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1 Einleitung

1.1 Kindliches Rheuma / Juvenile Idiopathische Arth ritis

.Rheuma“ lasst in erster Linie an ein Krankheitsbild des &alteren Menschen denken.
Doch bereits Sauglinge und Kleinkinder/Kinder kbnnen betroffen sein und Uber die
Jahre hinweg in ihrer korperlichen sowie ihrer psychischen Entwicklung beeintrachtigt
werden.

Eine der haufigsten Ursachen von Gelenkbeschwerden im Kindesalter stellt die
Juvenile Idiopathische Arthritis (JIA) dar. Die jahrliche Inzidenz dieses
Krankheitsbildes wird international unterschiedlich zwischen 0,8 und 22
Neuerkrankungen pro 100.000 Kinder angegeben (1).

Im Vordergrund der Erkrankung steht eine Synovitis mit klinischen Zeichen einer
Gelenksentziindung (R6tung, Schwellung, Schmerz, Uberwarmung, Bewegungsein-
schrankung), doch das Krankheitshild kann ebenso zu einer Beteiligung innerer
Organe oder der Augen fihren und prasentiert sich daher klinisch mannigfach.

Die Definition der JIA beinhaltet das Vorhandensein einer mindestens 6 Wochen
persistierenden Arthritis mit einem Beginn im Alter von unter 16 Jahren (2). Je nach
Befallsmuster und Progression innerhalb der ersten sechs Monate, Serologie,
genetischem Hintergrund, Alter und Geschlecht werden im Zuge der International
League of Associations for Rheumatology (ILAR) Klassifikation sieben verschiedene
Subtypen unterschieden (2) (Tab. 1).

Eine der haufigsten Unterformen ist die Oligoarthritis (3) (fruhkindliche Oligoarthritis/
Early Onset Pauciarticular ArthritissEOPA nach der EULAR Klassifikation), die mit
einem Gelenkbefall von maximal vier Gelenken in den ersten sechs Krankheits-
monaten einhergeht und vor allem Madchen im frihen Kindesalter betrifft.

Das Krankheitsbild der JIA wurde 1864 durch Cornil erstmals beschrieben (4). Bis
heute ist die eigentliche Ursache der JIA wenig verstanden. Sie gilt als
Autoimmunerkrankung, die wahrscheinlich durch externe Faktoren angestof3en wird
und auf genetisch préadisponierender Basis einen chronischen Verlauf nimmt (5, 6).
Die Rolle von B-Zellen bei der Pathogenese der JIA ist bisher wenig erforscht, doch
da sich in ca. 70% der Oligoarthritis-Falle Antinukledre Antikdrper (ANA) als
serologisch wichtiger Parameter nachweisen lassen, liegt eine Beteiligung von B-

Lymphozyten nahe (7).



Anzahl der
betroffenen Durchschnitts- Serologie
Gelenke (in den alter bei und
Subtypen der JIA ersten 6 Monaten) Geschlecht Krankheits- wichtigste HLA
und extraartikulire beginn Assoziationen
Manifestationen
Anzahl beliebig
Intermittierendes
Fieber > 2 Wo,
) Exanthem,
Systefn.lsche Myokarditis,
Arthritis Perikarditi m=w 4 Jahre -
(Motbus Still) erikarcitis,
Hepatospleno-
megalie,
Lymphadenopathie,
Anémie, u.v.a.
2 5 Gelenke
Seronegative selten: Leichtes S Tah ANA (25%)
Polyarthritis Fieber, w>m Jahre HLA DR 8
Lymphadenopathie
2 5 Gelenke
Seropositive Rheumakndtchen 12 Tah ANAR]:;SO/
Polyarthritis an Druckstellen, w>>m Jahre (75%)
.. HLA DR 4
Vaskulitis
) o 1-4 Gelenke
Oligoatthritis (*) Wachstumsst-
0
a) petsistierend rung.,e.n, chron. ANA (70%)
Uveitis W >>m 2 Jahre HLA DR5
HLA DR 8
1-4 Gelenke
b) erweitert 2 5 nach den ersten
6 Monaten
Enthesitis
assoziierte Enthesitis, Uveitis m >w 10 Jahre HLA B 27
Arthritis
Psoriasis, Uveitis,
Psoriasis Arthritis | Daktylitis, W > m 6 Jahre ANA (50%)
Onycholyse
Nicht klassifizier- 1. erfiillt die Kriterien keiner Kategorie oder
bare Arthritiden 2. erfiillt die Kriterien von mehr als einer Kategorie

Tabelle 1: Subtypen der Juvenilen Idiopathischen Ar  thritis (JIA) nach der ILAR
Klassifikation  (kombiniert und modifiziert aus 2, 8-12)

m: mannlich, w: weiblich, ANA: Antinukledre Antikdrper, RF: Rheumafaktor, HLA: Humanes
Leukozytenantigen, (*) entspricht der Frihkindlichen Oligoarthritis (Early Onset Pauciarticular
Arthritis, EOPA) nach der EULAR (European League Against Rheumatism) Klassifikation



1.2 B-Lymphozyten

1.2.1 Die Funktion von B-Lymphozyten und ihre Entwi  cklung im Knochenmark
B-Lymphozyten sind zusammen mit T-Lymphozyten die wichtigsten zellularen Trager
des adaptiven Immunsystems und werden kontinuierlich in der fetalen Leber bzw. im
Knochenmark gebildet.

Die Funktion als Vorlaufer von Antikdrper-produzierenden Plasmazellen stellt die
bislang am besten bekannte Rolle der B-Zellen dar.

Daneben scheint die B-Zelle jedoch auch Antikérper-unabhangige Effektormecha-
nismen zu besitzen: Uber MHCII Molekiile ist eine Prozession und Prasentation von
Antigenen maglich, die zu einer T-Zell Aktivierung filhren kann und somit eine enge
Verkntpfung zwischen der humoralen und zellularen Immunantwort darstellt.

Durch die Freisetzung immunmodulatorischer Zytokine (u.a. IL-10, IL-4, IFN-y)
kénnen B-Zellen die Funktion von T-Zellen sowie von Antigen-prasentierenden Zellen
beeinflussen (13,14). Sie scheinen auferdem an der Organisation und Neubildung
lymphatischen Gewebes (15) und an der Wundheilung beteiligt zu sein (16).

Mehrere Entwicklungsschritte werden wahrend der Genese der Zellen im
Knochenmark durchlaufen bis, - ausgehend von einer pluripotenten Stammzelle, das
reife B-Zell-Stadium erreicht ist:

Pluripotente Pro-B- Grol3e Kleine Unreife Reife
Stammzelle Zelle Pr&-B- Zelle Pré-B-Zelle B-Zelle B-Zelle

Abbildung 1: Entwicklungsschritte in der Entstehung von B-Zellen

Reife B-Zellen, die noch keinen Kontakt zu einem flr sie spezifischen Antigen hatten,
werden als ,naive” B-Zellen bezeichnet. Diese zirkulieren im Blut und den
lymphatischen Organen. Nach Kontakt mit einem Antigen im Kontext einer
immunologischen Synapse kann sich die reife B-Zelle in eine Gedachtnis-B-Zelle

oder eine Antikorper-produzierende Plasmazelle differenzieren.

1.2.2 Bildung von Immunglobulinen

1.2.2.1 Allgemeines und Aufbau

Immunglobuline/Antikdrper werden durch Plasmazellen (17, 18) als sezernierte
Proteine im Zuge einer Reaktion auf ein Antigen gebildet und sind wichtiger



Bestandteil der humoralen Immunabwehr. Dabei bildet jede B-Zelle Antikérper nur
einer Spezifitat.

Es werden funf Immunglobulin (Ig) -Isotypen unterschieden (IgG, IgA, IgM, IgD, IgE)
(19), die sich durch ihr Molekulargewicht und ihr Vorkommen als Monomere, Dimere
oder Pentamere, Schleimhaut-assoziiert oder frei zirkulierend unterscheiden. Zur
Wahrung der Ubersichtlichkeit werden im Nachfolgenden beispielhaft Aufbau und

Struktur des Immunglobulins G beschrieben (Abb. 2).

Antigen-
/ Bindungsstelle

variable Region

hinge
Region

konstante Region

oM%
=l |G

N—
schwere Ketten

Abbildung 2: Aufbau eines Antikérpers am Beispiel d es Immunglobulins G
Cuhins: konstante Region der schweren Kette, C,: konstante Region der leichten Kette
Vy: variable Region der schweren Kette, V. : variable Region der leichten Kette

S — S: Disulfidbriicken

Ein Antikdrper besteht aus zwei identischen schweren Ketten (Heavy Chains, H) und
zwei identischen leichten Ketten (Light Chains, L) (20). Durch nicht-kovalente
Bindungen sowie kovalente Disulfidbricken (21) sind diese Strukturen miteinander in

Form eines Ypsilons verknupft (Abb. 2).



Die leichten Ketten bestehen jeweils aus einer variablen (V.) und einer konstanten
Region (C.), wahrend sich die schweren Ketten aus je einer variablen (Vy) und
mehreren (im Falle von IgG drei) konstanten Regionen (Cy) zusammensetzen. Der
variable Abschnitt im Zusammenspiel der leichten und schweren Kette dient als
Komplementarstruktur der Bindung von spezifischen Antigenen. Innerhalb dieser
variablen Domanen der schweren und der leichten Kette befinden sich jeweils drei
»hochvariable* schleifenformige Regionen, die fur die eigentliche Antigenerkennung
und —bindung verantwortlich sind und als ,Complementary Determining Regions*
(CDR 1-3) bezeichnet werden (22) (Abb. 3). Der konstante Teil der schweren Kette
bestimmt den Isotyp des Antikorpers (23).

IgG ~7
_ ) konstante
variable Region V Region
—
| FR1 | CDR1 | FR2 | CDR2 | FR3 | CDR3 | FR4 | G |

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Complemen tary Determining Regions

(CDR 1-3) und Framework Regions (FR 1-4) am Beispie | der leichten Kette eines IgG

Der B-Zell-Rezeptor (BZR) ist die membranstandige Form des sezernierten
Antikorpers.

Antikdrper kdnnen durch Neutralisierung der spezifischen Antigene wirken oder diese
opsonisieren und damit den Phagozyten zuganglich machen. Des Weiteren
aktivieren sie das Komplementsystem sowie naturliche Killerzellen (19) oder fuhren
Uber eine Quervernetzung von Strukturen zu deren Agglutination und machen sie
damit unschadlich. Diese unterschiedlichen biologischen Funktionen sind abhangig

vom jeweiligen Isotyp des Antikorpers.



1.2.2.2 Entstehung der Antikérpervielfalt und Bedeu  tung fir die Entwicklung
von Autoimmunerkrankungen/ Autoantikorper

Das menschliche Immunsystem ist in der Lage auf eine groRe Anzahl spezifischer
Antigene zu reagieren. Das theoretische Antikdrperrepertoire wird auf etwa 10
verschiedene Spezifititen geschatzt (22). Die Kapazitat des Genoms, jeden
Antikdrper durch ein bestimmtes Gen zu kodieren, wirde bei dieser Vielfalt
Uberschritten werden und so wird eine Reihe anderer spezieller Mechanismen

notwendig:

1.2.2.2.1 Molekularer Mechanismus der V(D)J Rekombi nation im Knochenmark
in zeitlicher Korrelation zu den B-Zell-Reifungssta  dien

Fur die Antigenbindung ist die variable Region des Immunglobulins/B-Zell-Rezeptors
bedeutend (19). Diese setzt sich aus der variablen Region der leichten sowie der
schweren Kette zusammen. Das fur die variable Region der leichten bzw. schweren
Kette kodierende Gen wird erst wahrend der Entwicklung der frihen B-Zelle im
Knochenmark aus verschiedenen Gensegmenten zusammengesetzt.

Die variable Region der schweren Kette wird mit Variablen Gensegmenten (V),
Diversity (D) und Joining (J) Gensegmenten auf Chromosom 14 kodiert (24),
wahrend sich die variable Region der leichten Kette rein aus V und J Segmenten
zusammensetzt und auf Chromosom 2 (kappa Leichtkette) und 22 (lambda
Leichtkette) zu finden ist.

Wahrend der B-Zell Entwicklung im Knochenmark lagern sich jeweils ein V, ein D
und ein J Segment (schwere Kette) (25) bzw. ein V und J Segment (leichte Kette)
durch einen Prozess, der ,V(D)J Rekombination® genannt wird, aneinander. Die
Zusammenlagerung erfolgt zuféllig, so dass auf diese Weise bereits viele
Antikdrperspezifitdten entstehen.

Wichtigster Initiator dieses Umlagerungsprozesses ist die sog. VDJ Rekombinase,
ein Heterodimer mit Endonukleaseaktivitat, das aus den Proteinen RAG1 und RAG2
besteht (26). Die Rekombinase erkennt spezifische Rekombinationssignalsequen-
zen (RSS), die aus einem konservierten Heptamer und Nonamer bestehen, welche
von einem 12 oder 23 Basenpaar langen Platzhalter (12 oder 23 bp Spacer)
voneinander getrennt sind (27). Die Rekombination wird fir gewdhnlich dort

eingeleitet, wo sich eine RSS Sequenz mit 23 bp Spacer und eine RSS Sequenz mit



12 bp Spacer gegenuber stehen (12/23 Regel) (28,25) und gewahrleistet dadurch die

Reihenfolge der Rekombinationsvorgéange.

Im Pro-B-Zell-Stadium beginnt die VDJ Rekombination der schweren Ig-Kette, wobei

die Kombination eines D mit einem J Segment erfolgt. Erst daran schliel3t sich die

Kopplung eines V Segmentes an die entstandene DJ Genkassette an (29) (Abb. 4).

T = IOOEE

D

LooEEt —

—

12 RSS

2

DJ rekombinierte DNA

1

Abbildung 4: Molekularer Mechanismus der V(D)J Reko

Rekombination

- H A

Kodierende Verbindung

lDJ Rekombination

.

23 RSS

Signal
Verbindung

Transkription

lV—DJ Rekombination und

C

MRNA

mbination am Beispiel der DJ

V: Variable Gensegmente, D: Diversity Gensegmente, J: Joining Gensegmente, C:

Konstante Gensegmente
12 RSS und 23 RSS: Rekombinationssignalsequenzen, RAG1/2: VDJ Rekombinase

Im Falle eines produktiven Rearrangements kommt es zur Bildung einer

sogenannten p-Kette und damit zum Ubergang in das Stadium der Pra-B-Zelle (Abb.

5). Im Stadium der ,grof3en Pra-B-Zelle* wird die schwere Immunglobulin p- Kette mit

7



einem Leichtkettenkorrelat kombiniert (30) und zusammen mit den Signalkomponen-
ten Iga und Igp (31) als Pra-B-Zell-Rezeptor auf der Zelloberflache exprimiert.

Im Falle eines unproduktiven VDJ Rearrangements wahrend des Pro-B-Zell
Stadiums kann ein erneuter Rekombinationsvorgang auf dem zweiten vorhandenen
Allel stattfinden. Sollte auch hier die Rekombination unproduktiv bleiben, geht die
Zelle durch Apoptose unter.

Das produktive Rearrangement eines Allels und im Weiteren die damit verbundene
Bildung eines Pra-B-Zell Rezeptors fuhrt zur Unterdriickung der Kopplungsvorgange
auf dem anderen Allel und stellt somit sicher, dass nur eine spezifische schwere
Kette exprimiert wird. Diesen Prozess, bei dem ein Allel exprimiert und das andere
gleichzeitig unterdrickt wird, bezeichnet man als allelische Exklusion (32,33).

Es erfolgt schlieRlich eine mehrmalige Zellteilung und der Ubergang in das ,kleine
Pra-B-Zell* Stadium. Diese Entwicklungsstufe der B-Lymphozyten exprimiert keinen
Oberflachenrezeptor mehr, stattdessen beginnt hier die VJ Rekombination der
leichten Immunglobulin-Kette, die der der schweren Kette &hnlich ist, nur dass hier
kein zusatzliches D Segment vorhanden ist. Darauf folgt der Eintritt der B-Zelle in das
unreife B-Zell Stadium (Abb. 5).

Nun wird ein kompletter IgM Rezeptor auf der Oberflache exprimiert. Durch
alternatives SpleiRen wird schlieRBlich auch die Bildung eines zusatzlichen IgD
Rezeptors moglich und die Zelle geht in das Stadium der reifen, naiven B-Zelle tber
(Abb. 5).

pluripotente
Stammzelle

l BZR
unreife N/ 1gm
B-Zelle “
Beginn —>
vDJ,
Pro-B-Zelle groRRe kleine
Préa-B-Zelle Pré-B-Zelle \/
IgM
Abbildung 5: Schritte der V(D)J Rekombination
in zeitlicher Korrelation zu den IgD
B-Zell-Reifungsstadien reife
B-Zelle



Die V(D)J Kopplungsvorgange laufen an den Grenzen der Segmente nicht immer
prazise ab, so dass auch durch das ungenaue Verknipfen der einzelnen
Gensegmente eine zusatzliche Diversitat der generierten Sequenzen entsteht (34).

1.2.2.2.2 Palindrome

Waéhrend der V(D)J Rekombination kénnen zwischen den Segmentverknipfungs-
stellen sogenannte ,Palindrome” entstehen (35), das heil3t Nukleotidabfolgen, die in
beide Richtungen gelesen die gleiche Sequenz ergeben. Ausgangspunkt hierfur ist
die Spaltung der Phosphatesterbindung zwischen dem letzten Nukleotid des
kodierenden Gensegments und dem ersten Nukleotid des RSS-Heptamers. An der
Schnittstelle der beiden komplementdren Einzelstrange bildet sich eine
Haarnadelstruktur aus (Abb. 6). Diese wird durch eine Endonuklease erneut gedffnet.
Dabei kann der Schnitt den Scheitelpunkt der Haarnadel verfehlen, womit ein
Uberhangender Einzelstrang entsteht, der an seinem Ende die urspringlich
komplementéren Nukleotide des anderen Stranges tragt (36). Diese palindromischen
Sequenzen werden schlie8lich am anderen Strang durch komplementare Nukleotide
erganzt (P-Nukleotide) (Abb. 6).



12 RSS 23 RSS

D | [> « | 3

lRAGl+RAGZ

Signalende Signalend

Ccra CGTC
CAG Signal
Kodierendes l Kodierendes Verbindung

_b>

Endonuklease

Ende Ende

CC CGIC
GGACGT GCAG

CCTGCACGTC
GGACGTGCAG

P
Kodierende Verbindung

Abbildung 6: Molekularer Mechanismus der Palindrome ntstehung
12 RSS und 23 RSS: Rekombinationssignalsequenzen

D: Diversity Gensegment, J: Joining Gensegment

C: Cytosin, G: Guanin, A: Adenin, T: Thymin

RAG 1 + RAG 2: VDJ Rekombinase

1.2.2.2.3 Terminale Desoxynukleotidyltransferase un  d Exonuklease Aktivitat

Die Terminale Desoxynukleotidyltransferase (TdT) ist ein Enzym, das beliebig
sogenannte ,N-Nukleotide* (non-templated) in die Rekombinationsverbindungsstel-
len einbringen und die Vielfalt der Rearrangements damit erhdhen kann (34,37,38).
Uber eine Exonuklease sind auch Sequenzveranderungen durch Nukleotidverluste
an den V(D)J Verknupfungsstellen méglich (22).

1.2.2.2.4 Somatische Hypermutation

Die genetische Vorlage der variablen Region eines Immunglobulins kann durch einen
Prozess, der als Somatische Hypermutation bezeichnet wird auch in einer reifen B-
Zelle noch verandert werden. Hierbei aquirieren Antigen-aktivierte B-Zellen diverse

Punktmutationen in ihrer Immunglobulingensequenz. Dieser Prozess ist Enzym-
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abhangig und bedarf der Aktivitdt der sogenannten ,Aktivierungsinduzierten Cytidin-
Deaminase” (AID) (39). Da die Mutationsrate ca. 1Mio mal Uber der sporadischen
Mutationsrate liegt, wird sie als ,Hypermutation“ bezeichnet.

Vornehmlicher Zweck dieses Vorgangs, der mit Ausnahme sporadischer
extrafollikularer Ereignisse normalerweise immer in den Keimzentren sekundar
lymphatischer Organe stattfindet, liegt in der mdglichen Erh6hung der Affinitat eines
B-Zell-Rezeptors/Antikdrpers gegenuber seinem spezifischen Antigen. Jedoch sind
auch Affinitditsminderung oder Verlust der Funktionalitat mdglich.

Mutationen, die im Zuge der Somatischen Hypermutation in die Gensequenz
eingefligt werden, geschehen nicht rein zuféllig. Es wurden ,hot spots* beschrieben
(39), Sequenzabschnitte, in denen Mutationen gehauft auftreten. Bevorzugt finden
sich Mutationen auch in den CDR Bereichen. Wie zuvor beschrieben stellen diese
Regionen die eigentlichen Antigenbindungsstellen des Immunglobulins dar, so dass
deren Veranderung mit hoher Wahrscheinlichkeit Auswirkungen auf die Affinitat des
Antikdrpers zeigt.

All diese Mechanismen gewahrleisten die hohe Diversitdt des Immunglobulin-

repertoires.

