicelli et al., 2015) nicht als produktiv erkannt werden. Méglicherweise liegen in
der CDR3-Region nicht nur die typischen Einzelnukleotidsubstitutionen der SHM vor,
sondern auch SHM assoziierte Insertionen von meist 1-2 Codons (Briney und Crowe, 2013;
Wilson et al., 1998). Wegen des unterschiedlichen Ursprungs der untersuchten Sequenzen
und der verschiedenen Sequenzierungstechniken sollte dieses Ergebnis mit groRerer n-
Zahl validiert werden.

Die Abweichung im Verhaltnis zwischen Transition/Transversion kann Hinweise auf eine
veranderte SHM liefern (siehe Punkt 3.1.3). Analog zur Parotis beim Sjogren-Syndrom lag
in den funktionellen IgLV Genen im entzindlichen Gewebe bei der GPA tendentiell mehr
Transversion vor, wobei eine Validierung mit groRerer n-Zahl nétig ist. Wie bei anderen
Autoimmunerkrankungen (RA oder MS) zeigten funktionelle IGHV Gene bei der GPA mehr
Transition als Transversion (Zuckerman et al., 2010).

Die HotSpot-Motive in IgHV & IgLV Genen bei HC und GPA bestatigen vorherige
Erkenntnissen nur bedingt (Odegard und Schatz, 2006; Rogozin und Diaz, 2004; Spencer
und Dunn-Walters, 2005; Zuckerman et al., 2010). Dabei muss bedacht werden, dass der
Vergleich zu anderen Studien und auch zwischen HC und GPA durch verschiedene Quellen
und Anzahlen klonaler IgHV & IgLV Gene grundsétzlich beeintrachtigt wird. IgHV & IgLV
Gene stammen bei der GPA aus dem Gewebe, bei HC aus Blut und Knochenmark (siehe
Abb. 26-28). Aulzerdem wurden im Gegensatz zu unserem Ansatz die HotSpot Motive bei
(Zuckerman et al., 2010) mit IgTree (Barak et al., 2008) berechnet.



Der Ig-Tree Algorithmus analysiert Immunglobuline unter Verwendung phylogenetischer
Baume, die die Klonalitat einer B-Zelle berticksichtigt. Der Urspung stellt das Keimbahngen
dar, im Stamm sind intermediare Sequenzen zu finden mit Mutationen, die friih aufgetreten
sind, und die Blatter stellen Sequenzen gereifterer B-Zell Klone dar. Der gré3te Unterschied
zu unserem Ansatz besteht darin, dass bei der Suche nach HotSpot Motiven jede Sequenz
mit ihrem jeweiligen Vorlaufer verglichen wurde, statt mit dem Keimbahngen (Barak et al.,
2008).

Des Weiteren koénnen Abweichungen sowohl an der vermischten Zuordnung
unterschiedlicher B-Zell Phanotypen als auch der Gruppierung von Patienten
unterschiedlichen Alters liegen. Denn verschiedene B-Zell-Typen weisen unterschiedliche
Repertoire-Eigenschaften auf, die sich mit dem Alter des Individuums weiter verandern,
sodass eine Durchmischung Informationen verzerrt (Martin et al., 2015). Auch die hier
gezeigte Zusammenfassung von CDR und FWR kann detaillierte Informationen verdecken.
Denn im Gegensatz zur Struktur-bildenden Rahmenregion (FWR) ist die Frequenz an
Hotspot-Motiven fir "C" und "G" in der CDR-Region erhéht (Briney und Crowe, 2013;
Wagner et al., 1995). Sowohl bei HC als auch bei der GPA konnten die Motive WRCH und
DGYW kaum bestétig werden, wenn funktionelle IgHV Gene gemischt untersucht wurden.
Separiert man jedoch funktionelle IgHV Gene aus Einzelzellen des GPA-Gewebes in CD20*
und CD138", bilden sich die Motive WRCH und DGYW in den CD20* heraus. Auch das
Motiv WAW bestatigt sich bei den CD20* B-Zellen bei der GPA, jedoch weniger deutlich in
der gemischten Analyse. Das Motiv WTW konnte bei der GPA identifiziert werden.
Grundsatzlich scheinen die Motive WAW und WTW robuster wahrend der Entwicklung von
B-Zellen vertreten zu sein.

Unter positiver/negativer Selektion versteht man eine signifikante Erhéhung/Senkung in der
Anzahl an Austauschmutationen im Vergleich zur erwarteten Frequenz in Folge eines
Anpassungsprozesses an ein Antigen, die mit dem Baseline-Algorithmus quantifiziert
wurde (Yaari et al.,, 2012, 2013). In der FWR von IgHV Genen aus dem entziindeten
Gewebe bei der GPA fand sich eine negative Selektion, was in Einklang mit anderen
Autoimmunerkrankungen steht (Cho et al, 2014; Zuckerman et al, 2010).
Nennenswerterweise bleibt bei der Separierung in CD20" Zellen und Plasmazellen die
negative Selektion der FWR von IgHV Genen nur in Plasmazellen erhalten. In peripheren
Gedachtnis B-Zellen aus drei gesunden Probanden lag negative Selektion in IgHV Genen
vor (Yaari et al.,, 2012). Abweichend von Gesunden zeigen CD20* B-Zellen im GPA-
Gewebe in der Rahmenregion von IgHV Genen mit einer verminderten Senkung an
Austauschmutationen auch eine weniger starre Konservierung, was maglicherweise eine

Besonderheit in der Entwicklung autoreaktiver IgHV Gene ist.



Zusammenfassend betrachtet implizieren die V(D)J Rearrangierungen und deren mdgliche
sekundare Modifikationen in IgHV und IgLV Genen eine Affinitatsreifung autoreaktiver B-
Zellen im entziindlichen Gewebe bei der GPA. Weil im Gewebe eine Exposition des
Autoantigens PR3 vorliegt, die u. a. aus der Aktivierung von Neutrophilen im entzindlich-
nekrotischen Gewebe resultiert (Jennette et al., 2014), kann man annehmen, dass dort
auch PR3-ANCA produziert werden. Der Nachweis einer Entwicklung autoreaktiver B-
Zellen im Gewebe kann duch einen Vergleich des IgHV Repertoires naiver B-Zellen,
Gedachtnis B-Zellen und Plasmazellen anhand klonaler Expansion erbracht werden, wie z.
B. bei der RA gezeigt wurde (Scheel et al., 2011).

