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1 Einleitung

Im Rahmen der Evolution hat das Immunsystem gelernt, Fremdantigene zu erkennen
und zu eliminieren, Eigenstrukturen jedoch zu respektieren und nicht anzugreifen.
Dadurch schutzt es den Korper vor Infektionen. Eine effektive Immunabwehr fordert
das Zusammenspiel vieler verschiedener zelluldrer und humoraler Faktoren.

Man unterscheidet die angeborene von der adaptiven Immunabwehr. In der Frihphase
einer Infektion wird die angeborene Immunabwehr aktiviert, um die Vermehrung und
Ausbreitung der Erreger zu verhindern. Die angeborene Immunantwort erfolgt an der
Eintrittspforte, sie ist schnell, unspezifisch und wird durch Makrophagen, Granulozyten
und Komplement bestimmt. Gelingt die Eliminierung der Erreger nicht, so beginnt mit
einigen Tagen Latenz die Phase der adaptiven Immunantwort. Sie wird ausgel6st durch
die Aktivierung des hochspezifischen adaptiven Immunsystems, deren wichtigste
Komponenten die B-Lymphozyten, die T-Lymphozyten sowie die von den B-
Lymphozyten synthetisierten Immunglobuline darstellen. Die adaptive Immunantwort
fuhrt zur Ausbildung eines immunologischen Gedé&chtnisses, so dass der Organismus
bei einem Zweitkontakt mit dem gleichen Pathogen viel schneller und effizienter
reagieren kann.

Viele pathogene Bakterien vermehren sich in den Extrazellularrdumen des Korpers. B-
Lymphozyten kdnnen spezifische Immunglobuline als Teil des B-Zell-Rezeptors
membranstandig tragen (mlg) oder als Antikérper in den Extrazellularraum sezernieren.
Sekretorische Antikdérper sind Glykoproteine, die Strukturen (Epitope) I6slicher und
gebundener Antigene erkennen koénnen. Immunglobuline kdnnen extrazellulare
Mikroorganismen markieren und somit zur ihrer Zerstorung beitragen. Gebunden
werden kdnnen Protein- und Kohlenhydratantigene, Toxine, sowie andere potentiell
pathogene Strukturen.

Viren und intrazelluldre Bakterien nutzen bestimmte Oberflichenmolekile ihrer
Zielzelle, um in diese einzudringen und sich intazelluldr zu vermehren. Antikdrper
konnen diese Bindung verhindern, indem sie sich an das Pathogen heften und dadurch
den Erreger neutralisieren. Auf die gleiche Weise kdnnen auch bakterielle Toxine
neutralisiert werden.

Vor sich extrazelluldr vermehrenden Bakterien schiitzen Antikdrper hauptsachlich durch

die Erleichterung der Phagozytose. Haben sie an einen Erreger gebunden, kénnen sie
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einerseits Uber ihren konstanten Teil von den Fc-Rezeptoren phagozytierender Zellen
erkannt werden und so die Phagozytose einleiten (Opsonierung). Andererseits konnen
Antikorper, die an die Oberflache eines Erregers binden, dazu flihren, dass die
Komplementkaskade in Gang gesetzt und dadurch die direkte Zerstorung des Erregers
eingeleitet wird (Cooper MD, 1987; Burrows PD, 1997).

In der vorliegenden Dissertationsarbeit untersuchten wir die Gesetzméliigkeiten, nach
denen die Populationen von IgM- und IgA-Antikorpern der Peyer-Plagques selektiert
werden. Im folgenden Kapitel wird die Struktur des Immunglobulinmolekils sowie der
Gene beschrieben, die fir die schwere Kette des Immunglobulinmolekils kodieren
(1gH). Anschlief’end werden die Entstehung der Antikdrpervielfalt, die Reifung der B-
Lymphozyten sowie die Besonderheiten des darmassoziierten lymphatischen Gewebes

(gut-associated lymphoid tissues, GALT) dargestellt.
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2 Hintergrund

2.1 Die Struktur des Immunglobulinmolekiils

Immunglobuline (1g) existieren in Form von membrangebundenen Molekiilen (mlg) auf
der Zelloberflache reifer B-Lymphozyten oder werden von terminal differenzierten B-
Lymphozyten als l6sliche Antikdrpermolekiile (AK) ins Serum oder auf Schleimhdute
sezerniert. Die Y-formigen Glykoproteine bestehen aus zwei identischen leichten oder
L-Ketten (light chain) mit anndhernd 25 kDa und zwei identischen schweren oder H-

Ketten (heavy chain) mit anndhernd 50 kDa (Abbildung 2.1).
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Abbildung 2.1: Schematische Darstellung eines Immunglobulinmolekaiils. (aus Mix E, 2006)

Durch Cysteinreste werden die schweren Ketten untereinander und jeweils eine leichte
mit einer schweren Kette Uber Disulfidbriicken verbunden. Es werden zwei
verschiedene Versionen von leichten Ketten (Kappa = x, Lambda = 2) und finf

verschiedene Versionen von schweren Ketten unterschieden, wobei die Art der



Hintergrund - Corinna Maskow 9

schweren Kette den Isotyp des Antikorpers definiert: y = Immunglobulin G (4
Unterklassen: 1gG 1, 1gG 2a, IgG 2b, IgG 3), p = Immunglobulin M, & =
Immunglobulin D, o = Immunglobulin A, ¢ = Immunglobulin E (Cooper MD, 1987,
Burrows PD, 1997).