1.2.2.3 Der kappa Lokus

Der Ort der genetischen Information fur die leichten kappa Ketten liegt auf
Chromosom 2 (2911.2) (40). Auch auRRerhalb dieser Region wurden einige
Sequenzen gefunden, die den V kappa (Vi) Gensegmenten zuzuordnen sind. Man
bezeichnet diese als Orphons und hat sie gréf3tenteils neben wenigen potentiell
funktionstlichtigen Genen als Pseudogene identifiziert. Der kappa Lokus besteht aus
insgesamt 76 Vi Genen (31 bis 35 werden den funktionellen Genen zugeordnet)
bzw. Pseudogenen, gefolgt von funf J kappa (J«x) Genen (41) und nur einem einzigen
konstanten (C-) Segment. Die 76 Vi Gensegmente werden in Bezug zur J Region in
zwei Genkassetten aufgeteilt, welche durch eine 800kb lange Sequenz voneinander
getrennt sind und invertiert mit gegenlaufiger Polaritat zueinander liegen (42). Die Ji
proximale Kassette besteht aus 40 Vi Genen/Pseudogenen, wahrend sich die distale
Kassette aus 36 Vi Genen/ Pseudogenen zusammensetzt.

Ein grofRer Teil der Vx Gensegmente liegt durch starke Homologien beider Kassetten

in doppelter Ausfihrung vor. Aufgrund solcher Homologien erfolgt eine Einteilung der
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Gensegmente in insgesamt sieben Vi Familien, wobei jede Familie Sequenziberein-
stimmungen von mehr als 80% zeigt.

Eine weitere Einteilung des kappa Lokus erfolgt nach der rAumlichen Anordnung der
Gensegmente auf der Kassette. So gliedert sich die proximale Kassette in die
Regionen B, Lp, Ap, Op und die distale Kassette in Od, Ad und Ld (43-45).

Nach erfolgreicher VJ Rekombination sind besonders die CDR Regionen wichtig flr
die spatere Antigenerkennung. Diese CDR liegen innerhalb der Framework Regionen
(FR1-4) (Abb. 3), welche die Gerustregion des Proteins kodieren. Bei der leichten
Kette liegen die drei CDR zwischen den Basentriplets 24-34, 50-56, sowie 89-97. Die
Verknipfungsstelle der V und J Gensegmente liegt innerhalb der CDR3 Region.

1.2.2.4 Der Lokus der schweren Kette

Die Organisation des Genlokus fur die schwere Kette auf Chromosom 14q32.33 (24)
ahnelt der des kappa Lokus und besteht aus 123-129 aneinander gereihten Vy
Segmenten (38-46 werden den funktionellen Genen zugeordnet), 27 Dy Segmenten
(davon 23 funktionelle) und 9 Jy Segmenten (davon 6 funktionell) (46). Auch auf den
Chromosomen 9, 15 und 16 sind einige Vy und Jy Segmente gefunden worden. Ein
entscheidender Unterschied zum kappa Lokus besteht im Vorhandensein nicht nur
eines C Segmentes, sondern einer Serie von aneinander gereihten C Abschnitten,
von denen jedes einen Isotyp reprasentiert (22).

Sowohl die V als auch die D Segmente werden aufgrund von Homologien in jeweils
sieben verschiedene Familien eingeteilt (47).

Die drei fur die Antigenbindung zustdndigen CDR Regionen der schweren Kette
liegen zwischen den Basentriplets 27-38, 56-65 sowie 105-117, wobei die CDR1 und
CDR2 durch das V4 Segment kodiert werden und die CDR3 die Fusionsstelle
zwischen der V, D und J Region beinhaltet.

1.2.3 Toleranzmechanismen

Die wahllose Generierung der Antikorpervielfalt bringt die Gefahr der Entstehung
eines gegen korpereigene Strukturen gerichteten B-Zell-Rezeptors mit sich. Fur
diese ,autoreaktiven* B-Zellen sind drei Hauptmechanismen bekannt, die der
Aufrechterhaltung der kdrpereigenen Toleranz dienen.

Autoreaktive B-Zellen kdonnen in Apoptose gehen (48) und werden im Zuge der

.Klonalen Deletion“ eliminiert oder unterliegen der ,klonalen Anergie“ (49), d.h. der
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Unfahigkeit einer ,adaquaten“ immunologischen Reaktion auf ein spezifisches
Antigen. Der dritte und wahrscheinlich zentrale Mechanismus zur Aufrechterhaltung
der Selbst-Toleranz nennt sich ,Rezeptor Editing” (50) und erlaubt autoreaktiven B-
Zellen mdoglicherweise die Umgehung ihres programmierten Zelltodes. Dies wird
durch einen erneuten (sekundaren) V(D)J Rekombinationsvorgang weiter distal
gelegener Gensegmente bewerkstelligt, was zur Generierung eines neuen
Immunglobulins bzw. B-Zell-Rezeptors fuhrt und damit die Ursache der
Autoreaktivitat eventuell beseitigt. Der Mechanismus des ,Rezeptor Editing” wurde
v.a. beim kappa Leichtketten Lokus beschrieben.

Ein ahnlicher Mechanismus, der ein ,neues” Vy Segment mit bereits rekombinierten
VDJ-Rearrangements verknupft und dabei das ,alte” Vy Segment deletiert, wurde als
.Vu Replacement” beschrieben (51).

Rezeptor Editing findet in den unreifen B-Zellen des Knochenmarks statt. Kirzlich
wurde eine sekundare V(D)J Rekombination in reifen B Zellen sekundar
lymphatischer Organe beschrieben und als ,Rezeptor Revision“ bezeichnet (52, 53).
Inwieweit dieser Mechanismus zur Toleranzentwicklung beitragt oder mdglicherweise

sogar ein autoreaktives Repertoire bedingt, ist unklar.

1.2.4 Aktivierung von B-Zellen und klonale Expansio  n
Die alleinige Bindung eines Antigens reicht nicht immer aus, um eine B-Zelle zu

aktivieren. Es gibt unterschiedliche Wege, die in einer Aktivierung resultieren:

1.2.4.1 T-Zell abhangige Aktivierung, Keimzentrumsr  eaktion

Naive B-Zellen gelangen tber das Blut in die T-Zell reichen Regionen der sekundar
lymphatischen Organe (Lymphknoten, Milz, Mukosa assoziiertes lymphatisches
Gewebe). Trifft eine B-Zelle auf ihr spezifisches Antigen wird dieses mittels B-Zell-
Rezeptor gebunden und inklusive Rezeptor ins Zellinnere aufgenommen
(rezeptorvermittelte Endozytose). Die Antigene werden hier durch Proteasen in
einzelne Peptide aufgespalten und tber ein MHCII Molekil an die Oberflache der B-
Zelle transportiert um sie dort zu prasentieren (54).

Fur die Aktivierung der B-Zelle sind nun zwei weitere Signale notwendig. Zuerst
muss eine antigenspezifische T-Helferzelle tber ihren T-Zell-Rezeptor an den MHCII-
Peptid-Komplex binden (54). Ein Signal Uber Bindung an das kostimulatorische

Molekil CD40, welches ebenso auf der Oberflache der B-Zellen exprimiert wird, ist
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auBerdem notwendig (55). Die T-Zelle aktiviert nun Uber die Ausschittung
bestimmter Zytokine (IL-4 und andere) die entsprechende B-Zelle und initiiert damit
ihre Proliferation als Auftakt der sogenannten ,Keimzentrumsreaktion® in den
sekundéar lymphatischen Organen (55).

Keimzentren zeigen einen spezifischen Aufbau (54). Sie gliedern sich in eine dunkle
Zone, die vornehmlich aus den aktivierten, sich teilenden B-Lymphozyten, den
sogenannten Zentroblasten (56) besteht. In dieser dunklen Zone findet der Prozess
der Somatischen Hypermutation statt (54,57-59).

Als Zentrozyten (56) durchlaufen die Zellen nun die sogenannte helle Zone und
treffen hier auf follikular dendritische Zellen, die Antigene prasentieren.

Haben die B-Zellen durch die zuvor stattgefundene Somatische Hypermutation das
Gen fur die Antigenbindungsstelle modifiziert und veranderte Bindungseigenschaften
ihres BZR gegeniuber ihrem spezifischen Antigen erfahren, kdnnen sie dieses
maoglicherweise besser binden. Nach erneuter Prasentation des Antigens an T-Helfer
Zellen werden diese B-Zellen nun positiv selektioniert indem sie ein Uberlebenssignal
durch die T-Helfer Zellen erhalten (Affinitatsreifung) (56).

Zellen, deren Affinitat sich verschlechtert hat, kbnnen sich in der Kompetition um die
Bindung der T-Helferzellen nicht durchsetzen, erhalten damit kein Uberlebenssignal
und sterben.

Es kommt zu einer Ausdifferenzierung der positiv selektionierten B-Zellen zu
Plasmazellen oder Gedéachtnis B-Zellen (56). In der umgebenden Mantelzone finden

sich verdrangte naive B-Zellen, die nicht an der Reaktion teilnehmen.

1.2.4.2 T-Zell unabhéngige Aktivierung

Einige Antigene (z.B. Lipopolysaccharide) vermdgen ohne zusatzliche T-Zell-Hilfe B-
Lymphozyten durch Quervernetzung des B-Zell-Rezeptors (60) oder Bindung an
.-andersweitige“ Rezeptoren zu aktivieren. Diese Reaktion lauft wesentlich schneller
als die T-Zell vermittelte ab, aber es scheint die Differenzierung zu langlebigen

Gedachtnis-B-Zellen zu unterbleiben.

1.2.4.3 Klonale Expansion
Jede B-Zelle produziert ihren eigenen spezifischen Antikorper (61). Die
Vervielfaltigung einer solchen B-Zelle mit bestimmter Spezifitat wird als Klon

bezeichnet. Polyklonale Expansion bedeutet, dass viele Antikérper unterschiedlicher
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Spezifitat entstehen, was die Beteiligung vieler verschiedener B-Zellen voraussetzt.
Sind nur wenige Klone, das heil3t wenige B-Lymphozyten unterschiedlicher Spezifitat
beteiligt, spricht man von ,oligoklonal“, wahrend ,monoklonal” das Vorhandensein nur

eines einzigen Klons beschreibt (62,19).

1.3 Die Rolle der B-Lymphozyten bei Autoimmunerkran  kungen

Die hohe Diversitat des Repertoires an B-Zellen mit unterschiedlichen Spezifitaten
gewahrleistet einerseits die Erkennung einer groRen Anzahl von Fremdantigenen,
birgt jedoch auch das potentielle Risiko einer Produktion von Antikérpern, die gegen
korpereigene Antigene gerichtet sind (22).

Diese ,Autoantikorper® stellen eine der bekanntesten Moglichkeiten einer
pathogenetischen Beteiligung von B-Lymphozyten an Autoimmunerkrankungen dar.
Die produzierten Autoantikérper kbnnen Uber eine direkte Bindung an korpereigene
Strukturen oder Uber die Ablagerung von Immunkomplexen zur Zerstbrung des
Gewebes fuhren. Der Nachweis eines kausalen Zusammenhangs zwischen
Autoantikoérper und Organpathologie konnte jedoch nur bei wenigen Erkrankungen
erbracht werden.

Desweiteren fungieren B-Zellen als Antigen-préasentierende Zellen und haben damit
weitreichenden Einfluss auf die Aktivierung von T-Zellen (63) sowie konsekutiver

Produktion von Zytokinen, die Entziindungsreaktionen beeinflussen kénnen.

1.4 Ektope Keimzentren bei Autoimmunerkrankungen/Rh eumatoider Arthritis

Im Zuge chronisch entziindlicher Prozesse kann es zu einer massiven Infiltration von
mononukledren Zellen in das entziindete Gewebe kommen (64).

Diese Infiltrate sind zum Grof3teil diffus und unstrukturiert, im Falle einiger
Autoimmunerkrankungen (u.a. Rheumatoide Arthritis (64), Sjogren Syndrom (65),
Hashimoto Thyreoiditis (66) und Myasthenia gravis (67)) konnte jedoch gezeigt
werden, dass sich auch Strukturen im entziindeten Gewebe formieren, die den

Follikeln sekundar lymphatischer Organe ahnein.

Proinflammatorische Zytokine wie TNFa und insbesondere die Lymphotoxine alpha
(68) und beta (69) sind an der Ausbildung dieses sogenannten ektopen/tertiaren
lymphatischen Gewebes essentiell beteiligt.

Die Frage, ob B-Zellen in ektopen Keimzentren eine Antigen-abhéngige
Differenzierung durchlaufen oder ob es sich bei den dort akkumulierenden B-Zellen
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um unspezifisch eingewanderte B-Zellen handelt, war Mittelpunkt zahlreicher
Forschungsprojekte in den letzten Jahren.

Dass solche Keimzentrums-ahnlichen Strukturen an einer Antigen-abhéangigen B-Zell
Expansion sowie dem Prozess einer Somatischen Hypermutation beteiligt sein
kénnen wurde erstmals an Synovialgewebe von Patienten mit Rheumatoider Arthritis
(RA) gezeigt (64) und spater durch weitere Arbeiten bestéatigt..

Immunhistochemische Analysen der mononuklearen Infiltrate im Synovialgebwebe
bei Rheumatoider Arthritis zeigten einen Halo von Plasmazellen um die in den
Follikelstrukturen zentral gelegenen CD20" B-Zellen (64) und lieBen eine
Differenzierung der B-Zellen innerhalb der ektopen lymphatischen Strukturen hin zu
Plasmazellen vermuten (70). lIdentisch rearrangierte B-Zellen der Plasmazell-
Population, die sich lediglich in der Mutationsfrequenz unterschieden, jedoch
identische Mutationen als Ausgangsbasis eines genealogischen Stammbaums
zeigten, unterstitzten diese These (70). Eine klonale Verwandtschaft zwischen den
CD20" B-Zellen im Zentrum und den umgebenden Plasmazellen konnte aber bisher

nicht gezeigt werden (70).

1.5 Fragestellungen

Die Rheumatoide Arthritis stellt eine Krankheit dar, die viele klinische und
pathologische Charakteristika mit der JIA teilt (71,8).

Wenn es im Zuge der Rheumatoiden Arthritis zu nachweislichen Ansammlungen von
Plasmazellen kommt und eine Ausdifferenzierung dieser innerhalb des Gelenkes
angenommen wird, stellt sich die Frage, ob dies auch auf die Juvenile Idiopathische

Arthritis Gbertragbar ist.
Finden sich also Plasmazellen im Gelenk bei Juveniler Idiopathischer Arthritis?

Und bestehen Hinweise auf eine Differenzierung von Vorlauferzellen zu

Plasmazellen innerhalb des Gelenkes?
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2 Material und Methoden

2.1 Herkunft der Proben

Die zu untersuchenden Zellen wurden aus der Synovialflissigkeit zweier
Patientinnen mit Juveniler Idiopathischer Arthritis gewonnen. Die Probenentnahme
war im Zuge therapeutischer Gelenkspunktionen erfolgt. Eine Einverstandnisklarung
der Patientinnen bzw. deren Erziehungsberechtigten lag vor. Das experimentelle Vor-

haben wurde von der lokalen Ethikkommission begutachtet.

. Ort der ANA | Aktuelle Therapie bei | Srankheits-
Patient | JIA Unterform Proben- Titer* Probenentnahme dauer
entnahme (Jahre)
1 Oligoarthritis Kniegelenk 1:320 Ibuprofen 3,8
2 Oligoarthritis Kniegelenk 1:160 - 8,0

Tabelle 2: Patientencharakteristik
ANA: Antinukledre Antikdrper, * Norm: < 1:80

2.2 Isolierung mononuklearer Zellen

Die Isolierung der gewlnschten mononukledren Zellen erfolgte aus heparinisierter
Synovialflissigkeit mittels flussiger Dichtegradientenzentrifugation, wobei als
Trennmedium Ficoll-Paque (FicoLiteH, Linaris, Wertheim-Bettingen) mit einer Dichte
von 1,077 g/ml verwendet wurde.

Zuerst wurde die Spendersynovialflissigkeit in ein 50ml Falcon-Rohrchen tberfuhrt
und 1:2 mit isotonischem NaCl verdinnt.

10ml der Ficoll-Paque Solution wurden in ein weiteres 50ml Réhrchen tberfuhrt und
hierauf vorsichtig das Synovialfliissigkeits-NaCl Gemisch geschichtet (Abb. 7).

Die nachfolgende Zentrifugation bei Raumtemperatur (25min bei 1500rpm, ohne
Bremse) fuhrte zur Ablagerung der mononuklearen Zellen als milchig-triiber Saum
zwischen Ficoll-Paque und zellfreiem Uberstand (Abb. 7). Diese Schicht wurde
vorsichtig mittels Glaspipette aufgenommen um sie anschlieBend in ein 50ml

Ro6hrchen zu tberfiihren und erneut mit NaCl zu verdinnen.
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Abbildung 7: Ficoll Dichtegradientenzentrifugation zur lIsolierung mononuklearer

Zellen aus Synovialflissigkeit

Bei der nachfolgenden Zentrifugation (10min bei 1500rpm, ohne Bremse) zur
kompletten Entfernung der Ficoll-Paque Ldsung setzten sich die gesuchten Zellen
am Boden des Roéhrchens als kleine weil3e kreisrunde Struktur (Pellet) ab. Nach
Verwerfen des Uberstandes wurde das Pellet in PBS (Phospat gepufferte
Salzlésung) plus 1% BSA (Rinder Serumalbumin) resuspendiert.

Nach Trypanblau-Farbung eines Teils der Zellsuspension konnte die Zellzahl sowie
die Vitalitdt in einer Neubauer-Zahlkammer unter einem Lichtmikroskop bestimmt
werden. Jetzt waren die Zellen weiteren Schritten der Sortierung zugénglich. Bis zu
diesem Zeitpunkt jedoch erfolgte die Aufbewahrung in einer Einfrierlosung (50%
RPMI Medium, 30% Fetales Kalberserum (FCS), 20% Dimethylsulfoxid (DMSO)) in

flussigem Stickstoff.

2.3 Charakterisierung und Sortierung der Zellen mit  tels Durchflusszytometrie
2.3.1 Allgemeines

Zur weiteren Charakterisierung und Sortierung der zuvor gewonnenen mononuk-
ledren Zellen wurde die Durchflusszytometrie angewandt.

Das Prinzip dieser Methode beruht auf der Erfassung charakteristischer optischer
Signale von Zellen. Die Zellen passieren hierbei hintereinander eine schmale
Messkammer, was die Analyse auf Einzelzellniveau ermdglicht und treffen auf einen
Laser (Abb. 8). Dabei entsteht ein fur den jeweiligen Zelltyp charakteristisches
Streulicht. Das bei Auftreffen des Laserstrahls in unterschiedliche Winkel gestreute
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Licht wird von Detektoren erfasst, so dass eine Auftrennung der Zellen nach GroRRe
und Granulierung erfolgt. Neben Streulichtmessung erlaubt das Durchflusszytometer
ebenso die Messung eines Fluoreszenzlichtes und ermdglicht damit die
Untersuchung der eingespeisten Zellen auf eine Vielzahl von Merkmalen. Hierzu
werden die Zellen zuvor mit fluoreszenzgekoppelten Antikérpern fir das zu
untersuchende Merkmal markiert. Die von den Fluorochromen ausgesandten
Lichtimpulse einer fur den Farbstoff spezifischen Wellenlange treffen auf vorher
zugeordnete Detektoren (Abb. 8). Es erfolgt eine Umwandlung in Spannungsimpulse,

welche eine graphische Darstellung am Computer ermdglichen (Abb. 9).
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Abbildung 8: Schematische Darstellung der Durchflus szytometrie

F1: Fluoreszenzsignal-Detektor 1

F2: Fluoreszenzsignal-Detektor 2

SSC: Side Scatter (Seitwartsstreulicht) zur Erfassung der Granularitat einer Zelle

FSC: Forward Scatter (Vorwartsstreulicht) zur Erfassung der Zellgrof3e
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2.3.2 Verwendete Antikdrper und Gerate
Zur Durchfuhrung der durchflusszytometrischen Analyse mussten die Zellen zuerst

mit verschiedenen fluoreszierenden Antikérpern markiert werden.

Bindungsstelle | Fluorochtom Klon Isotyp Verdiinnung Hersteller
CD19 TC SJ25-C1 | Maus IgG1, mk 1:50 Caltag
CD27 FITC M-T271 | Maus IlgG1, mk 1:50 BD Biosciences
CD38 PE HIT2 Maus 1gG1, mk 1:50 Caltag

Tabelle 3: verwendete Antikorper
TC: Tri-Color (= PE-Cyanb), FITC: Fluorescein-Isothiocyanat, PE: Phycoerythrin

mk: monoklonal

Hierzu wurde ein monoklonaler anti-human CD19 Antikérper als B-Lymphozyten
Marker verwendet. Zur Differenzierung der B-Zell Subpopulationen dienten
Antikdrper gegen das Oberflachenmolekil CD27 (Gedéachtniszellmarker) sowie

gegen CD38 (zur ldentifikation von Plasmazellen).

Die zur Aufbewahrung eingefrorenen Zellen wurden in 5ml 4T kaltem RPMI Medium
aufgetaut, mit FACS Puffer (PBS + 1% BSA) gewaschen und 2 Minuten bei 5T mit
1500rpm zentrifugiert.

Um die Aggregation oder Aktivierung der Zellen zu verhindern wurden die
nachfolgenden Schritte alle auf Eis durchgefuhrt.