7.3 Vergleich der Eigenschaften zwischen IgLV & IgHV Gensequenzen von anti-

hPR3 Ig und IgLV & IgHV Gensequenzen aus entziindetem Gewebe bei der GPA

Eine pathogenetische Rolle von PR3-ANCA-produzierenden B-Zellen in der
extravaskularen, granulomatésen Entziindung bei der GPA wurde postuliert (Jennette et
al., 2014). Der Zusammenhang eines Rezidivs mit infiltrierenden B-Zellen in der
granulomatésen Entziindung anhand einer refraktaren GPA unter Rituximab-Therapie
(Ferraro et al., 2008) betont die Bedeutung des entzindlichen Gewebes bei der GPA. In
der granulomatdésen Entzindung bei der GPA wurden bereits CD20" B-Zellen
nachgewiesen, die Autoantikérper produzieren (Thurner et al., 2011). Trotzdem fehlt ein
direkter Nachweis PR3-ANCA produzierender B-Zellen im entziindlichen Gewebe bei der
GPA. Erstmalig wurde eine Prasenz vereinzelter PR3-ANCA* B-Zellen im entziindlichen
Gewebe bei der GPA indirekt nachgewiesen (Weppner et al. eingereicht). Dabei wurde ein
anti-PR3-ANCA Antikorper (anti-5/7 1d (Strunz et al., 1997)) zusammen mit anti-lgG zur
Detektion eingesetzt, was jedoch nicht alle Antikdrperklassen und Epitopvarianten der PR3-
ANCA abdeckt. Mit der Entwicklung markierter PR3, die zur Identifizierung peripherer PR3-
ANCA* B-Zellen benutzt wurde (Cornec et al., 2017), kann der Nachweis von PR3-ANCA*
B-Zellen im GPA-Gewebe optimiert werden. Ein IgHV- & IgLV- Sequenzvergleich von PR3-
ANCA" B-Zellen mit Genen aus der granulomatdsen Entziindung bei der GPA kann weitere
Hinweise auf PR3-ANCA produzierende B-Zellen im Gewebe liefern.

Auffallig ist die bevorzugte Rearrangierung von IgkV4-1 in zwei murinen monoklonalen anti-
PR3 IgG Antikdrpern (WGM2 & WGM3) und zwei anti-PR3 IgM Antikdrpern (WG3 & WG4)
aus GPA-Patienten (Sibilia et al., 1997) unter den sieben untersuchten anti-PR3 Ig. Dies
spricht fur eine Rolle von IgkV4-1 bei der Bildung von PR3-ANCA. Die PR3-Erkennung
durch einen IgHV3-23-Antikdrper eines GPA-Patienten (PR3 M2) wird von Vk4 unterstutzt,
jedoch von A-Leichtketten verhindert (Finnern et al., 1995). Eine andere Gemeinsamkeit
innerhalb der anti-PR3-Ig ist die Rearrangierung von IgHVL1 in vier von acht untersuchten

Antikdrpern.



Die abgeleitete Aminosauresequenz der CDR3-Region in den IgHV Genen der acht anti-
PR3 Ig ist sehr divers. Obwohl die Aminosauren zur Erkennung eines konformationellen
Epitopes an verschiedenen Stellen der linearen Sequenz liegen kénnen, scheinen mehrere
Epitope der PR3 targetiert zu werden. WGM2 und WGM3 wurden beispielsweise
verschiedenen Epitopregionen der PR3 zugeordnet (van der Geld et al., 1999; Kuhl et al.,
2010). Dabei bestimmt die Epitopspezifitat die Funktion des anti-PR3 Ig und beeinflusst das
klinische Erscheinungsbild (Silva et al., 2010). ANCA, die in der Nahe des aktiven Zentrums
binden, gelten als bedrohlich, da sie die Interaktion mit PR3-Inhibitoren verhindern oder
verzdgern konnten. Als harmlos werden solche ANCA eingestuft, deren Epitope von Lipiden
verborgen werden (Kuhl et al., 2010). WGH1, der einzige anti-PR3 IgM mit A-Leichtkette
unter den acht untersuchten, erkennt moglicherweise ein weniger pathogenes Epitop. Denn
natirlich auftretende Autoantikdrper gesunder Probanden, die normalerweise im
Knochenmark produziert werden, konnen effektiver durch den Austausch mit einer A-
Leichtketten als einer k-Leichtkette in ihrer Autoreaktivitat gedampft werden (Wardemann
et al., 2004). Des Weitern weisen Antikbrper des IgM Isotyps eine geringere Affinitat zum
Antigen auf (Di Noia und Neuberger, 2007).

In den einzelnen Rahmenregionen (FWR2, FWR3, FWR4) von IgHV & IgLV Genen sind
jeweils mindestens 4 Aminosauren innerhalb der acht anti-PR3 Ig konserviert. Hier scheint
eher eine allgemeine Bedeutung vorzuliegen, da der Vergleich mit drei anti-Ro60 IgG
dieselben Ubereinstimmungen hervorbringt. Dies steht auRerdem in Einklang mit der
negativ selektionierten Rahmenregion in IgHV Genen der granulomattsen Entzindung bei
der GPA.

231 IgHV & 18 IgLV Gene verschiedener B-Zell Klone der granulomatdésen Entziindung bei
der GPA wiesen wenig Ubereinstimmung mit den acht anti-PR3 Ig auf, was den linearen
Vergleich der CDR3-Region und der V(D)J Rearrangierung betrifft. Bemerkenswerterweise
waren unter den 18 IgLV Genen respiratorischen GPA-Gewebes keine [IGkV4-
Rearrangierungen. Es gab im Vergleich mit WGH1 im GPA-Gewebe zwei Gene identischer
IgAV2-14*01 Familie, ahnlichem J-Segment und CDR3-Region. Unter Verwendung der
Sanger-Sequenzierung wurde keine identische V(D)J Rearrangierung und CDR3-Region in
IgHV & IgLV Genen aus GPA-Gewebe zu den acht anti-PR3 Ig detektiert. Dies spricht
gegen ein massives Vorkommen an B-Zell Klonen mit einem genetischen Muster der acht
anti-PR3 Ig.