Das Immunglobulinmolekuil weist zwei verschiedene Regionen auf. Die aminoterminale
Doméne der schweren und leichten Ketten (Vy bzw. V), die eine groRBe Variabilitat in
ihrer Aminosduresequenz zeigt, stellt die variable Region (V-Region) des Antikdrpers
dar und verleint ihm die F&higkeit, ein spezifisches Antigen Uber zwei identische
Rezeptoren zu binden. Zusatzlich zu der variablen Region weisen die leichten Ketten
eine, die schweren Ketten drei (IgG, IgA) bis vier (IgM, IgE) Doménen (Cps-4 bzw. C,)
mit endstandigen Carboxylgruppen auf, die zusammen die konstante Region (C-Region)
des Antikorpers bilden. Hiertiber wird die charakteristische Effektorfunktion des
jeweiligen Immunglobulins (z.B. Komplementbindung, Interaktion mit spezifischen
Rezeptoren verschiedener Zellen) vermittelt.

Zwischen Cp; und Cyo befindet sich die Hinge-Region, die eine Beweglichkeit in
diesem Bereich und damit eine Verdnderung des Abstandes beider
Antigenbindungsstellen erlaubt.

Die Analyse der Aminosduresequenz der variablen Region der leichten und schweren
Kette zeigt, dass die Sequenzvariabilitat zwischen unterschiedlichen Antikdrpern nicht
gleichmalig Uber die V-Regionen verteilt ist, sondern sich in bestimmten Abschnitten
konzentriert. Es gibt in den Vu- und Vi -Doménen jeweils drei Regionen, die eine
besonders hohe Variabilitdt aufweisen. In ihrer Tertidrstruktur, also der
dreidimensionalen Form des Immunglobulinmolekdls, bilden sie drei 5-25 Aminosauren
lange hypervariable Schleifen, die nebeneinander positioniert eine Oberflachenstruktur
darstellen, die das Antigen bindet. Man nennt sie daher Complementarity Determining
Regions, CDR1-3. Den groRten Einfluss auf die Antigen-Spezifitat hat hierbei die aus
drei verschiedenen rekombinierten Gensegmenten zusammengesetzte CDR3-Region der
schweren Immunglobulinkette, die das Zentrum der Antigen-Bindungsstelle bildet
(MacCallum RM, 1996; Xu JL, 2000). Umgeben sind diese Abschnitte sehr hoher
Variabilitdt von vier weniger variablen Geriistregionen, so genannten Framework
Regions, FR1-4, die die strukturelle Integritdit des Immunglobulinmolekiils
gewadhrleisten (Padlan EA, 1994; Davies DR, 1990, 1996; Tonegawa S, 1983).
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2.2 Der Genlocus fur die schwere Kette des Immunglobulins

Um den Organismus effektiv vor Pathogenen schiitzen zu koénnen, kann eine Maus
ahnlich wie der Mensch ca. 108 bis 10° unterschiedliche Antikorperspezifitaten bilden.
Grundlage fir diese Diversitat ist die somatische Rekombination von Gensegmenten,
die wéhrend der Entwicklung der genetisch identischen Pro-B-Zellen zu reifen,
einzigartigen B-Lymphozyten stattfindet (Tonegawa S, 1983).

Der Genlocus fur die schwere Immunglobulinkette liegt im Genom der Maus auf
Chromosom 12 im Bereich F und ist ca. 3 Megabasen lang (Schroeder HW, 2006;
Chowdhury D, 2004). Die Segmente sind in der Reihenfolge Leader — V(ariable) —
D(iversity) — J(oining) — C(onstant) Gensegment angeordnet (Abbildung 2.2).

Der exakte Aufbau des IgH-Genlocus differiert zwischen unterschiedlichen Mauslinien.
Aktuell wird die Anzahl der IgHV-Gensegmente mit 134 angegeben, wobei etwa 97
Segmente funktionell aktiv sind (Chevillard C, 2002). Auf der Basis von
Sequenzhomologien kénnen sie in 15 Familien unterteilt werden (Mainville CA, 1996;
Chevillard C, 2002). Die 15 Dy-Gensegmente werden in 4 Familien eingeteilt
(Chowdhury D, 2004). Aulierdem gibt es 4 Jy-Gensegmente (Sakano H, 1980) sowie 8-
9 konstante Regionen (IgHC).