Das nach der Zentrifugation erhaltene Zell-Pellet wurde wieder in FACS Puffer
resuspendiert und 1:10 mit humaner 1gG-Lésung (Flebogamma®, 50 mg/ml, Grifols,
Langen) inkubiert. Das verwendete IgG sollte Uber eine Blockade der Fc-
Membranrezeptoren unspezifische Bindungen der Antikérper verhindern.

Die Zellsuspension wurde schlief3lich in Eppendorf-Tubes pipettiert, welche zuvor mit
den oben aufgefiihrten Antikérpern beflllt worden waren. Es erfolgte eine 20
minttige Inkubation bei 5T, in deren Anschluss die Zellen zur Entfernung
ungebundener Antikbrper nochmals gewaschen und zentrifugiert (5min, 1500 x Q)
wurden.

Danach wurden 500ul FACS Puffer hinzugegeben und die Zellen tber einen Filter in

ein FACS-Ro6hrchen (Becton Dickinson) pipettiert.
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Als Durchflusszytometer kam ein FACSCalibur (Becton Dickinson, Heidelberg) zur
Anwendung. Die hiermit ermittelten Daten wurden mit der Software Cellguest
(Version 3.1, Becton Dickinson, Heidelberg) analysiert.

Mittels eines Durchflusszytometers mit Zellsortiereinrichtung (FACSVantage, Becton
Dickinson, Heidelberg) konnten Zellen mit spezifischem Streulicht- und
Fluoreszenzmuster einzeln selektiert werden. Hierzu wurde im Gerat der
Probenstrahl in einzelne Tropfchen mit spezifischer elektrischer Ladung aufgespalten
und diese, -abgelenkt Uber ein elektrisches Feld, in die einzelnen Loécher einer 96-

Loch-Platte gebracht.

2.4 Analyse der Immunglobulin-Genexpression durchfl usszytometrisch
separierter Einzelzellen

2.4.1 Zelllyse und Reverse Transkription

Vor der Einzelzellsortierung waren die 96-Loch-Platten mit jeweils 10ul einer
Lyselosung befullt worden (Tab. 4). Dies war notwendig um die in den B-

Lymphozyten enthaltene messenger RNA (mMRNA) nun durch Zelllyse freizusetzen.

Komponente Volumen fiir 10pul Ansatz Endkonzentration
Molecular Grade Water 4,85
5 x First Strand Buffer 2 1X
Igepal CA-630 1 1%
RNAsin RNAse Inhibitor 40U/ pl 0,25 1U/ul
Desoxynukleotid Mix (dNTPs) 0.8 0,8mM
10mM
Oligo dT 1 pg/pl 01 0,01ug/pl
DTT 0,1M 1 0,01M

Tabelle 4: Zusammensetzung der Lyseldsung

Die mit Lymphozyten und Lyselosung beflllten Lochplatten wurden bei 5C fir 2
Minuten bei 780 x g zentrifugiert und anschlieend fir 1 Minute bei 65T sowie fur 2
Minuten bei 20C inkubiert. Hierbei bildeten die Poly-A Schwanze der messenger
RNA (mRNA) Basenpaarungen mit Oligo-Desoxythymidin (Oligo dT) aus, was eine
wichtige Voraussetzung fur die nachfolgende reverse Transkription war.
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Um im weiteren Versuchsablauf eine stabilere Ausgangsbasis als mRNA sowie
insbesondere die Mdglichkeit zur Amplifikation der genetischen Information mittels
DNA-abhéangigen Enzymen zu erhalten, wurde eine Reverse Transkription (RT)
angeschlossen.

Ausgehend vom Oligo-dT Primer kann durch das Enzym Reverse Transkriptase die
MRNA in cDNA umgeschrieben werden. Die mRNA diente hier als Matrize fur die
weitere Kettenverlangerung der cDNA unter Verwendung von Desoxyribonukleotid-
triphosphaten (dATP, dTTP, dCTP, dGTP).

Der entsprechend benétigte Mastermix fur die Reverse Transkription wurde zu je 3ul
in die einzelnen Locher der Lochplatten pipettiert, anschlieBend nochmals
zentrifugiert und mit je 25ul Mineraldl Uberschichtet (Tab. 5). Im Anschluss erfolgte
eine Inkubation fur 50 Minuten bei 42C, dann fir 1 0 Minuten bei 65C.

Komponente Volumen fiir 3ul Ansatz Endkonzentration
Molecular Grade Water 2yl
5X First Strand Buffer 0,6pl 1X
RNAsin RNAse Inhibitor 40U/ pl 0,05l 0,66U/ul
DTT 0,1M 0,3ul 0,01M
Superscript II RNAseH RT 0,05ul 20U/ul

Tabelle 5: Zusammensetzung des Mastermixes fir die Reverse Transkription

Um die zuvor als Matrize dienende mRNA vollends aufzulésen wurde ein
Ribonuklease (RNase) -Mix angesetzt und hiervon jeweils 2ul pro Loch

hinzupipettiert (Tab. 6).

Komponente Volumen fiir 2ul Ansatz Endkonzentration
Molecular Grade Water 1,384l
5X First Strand Buffer 0,4ul 1X
DTT 0,1M 0,2yl 10mM
Ribonuclease H 1000 U/pl 0,016l 8u/pl

Tabelle 6: Zusammensetzung des RNase-Mixes
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Es erfolgte eine abermalige Zentrifugation bei 5C und 780 x g, dieses Mal fur 7
Minuten. Wahrend der nachfolgenden Inkubation bei 37T fir 20 Minuten und 65C
fur 10 Minuten fand der RNA Verdau statt.

Alle Arbeitsschritte wurden auch hier auf Eis durchgefuhrt und die erhaltene cDNA

bei -80 T bis zur weiteren Verwendung aufbewabhrt.

2.4.2 Polymerase Kettenreaktion

Zur raschen Vervielfaltigung und damit besseren Nachweisbarkeit bzw. Analyse
definierter Abschnitte eines DNA Stranges nutzt man die Methode der Polymerase-
kettenreaktion. Grundprinzip ist das Kopieren einer DNA Sequenz durch eine DNA
Polymerase. Als Startpfeiler dieser Polymerase dienen kurze kinstlich synthetisierte
einzelstrangige Nukleotidsequenzen (Primer), welche sich komplementar an die
Enden des gesuchten Abschnittes anlagern und diesen somit eingrenzen.

Unter Zugabe von Desoxynukleotidtriphosphaten kann die Polymerase nun, -
ausgehend von den Primersequenzen, den Matrizenstrang und damit die gesuchte
Sequenz komplementéar erganzen. In mehreren Zyklen ergibt sich somit eine

exponentielle Vermehrung des zu analysierenden Genabschnittes (Abb. 10).

5. DNA Doppelstrang 3
m e e —
3 Zielsequenz S —
@ Denaturierung @
5' 3'
I ——
@ 11 Annealing 9 s
~ 5 3 ~
> >
g O a 3 5 x
D- D_ I I
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i 3 5* (qV]
@ Elongation @
5' 3
" TITITIT e —
LLLLL ] | — —
3‘ 5‘ — —
5 3 *
LLLLLL LLlll
3 5

a | o

Abbildung 10: PCR Methode (extern) — Exponentielle DNA- Vermehrung

* Einzelstrang der Sequenz, die in den weiteren Schritten exponentiell vermehrt wird
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Mittels Einzelzell-PCR lasst sich die Genexpression individueller Zellen untersuchen,

so auch der aus der Synovialflussigkeit isolierten Lymphozyten.

2.4.2.1 Amplifikation der Immunglobulin VJ kappa Le ichtkettenrearrangements
Zur Amplifikation des rearrangierten Leichtketten-Immunglobulingens wurde eine
zweischrittige PCR gewahlt. In der ersten Runde (externe PCR) diente die zuvor
gewonnene cDNA als Matrize.

Der fir die jeweilige kappa-PCR erforderliche Mastermix wurde pipettiert und zu
jeweils 18ul in die Locher einer 96-Loch-Platte tGberfuhrt (Tab. 7-10).

Fur die Analyse der Gensegmente der Familien Vkappal und Vkappa2 wurden
Primer verwendet, die die Gensegmente beider Familien erkennen. Selbiges traf fur
die Familien Vkappa6 und 7 sowie Vkappa4 und Vkappa5 zu (Tab. 12). Als reverse
Primer kamen 2 Primer (Jkappa2 und Jkappa5) zum Einsatz, welche die Bindung an
alle Jkappa Gensegmente ermdglichten (Tab. 7-10,12).

Zum Mastermix wurden je 3pl der Einzelzell-spezifischen cDNA pipettiert. Zur
Kontrolle einer etwaigen Kontamination des Mastermixes enthielten die letzten
beiden Locher der Lochplatten stets nur PCR-Mix, sowie die dritt- und viertletzten
Locher zum Beweis der Tauglichkeit des Mixes die aus einer Tonsille gewonnene
cDNA.

Der Reaktionsansatz wurde mit 25ul Mineral6l Gberschichtet um ein Verdampfen des
Inhaltes wahrend der folgenden Inkubationsschritte zu vermeiden. Es erfolgte eine
Zentrifugation fir 5 Minuten bei 780 x g. Zur Inkubation der Lochplatten wurde eine
PCR-Maschine (Mastercycler bzw. Mastercycler Gradient, Eppendorf, Hamburg,

Deutschland) mit einem standardisiertem Programm eingesetzt.

Nach dem Durchlaufen der externen PCR schloss sich als zweite Stufe die ,nested”
PCR an. Als Matrize diente das in der ersten Runde entstandene PCR-Produkt.

Es wurden 18ul Mastermix in einer 96-Loch-Platte vorgelegt, wobei nun ,nested”
Primer zur Anwendung kamen (Tab. 7-10,12). Diese binden komplementar an
Sequenzen, die innerhalb der vom ersten Primerpaar begrenzten Sequenz liegen
oder zumindest weiter in die zu amplifizierende Sequenz eingeriickt sind. Dem
Mastermix wurden je 5upl des externen PCR Produktes hinzugefiigt und die

Reaktionsansatze mit 25ul Mineraldl Gberschichtet.
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Komponente Volumen fiir 18,75u1 Endkonzentration
Ansatz
Molecular Grade Water 11,15pl
Thermophilic DNA 5X Buffer 4,0l 0,92X
MgCl, 25mM 2,84l 3,21mM
Desoxynukleotid Mix (dANTP) 10mM 0,4ul 0,18mM
5’ Forward Primer Vk1+2 100mM 0,1ul 0,46mM
3’ Reverse Primer Jk2 100mM 0,1ul 0,46mM
3’ Reverse Primer Jk5 100mM 0,1ul 0,46mM
Taq DNA Polymerase in Storage Buffer 0,1pl 0,023U/ul
A5U/ul

Tabelle 7: Zusammensetzung des Mastermixes fur die externe und nested PCR Vk1
und Vk2

Komponente Volumen fiir 18,75u1 Endkonzentration

Ansatz
Molecular Grade Water 11,95ul
Thermophilic DNA 5X Buffer 4,0l 0,92X
MgCl, 25mM 2,0pl 2,29mM
Desoxynukleotid Mix (dANTP) 10mM 0,4ul 0,18mM
5’ Forward Ptimer Vk3 100mM 0,1pl 0,46mM
3’ Reverse Primer Jk2 100mM 0,1ul 0,46mM
3’ Reverse Primer Jk5 100mM 0,1ul 0,46mM
Taq DNA Polymerase in Storage Buffer

0,1ul 0,023U/ul

A5U0/ul

Tabelle 8: Zusammensetzung des Mastermixes fur die externe und nested PCR Vk 3

25




Komponente Volumen fiir 18,75u1 Endkonzentration

Ansatz
Molecular Grade Water 12,35yl
Thermophilic DNA 5X Buffer 4,0 0,92X
MgCl, 25mM 1,64l 1,84mM
Desoxynukleotid Mix (dANTP) 10mM 0,4ul 0,18mM
5’ Forward Primer Vk4+5 100mM 0,1ul 0,46mM
3’ Reverse Primer Jk2 100mM 0,1ul 0,46mM
3’ Reverse Primer Jk5 100mM 0,1ul 0,46mM
Taq DNA Polymerase in Storage Buffer

0,1pl 0,023U/ul

A5U0/ul

Tabelle 9: Zusammensetzung des Mastermixes fir die externe und nested PCR Vk 4
und VK 5

Volumen fiir 18,75ul
Komponente Endkonzentration

Ansatz
Molecular Grade Water 12,75ul
Thermophilic DNA 5X Buffer 4,0 0,92X
MgCl, 25mM 1,2yl 1,38mM
Desoxynukleotid Mix (dINTP) 10mM 0,4ul 0,18mM
5’ Forward Primer Vk6+7 100mM 0,1ul 0,46mM
3’ Reverse Primer Jk2 100mM 0,1ul 0,46mM
3’ Reverse Primer Jk5 100mM 0,1ul 0,46mM
Taq DNA Polymerase in Storage Buffer

0,1l 0,023U/ul

A5U0/ul

Tabelle 10: Zusammensetzung des Mastermixes fur die externe und nested PCR Vk6
und VK7

Das PCR-Programm fir die nested und externe PCR unterschied sich hinsichtlich
der Annealing Temperatur (Tab. 11). Insgesamt wurden die Schritte 1 bis 3 in 42
Zyklen durchlaufen und schlossen mit dem letzten und damit 43. Zyklus ab.

Die cDNA war jetzt exponentiell vermehrt und den weiteren Schritten der

Genexpressionsanalyse des kappa-Leichtkettenrearrangements zuganglich.
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PCR - Schritte Temperatur Dauer
1. Denaturierung 94C 1min
. 56T (externe PCR)
2. Annealing 65C (nested PCR) 30sek
3. Elongation 72T 1min 30sek
42 mal Schritt 1 bis 3,
dann
Letzter Zyklus
Denaturierung 94<C 1min
. 56T (externe PCR)
Annealing 65C (nested PCR) 30sek
Elongation 72T 5min

Tabelle 11: Reaktionsschritte der externen und nest  ed kappa-PCR

Primer Primersequenz

Vkappa 1+2 5- GCTCAGCTCCTGGGGCT - 3
Vkappa 3 5- GGAA(AG)CCCCAGC(AGT)CAGC - 3

& | Vkappa 4+5 5- CT(CG)TT(GC)CT(CT)TGGATCTCTG - 3°

% Vkappa 6+7 5- CT(GC)CTGCTCTGGG(CT)TCC - 3
Jkappa 2 5- ACGTTTGATCTCCAGCTTG - 3
Jkappa 5 5- CTTACGTTTAATCTCCAGTC - 3°
Vkappa 1 5°- CATCCAG(AT)TGACCCAGTCTCC - 3°
Vkappa 2 5- TCCAGTGGGGATATTGTGATGAC - 3°
Vkappa 3 5- GTCT(GT)TGTCTCCAGGGGAAAGAG - 3°
Vkappa 4 5- GACATCGTGATGACCCAGTCTC - 3

é Vkappa 5 5- GGGCAGAAACGACACTCACGCA -3

g Vkappa 6 5- TCCAGGGGTGAAATTGTG(AC)TGAC - 3
Vkappa 7 5- GCTGCAATGGGGACATTGTGCT - 3°
Jkappa 2 5- CAGCTTGGTCCCCTGGCCAAA - 3
Jkappa 5 5- CCAGTCGTGTCCCTTGGCCG - 3

Tabelle 12: Nukleotidsequenzen der PCR Primer fir d  ie leichte Kette

Die eingeklammerten Nukleotide stellen gemischte Basen an dieser Position dar.
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2.4.2.2 Amplifikation der Immunglobulin VDJ Rearran = gements der schweren
Kette

Zur Amplifikation des kodierenden Gens fur die schwere Kette (Heavy Chain) des
Immunglobulins kam auch hier eine zweischrittige PCR zum Einsatz, die dem Prinzip
der vorher beschriebenen Leichtketten-PCR gleicht.

Der bendtigte Mastermix wurde in 96-Loch-Platten zu 23,5ul je Loch vorgelegt
(Tab.13). Fur die Analyse der Gensegmente der Familien VH1 und VH2 konnten die
notwendigen forward Primer zusammen in einem Reaktionsansatz verwendet
werden, ebenso bei VH3 und VH4 (Tab. 13,14). Auf die Anwendung von spezifischen
Primern fur die Familien VH5 bis VH7 wurde verzichtet, da die eingesetzen Primer
zum Teil unspezifisch auch in anderen VH-Familien binden und somit Gensegmente
aus anderen Familien mitamplifizieren konnten.

Je 1,5ul Einzellzell-spezifische cDNA wurden aus den Lochern der 96-Loch-Platten
als Matritze dem Mix zugefligt und der Ansatz fir 5 Minuten bei 3000rpm
abzentrifugiert. Nach Uberschichtung mit Mineraldl erfolgte die Inkubation im

Mastercycler.

Komponente Volumen fiir 23,541 Endkonzentration

Ansatz
Molecular Grade Water 15,525pl
Thermophilic DNA 5X Buffer 5,0ul 1X
MgCl, 25mM 2,0ul 2mM
Desoxynukleotid Mix (dANTP) 10mM 0,5ul 0,2mM
5’ Forward Primer VH1 100pM 0,1ul 0,4uM
5’ Forward Primer VH2 100uM 0,125yl 0,5uM
3’ Revetse Primer JH 100pM 0,125l 0,5uM
Taq DNA Polymerase in Storage Buffer

0,125pl 0,025U/ul

A5U0/pl

Tabelle 13: Zusammensetzung des Mastermixes flur die externe PCR der schweren
Kette (VH1 und VH2)
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Komponente Volumen fiir 23,5u1 Endkonzentration

Ansatz
Molecular Grade Water 16,025pl
Thermophilic DNA 5X Buffer 5,0ul 1X
MgCl, 25mM 1,5u 1,5mM
Desoxynukleotid Mix (dANTP) 10mM 0,5ul 0,2mM
5’ Forward Primer VH3 100uM 0,1ul 0,4uM
5’ Forward Primer VH4 100uM 0,125yl 0,5uM
3’ Reverse Primer JH 100uM 0,125yl 0,5uM
Taq DNA Polymerase in Storage Buffer

0,125pl 0,025U/ul

A5U0/ul

Tabelle 14: Zusammensetzung des Mastermixes fur die externe PCR der schweren
Kette (VH3 und VH4)

Im zweiten PCR Schritt (nested PCR) wurden vier familienspezifische Ansatze (VH1
bis VH4) mit jeweils einem 5-Primer sowie einem Gemisch aus sechs nested JH-
Primern angesetzt und zu je 22ul in 96-Loch-Platten vorgelegt (Tab. 15-17,19).
Anschlie3end wurden je 3ul des externen PCR Produktes hinzu gegeben, dann die
Reaktionsansatze fur 5 Minuten bei 3000rpm abzentrifugiert und schlief3lich in einer
PCR-Maschine inkubiert (Tab. 18).

Komponente Volumen fiir 22ul Endkonzentration
Ansatz

Molecular Grade Water 14,725l
Thermophilic DNA 5X Buffer 5,0l 1X
MgCl; 25mM 1,5ul 1,5mM
Desoxynukleotid Mix (ANTP) 10mM 0,5ul 0,2mM
5° Forward Ptimer VH1 oder VH3 100uM 0,05ul 0,2uM
3’ Reverse Primer JH1245 100uM 0,05ul 0,2uM
3’ Reverse Primer JH36 100uM 0,05ul 0,2uM
Taq DNA Polymerase in Storage Buffer 0,125l 0,025U/pl
A5U/ul

Tabelle 15: Zusammensetzung des Mastermixes fur die nested PCR der schweren
Kette (VH1 und VH3)
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Komponente VOluXﬁ:ﬁ:‘ 22ul Endkonzentration
Molecular Grade Water 14,575l
Thermophilic DNA 5X Buffer 5,0l 1X
MgCl; 25mM 1,5ul 1,5mM
Desoxynukleotid Mix (ANTP) 10mM 0,5ul 0,2mM
5° Forward Ptimer VH2 100pM 0,1ul 0,4uM
3’ Reverse Primer JH1245 100uM 0,1l 0,4uM
3’ Reverse Primer JH36 100uM 0,1l 0,4uM
}asc{] I/)SA Polymerase in Storage Buffer 0,125ul 0,025U/ul

Tabelle 16: Zusammensetzung des Mastermixes fur die

Kette (VH2)

nested PCR der schweren

Komponente VOlu?fl:a?;r 22ul Endkonzentration
Molecular Grade Water 14,650l
Thermophilic DNA 5X Buffer 5,0pl 1X
MgCl; 25mM 1,5ul 1,5mM
Desoxynukleotid Mix (ANTP) 10mM 0,5ul 0,2mM
5° Forwatd Primer VH1 oder VH3 100pM 0,075ul 0,3uM
3’ Reverse Primer JH1245 100uM 0,075ul 0,3uM
3’ Reverse Primer JH36 100uM 0,075ul 0,3uM
Xas% ]?HA Polymerase in Storage Buffer 0,125ul 0,025U/l

Tabelle 17: Zusammensetzung des Mastermixes fur die

Kette (VH4)
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PCR - Schritte Temperatur Dauer
1. Denaturierung 95C 1min
56,5T (externe PCR)
2. Annealing 55,5C (nested PCR VHL1 o. VH3) 1min
60,5C (nested PCR VH2 0. VH4))
3. Elongation 72T 1min
30 mal Schritte 1 bis 3,
dann
Letzter Zyklus
Denaturierung 95T 1min
56,5C (externe PCR)
Annealing 55,5C (nested PCR VH1 0. VH3) 1min
60,5C (nested PCR VH2 0. VH4)
Elongation 72T 5min

Tabelle 18: Reaktionsschritte der externen und nest ed PCR der schweren Kette

Primer Primersequenz
VHeavy 1 5°- CAGCT(GT)GT(AG)CAGTCTGG - 3’
3} VHeavy 2 5°- CAG(AG)TCACCTTGAAGGA - 3°
‘E’ VHeavy 3 5- GTGCAGCTG(GT)TGGAG - 3
¥ | VHeavy 4 5'- CAG(GC)AGT(GC)GGGC(CGT)CA - 3°
JHeavy 5'- CTGA(AG)GAGAC(AG)GTGAC - 3°
VHeavy 1 5'- GTCTGG(AG)(GC)CTGAGGTGAAGAAG - 3°
VHeavy 2 5'- CTGGTCCT(AG)(CT)GCTGGTGAAACC - 3°
g VHeavy 3 5'- CCCT(GT)A(AG)ACTCTCCTGT(AG)CAGC - 3
§ VHeavy 4 5'- GGC(CGT)CAGGACTG(GT)TGAAGCCTT - 3°
JHeavy 1245 5'- TGACCAGGGT(GT)CC(AC)(CT)GGCCC - 3°
JHeavy 36 5°- GTGACC(AG)T(GT)GTCCCTTGGCCC - 3'

Tabelle 19: Nukleotidsequenzen der PCR Primer fir d  ie schwere Kette

Die eingeklammerten Nukleotide stellen gemischte Basen an dieser Position dar.
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2.4.3 Aufreinigung, Sequenzierung und Analyse der P CR Produkte

2.4.3.1 Gelelektrophorese

Um das erhaltene PCR Produkt, d.h. die Leichtketten- sowie die
Schwerekettenrearrangements in der Nukleotidsequenz entschliisseln zu kdnnen,
mussten die entsprechenden DNA Fragmente von den Ubrigen Bestandteilen der
PCR Reaktion getrennt werden. Dies geschah mittels einer Agarose-
Gelelektrophorese.