Um herauszufinden, ob es bei der GPA Unterschiede zwischen Blut und entziindetem
Gewebe gibt und um ggf. seltene Klone zu finden (Bentley et al., 2009), wurde die Technik
des "next generation sequencings" anhand des IgLV Repertoirs etabliert. Nach
Aufarbeitung der Rohdaten mit pRESTO (Vander Heiden et al., 2014) und IMGT/highV-
QUEST (Alamyar et al., 2012; Giudicelli et al., 2015) wurde ersichtlich, dass wie geplant ein



B-Zell Leichtkettengen Repertoire sequenziert wurde. Gewdhnlich bleibt die Gruppierung
zu Klonen auf IgHV Gene beschrankt, da die Diversitat von IgLV Genen fir eine
angemessene Sicherheit nicht ausreicht (Yaari und Kleinstein, 2015). In der Meta-Analyse
konnten Leichtkettenklone identifiziert werden, da sie aus Einzelzellen isoliert wurden und
der klonalen Schwerkette zugeordnet wurden. Mit der Funktionen CollapseSeq in pRESTO
(Vander Heiden et al., 2014) kénnen Fehler der PCR behoben werden, da das Repertoir zu
verschiedenen Sequenzen zusammengefasst wird, die wenigstens zwei Mal in identischer
Weise vorgekommen sind. Leider braucht CollapseSeq sehr viel Arbeitsspeicher, sodass
eine Anwendung vorerst nicht durchgefiihrt wurde.

Alternativ kann zur Aufarbeitung der Rohdaten ClonoCalc benutzt werden (Féhnrich et al.,
2017). Dabei wird, wie ebenfalls in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrt, mit dem FASTX
Barcode splitter (Hannon Lab, Howard Hughes Medical Instute, USA) das Index-Splitting
der Rohdaten durchgefiihrt. Alternativ zu IMGT/highV-QUEST (Alamyar et al., 2012;
Giudicelli et al., 2015) wird bei ClonoCalc jedoch MiXCR (Bolotin et al., 2015) fur die
Extraktion humaner BCR verwendet (Fahnrich et al., 2017). Eine solche Aufarbeitung
bereitet die Daten fur ClonoPlot vor - ein Programm zur Visualisierung der vergleichenden
deskriptiven Analyse, jedoch mit starkem Fokus auf T-Zell Rezeptoren (Fahnrich et al.,
2017). Trotz der benutzerfreundlicheren graphischen Programmoberflache von ClonoCalc
wurde pRESTO (Vander Heiden et al., 2014) fur die Aufarbeitung der Rohdaten
vorgezogen, da die resultierenden IMGT/highV-QUEST Dateien sowohl mit den
pogrammierten Algorithmen als auch mit ChangeO (Gupta et al., 2015), einem
hochentwickelten Werkzeug fur die Analyse von Immunglobulin-Genen, kompartibel sind.
Erste Ergebnisse des Leichtkettengenrepertoires kénnen, trotz der noch enthaltenen
repetitiven Sequenzen, Tendenzen aufzeigen und demonstrieren, dass mit diesen Daten
gearbeitet werden kann. Unterschiede zwischen Blut und Gewebe bei der GPA zeigten sich
im Verhaltnis zwischen k und A Leichtketten. Die Frequenz der IgAV Gene ist im Gewebe
im Vergleich zum Blut etwas erhdht. Die Mehrheit der produktiven IgLV-Gene bei der GPA
im Gewebe (90 %) und Blut (97 %) sind jedoch vom k-Typ. Es ist bekannt, dass im
Menschen ca. 40 % aller Antikdrper A-Leichtketten aufweisen (Wardemann et al., 2004).
Der sehr geringe Anteil von IgAV in den GPA-Proben kann durch technische Probleme
bedingt sein. Naturlich auftretende Autoantikorper gesunder Probanden, die normalerweise
im Knochenmark produziert werden, kénnen effektiver durch den Austausch mit einer A-
Leichtketten als einer k-Leichtkette in ihrer Autoreaktivitdt gedampft werden. Eine solche
Rezeptoreditierung polyreaktiver Autoantikdrper findet im Knochenmark wéhrend des
Ubergangs zu unreifen B-Zellen statt, in der autoreaktiven B-Zellen deletiert werden
(Wardemann et al., 2004). Ob die untersuchten Proben ausreichend reprasentativ fur das

gesamte Kompartment sind, um sinnvolle Schluf3folgerungen zu ziehen, kann mit



technischen Replikaten untersucht werden (Greiff et al., 2015). Somit kann der hohe Anteil
an k-Leichtketten wegen moglicher technischer Verzerrung ein erhdhtes autoreaktives
Potenzial von B-Zellen in Blut und Gewebe bei der GPA nur andeuten.

Der Vergleich der anti-PR3 Ig mit den 231 gewebssténdigen IgHV und IgLV Klonen (Meta-
Analyse) zeigte keine bis wenig Ubereinstimmung in Bezug auf die V(D)J Rearrangierung
und die abgeleitete Aminoséuresequenz der CDR3. Das mittels NGS erstellte-
Leichtkettengenrepertoire von korrespondierenden Blut- und Gewebsproben bei der GPA
ergab hingegen 1-14 % mit den anti-PR3-lg vergleichbaren VJ Rearrangierungen pro
Probe, wobei durchschnittlich Giber 1 Million Sequenzen pro Probe betrachtet wurden. Dabei
sollte bedacht werden, dass bei der Meta-Anayse 10 von 15 Patienten PR3-ANCA* waren
und bei der NGS-Analyse 4 von 5 Patienten. Obwohl die anti-PR3 Ig in der CDR3 der
Schwerkette sehr variabel sind, wurde in der Leichtkette gehauft Igk4 rearrangiert. In der
Tat betragt innerhalb der produktiven IgLV Gene des anti-PR3-1g-Typs der Anteil von IgkV4-
1*01 Genen 94 bis 98 % in Blut und Gewebe bei der GPA. Dass im GPA-Gewebe von
Patienten mit einer aktiven GPA der hdchste Anteil (9, 14%) an VJ-Rearrangierungen des
anti-PR3-1g-Typs vorkam, ist moglicherweise ein weiteres Indiz fir die Bedeutung des
entzindlichen Gewebes bei der GPA. Warum der Anteil an A-Leichtketten im GPA-Gewebe
im Vergleich zu korrespondierenden Blutproben bei der GPA leicht erhdht ist, jedoch nur
zu 1 % VJ-Rearrangierungen des anti-PR3-Ig-Typs im GPA-Gewebe vorkommen, bedarf
weiterer Analysen.