Eine international anerkannte Kilassifikation ordnet Gensegmente nach ihrer

Familienzugehorigkeit und Reihenfolge im Genom (Giudicelli V, 2004).

approximately 1 Mb 98kb 82kb 24kb 50 kb
f f f } f i
V, genes Dg 164 D952 Jy Ep Cu C3 Cy3Cy1Cy2b Cy20.Ce Ca 3'E,
T 1
o-HHIIHHH-——eillo—iiH1HH- 4 dd—e—
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\\

0—O—H-O—RO—AO—O—HHHHK)-0--0—/-HI-

D
Mosse Osze09  Qasz2 07183 [other "

Abbildung 2.2: Organisation des murinen IgH-Locus (aus Chowdhury D, 2004)

Schematische Darstellung des murinen IgH-Locus mit ungefdhren Abstdnden zwischen den
Gensegmenten in Zeile 1. Ausgewahlte VH-, DH-und JH Gensegmente, mit unterschiedlichen Isotypen
der konstanten Region in Zeile 2. Darunter detaillierte schematische Darstellung der rdumlichen
Beziehungen der VH-Gene unterschiedlicher VH-Familien.
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2.3 Die Entstehung der Antikorpervielfalt

Die Immunglobulindiversitat liegt im Wesentlichen begrindet in der somatischen
Rekombination der V-, D- und J-Gensegmente der schweren Kette und der V- und J-
Gensegmente der leichten Kette im Rahmen der Reifung der B-Lymphozyten in den
zentralen lymphatischen Organen (combinational diversity).

Zusétzlich gibt es weitere Mechanismen, die die Entstehung der nahezu unbegrenzten
Antikorper-Vielfalt bedingen. Wahrend der Rekombination werden zwischen den
Gensegmenten auf DNA-Ebene sogenannte P- und N-Nukleotide eingefiigt (junctional
diversity, s.u.). Eine weitere Erhdhung der Diversitat wird durch die Kombination von
schwerer und leichter Kette erreicht. Manche Kombinationen von IgH- und IgL-Ketten
sind jedoch, wahrscheinlich aufgrund sterischer Hinderungen, ausgeschlossen
(Yurovsky VV, 1993).

Wahrend der Affinitasreifung kann die Antigen-Affinitdt durch Einfligung von
somatischen Hypermutationen in der Variablen Region des Immunglobulin-Gens
veréndert werden (Nezlin R, 2001).

Gegenstand intensiver Forschungsbemihungen ist die Dynamik der Repertoire-
Entwicklung, wobei neuerdings auch Hochdurchsatz-Sequenzierungen zum Einsatz
kommen, die sich duch einen Wegfall der Klonierung der zu sequenzierenden DNA
auszeichnen sowie duch Parallelisierung vieler Millionen Sequenziervorgange zu einer
immensen Dantenproduktion fithren (Vale AM, 2010; Boyd SD, 2010). Anhand der
Diversitatsbestimmung und der Erstellung phylogenetischer Stammbaume der
Sequenzen kann ermittelt werden, wie nah die Sequenzen einer Subpopulation
untereinander verwandt sind (Zuckerkandl E, 1965). Ein hoher Verwandtschaftsgrad
(geringe Diversitat und stark fokussierter, asymmetrischer phylogenetischer
Stammbaum) kann auf einen sehr starken, einseitigen Selektionsdruck beispielsweise
durch ein kleines Spektrum an Fremd- oder Eigen-Antigenen hinweisen. Eine hohe
Diversitat und dementsprechend ein breit gefacherter, symmetrischer Stammbaum zeigt
eine eher zuféllige Zusammensetzung des Sequenzrepertoires an. Das IgM-Repertoire,
das in der Regel Antigen-unabhangig entsteht, konnte daher eine héhere Diversitat und
einen breitgefacherteren phylogenetischen Stammbaum aufweisen als ein Antigen-

abhéngig entstandenes sekundares IgA-Repertoire.
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2.3.1 Somatische Rekombination der IgH-Gene

Im Gegensatz zu den Regionen CDR1 und CDR2, die durch das jeweilige Vu-
Gensegment kodiert werden, wird CDR3 durch den enzymatischen Prozess der VyDJu-
Rekombination de novo synthetisiert (Tonegawa S, 1983; Alt FW, 1992). Wesentlich
beteiligt sind die beiden rekombinationsaktivierenden Gene RAG1 und RAG2
(Oettinger MA, 1990; Alt FW, 1992; Lewis SM, 1997). Zundchst vollzieht sich eine D-
Ju-Umlagerung. Die Proteinprodukte der RAG1 und RAG2 erkennen konservierte
DNA-Sequenzen, die das 3’-Ende jedes Vy-Segments, das 5’-Ende jedes Jy-Segments
sowie beide Seiten jedes D-Segments flankieren. Diese Rekombinationssignal-
Sequenzen (RSS) bestehen aus einem konservierten palindromischen Heptamer
5’CACAGTG 37, einem nichtkonservierter Spacer von 12 oder 23 Basenpaaren und
einem konserviertes Nonamer 5’ACAAAAACC 3’ (Nadel B, 1995).

Die Lange des Spacer ist maRgeblich fir das Gelingen der VDJ-Rekombination. Ein
Gensegment, das von einer RSS mit einem 12 bp langen Spacer flankiert ist kann nur
mit einem Gensegment verknlpft werden, das von einer RSS mit einem 23 bp langen
Spacer flankiert ist: 12/23-Regel (Early P, 1980). Da sowohl Vu- als auch Ju-
Gensegmente von 23 bp-Spacern und Dy-Gensegmente auf beiden Seiten von 12 bp-
Spacern flankiert werden, kann eine sinnvolle Kombination stattfinden (Sanz I, 1991).
Neueren Studien zu Folge kann diese Regel jedoch nicht als absolut angesehen werden
(Koralov SB, 2005).