Hierbei wandern die negativ geladenen Nukleinsauremolekile durch eine vernetzte
Gelmatrix entlang eines elektrischen Feldes, wobei die kleineren Molekile durch
schnellere Passage der Poren pro Zeiteinheit weiter wandern und somit eine
Aufteilung der DNA Fragmente nach GrofR3e erreicht wird.

Es kam ein 1,5%iges (1,59 Agarose in 0,5% TBE Puffer), mit Ethidiumbromid (ETBR)
gefarbtes Agarosegel zum Einsatz. Ethidiumbromid interkaliert dabei mit
Nukleinsauren, so dass die aufgetrennten DNA-Stlicke mittels UV-Licht als Banden

sichtbar gemacht und mit einem Skalpell ausgeschnitten werden konnten.

2.4.3.2 Extraktion der DNA aus dem Agarosegel und A ufreinigung

Zur Entfernung des Agarosegels erfolgte eine Aufreinigung der DNA mittels QIAquick
Gel Extractions Kit (Qiagen, Hilden). Die ausgeschnittenen Gelblécke wurden in
300ul eines Puffers (QG Puffer) Gberfuhrt und fur 10 Minuten in einem Heizblock bei
50C unter regelmalligem Vortexen inkubiert. Nach Zu gabe von 100ul Isopropanol
(100%) wurde die LOsung auf eine Gelextraktionssaule (QIAquick spin column)
aufgetragen und fur 1 Minute bei 8000rpm zentrifugiert.

Die Nukleinsaurestrange binden unter Zufuhr der Puffer an eine Silika-Gel-Membran
in der Saule. In zwei weiteren Waschungen (mit QG und PE Puffer) und nach
weiterem grindlichem Abzentrifugieren konnte die DNA mittels 50ul eines DNA
stabilisierenden Puffers (EB Puffer, 10mM Tris-Cl; pH8,5) aus der Gelsaule unter
Zentrifugation herausgeldst werden.

Danach wurde die aufgereinigte DNA bei 45T in einer Vakuumzentrifuge

eingetrocknet und im Kuhlfach bei -20C bis zur weiteren Verwendung aufbewabhrt.
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2.4.3.3 Sequenzierung der PCR Produkte

Mittels Didesoxysequenzierung nach Sanger durch die Firma MWG Biotech
(Ebersberg) konnten die Nukleotidsequenzen der gewonnenen DNA ermittelt
werden. Grundprinzip der Sanger-Methode ist die komplementare Verlangerung
eines DNA Matrizenstranges durch eine DNA Polymerase unter Verwendung eines
Primers als Synthesestartpunkt. In vier Ansatzen werden zur DNA jeweils alle vier
dNTPs hinzugegeben, wobei jedem Ansatz jeweils ein bestimmtes
Didesoxytriphosphat (ddATP, ddCTP, ddGTP oder ddTTP) zugeflgt wird. Diese
ddNTP unterbinden ein Anknlpfen eines weiteren Nukleotides an den synthetisierten
Strang und fihren damit zu einem Kettenabbruch. In der Folge entstehen DNA-
Fragmente unterschiedlicher Lange, die in jedem Ansatz stets mit dem gleichen
ddNTP enden. Durch Verwendung verschieden fluoreszenzmarkierter ddNTPs und
Kapillarelektrophorese der Kettenabbruchprodukte kann die Basensequenz aus der

Abfolge der entstehenden Farbsignale ermittelt werden.

2.4.3.4 Sequenzanalyse des VJ sowie VDJ Rearrangeme nts von Einzelzellen

Zur ldentifizierung der V, (D) und J Gensegmente wurden die Sequenzen mit den
Keimbahnsequenzen des V base Verzeichnisses (Tomlinson et al.) verglichen.
Hierzu kamen das Softwareprogramm Sequencher (V. 4.6, Gene codes, Ann Arbor,
MI, USA) fur die Analyse der kappa Leichtketten Sequenzen, sowie IMGT/V-QUEST
(Version 3.2.7, Lefranc, Montpellier, France) fur die Analyse der Sequenzen der
schweren Kette zur Anwendung. Bestimmt wurden die Lange der CDR3-Regionen,
die Exonuklease Aktivitdt und die Anzahl der N- und P-Nukleotide. Veranderungen

der Sequenz im Vergleich zur Keimbahnsequenz galten als Mutation.
2.5 Statistische Methoden

Der Chi-Square Test diente der Datenauswertung. Werte mit Signifikanzniveau

p=<0,05 galten als statistisch signifikant.
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2.6 Verwendete Materialien und Geratschaften

Desoxynukleotidtriphosphate (ANTPs)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Serva Feinchemie, Heidelberg, Deutschland

Ethanol

Mallinckrodt Baker, Deventer, Niederlande

Ethidiumbromid (ETBR)

Merck, Darmstadt, Deutschland

Ethylendiamintetraacetessigsaure (EDTA)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Fetales Kélberserum (FCS)

Gibcolinvitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Isopropranolol

Apotheke  Universitatsklinikum  Wdurzburg,

Wirzburg, Deutschland

Isotonische Kochsalzlésung

Fresenius AG, Bad Homburg, Deutschland

Magnesiumchlorid (MgCl,)

Promega, Mannheim, Deutschland

Mineral Ol

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Molecular Grade Water

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

peqGOLD Universal Agarose

Peglab, Erlangen, Deutschland

Phosphat gepufferte Salzlésung (PBS)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Rinderserumalbumin (BSA)

Boehringer Ingelheim, Ingelheim,

Deutschland

RPMI Kulturmedium + L-Glutamine

Gibco/invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Taq Polymerase in Storage Buffer A

Promega, Mannheim, Deutschland

TBE-Puffer
(0,45 M Trissaure; 0,1 M EDTA)

Selbstherstellung

Tris Base

Merck, Darmstadt, Deutschland

Verbrauchsmaterialien

Falcon Roéhrchen 15ml und 50ml

Greiner bio-one, Frickenhausen, Deutschland

PCR-Platten 96-Loch

Greiner bio-one, Frickenhausen,

Deutschland

Reaktionsgefalie 1,5ml

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Gerate

Lichtmikroskop

Hund, Wetzlar, Deutschland

Mastercycler Gradient PCR Maschine

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Mastercycler PCR Maschine

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Mastercycler Personal PCR Maschine

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

UV-Crosslinker UV Stratalinker 1880

Stratagene, La Jolla, USA
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3 Ergebnisse

3.1 Gesamtuberblick Uber die gewonnenen Sequenzdate n (Tab. 20)

Mittels durchflusszytometrischer Einzelzellsortierung wurden individuelle B-Zellen
aus der Synovialflussigkeit der beiden JIA Patientinnen sortiert. Dabei wurden
entsprechend den Oberflachenmarkern drei B-Zell-Populationen unterschieden:
CD19'CD27°CD38"" (,Naive B-Zellen“), CD19*CD27"*CD38"" (,Plasmablasten®) und
CD19°CD27°CD38 (,Gedachtnis B-Zellen).

Pro Population wurden je Patient 96 Zellen sortiert und aus diesen das V(D)J
Genrearrangement der leichten kappa Kette sowie der schweren Kette amplifiziert
und sequenziert.

Von den sortierten B-Lymphozyten lie3en sich fur insgesamt 219 B-Zellen die V(D)J
Genrearrangements der leichten kappa und/oder schweren Kette bestimmen (Tab.
21).

Anzahl der Zellen mit Anzahl der erhaltenen
Anzahl ermitteltem Sequenzen
Population sortierter Genrearrangement leichte Kette
Zellen (kappa und/oder (kappa) schwere Kette
schwere Kette) pp

CD19'CD27'CD38"" 192 71 59 17

CD19°CD27""'CD38"" 192 86 42 74

CD19'CD27'CD38 192 62 56 10

Gesamt 576 219 157 101

Tabelle 21: Uberblick tiber die Anzahl der gewonnene  n Zellen und Sequenzen
Dargestellt ist die Anzahl der insgesamt sortierten Zellen (aller Patienten) sowie die Zahl der
Zellen, deren Genrearrangements ermittelt werden konnten und die Anzahl der aus diesen

Zellen erhaltenen Gensequenzen.
Bei 39 B-Zellen war am Ende sowohl das V(D)J Genrearrangement der leichten

kappa Kette als auch der schweren Kette bekannt, bei 180 B-Zellen jeweils nur eines

der beiden Rearrangements (leichte kappa Kette oder schwere Kette).
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3.2 Mutationsanalyse

3.2.1 Mutationen der kappa Leichtkette

3.2.1.1 Mutationsraten innerhalb der unterschiedlic ~ hen Zellpopulationen

Fur die Analyse der Mutationshaufigkeit wurden die Sequenzen beider Patientinnen
zusammengefasst. 124 der detektierten 157 Leichtkettensequenzen (79,0%) ent-
hielten Punktmutationen im Vergleich zu den Nukleotidabfolgen der Keimbahn. Damit
ergab sich eine Gesamtanzahl von 899 Mutationen flr die leichte Kette.

72,9% aller Sequenzen der CD19*CD27CD38" hatten = 1 Mutation. Bei den
CD19°CD27"CD38"" lag der Anteil der Sequenzen mit = 1 Mutation bei 83,3% und
in der CD19°CD27°CD38 bei 82,1%.

Bei 234 Mutationen innerhalb der CD19°CD27 CD38"" B-Zellen bezogen auf eine
Gesamtsequenzlange von 12699 Nukleotiden ergab sich eine Mutationsrate von
1,84% fiir die CD19*CD27°CD38"" Population (Abb. 11).

Die Mutationsrate der CD19°CD27"CD38™" Zellen lag mit 286 Mutationen auf 9140
Nukleotiden bei 3,13%, sowie bei 3,14% fiir die CD19°CD27°CD38" Population, die
insgesamt 379 Mutationen innerhalb von 12051 Nukleotiden zeigte (Abb. 11). Die
Mutationsrate der CD19*CD27°CD38"" Population beziiglich der kappa Leichtkette
war signifikant niedriger als die der beiden anderen Populationen, wahrend sich kein
signifikanter Unterschied in der Mutationsrate der CD19°CD27°"CD38™ und
CD19°CD27°CD38" Population ergab (Abb. 11).
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Abbildung 11: Leichte Kette - Mutationsrate der einzelnen B-Z  ell-Populationen

Dargestellt ist die Mutationsrate (Anzahl der zur Keimbahn veranderten Nukleotide/Gesamt-
zahl der Nukleotide der Sequenz) der CD19*CD27 CD38"", der CD19*CD27**CD38"" sowie
der CD19°CD27°CD38" B-Zellen. Die Mutationsraten der einzelnen Zellpopulationen wurden
mittels chi-square Test verglichen. Signifikante Unterschiede (p<0,05) sowie nicht-
signifikante Ergebnisse (p>0,05) wurden Uber den geschweiften Klammern angebeben,
wobei Anfang und Ende der jeweiligen Klammer auf die miteinander verglichenen

Zellpopulationen zeigen.

Die Gesamtsequenzlange aller mutierten Sequenzen der CD19'CD27 CD38""
Population lag bei 9261 Nukleotiden, womit sich bei 234 Mutationen eine
Mutationsrate von 2,53% innerhalb der mutierten Sequenzen ergab (Abb. 12). Bei
der CD19°CD27""CD38"" Population betrug die entsprechende Mutationsrate 3,76%
und bei den CD19°CD27°CD38 B-Zellen 3,83% (7602 bzw. 9890 Nukleotide
Gesamtsequenzlange der mutierten Sequenzen) (Abb. 12). Die héhere Mutationsrate
innerhalb der mutierten Sequenzen der CD19'CD277'CD38"" Zellen und der
CD19*'CD27*CD38" Zellenim Vergleich zur CD19*CD27'CD38"" war signifikant (Abb.
12). CD19°CD27°CD38 und CD19°CD27""CD38™" Zellen unterschieden sich nicht
bezuglich ihrer Mutationsrate in der kappa Leichtkette (Abb. 12).
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Abbildung 12: Leichte Kette - Mutationsrate innerha  Ib der mutierten Sequenzen der
drei unterschiedlichen Zellpopulationen

Dargestellt ist die Mutationsrate (Anzahl der zur Keimbahn veranderten Nukleotide/Gesamt-
zahl der Nukleotide der Sequenz) der mutierten Sequenzen der CD19"CD27'CD38"", der
CD19'CD27"'CD38"™ sowie der CD19'CD27°CD38 B-Zellen. Der Vergleich der
Mutationsraten erfolgte mittels chi-square Test. Signifikante Unterschiede (p<0,05) sowie
nicht-signifikante Ergebnisse (p>0,05) wurden Uber den geschweiften Klammern angegeben,
wobei Anfang und Ende der jeweiligen Klammer auf die miteinander verglichenen Zellpopu-

lationen zeigen.

3.2.1.2 R/S Ratio

Mutationen der Nukleotidabfolge einer Sequenz konnen zu einer Anderung der
Aminosauresequenz fuhren (Replacement-/ Austauschmutationen). Es besteht
ebenso die Moglichkeit, dass eine Mutation nicht zu einer Anderung der urspriinglich
kodierten Aminoséure fuhrt und damit in der Expression stumm bleibt (Silent/
stumme Mutation).

Ein Vergleich der Anzahl der Austauschmutationen sowie der stummen Mutationen
ergibt die sogenannte R/S Ratio (Replacement/ Silent Ratio).

596 der in den Sequenzen der leichten Kette detektierten Mutationen waren

Austauschmutationen und 232 stille Mutationen.
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3.2.1.3 Verteilung der Austausch- und stillen Mutat ionen auf die CDR und FR
Regionen

In allen drei Zellpopulationen war die R/S Ratio innerhalb der CDR Region héher als
in den FR Regionen (Abb. 13).

In der CD19"CD27°CD38"" Zellpopulation bedeutete dies, dass auf 1 stille Mutation
in den CDR Regionen 4,19 Austauschmutationen kamen, wéhrend sich auf 1 stille
Mutation innerhalb der Framework Regionen nur 1,58 Austauschmutationen
ergaben. Der Anteil der R Mutationen an der Gesamtzahl der Mutationen innerhalb
der CDR Regionen war somit signifikant héher als der Anteil der R Mutationen der
Framework Regionen (Abb. 13). Umgekehrt verhielt es sich mit den stillen
Mutationen, deren Anteil in den CDR signifikant niedriger war als in den FR Regionen
(chi-square Test, p<0,01). Entsprechend ahnliche Ergebnisse fanden sich auch bei
den CD19°CD277"CD38"" und den CD19"CD27"CD38" B-Zellen (Abb. 13).
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Abbildung 13: Leichte Kette - Vergleich der R/S Rat io in den CDR und FR Regionen
innerhalb der drei Zellpopulationen

Dargestellt ist die R/S Ratio (Verhaltnis von Austauschmutationen zu stillen Mutationen) in
den CDR (CDR1-3 zusammengefasst) und FR Regionen (FR2-3 zusammengefasst) der
CD19*'CD27'CD38", der CD19'CD27"*CD38"" sowie der CD19'CD27°CD38 B-Zellen. Es
wurde die R/S Ratio der CDR mit der R/S Ratio der FR innerhalb einer jeden Population
mittels chi-square Test verglichen. Signifikante Unterschiede fanden sich fur jede einzelne
Population. Die entsprechenden Signifikanzwerte wurden tGber den geschweiften Klammern

angegeben.

39



CD19'CD27'CD38"" CD19°CD27*"'CD38™ CD19'CD27'CD38
R S R S R S

CDR 1 40 9 44 9 63 17

FR 2 20 17 33 22 38 25
CDR2 24 7 28 7 39 5

FR3 32 16 42 34 53 28
CDR3 45 10 39 6 56 20

Gesamt 220 264 344

Tabelle 22: Leichte Kette - Anzahl der Austausch- ( R) und stillen (S) Mutationen in den
CDR und FR Regionen der drei Zellpopulationen

Zur Ubersicht ist die Anzahl der einzelnen Austauschmutationen (Mutationen, die zu einer
Anderung der Aminosauresequenz fiihren) und stillen Mutationen (Mutationen, die keine
Anderung der Aminosauresequenz bewirken) fur die unterschiedlichen CDR und FR
Bereiche der drei Zellpopulationen dargestellt. Die Summe der R und S Mutationen einer
jeweiligen Zellpopulation ist angegeben.
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Die jeweilige R/S Ratio der CDR Regionen (CDR1-CDR3 zusammengefasst) zeigte
im Vergleich zwischen den drei Zellpopulationen keine signifikante Veranderung von

Population zu Population (Abb. 14).
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Abbildung 14: Leichte Kette - Vergleich der R/S Rat io der CDR Regionen (CDR1-CDR3
zusammengefasst) in den unterschiedlichen Zellpopul ationen

Die Abbildung zeigt die R/S Ratio (Verhaltnis von Austauschmutationen zu stillen
Mutationen) fiir die CDR Bereiche der CD19*CD27 CD38"", der CD19*CD27**CD38*" sowie
der CD19°CD27°CD38 B-Zellen. Die R/S Ratio wurde dabei fiir CDR1, CDR2 und CDR3 zu
einem Wert zusammengefasst und zwischen den drei Populationen mittels chi-square Test
verglichen. Die entsprechenden p-Werte des Signifikanztestes sind Uber geschweiften
Klammern abgebildet, wobei Anfang und Ende der Klammern auf die miteinander

verglichenen Populationen zeigen.

Auch die Einzelbetrachtung von CDR1, CDR2 und CDR3 ergab im Hinblick auf die
jeweilige R/S Ratio keinen signifikanten Unterschied zwischen den drei
Zellpopualtionen (Abb. 15).
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Abbildung 15: Leichte Kette - R/S Ratio der CDR1, C DR2 und CDR3 sowie der FR
Regionen im Vergleich der drei Zellpopulationen

Dargestellt ist die R/S Ratio (Verhaltnis von Austauschmutationen zu stillen Mutationen)
innerhalb der einzelnen CDR Regionen (CDR1, CDR2 und CDR3) der CD19*CD27'CD38"",
der CD19°CD27°"CD38™ sowie der CD19°CD27°CD38 B-Zellen. Zur Ubersicht und
Vollstandigkeit sind auch die R/S Ratios der FR Regionen abgebildet. Die R/S Ratios der
CDR (und FR) Regionen wurden zwischen den unterschiedlichen Zellpopulationen mittels
chi-square Test verglichen. Signifikante Unterschiede blieben aus. Die entsprechenden p-
Werte des Signifikanztestes sind Uber geschweiften Klammern abgebildet, wobei Anfang und

Ende der Klammern auf die miteinander verglichenen Populationen zeigen.
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3.2.2 Mutationen innerhalb der schweren Kette

3.2.2.1 Mutationsraten innerhalb der unterschiedlic ~ hen Zellpopulationen
Insgesamt fanden sich in den Sequenzen der schweren Kette 996 Mutationen. Diese
waren auf 90 der insgesamt 101 erhaltenen Sequenzen (89,1%) der schweren Kette
verteilt.

82,4% der Sequenzen der CD19*CD27 CD38"" B-Zellen wiesen = 1 Mutation auf.
Bei den CD19'CD27"'CD38"" B-Zellen waren es 90,5% sowie 90,0% bei den
CD19°CD27°CD38 B-Zellen.