Da der Isotyp (IgA, 1gG, IgM, IgD, IgE) eines Antikdrpers von der C-Region determiniert
wird (Schwartz, 2003), kann eine Separation der Repertoiredaten in die Antikérperklassen
zusammen mit der Korrektur von PCR-Fehlern die Aussagekraft nachfolgender Analysen
steigern. Das Leichtkettengenrepertoire kann mit weiteren Werkzeugen wie ChangeO
(Gupta et al., 2015) fur Hoch-Durchsatz-Daten weiter analysiert werden, wie beispielsweise
der Baseline-Funktion. Ein Abgleich der CDR3 Region in IgLV Genen des Repertoires mit
den sieben CDR3-Regionen der anti-PR3-lg unterstiitzt Hinweise auf Ahnlichkeiten mit
PR3-ANCA. Da die meisten Epitope der PR3 konformationell sind (siehe Punkt 3.2.2),
sollten nicht nur lineare Vergleiche sondern auch Computersimulationen gefalteter
Strukturen zum Abgleichen in Betracht gezogen werden. Fir den Spezifitats-Nachweis auf
Proteinebene kann die Methodik des Next Generation Phage Display (Greiff et al., 2017) in
Anbetracht seltener PR3-ANCA* B-Zell-Klone im entziindlichen Gewebe bei der GPA

hilfreich sein.



7.4 Erhohte Expression von Blimpl mRNA in PBMC und erhdhte Anzahl von IL-
21R" Zellen im entzundlichen Gewebe bei der GPA

Bei der GPA konnte im Vergleich zu Gesunden ein erhéhter Anteil peripherer IL-21" Ten
Zellen festgestellt werden. Mit IL-21 konnte in-vitro die PR3-ANCA Produktion von PBMC
aus ANCA positiven Patienten im Vergleich zu ANCA negativen Patienten signifikant
gesteigert werden (Abdulahad et al., 2013). Obwohl in peripheren B-Zellen keine veréanderte
IL-21R Expression messbar war, war ein erhdhter Anteil IL-21* Ged&chtnis B-Zellen bei der
GPA im Vergleich zu HC detektierbar (Lepse et al., 2016). Inwiefern die Wirkweise von IL-
21 auf Transkriptionsebene in Blut und Gewebe bei der GPA verandert ist, wird im
Folgenden diskutiert.

Wie fiir die IL-21R Expression peripherer B-Zellen bei der GPA gezeigt (Lepse et al., 2016),
impliziert die Transkriptionsanalyse von IL-21 und IL21R peripherer Lymphozyten bei der
GPA eine Maskierung von Effekten durch Subpopulationen. Es wird angenommen, dass
der fehlende Nachweis von Unterschieden nicht daran liegen, dass nur eine
Transkriptionsvariante betrachtet wurde. Obwohl periphere Leukozyten keine veranderte
IL-21 oder IL-21R Transkription im Vergleich zu Gesunden zeigten, ist nicht
auszuschlieen, dass erhdhte Konzentrationen an sezerniertem IL-21 von anderen
Zelltypen im GPA Serum nachweisbar sind. So wurden beispielsweise in einem SLE
Mausmodell eine erhéhte Mengen an IL-21 Transkripten in der Milz und erhdhte IL-21
Konzentrationen im Serum nachgewiesen werden, was eine Rolle in der Entwicklung von
Autoimmunitat impliziert (Ozaki et al., 2004). In PBMC bei der GPA war jedoch eine erhthte
Blimpl Transkription im Vergleich zu Gesunden trotz der n-Zahl von nur 6-7 Probanden
nachweisbar. Es kann sinnvoll sein die n-Zahl weiter zu erhéhen, um Aufschluss Uber
Korrelationen mit Krankheitsaktivitdt und/oder Medikation zu erhalten. Um herauszufinden,
ob die erh6hte Transkription von Blimpl in PBMC von T- oder B-Zellen stammt, miissen
getrennte Analysen durchgefiihrt werden. Denn Blimp-1 spielt ebenfalls eine wichtige Rolle
in T-Zellen (siehe Punkt 3.1.4). Ob die erhdhte Blimpl Transkription bei der GPA IL-21
induziert ist und eine verstarkte Antikorpersekretion in Plasmazellen bewirkt, bleibt
Spekulation, wurde allerdings als allgemeiner Mechanismus beschrieben (Kwon et al.,
2009; Ozaki et al., 2004; Rodriguez-Bayona et al., 2012). Tendenziell lag in peripheren
Leukozyten bei der GPA eine verringerte IL-21R Transkription vor, was bedeuten kdnnte,
dass Subpopulationen IL-21R* Zellen in das entziindliche Gewebe abgewandert sind. Denn
in ANCA assoziierten Vaskulitiden wie GPA wurde eine verringerte Anzahl an Gedachtnis
B-Zellen im Blut bei aktiven Patienten festgestellt (Lepse et al., 2014), moglicherweise In
Folge ihrer Rekrutierung zum Ort der Entziindung oder ihrer Differenzierung in
Plasmazellen (Schrezenmeier et al.,, 2018). Interessanterweise konnten auch in der

granulomatdsen Entziindung IL-21 Transkripte nachgewiesen werden, die zwar sehr gering