Haben die RAG-Proteinkomplexe die RSS des D- und J-Segmentes gebunden, lagern
sie sich aneinander, stiilpen dadurch ein zirkuldres DNA-Fragment aus und bringen die
zu verknlpfenden Segmente haarnadelférmig aneinander. Es kommt zu
Doppelstrangbriichen. Von den zu verbindenden Gensegmenten werden durch
Exonuklease-Aktivitdt beliebig viele Nukleotide entfernt. AnschlieBend fligt die
terminale Desoxynukleotidyltransferase (TdT) schlieBlich beliebige, nicht auf der DNA
kodierte Nukleotide (N-Nukleotide) an den Grenzen der rekombinierten Gensegmente
ein (Alt FW, 1982; Desiderio SV, 1994).

Der gleiche Vorgang schlieBt sich fur die Vy-DJy-Umlagerung an (Alt FW, 1992;
Lewis SM, 1997). Nach erfolgter VDJ-Rekombination wird ein priméares RNA-
Transkript gebildet und durch Splicing-Vorgénge die aus vier Exons bestehende
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konstante Region angefigt, so dass eine Vy-D-Ju-Cn-Region entsteht (Honjo T, 2004;
Honjo T, 2008; Abbildung 2.3).

—EHEHERAHPHHE—— I+ Keimbahn

DJ-Umlagerung

—- # — VDJ-Umlagerung
\% N‘DN J /
Wi Vb v N
—-. H“ e _Somatissrélgiamlglhtation

[
CDR-H3

Abbildung 2.3: Schematische Darstellung der VDJ-Rekombination

2.3.2 Einfligen von P- bzw. N-Nukleotiden

Die dritte hypervariable Schleife liegt in der schweren Kette im Bereich der
Verknipfungsstelle zwischen dem V-, Dy-und Jy-Gensegment. Durch Insertion und
Deletion von P- und N-Nukleotiden kommt es zu einer weiteren Erhéhung der
Variabilitat.

Bei der somatischen Rekombination kommt es nach erfolgter Komplexbildung zum
Entfernen der RSS (Nadel B, 1995; 1997). Die RAG-vermittelte Spaltung der
Haarnadelstruktur (Sakano H, 1981) fuhrt zu einer palindromartigen, komplementéren
Verdoppelung der letzten ein bis ca. vier Nukleotide am Ende eines Segments: P-
(palindromische) Nukleotide. Dieser Vorgang kann an allen an der somatischen
Rekombination beteiligten Segmentenden stattfinden. 3’-Ende des Vy-Segments, beide
Enden des Dy-Segments und 5’-Ende des Jy-Segments.

Nach dem Aufschneiden der Haarnadelstruktur werden durch enzymatische Aktivitat
der terminalen Desoxynucleotidyltransferase (Desiderio SV, 1984; Komori T, 1993)
nicht auf der Keimbahn-DNA kodierte N- (nontemplated) Nukleotide zwischen den
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rekombinierten Vy-D-Ju—Gensegmenten in die einzelstrdngige DNA eingefligt
(Gilfillan, 1993). Es kommt zur komplementidren Basenpaarung der beiden
Einzelstdnge. Im Anschluf? entfernen Reparaturenzyme ungepaarte Nukleotide, fiillen
die verbliebene einzelstrangige DNA mit komplementéren Nukleotiden auf und ligieren
die DNA schlieRlich mit den P-Nukleotiden.

Dies wird als junktionale Diversitat bezeichnet und erfolgt unter Inkaufnahme von
Verlusten in Form von nicht lesbaren Pseudogenen (,frame shift’). Durch die Deletion
einer zufalligen Anzahl potentiell kodierender Nukleotide sowie die Insertion einer
zufélligen Anzahl N-Nukleotide wird das Leseraster der kodierenden Sequenz bei zwei
von drei somatischen Rekombinationen verschoben. Derartige Rasterverschiebungen
fihren zu B-Lymphozyten, die keine funktionsfahigen Immunglobuline synthetisieren.
In diesen Zellen wird auch das zweite Allel des Immunglobulin-Locus umgelagert. Ist
dies ebenfalls erfolglos, so wird die Zelle durch Rezeptor-Revision ,recycled* (Zhang
Z, 2003) oder verfallt der Apoptose.