Bei 92 Mutationen bezogen auf eine Gesamtsequenzlange von 3585 Nukleotiden
innerhalb der CD19*CD27'CD38"" Population ergab sich eine Mutationsrate von
2,57% (Abb. 16). Die der CD19°CD27""CD38"" Population lag bei 5,01% (774
Mutationen bei 15454 Nukleotiden Gesamt-Sequenzldnge) und die der
CD19'CD27°CD38" Population ergab mit 130 Mutationen auf 2081 Nukleotiden eine
Mutationsrate von 6,25% (Abb. 16). Analog den Ergebnissen der leichten Kette liel3
sich auch hier eine signifikant niedrigere Mutationsrate in der CD19°CD27CD38""
gegeniiber den beiden anderen Populationen erkennen. Die CD19°CD27°CD38" B-
Zellen waren signifikant starker mutiert als die CD19'CD27''CD38"" B-Zelllen
(Abb. 16).
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Abbildung 16: Schwere Kette - Mutationsrate der ein  zelnen B-Zell-Populationen

Dargestellt ist die Mutationsrate (Anzahl der zur Keimbahn veranderten Nukleotide/Gesamt-
zahl der Nukleotide der Sequenz) fir die schwere Kette der CD19'CD27'CD38"", der
CD19'CD27""CD38"" sowie der CD19°CD27°CD38 B-Zellen. Die Mutationsrate der
einzelnen Zellpopulationen wurde mittels chi-square Test verglichen. Die p-Werte des
Signifikanztests sind uber den geschweiften Klammern angebeben. Anfang und Ende der

jeweiligen Klammer zeigen auf die miteinander verglichenen Zellpopulationen.

Die mutierten Sequenzen der CD19'CD27°CD38"" Population lieferten eine Gesamt-
Sequenzlange von 2954 Nukleotiden, womit sich bei 92 Mutationen eine
Mutationsrate von 3,11% innerhalb der mutierten Sequenzen ergab (Abb. 17). Bei
den CD19°CD277"CD38"" B-Zellen betrug die entsprechende Mutationsrate 5,53%
und bei den CD19°CD27°CD38 B-Zellen 6,93% (14001 bzw. 1875 Nukleotide
Gesamtsequenzlange der mutierten Sequenzen) (Abb. 17). Die héhere Mutationsrate
innerhalb  der mutierten Sequenzen der CD19°CD27°"CD38™ sowie der
CD19'CD27*CD38" B-Zellen im Vergleich zur CD19*CD27 CD38"" Population war
signifikant (Abb. 17). Auch der Unterschied zwischen CD19'CD27°CD38" und
CD19°CD27°CD38 B-Zellen erreichte ein signifikantes Niveau (Abb. 17).
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Abbildung 17: Schwere Kette - Mutationsrate innerha  Ib der mutierten Sequenzen der
drei unterschiedlichen Zellpopulationen

Dargestellt ist die Mutationsrate (Anzahl der zur Keimbahn veranderten Nukleotide/Gesamt-
zahl der Nukleotide der Sequenz) der mutierten Sequenzen fir die schwere Kette der
CD19*'CD27'CD38", der CD19'CD27"*CD38"" sowie der CD19*CD27'CD38 B-Zellen. Der
Vergleich der Mutationsraten erfolgte mittels chi-square Test. Die p-Werte des
Signifikanztests sind uber den geschweiften Klammern angegeben. Anfang und Ende der

jeweiligen Klammer weisen auf die miteinander verglichenen Zellpopulationen.

3.2.2.2 R/S Ratio
Von den insgesamt 996 Mutationen der Sequenzen der schweren Kette fiihrten 581

zu Austausch- und 308 zu stillen Mutationen.

3.2.2.3 Verteilung der Austausch- und stillen Mutat ionen auf die CDR und FR
Regionen

Die separate Betrachtung der Verteilung von Austausch- und stillen Mutationen auf
die unterschiedlichen CDR und FR Regionen (Tab. 23) erbrachte analog den
Ergebnissen der leichten Kette ein Uberwiegen der Austauschmutationen in den
CDR Bereichen innerhalb der CD19°CD27*"CD38"" B-Zellen (Abb. 18). Innerhalb
dieser Population bedeutete das signifikante Uberwiegen der R Mutationen in den
CDR Bereichen ein Aufkommen von 3,37 R Mutationen auf 1 stille Mutation.
Hingegen trafen 1,54 R Mutationen auf 1 S Mutation in den FR Bereichen (chi-square
Test, p<0,0001).
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Bei den CD19'CD27'CD38"" B-Zellen kamen in den CDR Regionen auf eine stille
Mutation 1,50 Austauschmutationen und in den FR Bereichen 1,57 R Mutationen.
Damit lag hier kein signifikanter Unterschied vor (Abb. 18). Auch bei den
CD19'CD27°CD38 B-Zellen ergab sich kein signifikantes Ergebnis, obgleich eine
Tendenz zum Uberwiegen der Austauschmutationen in den CDR Regionen zu sehen
war: 2,42 R Mutationen fielen in den CDR auf 1 stille Mutation und 1,45 R Mutationen
auf 1 stille Mutation innerhalb der FR Bereiche (Abb. 18).
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Abbildung 18: Schwere Kette - Vergleich der R/S Rat io in den CDR und FR Regionen
innerhalb der drei Zellpopulationen

Dargestellt ist die R/S Ratio (Verhéaltnis von Austauschmutationen zu stillen Mutationen) in
den CDR (CDR1-3 zusammengefasst) und FR Regionen (FR2-3 zusammengefasst) der
CD19*'CD27'CD38"", der CD19'CD27*'CD38"* sowie der CD19*CD27*'CD38 B-Zellen. Die
R/S Ratio der CDR wurde mit der R/S Ratio der FR innerhalb einer jeden Population mittels
chi-square Test verglichen. Signifikante Unterschiede (p<0,05) sowie nicht-signifikante
Ergebnisse (p>0,05) sind Uber den geschweiften Klammern angegeben. Anfang und Ende

der jeweiligen Klammer weisen auf die miteinander verglichenen Zellpopulationen.
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CD19'CD27'CD38"" CD19°CD27*"'CD38™ CD19'CD27'CD38
R S R S R S
CDR 1 8 5 66 23 12 3
FR 2 6 6 54 54 11 5
CDR2 8 6 102 22 16 9
FR3 27 15 220 124 34 26
CDR3 2 1 14 9 1
Gesamt 84 688 117

Tabelle 23: Schwere Kette - Anzahl der Austausch- ( R) und stillen (S) Mutationen in
den CDR und FR Regionen der drei Zellpopulationen

Zur Ubersicht ist die Anzahl der einzelnen Austauschmutationen (Mutationen, die zu einer
Anderung der Aminosauresequenz fiihren) und stillen Mutationen (Mutationen, die keine
Anderung der Aminosauresequenz bewirken) fur die unterschiedlichen CDR und FR
Bereiche der drei Zellpopulationen dargestellt. Die Summe der R und S Mutationen einer

jeweiligen Zellpopulation ist angegeben.
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Der Vergleich der drei Zell-Populationen im Hinblick auf die R/S Ratio innerhalb der
CDR Regionen zeigte eine signifikante Zunahme der Ratio zwischen der
CD19'CD27'CD38"" B-Zell-Population und der CD19*CD27**CD38*" Population
(Abb. 19). Hingegen blieb ein signifikantes Ergebnis im Vergleich der CD19°CD27
CD38"" Zellen und der CD19*CD27"CD38 B-Zellen sowie im Vergleich zwischen
CD19°CD27""CD38"" und CD19"CD27*CD38 B-Zellen aus (Abb. 19).
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Abbildung 19: Schwere Kette - Vergleich der R/S Rat io der CDR Regionen in den
unterschiedlichen Zellpopulationen

Die Abbildung zeigt die R/S Ratio (Verhaltnis von Austauschmutationen zu stillen
Mutationen) innerhalb der CDR Bereiche fur die schwere Kette der CD19'CD27'CD38"", der
CD19'CD27""CD38"" sowie der CD19°CD27°CD38 B-Zellen. Die R/S Ratio wurde dabei fiir
CDR1, CDR2 und CDR3 zu einem Wert zusammengefasst und zwischen den drei
Populationen mittels chi-square Test verglichen. Signifikante Unterschiede (p<0,05) sowie
nicht-signifikante Ergebnisse (p>0,05) sind Uber den geschweiften Klammern angegeben.

Anfang und Ende der Klammern weisen auf die miteinander verglichenen Populationen.

Zuséatzlich wurde die R/S Ratio der CDR1, CDR2 und CDR3 Region gesondert
zwischen den einzelnen Zellpopulationen verglichen (Abb. 20). Signifikante
Unterschiede zeigten sich in der R/S Ratio innerhalb der CDR2 Region im Vergleich
zwischen der CD19'CD27'CD38" und der CD19'CD27"*CD38"" Population. Die
CD19°CD277"CD38"" B-Zellen hatten deutlich mehr Austauschmutationen in der
CDR2 Region als die CD19'CD27 CD38"" B-Zellen (Abb. 20). Ebenso verhielt es
sich mit den CD19°CD27°CD38 B-Zellen im Vergleich zur CD19°CD27""CD38™"
Population, wobei die CD19'CD27°'CD38"™ B-Zellen signifikant mehr
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Austauschmutationen innerhalb der CDR2 Region zeigten als die CD19°CD27°CD38"
B-Zellen (Abb. 20). Eine signifikante Veranderung der R/S Ratio innerhalb der CDR2
Region im Vergleich zwischen CD19*CD27 CD38"" B-Zellen und CD19*CD27*CD38
B-Zellen blieb aus. Auch alle anderen Vergleiche (CDR1 und CDR3) der R/S Ratio
zwischen den drei Populationen zeigten keine nennenswerten Auffalligkeiten und

waren statistisch nicht signifikant (Abb. 20).
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Abbildung 20: Schwere Kette - R/S Ratio der CDR1, C DR2 und CDR3 sowie der FR

Regionen im Vergleich der drei Zellpopulationen

Dargestellt ist die R/S Ratio (Verhaltnis von Austauschmutationen zu stillen Mutationen)
innerhalb der einzelnen CDR Regionen (CDR1, CDR2 und CDR3) fur die schwere Kette der

CD19*'CD27'CD38™, der CD19"CD27*'CD38"* und der CD19'CD27°CD38 B-Zellen. Zur
Ubersicht und Vollstandigkeit sind auch die R/S Ratios der FR Regionen abgebildet. Die R/S
Ratios der CDR (und FR) Regionen wurden zwischen den unterschiedlichen
Zellpopulationen mittels chi-square Test verglichen. Signifikante Unterschiede (p<0,05) sowie
nicht-signifikante Ergebnisse (p>0,05) sind Uber den geschweiften Klammern angegeben.

Anfang und Ende der Klammern zeigen auf die miteinander verglichenen Populationen.
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3.3 Sequenzhomologien der B-Zellen

Die einzelnen B-Zellen wurden anhand der CDR3 Region auf Homologien ihrer
Nukleotidsequenzen hin untersucht. Eine identische CDR3 L&nge, identische V(D)J
Verknupfungsstellen und damit die Verwendung gleicher Gensegmente sowie das
Vorkommen von P und N Nukleotiden dienten hierbei als Vergleichsreferenzen. Zur
Gruppe der Zellen mit Sequenzhomologien wurden alle Zellen gerechnet, die ihre
V(D)J Rearrangements mit einer oder mehreren anderen B-Zellen teilten (Abb. 21).
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Abbildung 21: Anteil der Zellen mit Sequenzhomologi en am Gesamtgut der pro
Population analysierten B-Lymphozyten

Aufgezeigt ist der prozentuale Anteil der Zellen mit Sequenzhomologien an der Gesamtheit
der Zellen der CD19*CD27 CD38"", der CD19*CD27**CD38"" sowie der CD19'CD27*CD38"
B-Zellen. 17 von 71 Zellen der CD19'CD27 CD38"" B-Zellen, 21 von 86 Zellen der der
CD19'CD27""'CD38"" B-Zellen und 8 von 62 Zellen der CD19*CD27'CD38" Population
zéhlten jeweils zur Gruppe der Zellen mit Sequenzhomologien.

Fur die CD19°CD27'CD38" B-Zellen ergaben sich die Sequenzhomologien in allen Fallen
aus dem Vergleich der kappa Leichtkette. Bei der CD19°CD27"*CD38"" Population lieRen
sich die Sequenzhomologien fir 5 Zellen aus der kappa Leichtkette und fur 6 Zellen aus der
schweren Kette bestimmen. Fur 10 Zellen wurden die Sequenzhomologien sowohl aus der
kappa Leichtkette als auch aus der schweren Kette bestimmt. Im Falle der
CD19°CD27°CD38" B-Zellen ergaben sich die Sequenzhomologien fiir 6 Zellen aus der

kappa Leichtkette und fiir 2 Zellen aus der schweren Kette.
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3.3.1 Identische V(D)J Genrearrangements von B-Zell en innerhalb der einzel-
nen B-Zell-Populationen (Tab. 24)

13 Zellen der CD19*CD27'CD38"" B-Zell-Population, 16 CD19*CD27**CD38"" B-
Zellen und 4 CD19°CD27°CD38 B-Zellen zahlten innerhalb ihrer eigenen Population
zur Gruppe der Zellen mit Sequenzhomologien und damit identischen V(D)J
Genrearrangements. Die Sequenzhomologien konnten an identischen CDR3
Regionen der leichten Kette (15 Zellen) oder der schweren Kette (8 Zellen)
festgemacht werden (Tab. 24).

In 10 Fallen standen fir die Untersuchung auf gleiche V(D)J Genrearrangements
sowohl die leichte Kette als auch die schwere Kette einer Einzelzelle zur Verfigung.
Hierbei fanden sich fur beide Ketten jeweils identische V(D)J Genrearrangements der
entsprechenden B-Zellen (Tab. 24).

Die CDR3 Regionen der Sequenzen dieser identisch rearrangierten B-Zellen zeigten
die jeweils gleichen Mutationen. Lediglich in 1 Zelle der CD19"CD27 CD38"" B-Zell-
Population unterschied sich die sonst identische CDR3 in der Mutationszahl um 1
Punktmutation (Tab. 24).

3.3.2 Populations-ubergreifende identische VJ Genre arrangements von B-
Zellen (Tab. 25)

Weiter wurden die Sequenzen zwischen den einzelnen Zellpopulationen auf
Sequenzhomologien untersucht, um die Frage einer mdglichen klonalen
Differenzierung von Vorlauferzellen (z.B. CD19°CD27'CD38") zu weiter
differenzierten Zellen (z.B. CD19°CD27""CD38"" und CD19°CD27°CD38) zu
untersuchen.

Ein Populations-tbergreifender Vergleich der CDR3 Regionen der einzelnen Zellen
konnte zeigen, dass sich die Homologien der Sequenzen einiger B-Zellen tber die
Populationsgrenze hinaus auf eine andere Population erstreckten (Tab. 25).
Insgesamt wurden 7 solcher Populations-tbergreifenden ,Zellgruppen“ gefunden
(Tab. 25). Deren Sequenzhomologien ergaben sich aus den VJ Genrearrangements
der leichten Kette, die entsprechenden Genrearrangements der schweren Kette
dieser Zellen konnten praanalytisch nicht gewonnen werden.

Zellgruppe 1 bestand aus 3 Zellen, deren VJ Genrearrangements identisch waren,
wobei jede Zelle einer anderen Population entstammte (CD19'CD27°CD38",
CD19°CD27""CD38"" und CD19°CD27°CD38") (Tab. 25). Sowohl CDR3 als auch die
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restliche Nukleotidabfolge der Gensequenzen der drei Zellen waren identisch (Tab.
25).

Aus der phéanotypischen Information der sortierten Zellen (Oberflachenmarker/
Differenzierungsstadium), den Sequenzhomologien der unterschiedlich
differenzierten B-Zellen sowie den Unterschieden in der Anzahl somatischer
Mutationen in den jeweiligen Sequenzen lie3 sich ein hypothetischer
Differenzierungsweg des vermuteten B-Zell Klons erstellen, welcher als

genealogischer Stammbaum dargestellt wurde (Abb. 22):

11/Vk3/A11l_Vkappa3
VRN

I/IVk6/F3_Vkappab Ao 111/Vk3/A2_Vkappa3

Abbildung 22: Zellgruppe 1 (Klonl) — genealogischer Stammbaum
A27: Keimbahngensequenz, NB: ,Naive B-Zelle* (CD19°'CD27'CD38"), PB: ,Plasmablast"
(CD19°CD27*"CD38™), MB: ,Gedachtnis-B-Zelle* (CD19°CD27°CD38)

Die Pfeile verbinden die potentiell aus einander entstandenen B-Zellen. Am Pfeilende liegt

—
oo

die Zelle, aus der sich die Zelle an der Pfeilspitze entwickelt hat. Zahlen entlang der Pfeile:

Anzahl der Mutationen, in denen sich die Gensequenzen zweier Zellen unterscheiden

52



Die jeweiligen Sequenzhomologien (Tab. 25) der anderen 6 Zellgruppen erstreckten

sich vornehmlich Uber zwei verschiedene Populationen (Tab. 25) und ergaben

018/08

lo

2K1-C1_VKN-1
2K1-E2_VKN-1
\ A
0
1/VK1/G10_VKN-1
3/VK1/A8_Vk1

Abbildung 23: Zellgruppe 2 und 3 (Klon 2 und Klon 3 ) — genealogischer Stammbaum
L8, 018/08: Keimbahngensequenzen, NB: ,Naive B-Zelle* (CD19+CD27‘CD38+"), PB:
,Plasmablast* (CD19°CD27""CD38™), MB: ,Gedachtnis-B-Zelle* (CD19°CD27°CD38)

Die Pfeile verbinden die potentiell aus einander entstandenen B-Zellen. Am Pfeilende liegt

folgende genealogische Stammb&aume:

-—
©

die Zelle, aus der sich die Zelle an der Pfeilspitze entwickelt hat. Zahlen entlang der Pfeile:

Anzahl der Mutationen, in denen sich die Gensequenzen zweier Zellen unterscheiden

\ |ty

\#
I/Vkl/E4_Vkappal A I/VK1/C3_Vkappal

Abbildung 24: Zellgruppe 4 (Klon 4)  — genealogischer Stammbaum

012/02: Keimbahngensequenz

NB: ,Naive B-Zelle* (CD19*CD27CD38"), PB: ,Plasmablast (CD19°'CD27"*CD38"), MB:
,Gedachtnis-B-Zelle* (CD19°CD27°CD38)

Die Pfeile verbinden die potentiell aus einander entstandenen B-Zellen. Am Pfeilende liegt
die Zelle, aus der sich die Zelle an der Pfeilspitze entwickelt hat. Zahlen entlang der Pfeile:
Anzahl der Mutationen, in denen sich die Gensequenzen zweier Zellen unterscheiden

Zelle mit Schraffur: hypothetische Zwischenzelle
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@ X 1/VK1/G4_VKN-1
1/VK1/B12_VKN-1 3/VKL/F1_ VK1

Abbildung 25: Zellgruppe 5 (Klon 5)  — genealogischer Stammbaum

A30: Keimbahngensequenz, NB: ,Naive B-Zelle* (CD19'CD27'CD38"), PB: ,Plasmablast"
(CD19°CD277°CD38™), MB: ,Gedachtnis-B-Zelle* (CD19°CD27°CD38)

Die Pfeile verbinden die potentiell aus einander entstandenen B-Zellen. Am Pfeilende liegt
die Zelle, aus der sich die Zelle an der Pfeilspitze entwickelt hat.

Zahlen entlang der Pfeile: Anzahl der Mutationen, in denen sich die Gensequenzen zweier
Zellen unterscheiden

Zelle mit Schraffur: hypothetische Zwischenzelle

| l

2/VK4/A11_VKk4 7 @ @

/i

\7
1K4-C2_VKN-4 1K4-E10_VKN-4 <T 3/Vk4/B7_Vkappas

Abbildung 26: Zellgruppe 6 und 7 (Klon 6 und Klon 7 ) — genealogischer Stammbaum
A30: Keimbahngensequenz, NB: ,Naive B-Zelle" (CD19+CD27‘CD38+"), PB: ,Plasmablast"
(CD19'CD27*"CD38™), MB: ,Gedachtnis-B-Zelle* (CD19°CD27°CD38))

Die Pfeile verbinden die potentiell aus einander entstandenen B-Zellen. Am Pfeilende liegt
die Zelle, aus der sich die Zelle an der Pfeilspitze entwickelt hat.

Zahlen entlang der Pfeile: Anzahl der Mutationen, in denen sich die Gensequenzen zweier
Zellen unterscheiden

Zelle mit Schraffur: hypothetische Zwischenzelle
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Mit Ausnahme von 3 Zellgruppen (Zellgruppe 3, 4 und 6) war die Zahl der Mutationen
der Genrearrangements der einzelnen Zellen einer Gruppe stets identisch (Tab. 25).
Zellgruppe 3 ergab eine zusatzliche Mutation in  der Sequenz der
CD19'CD27*"'CD38" B-Zelle (,Plasmablast®) im Vergleich zur CD19"CD27°CD38""
B-Zelle (,Naive B-Zelle*) (Tab. 25, Abb. 23). Ein &hnliches Phanomen lie sich fur
Zellgruppe 4 Dbeschreiben: Wahrend sich innerhalb der Sequenz der
CD19°CD27°CD38 B-Zelle (,Gedachtnis-B-Zelle*) 8 Mutationen fanden, zeigte die
CD19'CD277'CD38™ Zelle eine Mutation mehr (Tab. 25, Abb. 24).