waren, aber im Zusammenhang mit einer erhdhten IL-21R Expression im entzundlichen
Gewebe im Vergleich zur chronischer Rhinosinusitis eine verstarke Wirkung zeigen kénnen.
Dass in der chronischen Rhinosinusitis eine verringerte IL-21R Expression vorlag,
unterstreicht deren Rolle fir Autoimmunitat bei der GPA. Die Identifikation IL-21R
exprimierender Zellen umfasst jedoch viele Mdglichkeiten, da der IL-21R zwar
hauptséachlich im lymphoiden Geweben und von periphere Blut-Lymphozyten exprimiert
wird (Parrish-Novak et al., 2000), jedoch auch von Thrombozyten, Neutrophilen und
Eosinophilen (Takeda et al., 2014). Eine Doppelfarbung der granulomatdsen Entziindung
mit IL-21R und CD4 kann die Art CD4* Zellen nur begrenzt charakterisieren. Neben
Subpopulationen an T-Zellen produzieren auch Monozyten/Makrophagen, Eosinophile,
Mastzellen/Basophile und periphere Neutrophile den CD4 Marker (Biswas et al., 2003). Es
ist nicht auszuschlieRen, dass auch gewebsstandige Neutrophile CD4 exprimieren, sodass
die Zuordnung der Quelle IL-21R* Zellen weitere bzw. andere Marker verlangt. Fast alle
Neutrophilen scheinen IL-21R zu exprimieren, jedoch in geringerer Weise als Lymphozyten
(Takeda et al., 2014). IL-21 stimulierte Neutrophile zeigen eine gesteigerte phagozytotische
Aktivitdt und erhdhte Ausschittung reaktiver Sauerstoffspezies (Takeda et al., 2014). Bei
aktiver GPA und wahrend der Remission wurde eine Expansion zirkulierender
proinflammatorischer Ty 17 Zellen im Vergleich zu Gesunden festgestellt, die nicht von T
regulatorischen Zellen ausgeglichen wurde und nur teilweise durch therapeutische
Medikamente. Dies kdnnte eine pathogene Rolle dieser Zellen anzeigen (Wilde et al.,
2012). Im GPA-Gewebe war jedoch nur sehr wenig IL-21 mRNA und noch geringere
Mengen an IL-17A Transkripten messbar. Interessanterweise wird IL-21 jedoch
normalerweise gar nicht im Gewebe exprimiert (Parrish-Novak et al., 2000). Ty 17 Zellen
produzieren charakteristischerweise IL-17A (Murphy, 2012). Daher liegt vermutlich keine
dauerhafte und ausgepragte Tu 17-Antwort im Gewebe vor. Da die Ty 17 Zellen unter
Beteiligung von IL-21 entwickelt werden kénnen, aber unter den CD4* T Zellen als grof3te
Produzenten von IL-21 gelten (Korn et al., 2007), kommen im GPA-Gewebe andere Zellen
als IL-21 Produzenten in Frage. IL-21 wird in hoch-kontrollierter Weise von CD4* T-Zellen
exprimiert, die durch Stimuli einer Antigenreaktion aktiviert wurden (Parrish-Novak et al.,
2000). Im Detail wird IL-21 neben Ty 17 Zellen auch von Try Zellen, Tnk Zellen (Takeda et
al., 2014) und Neutrophilen exprimiert (Tecchio et al., 2014). Da Neutrophile bei der GPA
eine zentrale Rolle in der Pathogenese haben (Jennette et al., 2014; Korkmaz et al., 2016),
kénnte eine IL-21 Expression nur in einer Subpopulation an Neutrophilen vorliegen. Die
sogenannten "low density neutrophils” stellen eine solche Subpopulation dar (Scapini und
Cassatella, 2014). Der Nachweis von IL-21, IL-21R und Blimp1l Transkripten in der
granulomatésen Entziindung kann im Zusammenhang mit einer verstarkten Sekretion
spezifischer Antikérper wie den PR3-ANCA stehen (Kwon et al., 2009; Ozaki et al., 2004;



Rodriguez-Bayona et al., 2012). Eine vergleichende Analyse dieser Transkripte in nasalen
Schleimhautbiopsien von Gesunden oder Patienten mit chronischer Rhinosinusitis wiirde
eine bessere Beurteilung der Daten ermdglichen.

Zusammenfassend sprchen die Daten fir eine Rolle von Blimpl bei der GPA, die sowohl B
als auch T-Zellen betreffen konnte. Im Gewebe kdnnte eine IL-21-abh&ngige Induktion von
Blimp1 vorliegen, die Gber den IL-21R vermittelt wird, und moglicherweise die 1g-Produktion
von Plasmazellen unterstitzt. Geringe Konzentrationen an IL-17A Transkripten suggerieren

keine ausgepragte Tu 17 Antwort im entziindlichen Gewebe bei der GPA.



8 Verzeichnisse

8.1 Abkirzungsverzeichnis

18SrRNA 18 S ribosomale Ribonukleinsaure

A Adenin

AAV ANCA-assoziierte Vaskulitiden

AEC 3 Amino 9 ethylcarbazol

AIC Akaike Informationskriterium

AlF Apoptose-induzierender Faktor

ANCA anti-Neutrophile-zytoplasmatische-Antikdrper
ANOVA analysis of variance

APRIL a proliferation-inducing ligand

BAFF B-Zell aktivierender Faktor

Bcl-6 B-cell lymphoma 6 protein

BCMA B cell maturation Ag

BHLHA15 basic helix-loop-helix family member al5
Blimp1 B lymphocyte-induced maturation protein-1
BPGM Bisphospoglycerate Mutase

BPHL biphenyl hydrolase-like protein

BSA bovine serum albumin

BVAS Birmingham Vasculitis Activity Score

C Cytosin

CD Cluster der Differenzierung

cDNA kopierte Desoxyribonukleinsaure

CDR komplementaritatsdeterminierende Region
CHO ovarialen Zellen chinesischer Hamster
c-Myc c-Myc Protein (Proto-oncogen)

CpG lineares Dinukleoid aus Cytosin und Guanin
CRACR2B Calcium release activated channel regulator 2B
C-Region konstante Region