2.3.3 Kombination schwerer und leichter Ketten

Beim Zusammenbau des Immunglobulinmolekiils kommt es zur Kombination zweier
identischer schwerer Ketten mit zwei identischen leichten Ketten. Die Leichtketten
bestehen aus zwei in etwa gleich groflen Regionen. Der konstante Teil (C.)
unterscheidet sich bei den verschiedenen Immunglobulinen nur geringfigig. Der
ebenfalls mit drei CDR_-Regionen an der Antigen-Bindungsstelle beteiligte variable
Teil (VL) zeichnet sich hingegen durch eine grof3e Variabilitat der Aminoséuresequenz
aus. Im Vergleich zur schweren Kette ist die Variabilitat jedoch deutlich geringer. Dies
rihrt von der geringeren Anzahl der Gensegmente in der Keimbahn-DNA her. Je nach
Art der Leichtkette (x oder A) finden sich 40 bzw. 30 funktionelle V-Segmente und 5
bzw. 4 funktionelle J-Segmente im jeweiligen menschlichen Immunglobulinlocus auf
Chromosom 2 bzw. 22 (Joho R, 1980). D-Segmente sind fir die leichten Ketten nicht
vorhanden. Trotz ihres Beitrags zur VergroRerung der Antikorpervielfalt hat keine der
CDR-Regionen der leichten Ketten annéhernd eine so grofle Vielfalt und einen so
groRen Einfluss auf die Antigen-Spezifitat wie die CDR3-Region der schweren Kette
(Xu JL, 2000).
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2.3.4 Somatische Hypermutationen

Somatische Hypermutation findet mit Ausnahme sporadischer extrafollikulérer
Ereignisse vor allem wahrend der Keimzentrumsreaktion statt. Nach Antigenkontakt
kommt es in den umgelagerten variablen Bereichen zur Induktion von Punktmutationen
(Neuberger MS, 1995; Jacobs H, 2001; Honjo T, 2004; Honjo T, 2008).

Die antigenbindenden Bereiche der Immunglobuline werden dabei mit einer Rate von
0,1 bis 1 Mutation pro 10° Basenpaare mutiert. Da diese Rate ca. 10° mal (iber der
basalen, natiirlichen Mutationsrate somatischer Zellen liegt, wird dieser Prozess als
somatische Hypermutation bezeichnet (McKean D, 1984; Collins AM, 2003).

Der Abschnitt der Immunglobulingene, auf dem sich die Mutationsprozesse ereignen,
beginnt ca. 150 bp unter der Initiationsstelle der Transkription. Er erstreckt sich ber
den gesamten kodierenden Sequenzbereich des rearrangierten V(D)J-Bereiches der
variablen Region und endet ca. 1,5-2 kb unterhalb der Transkriptionsinitiationsstelle im
nicht-kodierenden Bereich vor dem Intron-Enhancer und dem konstanten Bereich
(Lebecque SG, 1990; Rada C, 1997; Rada C, 2001; Honjo T, 2004).

In der Regel handelt es sich bei der somatischen Hypermutation um einzelne
Punktmutationen (Wagner SD, 1996; Papavasiliou FN, 2002), gelegentlich treten
Insertionen oder Deletionen auf (Wilson PC, 1998). Die Verteilung der Mutationen lauft
hierbei nicht zuféllig ab (Betz AG, 1993). Bevorzugte Nukleotidsequenzen (fur GC-
Mutationen DGYW/WRCH, fir AT-Mutationen WA/TW) werden als Hotspot-Motive
bezeichnet (Rogozin IB, 1992; Milstein C, 1998). Dabei steht D flr ein A, G oder T, R
fiir ein A oder G, Y fiir ein C oder T und W fur ein A oder T an dieser Position.

Die Mutationen werden in die Aminosauresequenz verandernde Replacement-
Mutationen und nicht sequenzwirksame silente Mutationen unterteilt. Diejenigen B-
Lymphozyten, deren Immunglobuline durch eine veranderte Aminoséuresequenz eine
groRere Antigen-Affinitdt erreichen, werden selektiert und durchlaufen weitere
Differenzierungsschritte, die sogenannte positive Selektion (Rajewsky K, 1996). Somit
weisen antigenselektierte B-Lymphozyten vermehrt Replacement-Mutationen in den
CDR-Regionen auf, die fur die Antigenbindung von besonderer Bedeutung sind.
Framework-Regionen, die fir die wichtige Gerlststruktur der funktionellen
Immunglobuline kodieren, sind deutlich seltener mutiert (Betz AG, 1993). Fihrt eine

Replacement-Mutation zur Bildung eines Stop-Codons und damit zum Abbruch der
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Transkription, so wird in der entsprechenden Zelle die Apoptose induziert (Insel RA,
1998).

Das Schliisselenzym, das sowohl fur die somatische Hypermutation als auch fir den
Isotypenwechsel (siehe unten) essentiell ist, ist die Aktivierungsinduzierte
Cytidindeaminase (AID) (Honjo T, 2004; Honjo T, 2008). Die AID triggert die
Deamination von Cytidin zu Uridin in einer einzelstrangigen DNA (Petersen-Mahrt SK,
2002). Gegenlaufig wird bei der Zweitstrangsynthese dann ein Adenosin komplementér
zum Uridin anstelle eines Guanosins in die DNA eingebaut. Muramatsu et al.
(Muramatsu M, 2000) konnten zeigen, dass eine Inaktivierung der AID uber AID-
Knockout-Mause eine vollige Abwesenheit von somatischer Hypermutation und
Isotypenwechsel zur Folge hatte. Des Weiteren fand man Mutationen in der AID als
Ursache fiir eine autosomal-rezessive Form des Hyper-IlgM-Syndroms (HIGM2) (Revy
P, 2000). Ein weiteres beteiligtes Enzym ist die Uracil-DNA-Glycosylase (UNG). Sie
schneidet das durch die AID entstandene Uracil heraus. UNG-defiziente Mause zeigten
keine Verminderung der Mutationsfrequenz, jedoch ein verandertes Mutationsmuster
(Storb U, 2002). Nach dem Hypermutationsprozess durchlaufen die B-Lymphozyten
eine positive Selektion. Die Zellen, deren Affinitat angestiegen ist, erhalten ein
Uberlebenssignal (Ledermann S, 1992).