Zellgruppe 6 enthielt trotz des gleichen VJ Genrearrangements der CD19°CD27
CD38" und der CD19*CD27**CD38"* B-Zelle nur 1 gemeinsame Mutation innerhalb
der CDR3 Region (Abb. 27). Sonst gab es keine Uberschneidungen in den
Mutationen (Tab. 25).

Aufgrund der gemeinsamen Mutation und des identischen VJ Genrearrangements
beider Zellen lie3 sich fur Zellgruppe 6 jedoch eine gemeinsame Vorlauferzelle
annehmen, deren Expansion und Differenzierung zu den beiden genannten B-Zellen
fihrte (Abb. 26).

 CDR3 CDR3%]
NKiiAL vka —>  TGT CAG CAA TAT Q®T ACT CCT CGA Ac@ TTC

CD27+
1K4-C2_VKN-4 — TGT CA@ CAA TAT TAT AWT ACT T CGAACYHTTC

Abbildung 27: Nukleotidsequenz der CDR3 Region flr Zellgruppe 6

Dargestellt ist die Nukleotidsequenz der kompletten CDR3 Region (Vi und Jx Segment) fir
die CD19'CD27'CD38" B-Zelle (2/Vk4/A11_Vk4) im Vergleich zur CDR3 Region der
CD19'CD27""'CD38"™ B-Zelle (1K4-C2_VKN-4). Mutationen als Abweichungen von der
Keimbahnsequenz sind durch Ellipsen markiert. Die urspringlichen Nukleotide der Keim-
bahnsequenz stehen als schwarze Lettern innerhalb der Ellipsen.

A: Adenin, C: Cytosin, G: Guanin, T: Thymin
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4 Diskussion

Die Pathogenese der Juvenilen Idiopathischen Arthritis ist bislang wenig verstanden.
Eine Beteiligung von B-Zellen scheint jedoch mdglich, da bei einigen Subtypen der
JIA als serologisch wichtiger Parameter Antinukledre Antikérper auftreten (7). Bei der
Oligoarthritis, -einem der haufigsten Subtypen der JIA, finden sich ANA in annahernd
70% der Falle (72).

B-Zellen kdonnen auf unterschiedliche Art und Weise an der Pathogenese von
Autoimmunerkrankungen teilhaben. Am langsten bekannt ist der Mechanismus der
(Auto)antikorper Produktion. Hierbei differenzieren sich B-Zellen nach vorheriger
Aktivierung zu Plasmazellen, die besagte Antikorper sezernieren. Neben der
Antikérper Produktion scheinen B-Zellen auch eine wichtige Rolle als Antigen-
prasentierende Zellen in der T-Zell Aktivierung (63) und Aufrechterhaltung
chronischer Entziindungsreaktionen zu spielen. All diesen Méglichkeiten geht eine
vorherige Aktivierung und teils auch Differenzierung der B-Zellen zu Effektorzellen
voraus.

Die B-Zell Aktivierung und Differenzierung im physiologischen Kontext findet in den
Keimzentren sekundar lymphatischer Organe statt. Ahnlich zu diesen Keimzentren
treten anndhernd gleich organisierte Strukturen auch im entziindeten Gewebe von
Patienten mit Autoimmunerkrankungen auf (,tertidar lymphatisches Gewebe®,
.lymphoide Neogenese*) (64-67,69). Inwieweit in solchen Keimzentrums-ahnlichen
Strukturen auch eine B-Zell Aktivierung und B-Zell Differenzierung sowie
maoglicherweise eine Generierung von Autoantikdrper-produzierenden Plasmazellen
in situ stattfindet ist Gegenstand derzeitiger Diskussion.

Arbeiten Uber die Rheumatoide Arthritis (und andere der JIA Klinisch und
pathologisch &hnliche Krankheiten) haben Ansammlungen von mononukleédren
Zellen, insbesondere auch von B-Lymphozyten im entziindeten Synovialgewebe der
betroffenen Gelenke beschrieben (64). Ein Halo von Plasmazellen umgab die
mononukledren Infiltrate, welche morphologisch an Follikel-ahnliche Strukturen
(Keimzentren) erinnerten (64). Es wurden Hinweise auf eine Differenzierung der
Plasmazellen aus den zentral gelegenen Vorlauferzellen gesucht (64). Man
vermutete eine Verwandtschaft zwischen den Vorlauferzellen im Zentrum der Follikel

und den umgebenden Plasmazellen, konnte diese aber bisher nicht explizit
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aufzeigen. Auch fur die JIA wurden mononukledre Infiltrate mit Keimzentrums-
Charakter in der Synovia betroffener Gelenke beschrieben (73).

In einer vorherigen Dissertation konnte gezeigt werden, dass Plasmazellen im
Gelenk von Patienten mit JIA akkumulieren (74). Diese Plasmazellen zeigten den
Phanotyp einer kirzlich entstandenen, aktivierten Zelle (,Plasmablast), so dass die

Hypothese aufgestellt wurde, diese Zellen seien direkt im Gelenk entstanden (74).

Die vorliegende Arbeit beschaftigte sich mit dieser Hypothese. Mittels einer
Kombination aus phanotypischer Zuordnung bestimmter B-Zell Differenzierungs-
stadien (Durchflusszytometrie) sowie Einzelzellsortierung, Amplifikation und
Sequenzierung des rearrangierten Immunglobulingens individueller B-Zellen wurde
der Frage nach klonaler Verwandschaft unterschiedlich differenzierter B-Zell Stadien
innerhalb des Gelenkes nachgegangen.

Mittels Durchflusszytometrie und Einzelzellsortierung wurden 576 B-Zellen aus den
Synovialflissigkeitsproben zweier Patientinnen mit JIA gewonnen.

Durch die Markierung der Zellen mit fluoreszierenden Antikérpern gegen die
Oberflachenmolekile CD19, CD27, und CD38 konnten die Zellen unterschiedlichen
Zellpopulationen zugeordnet werden: CD19*CD27'CD38", CD19*CD27"*CD38""
und CD19°CD27°CD38" B-Zellen. CD19 diente als Marker zur Abgrenzung von B-
Zellen gegenlber anderen lymphozytaren Zellen. Durch die Expression von CD27
konnen innerhalb der B-Zellen Gedéachtnis B-Zellen von naiven B-Zellen
unterschieden werden (75). Die Kombination aus starker Expression von CD27 und
CD38 kann innerhalb der CD19" B-Zellen Plasmablasten/Plasmazellen abgrenzen
(76,77). Neben der Expression von Oberflachenmolekilen kénnen weiter differen-
zierte B-Zellen (Gedachtnis B-Zellen und Plasmazellen) durch das Vorhandensein
somatisch hypermutierter Immunglobulingene identifiziert werden.

Im Zuge der Somatischen Hypermutation kdnnen wahrend einer Keimzentrums-
reaktion Punktmutationen in die Gensequenz einer B-Zelle eingefugt werden. Diese
Mutationen dienen vornehmlich der Affinitatszunahme einer B-Zelle gegeniber ihrem
spezifischen Antigen, konnen deren Funktionalitat jedoch auch negativ
beeintrachtigen und sogar zum Funktionsverlust fuhren (11).

Wie bereits von der phanotypischen Charakterisierung anzunehmen, konnte in den
V(D)J-Rearrangements der CD19°CD27°'CD38" Plasmablasten sowie der
CD19°CD27°CD38 Gedéachtnis B-Zellen eine hohe Mutationsrate im Sinne von
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Somatischer Hypermutation detektiert werden. Jedoch zeigte auch ein Grol3teil der
CD19'CD27'CD38"" (,naiven“) B-Zellen Anzeichen Somatischer Hypermutation. Die
Mutationsrate dieser Zellen war niedriger als die der anderen beiden
Zellpopulationen (sowohl bezogen auf die Analyse aller Sequenzen als auch die der
mutierten Sequenzen).

Somit zeigten CD27" als auch CD27 B-Zellen im Gelenk dieser Patienten ein
molekulares Muster einer Gedachtnis B-Zelle, wobei jedoch die Mutationsrate der
CD27 B-Zelle niedriger als die der CD27" B-Zelle erschien.

Bislang wurden B-Zellen, auf deren Oberflache sich kein CD27 nachweisen liel3 als
naive B-Zellen eingestuft. Aktuelle Arbeiten konnten aber Gedachtnis B-Zellen
charakterisieren, die ebenfalls negativ fur CD27 waren, jedoch somatische
Hypermutationsereignisse und einen Immunglobulinklassenwechsel aufwiesen (78).
Diese Zellen scheinen im Blut von Patienten mit systemischen
Autoimmunerkrankungen sowie chronischen Virusinfektionen expandiert zu sein.
Zudem konnte diese B-Zell Population in der Tonsille nachgewiesen werden (79-81).
Maoglicherweise deutet die hohe Mutationsrate der in dieser Arbeit sortierten
CD19'CD27'CD38"" B-Zellen auf die Zugehérigkeit zu einer solchen CD27 negativen
Gedachtnis B-Zell-Population hin.

Das Vorhandensein von somatischen Hypermutationsereignissen in den drei
untersuchten Zellpopulationen des Gelenkes von Kindern mit JIA liel3 vermuten, dass
diese Zellen bereits Antigenkontakt hatten und moglicherweise durch eine
Keimzentrumsreaktion gelaufen sind, da hier hauptsachlich Somatische
Hypermutation stattfindet. In den Keimzentren findet eine Affinitatsreifung der Zellen
im Zuge einer Antigen-abhangigen Immunantwort statt (82), in deren Folge sich als
molekulares Muster eine erhohte Ratio von Austausch- zu stummen Mutationen in
den CDR Regionen nachweisen lasst. Daher wurde in den drei Zellpopulationen das
Verhaltnis zwischen Austauschmutationen und stillen Mutationen untersucht,
insbesondere im Hinblick auf ihre Verteilung in den unterschiedlichen CDR und FR
Bereichen. Die CDR Regionen stellen die hypervariablen Bereiche des
Immunglobulingens dar und sind damit die Areale, die vornehmlich fir die
Antigenbindung zustandig sind (22). Veranderungen durch Austauschmutationen in
den CDR Regionen fiihren also mit grof3er Wahrscheinlichkeit zu Veradnderungen der

Affinitat eines Antikorpers gegeniber seinem Antigen. Austauschmutationen in den

58



FR Regionen der Immunglobulingensequenzen hingegen modifizieren die Affinitat
kaum bis gar nicht (83).

In allen drei Zellpopulationen lieRen sich héhere R/S Ratios in den CDR Regionen
gegenuber den FR Regionen nachweisen. Die vornehmliche Modifikation von CDR
Regionen konnte also bedeuten, dass wahrend der Aktivierung der B-Zellen ein
Selektionsprozess stattgefunden hat und vor allem Zellen Gberlebt haben, die ihre
Affinitat zu einem bestimmten Antigen verandert und mutmalflich verbessert haben.
Um welches Antigen es sich hierbei jedoch handelt, bleibt offen.

B-Zellen kdnnen im Rahmen ihrer Differenzierung mehrmalig aktiviert werden und
mehrfach durch Keimzentren sekundar lymphatischer Organe wandern. Hierbei
kommt es zu einer Zunahme von somatischen Hypermutationsereignissen und
maoglicherweise auch zu einer Zunahme der R/S Ratios in den CDR Regionen im
Rahmen der Affinitatsreifung.

Es wurde deshalb verglichen, ob sich die einzelnen Zellpopulationen in den R/S
Ratios ihrer CDR Regionen unterscheiden. Fasste man alle CDR Regionen
zusammen, ergaben sich keine signifikanten Unterschiede. Lediglich bei separater
Betrachtung der CDR Regionen (CDR 1 bis CDR3) konnte fiir die CDR2 Region eine
Zunahme der R/S Ratio von der CD19'CD27'CD38"" bzw. CD19*CD27'CD38" zur
CD19°CD277"CD38"" B-Zell-Population beobachtet werden. Dass dieser Trend vor
allem und nur in der CDR2 Region im Vergleich der drei Zellpopulationen auftrat,
kénnte Zufall sein, deutet moglicherweise aber auch auf ein spezifisches Antigen hin,
was insbesondere Uber Modifikation der CDR2 Region besser an das Immunglobulin
gebunden werden konnte. Allerdings war dieses Phanomen nur fur die
Gensequenzen der schweren Kette zu beobachten und trat bei Betrachtung der
leichten Kette nicht auf.

Anhand der Analyse von Somatischer Hypermutation in den Immunglobulingenen
der drei sortierten B-Zell Populationen liel3 sich somit zeigen, dass diese molekulare
Muster einer Antigen-aktivierten Zelle aufweisen. Zudem lie3 die erhdhte R/S Ratio
der CDR2 Region in den CD19°CD27"'CD38"" Zellen (,Plasmablasten*) gegeniiber
den anderen beiden Zellpopulationen vermuten, dass in diesen Zellen vermehrt
Affinitatsreifung und Selektion stattgefunden haben. Ob dies in den Keimzentren
sekundar lymphatischer Organe geschehen ist oder in der entzindeten Synovia
selbst, lasst sich aus den Daten der somatischen Hypermutationsereignisse allein

nicht feststellen.
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Der Nachweis von Plasmazellen (CD19°CD277"CD38™) in den betroffenen Gelenken
implizierte zwei potentielle Erklarungen fur ihr Vorhandensein: Einerseits kénnten B-
Zellen in der Peripherie (in den Keimzentren sekundar lymphatischer Organe) nach
Kontakt zu einem spezifischen Antigen zu Plasmazellen differenzieren, welche als
Plasmablasten, - fahig zur Migration, aufgrund noch unbekannter Faktoren in die

betroffenen Gelenke wandern und dort akkumulieren. Proinflammatorische Zytokine

wie TNF-, und Lymphotoxin sowie Chemokine (CXCL13) wurden vermehrt in der

entzindeten Synovia nachgewiesen und konnten das Einwandern von B-Zellen
begunstigen (70).

Die zweite mogliche Erklarung fur das Vorhandensein der Plasmazellen kdnnte ein
Prozess der Ausdifferenzierung innerhalb des Gelenkes sein.

Bei der RA waren die mononuklearen Infiltrate der Synovia auf klonal expandierte B-
Zellen hin untersucht worden. Das Vorhandensein von B-Zellen mit gleichem VDJ
Rearrangement, jedoch unterschiedlichen Mutationen innerhalb einer Population liel3
eine klonale Expansion und mdoglicherweise Differenzierung innerhalb des
entziindeten Synovialgewebes vermuten (64). In einer weiteren Analyse konnten
jedoch keine identischen VDJ Rearrangements zwischen Vorlauferzellen (CD20" B-
Zellen) und weiter differenzierten B-Zell Stadien (Wuel® Plasmazellen) gefunden
werden (70).

Somit konnte ein Nachweis klonaler Verwandschaft zwischen diesen B-Zell Stadien
und damit auch der Nachweis von klonaler Differenzierung der Plasmazellen in situ

nicht eindeutig erbracht werden.

In der vorliegenden Arbeit wurden die aus der Synovialflissigkeit von Patienten mit
JIA gewonnenen B-Lymphozyten durch Vergleich ihrer V(D)J Genrearrangements
der leichten Kette und der schweren Kette ebenfalls auf Sequenzhomologien und
maogliche Anzeichen klonaler Expansion bzw. klonaler Differenzierung hin untersucht.
Es ergaben sich 21 Zellgruppen, die aus Zellen mit pro Gruppe jeweils identischen
V(D)J Rearrangements, insbesondere identischen CDR3 Regionen bestanden. Die
CDR3 vereint die Verkntpfungsstellen der einzelnen Gensegmente (V, (D) und J).
Ein zufédlliges Auftreten des exakt gleichen V(D)J Genrearrangements bei
unterschiedlichen Zellen ist aufgrund der immens groRen Anzahl von 10** theoretisch

maoglichen Antikorperspezifitaten (22) sehr unwahrscheinlich. Somit lassen identische
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V(D)J Genrearrangements eine Verwandtschaft im Sinne einer klonalen Expansion
der entsprechenden B-Zellen annehmen.

14 der 21 in dieser Arbeit detektierten Klone, also Zellgruppen mit
Sequenzhomologien, bestanden aus Zellen, die ihre homologen Sequenzen jeweils
innerhalb einer Population trugen und somit als innerhalb einer Population klonal
expandierte Zellen gedeutet wurden.

Diese Zellklone kdnnten einen Hinweis auf eine Expansion und Differenzierung von
B-Zellen innerhalb des betroffenen Gelenkes darstellen. Es erscheint
unwahrscheinlich, dass in 14 Fallen Zellen mit gleichen oder durch Mutationen gering
modifizierten Genrearrangements innerhalb des gleichen Entziindungsortes

anzutreffen sind.

Der eigentlichen Fragestellung naher brachte die Detektion von 7 populations-
Ubergreifenden Klonen.

Insbesondere Klon 1 lieferte Hinweise auf eine terminale Differenzierung von B-
Zellen innerhalb des Gelenkes. Klon 1 bestand aus 3 Einzelzellen, deren identische
Immunglobulingenrearrangements von der Vorlauferzelle (CD19+CD27-CD38+/-) zu
weiteren Differenzierungsstufen (CD19°CD277"CD38"" sowie CD19'CD27°CD38)
verfolgt werden konnten. Das bedeutete, dass der Differenzierungsweg einer B-Zelle
von der Naiven B-Zelle zum Plasmablasten bzw. zur Gedachtnis-B-Zelle
nachvollziehbar wurde, und zwar innerhalb eines Gelenkes. Gesetzten Falls die
klonale Expansion der Zelle hatte auch in diesem Fall aul3erhalb des Gelenkes
stattgefunden, dann ware die Wahrscheinlichkeit einer Detektion aller drei
Differenzierungsstufen in einem einzigen Gelenk verschwindend gering gewesen.

Es lieR3 sich also eine klonale Verwandtschaft von Vorlaufer-B-Zellen hin zu weiteren
Differenzierungsstufen zeigen, wobei alle drei Differenzierungsstufen innerhalb des
betroffenen Gelenkes detektiert wurden.

Klon 1 umfasste drei Zellpopulationen, die anderen 6 Populations-ibergreifenden
Klone umspannten jeweils zwei unterschiedliche Populationen.

Die Detektion dieser Populations-ubergreifenden Klone zeigte, dass die Expansion
und Differenzierung der B-Zellen zumindest teilweise im Entzindungsort selbst
abzulaufen scheint. In welchem Ausmald dies geschieht bleibt jedoch Gegenstand
der Forschung. Einschrankend ist jedoch festzustellen, dass die Hypothese der

klonalen Differenzierung nur auf der Analyse der kappa Leichtkette beruht, da die
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Rearrangements der schweren Kette in diesen Zellen aus technischen Griinden nicht

amplifiziert werden konnten.

Einige der im Synovialgewebe von RA oder JIA Patienten gezeigten mononukleéren
Zellinfiltrate &hnelten morphologisch Follikelstrukturen (64, 73), so dass man eine
Entwicklung der B-Zellen im Sinne einer Keimzentrumsreaktion fur moéglich hielt. Im
Falle der RA ergaben die Daten Hinweise auf klonal expandierte B-Zellen. Diese
zeigten identische Genrearrangements, jedoch mit unterschiedlicher Anzahl
somatischer Mutationen, was auf eine klonale Diversifizierung der B-Zellen im Sinne
einer Keimzentrumsreaktion innerhalb des Synovialgewebes schlie3en liel3 (70).
Wahrend der angenommenen Ausdifferenzierung akquirierten diese als Klon
expandierenden Zellen im Zuge der Somatischen Hypermutation Punktmutationen,
so dass die Funktion der Keimzentrums-ahnlichen Infiltrate als tatsédchliches
Keimzentrum plausibel schien (70). Auch bei der JIA wurden Strukturen mit
Follikelcharakter gefunden (73). Aus der Analyse der somatischen
Hypermutationsereignisse in den klonal expandierten Zellen der von uns
untersuchten Patienten mit JIA liel3 sich jedoch kein Hinweis auf intraklonale
Diversifizierung finden. Lediglich bei wenigen Klonen (Klon 3, 4 und 6) konnte eine
Zunahme der Mutationsereignisse von einer Vorlauferzelle bis hin  zur
Plasmazelle/Plasmablasten postuliert werden. Somit ist davon auszugehen, dass
innerhalb des Gelenkes zwar eine Kklonale Expansion und auch klonale
Differenzierung von B-Zellen stattfindet. Eine klonale Diversifizierung des
Immunglobulin-Repertoires scheint jedoch — im Unterschied zu einer klassischen
Keimzentrumsreaktion — entweder schwer nachweisbar oder nicht signifikant
vorhanden zu ein. Mdglicherweise sind die B-Zellen im Gelenk Antigen-unspezifisch
aktiviert worden. Hier kame z.B. die Aktivierung Uber Rezeptoren des angeborenen
Immunsystems (Toll-like Rezeptoren) oder tber Zytokinrezeptoren (BAFF-Rezeptor)
in Frage (84, 85).

B-Zellen konnten so aktiviert werden und zu Kkurzlebigen Plasmablasten
differenzieren. Eine Affinitatsreifung im Sinne einer klassischen, durch Antigen

ausgelosten Keimzentrumsreaktion wirde jedoch ausbleiben.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass sich sowohl die CD27" als auch die

CD27 B-Zellen des Gelenkes von Patienten mit JIA aufgrund des Vorhandenseins
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von somatischen Hypermutationsereignissen einer Gedachtnis B-Zell Population
zuordnen lassen. Sowohl die Gedachtnis B-Zell Population als auch die Plasma-
blasten zeigten molekulare Muster, die auf eine abgelaufene Antigen-
Selektion/Affinitatsreifung hinwiesen.