CrS chronische Rhinosinusitis

CRT zyklischen, reversiblen Termination
C-terminal carboxyterminal

Ce-Wert Anzahl an nétigen Zyklen bis zum Beginn der exponentiellen Phase
CXCL12 CXC-Motiv-Chemokin-Ligand 12

CXCR4 CXC-Motiv-Chemokin-Rezeptor 4

D Diversitares Gensegment von Immunglobulinen
dest. destilliert

DMF N,N-Dimethylformamide

DNA Desoxyribonukleinséure

dNTP Desoxynukleotide

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

EGPA Eosinophile Granulomatose mit Polyangiitis
ELISA Enzyme-linked Immunosorbent Assay




FBXO02 F-box protein 2

Fc kristallisiertes Fragment bzw. der Stamm eines Immunglobulins
FDCs follikular dendritische Zellen

FIR (far upstream element binding protein) - interacting repressor
Foxp3 Forkhead box protein P3

FPLC Fast protein liquid chromatography

FWR Rahmenregion

G Guanin

GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase

GFP grin-fluoreszierendes Protein

GPA Granulomatose mit Polyangiitis

GST Glutathione S-Transferase

H202 Wasserstoffperoxid

HC gesunde Kontrolle

HEK humane embryonale Nierenzellen

HGNC HUGO Gene Nomenclature Committee
hLAMP2-ANCA ANCA, die humanes, lysosomales Membranprotein 2 erkennen
hnRNP nukleare Ribonukleoproteine

HPA humaner Protein Atlas

hPR3 humane Proteinase 3

Id Idiotyp

Ig Immunglobulin

IgG1 Immunglobulin der Klasse G und des Subtyps 1
IgHV immunoglobulin heavy chain variable genes

gLV immunoglobulin light chain variable genes

IL Interleukin

IL-21R Interleukin-21 Rezeptor

IMGT international ImMunoGeneTics information system®
IRF4 Interferon regulatory factor 4

IUPAC International Union of Pure and Applied Chemistry
J Junktionales Gensegment von Immunglobulinen
kb Kilo Basen

La/SSB Lupus La protein/Sjogren Syndrom Typ B Antigen
LB Luria-Bertani-Medium

LED Leuchtdiode

LPS Lipopolysaccharid

LREM linear random effects models

mAK monoklonale Antikodrper

MAS1 Rezeptor fir Angiotensin (1-7)

MDS multi dimensional scaling

MHC I major histocompatibility complex Il

MPA Mikroskopische Polyangiitis

mMmRNA gesandte Ribonukleinsaure

MyD88

Myeloid differentiation primary response protein MyD88




n. d. nicht determiniert

NAA10 N(alpha)-acetyltransferase 10, NatA catalytic subunit

NAA40 N(alpha)-acetyltransferase 40, NatD catalytic subunit

nAK nattrliche Antikérper

NCBI National Center for Biotechnology Information

neg. negativ

NGS next generation sequencing

N-terminal aminoterminal

oligo dT einige Desoxythymidine
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9 Anhang

Art der Odds adjustierter P:_Zr:::itxz
Mutations- Gen Gruppenvergleich | X2=A P(X%>A) . Kontingenz- .
frequenz Ratio koeffizient .Slgnlflkanz-
niveau von 5 %
produktive GPA vs HC Blut 0,157 0,692 1,013 0,000
IgHV GPA vs HC
Darmmukosa 0,221 0,638 1,042 0,010
unproduktive GPA vs HC Blut 3,443 0,064 1,240 0,001
Transversion Darmmukosa 1,911 | 0,167 1,648 0,107
produktive GPA vs HC
gLV Blut&Knochenmark | 0,754 0,385 1,155 0,026
mit Korrektur
unproduktive GPA vs HC nach Yates bei
gLV Blut&Knochenmark | 0,000 1,000 1,755 0,033 n<10
produktive GPA vs HC Blut 4,720 | 0,030 (%) 0,919 0,001
IgHV GPA vs HC
Darmmukosa 0,012 0,913 1,011 0,002
GPA vs HC Blut 0,007 0,936 1,011 0,000
unproduktive mit Korrektur
Punkt- IgHV GPA vs HC nach Yates bei
mutation Darmmukosa 0,000 1,000 0,972 0,005 n<10
A produktive GPA vs HC
gLV Blut&Knochenmark | 0,177 0,674 0,918 0,012
mit Korrektur
nach Yates bei
n<10; ein
unproduktive GPA vs HC absoluter Wert
gLV Blut&Knochenmark | 0,088 0,767 0,000 0,069 =0l
produktive GPA vs HC Blut 2,205 0,138 1,058 0,001
IgHV GPA vs HC
Darmmukosa 0,003 0,957 0,995 0,001
unproduktive GPA vs HC Blut 0,525 0,469 1,099 0,000
Punkt- IgHV GPAvs HC
mutation Darmmukosa 0,283 0,595 0,814 0,041
T produktive GPA vs HC
gLV Blut&Knochenmark | 4,359 | 0,037 (*) 1,445 0,060
mit Korrektur
nach Yates bei
n<10; ein
unproduktive GPA vs HC absoluter Wert =
gLV Blut&Knochenmark 5,766 0,016 (*) oo 0,215 ol
produktive GPA vs HC Blut 1,169 0,280 1,041 0,001
IgHV GPA vs HC
Darmmukosa 0,670 0,413 1,085 0,018
GPA vs HC Blut 3,702 0,054 0,755 0,001
unproduktive mit Korrektur
Punkt- lghv GPA vs HC nach Yates bei
mutation , C* Darmmukosa 0,422 0,516 0,698 0,068 n<10
produktive GPA vs HC
gLV Blut&Knochenmark 2,531 0,112 0,724 0,046
mit Korrektur
nach Yates bei
n<10; ein
unproduktive GPA vs HC absoluter Wert =
gLV Blut&Knochenmark 0,206 0,650 0,000 0,077 o
punkt- produktive GPA vs HC Blut 0,159 0,690 0,985 0,000
mutation ,G“ IgHV GPA vs HC
Darmmukosa 0,775 0,379 0,917 0,019