2.4 Besonderheiten des GALT (gut-associated lymphoid tissue)

Im Immunsystem unterscheidet man anatomisch unterschiedliche Kompartimente, von
denen jedes einzelne gezielte Reaktionen gegen Pathogene auslosen kann. Diese
Kompartimente kdnnen aufgrund zweier wesentlicher Merkmale definiert werden: Zum
einen bleiben Immunreaktionen, die in einem dieser Kompartimente ausgeldst werden,
weitestgehend darauf begrenzt. Zum anderen sind Lymphozyten aufgrund spezieller
Rezeptoren auf bestimmte Kompartimente beschrénkt.

Ein groRes, hochspezialisiertes Kompartiment der adaptiven Immunitét befindet sich in
der Nahe der Oberflachen, Uber welche die meisten Pathogene in den Korper des Wirts
eindringen: Das darmassoziierte lymphatische Gewebe oder GALT (gut—associated
lymphoid tissue). Dieses von Geburt an kontinuierlichem Antigenkontakt ausgesetzte
intestinale Immunsystem stellt den groRten und komplexesten Teil des menschlichen

Immunsystems dar (Mowat AM, 2003) und z&hlt zum common mucosal immune system
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(McGhee JR, 1992; Maheshwari A, 2006). Das GALT besteht aus zahlreichen
schleimhaut-assoziierten Lymphfollikeln in der Lamina propria mucosae und Tela
submucosa des Darms sowie intraepithelialen und diffus in der Darmmukosa verteilten
Lymphozyten (Fujimura Y, 1996) sowie Makrophagen und dendritischen Zellen.
Strukturell gesehen vereint das GALT u.a. Solitérfollikel im Jejunum, aggregierte
Lymphfollikel der Appendix vermiformis sowie die spezialisierten Strukturen der
Peyerschen Plaques im Ileum (Gebert A, 2000). Auch die von Saito H. et al. 1998
beschriebenen ,cryptopatches’, Ansammlungen von Vorldaufer-T-Tellen in den Krypten

der Lamina propria mucosae, werden zum GALT gezahlt (Saito H, 1998).

2.4.1 Anatomie der Peyerschen Plaques

Die nach ihrem Erstbeschreiber, dem Schweizer Anatomen Johannes Conrad Peyer
(1653-1712) benannten Peyerschen Plaques gehéren zum induktiven Anteil der
Immunreaktion. Es handelt sich hierbei um Aggregationen von Lymphfollikeln in den
mukosalen Wandanteilen v. a. des Dinndarms. Beim Menschen existieren zumeist ca.
20-30 dieser Plaques, bestehend aus durchschnittlich 10-60 Follikeln. IThre Anzahl kann
jedoch im terminalen Ileum auf mehrere Hundert Follikel ansteigen (Cornes JS, 1965).
Die kuppel-(dom-)formige Struktur der Peyerschen Plaques wird luminal durch das
Follikel-Assoziierte Epithel (FAE) begrenzt, ein spezialisiertes Epithel ohne Krypten
und Zotten, das nur wenige schleimproduzierende Becherzellen und keine exokrin
sezernierenden Paneth-Kdrnerzellen enthélt (Makala LH, 2002; 2003). Hierin findet
man spezifische M(microfold)-Zellen, Mikrovilli-freie Epithelzellen, denen die Aufgabe
des transepithelialen Transports luminaler Antigene zukommt (Neutra MR, 2001).
Unterhalb des Follikel-Assoziierten Epithels liegt, durch eine dunne Schicht
subepithelialen Domareals (SED) getrennt, der eigentliche Follikel. Er besteht aus einer
aulleren Mantelzone, die reich an B-Lymphozyten, CD4-T-Lymphozyten und reifen
dendritischen Zellen ist (Abbildung 2.4).
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Payer's patch
Intestinal lumen

B-call foliche

Abbildung 2.4: Immunfluoreszenz-Aufnahme (links) und schematische Darstellung eines
Peyerschen Plaques (rechts) (aus: Nagler-Anderson C, 2001)

In der Immunfluoreszenz-Aufnahme werden T-Lymphozyten grin und dendritische Zellen (DC) rot
dargestellt. Neben spezialisierten M-Zellen gewéhrleisten DCs den transepithelialen Transport. DCs sind
sowohl im subepithelialen Domareal als auch im interfollikularen T-Zell-Areal als sternférmige rote
Zellen sichtbar.