Aus dem Vergleich der V(D)J Rearrangements ergaben sich Hinweise auf eine
klonale Expansion und klonale Differenzierung von B-Zellen in situ. Eine intraklonale
Diversifizierung konnte jedoch nicht nachgewiesen werden, so dass sich keine
Hinweise auf eine im Gelenk ablaufende Affinitatsreifung der B-Zellen ergaben.
Inwieweit die klonale Expansion und Differenzierung der B-Zellen mit Toleranzbruch
und Entstehung von Autoimmunitat assoziiert ist, lasst sich aus den vorhandenen
Daten nicht eindeutig klaren.

Interessant erscheint jedoch, dass sich ahnliche Muster der B-Zell Differenzierung
auch im Gelenk von Patienten mit RA fanden, diese jedoch nicht mit dem
Vorhandensein von Autoantikbrpern assoziiert war (86). In einer anderen Arbeit
lieRen sich jedoch Hinweise auf eine Autoantikorperproduktion im Gelenk finden (87).
Zur Beantwortung dieser Fragestellung kdnnte fur weitere Projekte die Methode der
rekombinanten Antikorperherstellung aus individuellen B-Zellen herangezogen
werden (88).
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5 Zusammenfassung

Die Juvenile Idiopathische Arthritis (JIA) ist eine der haufigsten Ursachen von
Gelenkbeschwerden im Kindesalter. Die Pathogenese der Erkrankung ist bisher
wenig verstanden. Da sich jedoch bei einigen Subtypen der JIA Antinukledre
Antikdrper (ANA) nachweisen lassen, liegt eine Beteiligung von B-Lymphozyten
nahe.

Bei vielen Autoimmunerkrankungen lasst sich an dem Ort der Entziindung ektopes
lymphatisches Gewebe mit Keimzentrums-ahnlichen Strukturen finden. Somit stellte
sich die Frage, ob auch in dem Gelenk der Patienten mit JIA eine Differenzierung von
B-Zellen zu Plasmazellen stattfindet.

B-Zellen wurden uber eine Dichtegradientenzentrifugation aus der Synovialfliissigkeit
zweier an JIA erkrankter Patientinnen gewonnen und anschlieBend mittels
Durchflusszytometrie anhand von spezifischen Fluoreszenzmarkierungen einzeln
sortiert und drei verschiedenen Zellpopulationen zugeordnet: CD19°CD27CD38""
(,Naive B-Zellen*), CD19'CD27""CD38"" (Plasmablasten) und CD19°CD27°CD38
(Gedachtnis  B-Zellen). Uber die PCR konnten die Immunglobulin-V(D)J
Genrearrangements der einzelnen B-Zellen amplifiziert und sequenziert werden.
Somit lag die genetische Information des spezifischen Immunglobulins einer jeden
Zelle einzeln vor.

Mutationsanalysen der einzelnen Sequenzen ergaben eine hohe Mutationsrate der
CD19°CD27""CD38"" Plasmablasten sowie der CD19°CD27°CD38  Gedachtnis B-
Zellen im Sinne von Somatischer Hypermutation. Aber auch ein Grof3teil der
CD19'CD27'CD38""  (,naiven“) B-Zellen lieferte  Anzeichen Somatischer
Hypermutation. Diese CD27" Zellen galten stets als naive B-Zellen, sind jedoch
wahrscheinlich einer erst kirzlich beschriebenen CD27 negativen Gedachtnis B-Zell-
Population zuzuordnen, was die Hypermutationen erklaren kénnte.

Folglich lieBen sich also sowohl die CD27" als auch die CD27 B-Zellen des
Gelenkes von Patienten mit JIA aufgrund des Vorhandenseins von somatischen
Hypermutationsereignissen einer Gedachtnis B-Zell Population zuordnen. Sowohl die
Gedachtnis B-Zell Population als auch die Plasmablasten zeigten molekulare Muster,

die auf eine abgelaufene Antigen-Selektion/Affinitatsreifung hinwiesen.
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Anhand identischer V(D)J Genrearrangements, insbesondere identisch rearrangierter
CDR3 Regionen wurden die einzelnen Zellen auf klonale Verwandschaft untersucht.
In den Analysen ergaben sich insgesamt 21 Klone, das heil3t Gruppen von Zellen mit
Sequenzhomologien. 14 hiervon bestanden aus Zellen, die innerhalb einer einzelnen
Zell-Population klonal expandiert waren. 7 jedoch zeigten eine Populations-
Ubergreifende Prasenz und machten den Differenzierungsweg einer B-Zelle im
Gelenk nachvollziehbar. Es ergaben sich also Hinweise auf eine klonale Expansion
und klonale Differenzierung von B-Zellen in situ. Anhalt fur eine im Gelenk
ablaufende Affinitatsreifung besagter B-Zellen im Sinne einer Keimzentrumsreaktion
fand sich jedoch aufgrund fehlender intraklonaler Diversifizierung der klonal
expandierten B-Zellen nicht.

Inwieweit die klonale Expansion und Differenzierung der B-Zellen mit Toleranzbruch
und Entstehung von Autoimmunitat assoziiert ist, lasst sich aus den vorhandenen
Daten nicht eindeutig klaren. Zur Beantwortung dieser Fragestellung konnte fur
weitere Projekte die Methode der rekombinanten Antikorperherstellung aus

individuellen B-Zellen herangezogen werden.
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6 Abklrzungen

A Adenin

Abb. Abbildung

AID Aktivierungsinduzierte Cytidin Deaminase
ANA Antinukle&are Antikorper

BAFF B Cell Activating Factor

bp Basenpaar

BSA Bovine Serum Albumine

BZR B-Zell Rezeptor

C Cytosin

CD Cluster of Differentiation

cDNA complementary DNA

CDR Complementary Determining Region
Cx konstante Region der schweren Kette
CL konstante Region der leichten Kette

D Diversity Segment der schweren Kette
ddNTP Didesoxynukleotidtriphosphat

DMSO Dimethylsulfoxid

dNTP Desoxynukleotidtriphosphat

EDTA Ethylendiamintetraacetatessigsaure
EOPA Early Onset Pauciarticular Arthritis
ETBR Ethidiumbromid

EULAR European League Against Rheumatism
FACS Fluorescence Activated Cell Sorting
Fig Figur

FITC Fluorescein-Isothiocyanat

FR Framework Region

FSC Forward Scatter

G Guanosin

H schwere Kette

HLA Humanes Leukozytenantigen

IFN Interferon

Ig Immunglobulin

lga/lgp Signaltransduktionseinheit des B-Zell Rezeptors

66



ILAR
JH
JIA
Jk

JL
kb

MB
MgCl,
MHC
min

mk

pl

ml

mM
MRNA
N-Nukleotid
NacCl

NB
Oligo-dT
P-Nukleotid
PB

PBS

PE

R

RA

RAG

RF

RNA
rpm
RPMI

Interleukin

International League of Associations for Rheumatology
Joining Segment der schweren Kette
Juvenile Idiopathische Arthritis
Joining Segment der kappa Leichtkette
Joining Segment der leichten Kette
Kilo-Basenpaare

leichte Kette

Mol

mannlich

Gedéachtnis B-Zelle
Magnesiumchlorid

Major Histocompatibility Complex
Minute

monoklonal

Mikroliter

Milliliter

Millimol

messenger RNA

non-templated Nukleotid
Natriumchlorid

Naive B-Zelle

Oligo- Desoxythymidin
palindromisches Nukleotid
Plasmablast

Phosphate Buffered Saline
Phycoerythrin

Replacement-/ Austauschmutation
Rheumatoide Arthritis
Rekombination Aktivierendes Gen
Rheumafaktor

Ribonucleic Acid

Umdrehungen pro Minute

Rosewell Park Memorial Institute
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RSS Rekombinationssignalsequenz

RT Reverse Transkription

S Silent/ stumme Mutation

S-S Disulfidbriicke

SSC Side Scatter

T Thymin

Tab Tabelle

TBE Puffer Tris Borate EDTA Puffer

TC Tri-Color

TdT Terminale Desoxynukleotidyltransferase
TNF Tumornekrosefaktor

U Unit

Vy variable Region der schweren Kette
Vi variable Region der kappa Leichtkette
V., variable Region der leichten Kette

w weiblich

X9 Vielfaches der Erdbeschleunigung
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8 Tabellen

Tabelle 20 (Seite 79): Patientin 1 und 2 — Gesamtil bersicht der einzelnen
Sequenzen innerhalb der unterschiedlichen Zellpopul ationen

Die Figur stellt eine Ubersicht Gber die aus den Synovialfliissigkeitsproben zweier
Patientinnen mit JIA gewonnenen Sequenzdaten dar. Aufgelistet sind die
Sequenzen, die aus den CD19*CD27CD38", CD19'CD27"*CD38" und
CD19°CD27°CD38 B-Zellen ermittelt werden konnten. Die Position der jeweiligen B-
Zelle, deren Gensequenz ermittelt wurde, ist als Lochkoordinate einer 96-Loch-Platte
angegeben. Es kann aul3erdem abgelesen werden, fur welche Zellen die Sequenz
der kappa Leichtkette, der schweren Kette oder fur welche Zellen beide
Gensequenzen ermittelt werden konnten. Aufgefihrt sind aul3erdem die V, (D) und J
Gensegmente der entsprechenden Sequenzen der leichten bzw. schweren Kette,
sowie die Anzahl der Mutationen und die Lange der CDR3 Region der jeweiligen

Sequenz.

Tabelle 24 (Seite 88): Ubersicht lber die B-Zellen mit Sequenzhomologien

innerhalb einer Zellpopulation durch graphischen Ve rgleich der CDR3
Regionen

Dargestellt sind die Nukleotidabfolgen der CDR3 Regionen der B-Zellen, fur die
Sequenzhomologien innerhalb einer Zellpopulation gefunden werden konnten. Die
Zellen mit Sequenzhomologien wurden einander innerhalb ihrer Zellpopualtion
(CD19°CD27°CD38"", CD19'CD27"*CD38" und CD19*'CD27*'CD38) gegeniber-
gestellt und so vergleichbar gemacht. Elliptische Markierungen stellen Mutationen
der Nukleotidsequenz dar. Die urspringlichen Nukleotide der Keimbahnsequenz sind

als schwarze Lettern innerhalb der Ellipsen angegeben.

Tabelle 25 (Seite 91): Gensequenzen der Zellen mit  Populations-Ubergreifenden
Sequenzhomologien im Vergleich zur Keimbahngenseque nz

Aufgefuhrt sind die Nukleotidabfolgen der Gensequenzen der B-Zellen, deren
Sequenzhomologien mehrere Populationen umspannten. Die Gensequenzen der
einzelnen Zellen wurden einander gegenubergestellt und mit der jeweilig zugrunde

liegenden Keimbahnsequenz verglichen. Zur Keimbahnsequenz identische
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Nukleotidabfolgen sind als Punkte dargestellt. Mutationen wurden durch die

entsprechenden Nukleobasen (A,C,G,T) kenntlich gemacht.
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6.

Tabelle 20: Patientin 1 - Gesamtubersicht der einze
Zellpopulationen

Inen Sequenzen innerhalb der unterschiedlichen

dF;?SgltGI(_)C(;Qh Gen\s/gagﬁent J kap_pfa Anzahl der CDR3 Vschwere Kette Dschwere Kette Jschwere Kette Anzahl der CDR3
- Familie Mutationen Lange Gensegment | Gensegment | Gensegment | Mutationen | Léange
Platte (Familie)
CD19'CD27'CD38""

A3 018/08 (Vvk1) Jk 4 5 27

A5 012/02 (VK1) Jk 4 9 27

A6 012/02 (VK1) Jk 2 7 27

All B3 (Vk 4) Jk5 6 27 . . : : :
B9 . . . . 3-23*01 3-22*01 4*01 5 57
C1 018/08 (vk1) Jk 4 0 30

Cc2 L8 (VK 1) Jk 2 1 27 . . . . .
C10 . . . 3-30*03 3-22*01 4*03 1 69
D1 A30 (VK 1) Jk 2 0 27

D3 012/02  (Vvk1) Jk 2 18 30 . . . . .
D4 . . . 3-30*03 6-13*01 2*01 1 51
E2 L8 (VK 1) Jk5 9 33

E3 A27 (VK 3) Jk5 0 24

E4 L6 (VK 3) Jk 5 3 27

ES5 012/02  (vk1) Jk 4 0 30 . . . . .
Ell 018/08 (Vk1) Jk 4 0 27 3-49*03 6-13*01 6*02 0 54
F1 018/08 (Vk1) Jk 4 5 27

F3 A27 (VK 3) Jk 2 1 30

F4 L8 (VK 1) Jk 2 0 27 . . . . .
F7 . . . 3-30*04 6-13*01 5*02 0 54
F8 L2 (VK 3) Jk5 3 30

F11 L5/L19  (vk1) Jk 2 0 27

G3 A27 (VK 3) Jk 2 1 30

G6 012/02 (Vvk1) Jk 2 2 27

G7 012/02  (vk1) Jk 4 0 27

G9 L6 (VK 3) Jk5 0 33
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dF;?SgltGK_)E(;Qh Gen\s/gag:,;ent J kappa Anzahl der CDR3 Vschwere Kette Dschwere Kette Jschwere Kette Anzahl der CDR3
- Familie Mutationen Lange Gensegment | Gensegment | Gensegment | Mutationen | Lange

Platte (Familie)

G111 L8 (Vk 1) Jk 5 1 33 . . . . .
H3 A27 (Vk 3) Jk2 1 30 3-30*03 6-13*01 4*03 3 42
H4 L8 (Vk 1) Jk 4 0 30

H5 L8 (Vk 1) Jk 1 0 30

H11 A27 (VK 3) Jk 2 2 24 .

CD19°CD27""CD38™

A2 L12 (Vk 1) Jk 5 13 24 5-51*01 3-22*01 4*01 13 54
A3 3-53*01 6-13*01 5*02 1 36
Ad 1-46*01 2-02*01 6*02 0 81
A5 . . . 3-23*01 3-10*01 6*02 5 60
A6 Al7 (Vk 2) Jk 5 0 27 3-64*01 3-22*01 4*01 0 69
A7 4-04*01 2-21*02 5*02 1 42
A8 . . . . 3-48*03 6-13*01 4*01 20 54
Al10 018/08 (Vk1) Jk 3 0 21 3-33*01 7-27*01 6*02 10 45
All L5 (Vk 1) Jk 4 14 27 3-07*01 5-24*01 6*02 15 81
Al2 3-23*01 3-22*01 6*02 4 63
Bl . . . . 3-23*01 5-12*01R 3*02 5 39
B2 L1 (Vk 1) Jk 5 6 27 3-21*01 2-02*02 6*02 5 69
B3 L2 (VK 3) Jk 2 0 33 3-74*01 3-22*01 3*02 10 48
B4 012/02 (Vk1) Jk 1 6 27 3-21*01 4/OR15-4 4*03 13 42
B5 L5 (Vk 1) Jk 4 14 27 3-07*01 5-24*01 6*02 15 81
B6 . . . . 4-39*06 6-06*01 6*02 1 45
B8 L5 (Vk 1) Jk 4 14 27 3-07*01 5-24*01 6*02 15 81
B9 3-43*01 2-21*02 4*01 2 42
B10 . . . . 4-59*01 5-12*01R 4*01 13 33
B11 L1 (Vk 1) Jk 4 11 27 4-34*01 6-19*01 4*03 20 57
B12 A30 (Vk 1) Jk 2 0 27 3-49*03 6-19*DIR 4*01 0 27
Cl . . . . 1-18*01 3-16*02 4*01 10 33
C2 B3 (VK 4) Jk 5 11 27 . . . . .
C3 L5 (VK 1) Jk 4 14 27 3-07*01 5-24*01 6*02 15 81
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dF;?SgltGK_)E(;Qh Ge\rngg&?ant J kappa Anzahl der CDR3 Vschwere Kette Dschwere Kette Jschwere Kette Anzahl der CDR3
- Familie Mutationen Lange Gensegment | Gensegment | Gensegment | Mutationen | Lange
Platte (Familie)
C4 3-30-3*01 6-19*01 4*03 8 45
C6 . . . . 1-46*01 4-17*01 4*01 16 54
C8 012/02 (Vk 1) Jk 4 1 30 3-66*01 3-10*01 6*02 2 57
C9 L8 (Vk 1) Jk 5 11 27 3-30*03 2-08*01 4*03 17 30
C10 . 3-66*01 5/0R15-5 2*01 5 39
Cil1 3-23*01 1-26*01 4*01 12 45
D2 . . . . 2-70*11 4-17*01 6*02 9 78
D4 A30 (Vk 1) Jk 2 1 27 1-46*01 7-27*01 4*03 12 36
D5 A27 (VK 3) Jk 2 1 30 3-30*03 2-15*01R 4*01 1 33
D6 012/02 (Vk 1) Jk 2 14 27 3-30*03 3-16*02R 4*01 12 39
D8 L1 (Vk 1) Jk 2 1 27 3-73*01 DIR*01 4*01 0 36
D9 012/02 (Vk1) Jk 4 0 30 3-30*03 2-02*01 4*03 0 51
D10 A19/A3 (VK 2) Jk 2 0 30 . . . . .
El L5 (Vk 1) Jk 4 14 27 3-07*01 5-24*01 6*02 15 81
E2 . 5-51*01 2-15*01 4*01 10 42
E3 3-66*01 5/0R15-5 2*01 6 39
E4 . . . . 3-30*03 2-02*02 6*02 7 63
E5 L5 (Vk 1) Jk 4 14 27 3-07*01 5-24*01 6*02 15 81
E6 . . . . 5-51*01 2/0F15-2 1*01 17 57
E10 B3 (Vk 4) Jk 2 7 27 . . . . .
F1 3-21*01 2-02*01 4*02 0 45
F2 1-03*01 1-20*01R 5*02 14 48
F3 1-18*01 DIR1*01R 4*01 31 51
F4 4-59*01 4-23*01 4*01 25 33
F6 4-b*02 5-24*01 1*01 21 27
F7 3-33*03 3-22*01 4*01 8 78
F8 1-69*04 3-03*01R 6*02 5 42
F9 3-30*03 3-09*01 3*02 2 51
F10 4-61*02 2-21*02 6*02 22 51
F11 . . . . 3-23*01 3-10*01 6*02 5 60
G2 L5 (Vk 1) Jk 4 8 27 1-03*01 3-03*01 3*02 17 51
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dF;?SgltGK_)E(;Qh Gen\s/gag:,;ent J kappa Anzahl der CDR3 Vschwere Kette Dschwere Kette Jschwere Kette Anzahl der CDR3
- Familie Mutationen Lange Gensegment | Gensegment | Gensegment | Mutationen | Lange

Platte (Familie)

G3 . . . . 3-30*03 6-13*01 3*02 8 45
G4 A30 (VK 1) Jk 2 1 27 3-49*03 6-19*01R 4*01 1 27
G5 L12 (VK1) Jk 2 5 27 . . . . .
G6 . 1-46*01 5/0R15-5R 4*02 14 45
G7 . . . . 5-51*01 2/0OF15-2 1*01 17 57
G8 L8 (VK 1) Jk 5 7 27 4-34*01 6-19*01 3*02 22 57
G9 . . . . 4-b*02 3-22*01 4*01 25 30
G10 018/08 (Vk1) Jk 4 1 30

G1l1 A30 (VK 1) Jk 4 8 27 . . : :
H1 4-04*01 6-13*01 5*02 21 45
H2 3-74*01 1-01*01 4*03 10 33
H4 4-61*02 5-05*01 3*02 3 45
H6 3-33*01 1-01*01 4*01 3 39
H7 . . . . 3-21*01 5-05*01 4*01 5 45
H8 L8 (Vk 1) Jk 5 11 27 3-30*03 2-08*01 4*03 17 30
H9 . . . . 3-30*03 6-13*01 4*01 0 48
H10 012/02 (Vk1) Jk 2 13 27 3-21*01 4-17*01 6*02 15 63

CD19°CD27°CD38

Al L6 (VK 3) Jk 4 0 27

A2 A27 (VK 3) Jk 2 5 30

A5 A27 (VK3) Jk2 9 30

A7 A19/A3  (Vk2) Jk 4 5 27

A8 L8 (VK 1) Jk 5 9 33

A9 L12 (VK 1) Jk 4 3 27

B2 B3 (VK 4) Jk5 6 27

B7 B3 (Vk4) Jk2 7 27

B8 L6 (VK 3) Jk 5 4 27

C2 A27 (VKk3) Jk2 6 30

C3 A27 (VK 3) Jk 2 6 27




€8

dF;?SgltGI(_)E(;Qh G en\s/gag:,; ent J kap_p.a Anzahl der CDR3 Vschwere Kette Dschwere Kette Jschwere Kette Anzahl der CDR3

Platte (Familie) Familie Mutationen Lange Gensegment | Gensegment | Gensegment | Mutationen | Lénge
C8 L6 (VK 3) Jk 5 5 27
D10 L12 (VK 1) Jk 4 0 30
E8 L6 (VK 3) Jk 2 0 33
F1 A30 (VK 1) Jk 2 0 27
G3 L12 (VK 1) Jk5 17 27
G4 B3 (Vk 4) Jk 2 0 30
G7 018/08 (Vk1) Jk 4 1 27
H5 L12 (VK 1) Jk 2 0 27
H6 L6 (VK 3) Jk5 2 27
H1l L2 (VK 3) Jk 2 0 30
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Patientin 2 - Gesamtibersicht der einzelnen Sequenz