Art der dd adjustierter Pearsons: X
Mutations- Gen Gruppenvergleich | X2=A P(X2>A) o .s Kontingenz- ,Teft_ mit
Ratio L. Signifikanz-
frequenz koeffizient .
niveau von 5 %
GPA vs HC Blut 1,187 0,276 1,150 0,001
unproduktive mit Korrektur
IgHV GPA vs HC nach Yates bei
Darmmukosa 1,418 0,234 1,897 0,108 n<10
produktive GPA vs HC
IgLV Blut&Knochenmark 0,008 0,931 0,984 0,003
mit Korrektur
nach Yates bei
n<10; ein
unproduktive GPA vs HC absoluter Wert =
gLV Blut&Knochenmark 0,077 0,781 0,000 0,068 o
Leichtkette
GPA Gewebs-abgeleitete Sequenzen CDR3
AJ551004 AKDQAHAAFAY

AJ551006 AKDIQGIWGRTPTDY
AMO050999 ARGLGPTIFGVGEDYMDV
JN557810 ASGGFRDSDAFDV
JN990790 ARGGKGYYRAFDV
JQ693385 ARVSPSLTPIVVVLSAFDV
MF616000 TKDPTDYWSAYKYYFDY
AJ551030 ATYNDFWSPYFDS
Schwerkette
aPR3mAbs CDR3
wGMm1 AR YPYYTMDY
JN557810 A FRDSDAFDV
WGM2 APFYYYGSPAW
AJ551004 AKDQAH/AA
WGM3 ARRETSLLG
JQ693385 ARVSPSLTPIVVVLSAFDV
WGH1 AKSQMSYYDFWESGYYRDQ
MF616000 TKDPTOYWSAYK
AJ551030 ATYNDFWSP S
WG2 ARGEIDFWSGYFREGLVGPGVTIDY
JN990790 ARGCGKGYYRAFDV
WG3 ARCIFEGSGYYALDD
AMO050999 ARGLGPTIFGVGEDYM DV
WG4 AKSRGTSCYMSCIC
AJ551006 AKDIQGIWGRTPTDY
PR3 M2 ARGRSWQSSAYMDV




Logit Transformierte Werte (log(l%p)) relativer Anteile p verschiedener Merkmale des IgLV

Repertoirs; die letzte Spalte umfasst mit anti-PR3 IG vergleichbare Rearrangierungen (Tab.
37, Seite 108) zuziglich gleich wahrscheinlich kombinierter J. Gensegmente in anti-PR3 Ig
laut IMGT/V-QUEST

mit anti-PR3 Ig
produktive produktive vergleichbare VJ-
IgkV [%] IGAV [%] Rearrangierung  der
produktiven IgLV [%]
G1 0,85 -0,85 -1,02
G2 0,97 -0,97 -1,35
a
=
8 G3 1,39 -1,39 -0,80
<
o
© G4 0,78 0,78 1,24
G5 0,96 -0,96 -1,75
B1 1,51 -1,51 -1,44
= B2 1,38 -1,38 -1,38
o
<
5 B3 1,67 -1,67 -1,22
B5 1,78 -1,78 -1,91

H6 Konstukt (aus CD20* B-Zelle GPA-Nierengewebe)
IGHV5-10-1*01_IGHJ4*01(FR1-FR4)

CTTAAGEGTGICOAGIGEGAAGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGAGCAGAAGTCAAAAAGCCCGGGGAGTCTCTGAGGATCTCCTGTAA
GGGTTCTGGATACAGCTTTACCAGCTACTGGATCACCTGGGTGCGCCAGATGCCCGGGAAAGGCCTGGAGTGGATGGGGAGGATT
GATCCTAGTGAGTCTTATGTCAACTACAGCCCGTCCTTCCAAGGCCACGTCACCATCTCAGCTGACAAGTCCATTAGCACTGCCTACC
TGCAGTGGAGCAGCCTGAAGGCCTCGGACACCGCCATGTATTACTGTGCGAGACTTGGAGGTGGCTACGATTTTTCCTGGGACTCCT
GGGGCCAAGGAACCCTGGTCACCGTCTCCTCAGETAGEACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTG

Plasmidsequenz
Aflil

Nhel



L6 Konstrukt (aus CD20* B-Zelle GPA-Nierengewebe)
IGKV6-21*01_IGKJ4*01(FR1-FR4)

GCGCG C-GAAA'I'I'GTG CTGACTCAACTTTCCCCTTTTCAGTCTGTGACTCCAAAGGAGAAAGTCACCATCACCTGCCGGGCCAGTC
AGAGCATTGGTAGTGCCTTACACTGGTACCAGCAGAAACCAGATCAGTCTCCAAAGCTCCTCATCAAGTATGCTTCCCAGTCCTTCTC
AGGGGTCCCCTCGAGGTTCAGTGGCAGTGGATCTGGGACAGATTTCACCCTCACCATCAATGGCCTGGAAGCTGAAGATGCTGCAA
CGTATTACTGTCATCAGAGTAGTAGTTTACCTCCCACTTTCGGCGGAGGGACCAAG GTGGAGATCAAA-GTGGCTGCACCAT
CTGTCTTCATCTTCCCGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCT

Plasmidsequenz

BssHII

Lambda Isotyp (Beispiel fiir Transfervektor; Referenz: Dr. Martine Cérutti)

Rekombinations-Stelle: Polyhedrin Locus
Plasmid Name: pVTCA PrPHA Klon 3 (11/07/2007)

Klonierungs-Stelle: VL Domane muss zwichen BssHII-Avrll Stellen (einzigartig) inseriert werden

EcoRV Viraler Promoter

GGA TGT CTA TCA TAT ATA GTT GCT GAT ATC ATA AGT ATT TTA AAG AAT TCG TAC GTA TTT TGT ATA TTA ATT AAA ATA CTA TAC TGT AAA

KOZAC Signal-Peptide

box  ATGi BssHII Avelz
TAG ATC TGC CAC C ATG CGT GTG CCC GCT CAA CTC CTG GGC CTG CTG CTG CTC TGG CTC CCA GGT [GGGNGGE TGT GT ACC TGENCHANGEA CAA