Vor allem im Dinndarm bilden B-Lymphozyten mit einem Netzwerk von dendritischen
Zellen im Kern der Follikel ein Keimzentrum. Im Uberlappungsbereich von B-Zell-
reichen Mantelregionen und T-Zell-reichen Interfollikularregionen finden wichtige B-T-
Zell-Interaktionen statt (MacLennan IC, 1997). Fehlen antigenspezifische T-Zellen, ist
die klonale Expansion nach einer Immunisierung deutlich reduziert (Garside P, 1998).
Die Interaktion zwischen B- und T-Lymphozyten wird vor allem (ber CD40 und
CD40L, zwei Rezeptoren der TNF-Rezeptor-Familie, vermittelt. Bei der Aktivierung
reifer B-Lymphozyten kann die Keimzentrumsreaktion, der Klassenwechsel sowie die

Reifung von B-Gedé&chtniszellen induziert werden (van Kooten C, 2000).

2.4.2 Die Keimzentrumsreaktion

Die meisten aktivierten B-Zellen migrieren in die rote Pulpa der Milz und in die
Markstrange der Lymphknoten, wo sie zu kurzlebigen, niederaffinen Plasmazellen
ausdifferenzieren. CD40L-aktivierte B-Lymphozyten durchlaufen innerhalb von zwei
bis vier Tagen nach Aktivierung eine oligoklonale Proliferation und formieren sich in
Kombination mit follikuldren dendritischen Zellen und Ty-Zellen zu einem so
genannten Keimzentrum (Liu YJ, 1991; Wolniak KL, 2004).
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In den folgenden Tagen entwickelt sich aus dem Primarfollikel ein Sekundéarfollikel, der
durch die Unterteilung in eine hellere und eine dunklere Zone mit umgebender
Mantelzone charakterisiert ist (MacLennan IC, 1994). Die dunklere Zone beherbergt die
alle sechs Stunden proliferierenden Zentroblasten, in denen durch somatische
Hypermutation hochaffine B-Zell-Rezeptoren generiert werden (Liu YJ, 1991; Liu Y/,
1996) (Abbildung 2.5). In der hellen Zone findet die Selektion der aus Zentroblasten
hervorgehenden, nicht mehr proliferierenden Zentrozyten tber ihren B-Zell-Rezeptor
statt. Nur diejenigen B-Lymphozyten, die durch die somatische Hypermutation eine
hohere Affinitat zu ihrem Antigen erworben haben (Affinitatsreifung), erhalten Gber

ihren B-Zell-Rezeptor und CD40L ein Uberlebenssignal (Lederman S, 1992).
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Abbildung 2.5: Schematische Darstellung eines Keimzentrums (de Villartay JP, 2003)

Innerhalb des Keimzentrums finden bei CD40-CD40L-Interaktion und AID-Aktivitat Klassenwechsel
(CSR) und somatische Hypermutation (SHM) naiver B-Lymphozyten in Kooperation mit aktivierten
CD4" T-Lymphozyten statt. Nach SHM verlauft der Selektionsprozess in engem Kontakt mit follikularen
dendritischen Zellen (FDC). Mutationen in den Genen fir CD40, CD40L und AID konnen zu
verschiedenen Formen des Hyper-lgM-Syndroms (HIGM) fihren.
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B-Zellen, die keine erhdhte Affinitdt zum Antigen erlangt haben, werden apoptotisch.
Positiv selektionierte B-Lymphozyten konnen weitere Zyklen der Reifung und
Selektion durchlaufen, bis schlie3lich klonal verwandte Zellen mit unterschiedlichen
Mutationsstrukturen in IgVH das Keimzentrum verlassen (Liu YJ, 1997) und sich zu
langlebigen, Antikorper-sezernierenden Plasmablasten oder zu ruhenden B-
Gedachtniszellen entwickeln, die im Falle einer Reinfektion mit dem gleichen Pathogen

zu einer sehr viel schnelleren, hochaffinen Immunantwort fihren (Tarlinton DM, 2000).

2.4.3 Isotypenwechsel

Die Effektorfunktion des Immunglobulinmolekils ist abh&ngig von der jeweiligen
Antikorperklasse und wird Uber die konstanten carboxyterminalen Doménen der
schweren Ketten reguliert. Die Gene fur die konstanten Regionen der
Immunglobulinmolekdile liegen in einem groRRen Cluster von ca. 200 kb vor, der sich auf
der 3’-Seite der Ju-Gensegmente erstreckt. Dabei liegt das C,-Gensegment den Jy-
Gensegmenten und damit dem nach erfolgter somatischer Rekombination
zusammengesetzten Exon fiir die variable Region am nachsten. Darum werden die p-
Schwerketten zuerst exprimiert und IgM ist der erste Immunglobulinisotyp, der im
Rahmen der B-Zellentwicklung produziert wird (Bengtén E, 2000).