Zellpopulationen

en innerhalb der unterschiedlichen

dPOSItIOﬂ n Vkappa Jkappa Anzahl der CDR3 Vschwere Kette Dschwere Kette Jschwere Kette Anzahl der CDR3
er 96-Loch Gensegment Famili Mutationen Lange Gensegment | Gensegment | Gensegment | Mutationen | Lange
Platte (Familie) amiie u 9 9 9 9 9
CD19'CD27 CD38""

Al . . . . 5-a*01 6-25*01 4*03 2 27
A4 012/02 (VK1) Jk 1 12 27
A5 012/02 (Vk1) Jk 1 3 27 . . . . .
A8 . . . . 4-30-2*01 4-17*01 2*01 0 30
Al10 L12 (Vk 1) Jk2 0 24
All A27 (VK 3) Jk 2 8 30
B3 012/02 (Vk1) Jk 4 2 27
B5 A27 (VK 3) Jk 5 6 30
B6 A 27 (VK 3) Jk 2 14 24
B9 Al7 (VK 2) Jk 4 10 33
B12 L12 (VK 1) Jk 2 2 27
C3 L6 (VK 3) Jk 2 0 30
C4 012/02 (Vk1) Jk 2 6 27
C7 B3 (VK 4) Jk 4 2 27 . . . . .
C8 L12 (Vk 1) Jk 5 1 27 5-a*01 3-22*01 6*02 1 54
C9 A30 (VK 1) Jk2 11 27 . . . . .
D2 . . . . 3-23*01 3-16*02 4*02 10 51
D5 L2 (VK 3) Jk 5 6 27 ) . . ) .
D7 . . . . 1-18*01 6-25*01 6*03 11 42
D8 L12 (Vk 1) Jk 1 5 27 . . . . .
D9 . . . . 1-03*01 5-24*01 4*01 5 48
D11 L12 (VK 1) Jk 4 7 27
El L12 (VK 1) Jk 2 0 27
E2 A20 (Vk 1) Jk 4 6 27 . . . . .
E4 . . . . 1-69*01 2-08*01 4*01 21 69
E5 A20 (VK 1) Jk 4 5 27
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dF;?SgltGK_)E(;Qh G en\s/gag:,; ent J kappa Anzahl der CDR3 Vschwere Kette Dschwere Kette Jschwere Kette Anzahl der CDR3
- Familie Mutationen Lange Gensegment | Gensegment | Gensegment | Mutationen | Lange
Platte (Familie)
E9 L6 (Vk 3) Jk 5 4 30
F1 012/02 (Vk1) Jk 5 12 27
F2 L12 (Vk 1) Jk 2 1 27 . . . . .
F3 . . . . 3-23*01 3-03*01 4*01 20 45
F7 L12 (VK 1) Jk 1 0 33 1-18*01 2-15*01 4*02 1 54
F10 . . . . 5-a*01 6-13*01 5*01 7 45
G1 018/08 (Vk1) Jk 2 0 30
G2 L6 (VK 3) Jk 5 4 30
G5 A27 (VK 3) Jk 5 4 30
G9 012/02 (Vk1) Jk 1 12 27
H1 L16 (Vk 3) Jk 3 1 30 . . . . .
H2 L6 (Vk 3) Jk 5 3 27 3-23*01 2-15*01 4*01 4 45
H3 A27 (VK 3) Jk 2 5 27
H7 A 27 (VK 3) Jk 2 8 27 .
CD19'CD27""CD38™
B9 A27 (VK 3) Jk 5 0 27 . . . . .
C2 L12 (Vk 1) Jk 2 9 27 1-69*06 2-02*01R 6*03 18 57
C3 3-53*01 5-05*01 4*03 10 39
Cil1 . . . . 4-30-2*01 2-21*02 3*02 18 60
D2 018/08 (Vk1) Jk 2 10 30
E4 012/02 (Vk 1) Jk 2 9 27
Ell 018/08 (Vk1) Jk 4 3 24 . . . . .
F3 A27 (Vk 3) Jk 2 8 30 3-30*09 6-06*01R 6*03 18 60
F6 . . . . 4-61*02 2-02*03 6*03 9 60
F11 L6 (VK 3) Jk 4 11 33
G2 L5/L19 (VK1) Jk 4 10 27 . . . . .
G3 A19/A3 (Vk 2) Jk 2 4 27 4-34*01 6-19*01 4*03 23 54
G10 012/02 (VK1) Jk 4 1 27 1-69*06 3-10*01 4*03 2 42
H6 1-18*01 6-19*01 4*01 8 45
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dF;?SgltGK_)E(;Qh Gen\s{éagm;?]ent J kappa Anzahl der CDR3 Vschwere Kette Dschwere Kette Jschwere Kette Anzahl der CDR3
- Familie Mutationen Lange Gensegment | Gensegment | Gensegment | Mutationen | Lange
Platte (Familie)
CD19'CD27°CD38"
Al L6 (VK 3) Jk 2 4 24
A2 A27 (Vk 3) Jk 2 8 30
A3 B3 (Vk 4) Jk 2 18 27
A4 A27 (VK 3) Jk 4 16 27
All L6 (VK 3) Jk 2 4 30
Al2 A27 (Vk 3) Jk 5 0 30 . . . . .
Bl . 3-07*01 3-10*01 4*01 17 45
B3 3-23*01 1-26*01 4*03 8 39
B4 . . . . 3-21*01 1-26*01 3*02 17 57
B6 Al7 (Vk 2) Jk 2 8 27 . . . .
C3 012/02 (Vk1) Jk 2 8 27 3-23*01 1-26*01 4*03 8 39
C4 012/02 (Vk1) Jk 2 0 30 . . . . .
C8 L6 (VK 3) Jk 5 9 30 3-21*01 3-22*01 4*02 25 48
C10 L12 (Vk 1) Jk 4 16 27
D2 018/08 (Vk1) Jk 4 9 27
D4 012/02 (Vk1) Jk 1 20 27 . . . . .
D6 . . . . 3-33*01 DIR1*01 5*01 0 42
D7 B3 (VK 4) Jk 4 3 27 . . . .
D11 L2 (VK 3) Jk 2 2 27 5-51*01 6-13*01 6*03 12 69
E6 . . . . 1-18*01 6-06*01R 2*01 16 27
ES8 L2 (Vk 3) Jk 4 5 30
E10 018/08 (Vk1) Jk 4 12 24
F2 014/04 (VK1) Jk 2 0 30 . . . . .
F6 . . . . 4-61*01 5-05*01 6*02 15 87
F9 A27 (Vk 3) Jk2 14 27
F10 L12 (Vk 1) Jk 2 7 27
G1l A27 (VK 3) Jk 1 6 27
G2 L5/L19 (Vk1) Jk 4 13 27
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Position in

Vkappa

J kappa Anzahl der CDR3 Vschwere Kette Dschwere Kette Jschwere Kette Anzahl der CDR3

dergg:[![_eoch G(?Irgzt?ng”rinetint Familie Mutationen Lange Gensegment | Gensegment | Gensegment | Mutationen | Lange

G3 L2 (VK 3) Jk 2 12 30

G4 L2 (VK 3) Jk 2 2 27

G5 L12 (VK 1) Jk 2 5 27 . . . . .

G6 L11 (VK 1) Jk 4 17 27 3-23*01 3-10*01 4*02 12 54

G7 L12 (Vk 1) Jk1 7 27

G8 A27 (VK 3) Jk 5 2 27

G9 A27 (VK 3) Jk 5 2 27

H1 A27 (VK 3) Jk5 19 27

H2 012/02 (Vk1) Jk 4 11 27

H3 L12 (VK 1) Jk 2 16 33

H7 018/08 (Vk1) JK5 1 24

H8 B3 (Vk 4) Jk 2 8 24

H11 012/02 (Vk1) Jk 2 10 27
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Tabelle 24: Ubersicht tiber die B-Zellen mit Sequenz
graphischen Vergleich der CDR3 Regionen

homologien innerhalb einer Zellpopulation durch

CD19'CD27CD38""
Zelle leichte Kette Zelle schwere Kette

oo = CDR3 CDR34

2K1-A3 VKN-1 TGT CAA CAG TAT GAT AAT CT[@ CCT CTC ACT TTC

KLELAKN-L  TGT CAA CAG TAT GAT AAT CT{J CCT CTC ACT. TTC

CDR3 CDR3

CD27-

2IVK3IF3_ VK3 TGT CAG TAT GGT AGC TCA C[AT CGG GAC ACT TTT
CD27-

2Nk(3:/§237__vk3 TGT CAG TAT GGT AGC TCA CJT CGG GAC ACT TTT

2/VK3/H3_Vk3 TGT CAG TAT GGT AGC TCA C{T CGG GAC ACT TTT
CD27-

2K1-A5_VKN-1 TGT CAA CAG AGT TAC AGT A@C CCCCTCACTTTC
CD27-

2K1-G7_VKN-1 TGT CAA CAG AGT TAC AGT ACC CCC CTC ACT TTC

cD27-
I1/VK1/E5_Vkappal
co27

II/VK1/E2_Vkappal
CD27-
11/VK1/A4_Vkappal
CD27-
11/VKk1/G9_Vkappal

CD27-
1I/VK3/E9_Vkappa3
CD27-

11/Vk3/G2_Vkappa3

Markierungen: Mutationen der Nukleotidsequenz, A: A

TGT CAAAAG TAT AAC AGT GCC CCGCTCACTTTC
TGT CAAAAG TAT AAC AGT GCC CCGCTCACTTTC

TGT CAA CAG AGT T[NIC AGH A CT CGGACGTTC
TGT CAA CAG AGT T{I|IC AG{H A CT CGGACGTTC

TGT CAG CAQ CGT AGC AACTGG CCT CCT CTCACCTTC
TGT CAG CAJ CGT AGC AACTGG CCT CCT CTCACCTTC

denin, C: Cytosin, G: Guanin, T:Thymin, CDR3: Compl

ementary Determining Region 3
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CD19°CD27""CD38""

Zelle

CD27+
1/VKk1/A11_VKN-1
CD27+
1/Vk1/B5_VKN-1
CD27+
1/Vk1/B8_VKN-1
CD27+
1/VKk1/C3_VKN-1
CD27+
1/VK1/E1_VKN-1
CD27+
1/VK1/E5_VKN-1

CD27+
1/Vk1/B12_VKN-1
CD27+

1/VKk1/G4_VKN-1

CD27+
1/VKk1/C9_VKN-1
CD27+
1/VK1/H8_VKN-1

Markierungen: Mutationen der Nukleotidsequenz, A: A
/I in der graphischen Darstellung ausgelassene nic

leichte Kette

 CDR3
TGT CAA CAG

TGT CAA CAG
TGT CAA CAG
TGT CAA CAG
TGT CAA CAG
TGT CAA CAG

CDR3*
CT AAC AGT TTC CCT CGT TTC TTC

CT AACAGTTTCCCT CGTTTCTTC
CT AACAGTTTCCCT CGTTTCTTC
CT AACAGTTTCCCT CGTTTCTTC
CT AACAGTTTCCCT CGTTTCTTC
CT AACAGTTTCCCT CGTTTCTTC

TGT CTA CAG CAT AAT AGT TACCCG TACACT TTT
TGT CTA CAG CAT AAT AGT TACCCG TACACTTTT

TGT CAAC CTT AAT AGT TA[T|CCG ATINACC TTC
TGT CAA CAJ CTT AAT AGT TA[IJCCG ATWACC TTC

ht-mutierte Nukleotide

Zelle

CD27+
HPB/VH3/A11_VHN3
CD27+
HPB/VH3/B5_VHN3
CD27+
HPB/VH3/8B_VHN3
CD27+
HPB/VH3/3C_VHN3
CD27+
HPB/VH3/E1_VHN3
CD27+
HPB/VH3/E5_VHN3

CD27+
HPB/VH3/G4_VHN3
CD27+
HPB/VH3/B12_VHN3

CD27+
HPB/VH3/9C_VHN3
CD27+
HPB/VH3/H8_VHN3

CD27+
HPB/VH3/C10_VHN3
CD27+
HPB/VH3/3E_VHN3

CD27+
HPB/VH1/E6_VHN1
CD27+
HPB/VH1/G7_VHN1

CD27+*
HPB/VH3/A5_VHN3
CD27+
HPB/VH3/F11_VHN3

denin, C: Cytosin, G: Guanin, T:Thymin, CDR3: Compl

schwere Kette

TGT GCAAGA /I TAl TA[Il TAC GGT ATG GAC GTC TGG
TGT GCAGA /I TAT| TAT| TAC GGT ATG GAC GTC TGG
TGT GCAAAGA /I TAT| TAT| TAC GGT ATG GAC GTC TGG
TGT GCAAGA /I TAT| TAT| TAC GGT ATG GAC GTC TGG
TGT GCHAGA /I TAT TAI| TAC GGT ATG GAC GTC TGG
TGT GCH AGA /I TA[I TAJ] TAC GGT ATG GAC GTC TGG

TGT ACT AGA GTG CGC ACC AGC CCG GGC TAC TGG
TGT ACT AGA GTG CGC ACC AGC CCG GGC TAC TGG

TGT GCG AGA /| GAT ATT GGC CCT TTT GAC TAI| TGG
TGT GCG AGA /| GAT ATT GGC CCT TTT GAC TAIl TGG

TGT GCG AGA /I TGG TACTGG TAC TTC GAT CTC TGG
TGT GCG AGA /I TGG TACTGG TAC TTC GAT CTC TGG

TGT GCG AGA /I TCG CCT GA TAC TTC CAN CAC TGG
TGT GCG AGA /I TCG CCT GA TAC TTC CAy CAC TGG

TGT GCG AAG /I[ITC TAC TAC GGT [IITG GAC GTC TGG
TGT GCG AAG /I{TITC TAC TAC GGT|I[[TG GAC GTC TGG

ementary Determining Region 3
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CD19'CD27°CD38

Zelle leichte Kette Zelle
CD27+
RM/VH3/C3_VH3
CD27+
RM/VH3/B3_VHN3
-  CDR3 CDR3 +
II/VK3/D11_Vkappa3 TGC CAG CAG TAT AAT AAC TGG CCG TAC ACT TTT
CD27+

II/Vk3/G4_Vkappa3d  TGC CAG CAG TAT AAT AACTGG CCG TACACT TTT

Markierungen: Mutationen der Nukleotidsequenz, A: A

/I: in der graphischen Darstellung ausgelassene nic  ht-mutierte Nukleotide

denin, C: Cytosin, G: Guanin, T:Thymin, CDR3: Compl

schwere Kette

TG GCC TCA // GGG AGC CGA GCT TTH GAQ TAC TGG
TG GCC TCA /I GGG AGC CGA GCT TTH GAJ TAC TGG

ementary Determining Region 3
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Tabelle 25: Gensequenzen der Zellen mit Populations  -tbergreifenden Sequenzhomologien im Vergleich zur

Keimbahngensequenz
Zellgruppe 1 (Klonl):
---------- CORL ---------- s CDR2 --eemeeee-- smeeeeees CDRB --mmmeeme-
30 31 3la 32 33 34 35 36 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 88 89 90 91 92 93 94 95 96
A27 /1 AGC AGC AGC TAC TTA GCC TGG TAC // ATC TAT GGT GCA TCC AGC AGG GCC ACT GGC ATC CCA GAC // TGT CAG CAG TAT GGI AGC TCA CCT CC Keimbahnsequenz
1'1/Vk3/ Al1_Vkappa3 oo oo A L e s ST e s e AL L A .G/l ... ... ..C.T. ... ..G... ... .. Naive B-Zelle
I / Vk6/ F3_Vkappaé Moo oo A s T o L A A .G/l ... ... ..C.T. ... ..G... ... .. Plasmablast
111/ Vk3/ A2_Vkappa3 [/ ... ... A ... ... ... ... T Il ... ... ... A. ... A .G I/l ... ... ..C.T. ... ..G... ... .. Gedachtnis B-Zelle
Zellgruppe 2 (Klon 2):
------------------------------ CDR2 ----nmmm--- R © b = < S
29 30 31 32 33 34 35 36 42 43 44 45 50 51 52 53 54 55 56 63 88 89 90 91 92 93 94 95 96
L8 /1 ATT AGC AGT TAT TTA GCC TGG TAT // AAA GCC CCT AAG // GCT GCA TCC ACT TTG CAA AGT // AGC // TGI CAA CAG CTT AAT AGI TAC CCT CC  Keimbahnsequenz
2K1-E2_VKN-1  // ... CC ... ... ... e e oo GG oo G e s e e e e e T TA. .C. ... .. Naive B-Zelle
3/VKL/A8_VK1 /] ... GC. ... ... .. viv v ol GG o LG s s s s s e e TA. .C ... .. Gedachtnis B-Zelle
Zellgruppe 3 (Klon 3):
---------- CDRL ---------- N o b - S I @ b = < J
27 28 29 30 31 32 33 34 39 40 41 42 50 51 52 53 54 55 56 88 89 90 91 92 93 94 95 96
018/ &8 /1 CAG GAC ATT AGC AAC TAT TTA AAT // AAA CCA GGG AAA /] GAT GCA TCC AAT TTG GAA ACA // TGT CAA CAG TAT GAT AAT CTC CCT CC  Keimbahnsequenz
2KL-CL_VKN-1 /] oo oo oo e e e e e s e e e Naive B-Zelle
1/ VK1 GLO_VKN-1 /] . A ... .. oo oo e e e e e e e e e e Plasmablast
Zellgruppe 4 (Klon 4):
---------- CORL ---------- s (DR2 -mmmmme-- meeeeeees CDRB --emmemeemee-
29 30 31 32 33 34 38 41 50 51 52 53 54 55 56 61 76 88 89 90 91 92 93 94 95 96
012/ e /1 ATT AGC AGC TAT TTA AAT // CAG// GGG // GCT GCA TCC AGT TTG CAA AGT // AGG// AGC /! TGI CAA CAG AGT TAC AGT ACC CCT CC Keimbahnsequenz
I/ Vkl/ E4_Vkappal // ... ..G..T.C ... ... [l ..AIl ..A/l ... ... ... G. ... ... ... ..AM ..TI ... ... ... ...C. Plasmablast
I11/Vvkl/ C3_Vkappal // ... ..G..T.C ... ... [l ... 1 ..A/l]l ... ... ... G. ... ... ... [ .AIIl ..T/I ... ... ... ...C. Gedachtnis-B-Zelle
Zellgruppe 5 (Klon 5):
------------------------------ CDR2 ----------- meeeeeea- CDRB ---mmmmeemee-
29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 50 51 52 53 54 55 56 87 88 89 90 91 92 93 94 95 96
A30 /1 ATT AGA AAT GAT TTA GGC TGG TAT CAG CAG // GCT GCA TCC AGT TTG CAA AGT // TAC TGI CTA CAG CAT AAT AGI TAC CCT CC  Keimbahnsequenz
L/VKL GA_VKN-1  [] o o oo o e e e e e G s s e e e Plasmablast
1/ VK1 B12_VKN-1 /] oo o o o e e e e e e e e s s s e Plasmablast
3/ Vk1/ F1_Vk1 2 | Gedachtnis-B-Zelle

A: Adenin, C: Cytosin, G: Guanin, T:Thymin, CDR1-3: = Complementary Determining Region 1-3
/I: in der graphischen Darstellung ausgelassene nic ~ ht-mutierte Nukleotide
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Zellgruppe 6 (Klon 6):

------------- CDRL ---nsmmemmeeo T o 5 - J N o b < ST
31 3la  31c 31d 3le 31f 32 45 46 50 51 52 53 54 55 56 87 88 89 90 91 92 93 94 95 96
B3 // TAC AGC // AAC AAT AAG AAC TAC // AAG CTG // TGG GCA TCT ACC GGG GAA TCC // TAC TGT CAG CAA TAT TAT AGT ACT CCT CC  Keimbahnsequenz
20VK4/ ALL_Vk4 1] T .. 11 T . .0l Tl .. ..G...llC....... ... ....T G. Naive B-Zelle
1KA-C2_ VKN4 /] .C. ..AIl .G ... .G .G A. [l .. A... Il ... ... T AL AT Plasmablast

Zellgruppe 7 (Klon 7):

—————————— CDR2 ----------- semee------ CDR3 -----mmmm---
31c 31d 31e 31f 32 33 34 35 36 37 49 50 51 52 53 54 55 56 85 890 90 91 92 93 94 95 96
B3 // AAC AAT AAG AAC TAC TTA CCT TGG TAC CAG // TAC TGG GCA TCT ACC CGG GAA TCC // GIT // CAG CAA TAT TAT AGT ACT CCT CC Keimbahnsequenz
1K4-EI0O_VKN-4 /] ... ... ... .. .. .. ... ... TG LC s e e e e A e s oo o0 G G Plasmablast
3/ Vk4/ B7_Vkappad /] ... ... .. o e e DTG I LCo o s s e e e AT G. C. .. Gedachtnis-B-Zelle

A: Adenin, C: Cytosin, G: Guanin, T:Thymin, CDR1-3:

Complementary Determining Region 1-3
/I in der graphischen Darstellung ausgelassene nic

ht-mutierte Nukleotide
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