M R V P A o L L G L L L L W L P G A R C L ¢ ¢

CCT AAG GCT GCC CCC TCG GTC ACT CTG TTC CCA CCC TCC TCT GAG GAG CTT CAA GCC AAC AAG GCC ACA CTG GTG TGT CTC ATA AGT GAC

TTC TAC CCG GGA GCC GTG ACA GTG GCC TGG AAG GCA GAT AGC AGC CCC GTC AAG GCG GGA GTG GAG ACC ACC ACA CCC TCC AAA CAA AGC

Humanes konstantes lambda



AAC AAC AAG TAC GCG GCC AGC AGC TAC CTG AGC CTG ACG CCT GAG CAG TGG AAG TCC CAC AAA AGC TAC AGC TGC CAG GTC ACG CAT GAA

GGG AGC ACC GTG GAG AAG ACA GTG GCC CCT ACA GAA TGT TCA TAA GGA TCT GTG GCC CAA CAC GCT CTG CGT TGC GAC CCC CTA TGT ACC

s § ¢ s v 2 0 E A L R C D P L C T

Uberblick der Substitutionen in der CDR3 Region mit einer Frequenz 2 5 %; ausgezahlt aus
Abb. 29 sind die absoluten Anzahlen vorkommender Substitutionsvarianten (z. B P->R als

eine Version)

Substitutionen in der CDR3 Region IgHV | IgLV
Frequenz > 5% in HC 10 22
Frequenz > 5% in GPA 8 15
Uberschneidung zwischen HC & GPA 7 4
Erhdhte Frequenz >5% (GPA vs HC) 1 9
Mutation zu E, D (GPA vs HC) 0 1
Mutation zu R, H, K (GPA vs HC) 0 2

Relative Frequenzen (%) der verschiedenen Subfamilien an Keimbahngenen von
peripheren, klonalen und produktiven IGHV Genen (n=244353/15) gesunder Probanden (A)
IGHV Genen (n=231/15)
Schleimhautbiopsien und Lungenbiopsien bei der GPA (B) berechnet von Olena Ohlei unter

und von klonalen wund produktiven aus nasalen

Einbezug der Funktion GeneUsage aus dem R-Paket bcrep (Bischof und Ibrahim, 2016)

A

IGHV1-18 IGHV1-2 IGHV1-24 IGHV1-3 IGHV1-45 IGHV1-46 IGHV1-58
2.324097 1.750746 0.3593162 1.055031 0.2017573 1.565768 0.223038
IGHV1-69 IGHV1-69-2 IGHV1-8 IGHV1-NL1 IGHV2-26 IGHV2-5 IGHV2-70
3.018175 0.004910928 | 1.021473 0.0409244 0.1514203 0.5774433 0.1452816
IGHV2-70D IGHV3-11 IGHV3-13 IGHV3-15 IGHV3-19 IGHV3-20 IGHV3-21
0.1379152 3.239166 0.9138419 1.318175 0.0920799 0.3147086 3.749903
IGHV3-22 IGHV3-23 IGHV3-25 IGHV3-30 IGHV3-30-3 IGHV3-33 IGHV3-35
0.02660086 | 7.852165 0.000409244 | 4.682979 2.728839 3.012854 0.02578237
IGHV3-38-3 IGHV3-43 IGHV3-43D IGHV3-47 IGHV3-48 IGHV3-49 IGHV3-52
0.02496388 | 0.2209918 0.05156474 | 0.06302358 | 3.636133 0.2938372 0.05074626
IGHV3-53 IGHV3-64 IGHV3-64D IGHV3-66 IGHV3-69-1 IGHV3-7 IGHV3-71
2.999759 0.83363 0.5029609 1.252287 0.4436205 8.53151 0.02496388




IGHV3-72 IGHV3-73 IGHV3-74 IGHV3-9 IGHV3-NL1 IGHV4-28 IGHV4-30-2
1.00674 0.4608087 8.337528 1.334954 0.3061145 0.06097736 1.032523
IGHV4-30-4 | IGHV4-31 IGHV4-34 IGHV4-38-2 IGHV4-39 IGHV4-4 IGHV4-55
1.176577 2.527491 4.262686 0.7157678 3.490442 7.484254 0.00613866
IGHV4-59 IGHV4-61 IGHV5-10-1 IGHV5-51 IGHV5-78 IGHV6-1 IGHV7-4-1
3.8649 2.732522 0.3142994 0.5344727 0.001227732 | 0.7943426 0.08880595
IGHV7-81

0.001636976

B

IGHV1-18 IGHV1-2 IGHV1-3 IGHV1-46 IGHV1-58 IGHV1-69 IGHV1-8
3.896104 3.030303 2.597403 1.298701 0.4329004 8.225108 1.731602
IGHV2-5 IGHV2-70D IGHV3-11 IGHV3-13 IGHV3-15 IGHV3-21 IGHV3-23
3.896104 0.4329004 2.164502 0.4329004 0.4329004 2.597403 6.926407
IGHV3-30 IGHV3-30-3 IGHV3-33 IGHV3-43D | IGHV3-48 IGHV3-49 IGHV3-53
6.493506 1.298701 1.298701 0.8658009 2.597403 0.8658009 2.597403
IGHV3-64 IGHV3-64D IGHV3-7 IGHV3-73 IGHV3-74 IGHV3-9 IGHV4-30-2
0.4329004 0.4329004 3.030303 0.4329004 2.164502 2.597403 1.731602
IGHV4-30-4 | IGHV4-31 IGHV4-34 IGHV4-39 IGHV4-4 IGHV4-59 IGHV4-61
1.731602 1.731602 7.359307 4.761905 4.329004 6.926407 3.896104
IGHV5-10-1 IGHV5-51 IGHV6-1 IGHV7-4-1

0.4329004 2.597403 0.4329004 0.8658009

IL17A mRNA aus 4 Geweben bei GPA

A

|

)\ .

200 bp
100 bp

Agarosegel der mRNA Expression von IL-17A in Form des 104 bp Amplikon in nasalen

Schleimhautbiopsien von GPA Patienten (n=4) mit 100 bp Marker
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