Der Wechsel zu anderen Isotypen erfolgt erst, wenn B-Lymphozyten durch ein Antigen
stimuliert wurden. Hierbei spielen Bereiche repetitiver DNA, so genannte Schalter-
(oder switch) Regionen, eine entscheidende Rolle, die im Intron vor dem jeweiligen C-
Gensegment liegen. Die Sequenzen der jeweiligen Schalterregionen unterscheiden sich
in Einzelheiten, alle enthalten jedoch Wiederholungen von ,,GAGCT“- und
,GGGGGT“-Sequenzen. Der Isotypenwechsel erfolgt durch Rekombination zwischen
diesen repetitiven Sequenzen, wobei die zwischenliegende DNA deletiert wird
(Stavnetzer J, 1996). Schlusselenzym hierbei ist wiederum die Cytidin zu Uridin
deaminierende aktivierungsinduzierte Cytidindeaminase (AID). Ein Mangel an AID
durch Verminderung des Transkriptionsfaktors E47, wie er natlirlicherweise im Alter
entsteht, fuhrt Uber eine Verminderung des Isotypenwechsels und der somatischen
Mutationen zur Bildung niederaffiner Antikorper (Frasca D, 2008).

Die Aktivierung von B-Lymphozyten wird induziert durch die Interaktion zwischen B-
und  Ty-Lymphozyten  Uber den  CD40-CD40L-Komplex  sowie  durch



Hintergrund - Corinna Maskow 21

isotypenspezifische Zytokine. Mutationen von CD40L kdnnen beim Menschen und bei
der Maus zum fehlenden Klassenwechsel und somit zur Bildung eines Hyper-IgM-
Syndroms fuhren (Xu JL, 1994). Fur den Klassenwechsel von IgM zu IgA sind die
isotypenspezifischen Zytokine TGF-B, 1L-10, IL-4, IL-5 und IL-6 obligatorisch
(Brandtzaeg P, 2005). Ist der Isotypenwechsel einmal vollzogen, Gbernimmt IgA an
mukosalen Oberflachen drei verschiedene Aufgaben. Auf luminaler Seite verhindert
sekretorisches IgA die Anheftung und das Eindringen von Antigenen in das Epithel
(Nagler-Anderson C, 2001). Innerhalb der Lamina propria kdnnen IgA-Antikorper
Antigene binden und diese luminal absondern (Robinson JK, 2001). Zusétzlich kénnen
sie eine intraepitheliale Virusproduktion inhibieren (Fujioka H, 1998) oder

proinflammatorische Antigene neutralisieren (Fernandez MI, 2003).

2.5 Fragestellung

B-Lymphozyten durchlaufen eine Antigen-unabhangige und eine Antigen-abhéngige
Reifungsphase. In beiden Phasen werden die B-Zellen unter anderem anhand der
Eigenschaften der Antigen-Bindungsstelle des membranstandigen Immunglobulins
selektiert (Zemlin M, 2002). Wir haben die Hypothese aufgestellt, dass IgA-bildende
Subpopulationen der Gedéachtnis- und Plasmazellen nicht zuféllig, sondern aufgrund

ihrer Antigen-Bindungseigenschaften rekrutiert werden.

Mit dieser Arbeit sollen grundlegende Fragen zur Entwicklung des B-Zell- bzw.
Antikorper-Repertoires im GALT beantwortet werden:
e Welchem Selektionsdruck unterliegt das B-Zell-Repertoire wéhrend des
Klassenwechsels zu IgA?
e Nach welchen Kiriterien entwickeln sich Zellen zu Plasma- oder
Gedéachtniszellen?
Um diese Fragen zu beantworten wurden die Repertoires von IgM und IgA
exprimierenden Plasma- und Gedachtniszellen anhand ihrer klonalen Diversitat, der
Verwendung von Vy-, Dy- und Ju- Gensegmente sowie der Art und Verteilung der

somatischen Mutationen verglichen.
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3 Material und Methoden

3.1 Sequenzierung der RNA-Transkripte fur die variable

Region der schweren Kette

3.1.1 Haltung und Praparation der Mause

Arbeitsmaterialien:

MACS-Puffer Miltenyi Biotec; Bergisch Gladbach, D
Kulturschalen Klinikum der Philipps-Universitat, Marburg, D
Terralin® Liquid Schulke & Mayr GmbH, Norderstedt, D
Chirurgische Pinzette und Schere Aesculap Incorporation, Center Valley, USA

Fur die Gewinnung der Zellen der Peyerschen Plaques wurden vier acht bis zehn
Wochen alte BALB/c Mduse von Harlan Winkelmann (Borchen, D) bezogen. Die
Haltung erfolgte unter spezifisch pathogenfreien Bedingungen (SPF-Mé&use) in einzeln
bellfteten Kafigen mit einem Hell-/Dunkelrhythmus von 12/12 Stunden. Die Tiere
erhielten Futter und Wasser nach Belieben. Die Totung der Tiere erfolgte durch
zervikale Dislokation. Die entsprechende Genehmigung des Regierungsprasidiums
GieRen fur die Durchfihrung der Tierexperimente und gentechnischen Arbeiten liegt
vor (V54-19 ¢ 20-15(1) MR 36-05/2007).

Fur die Zellisolation wurde jede der vier M&use separat seziert. Nach Tétung wurde die
Maus mittels Stecknadeln auf einer Styroporplatte fixiert. Das Fell wurde mit
alkoholischer Desinfektionslosung bespriiht und die Peritonealhdhle durch einen
Langsschnitt eréffnet. Der Dunndarm wurde freigelegt und die Peyerschen Plaques
wurden aufgesucht. Mittels einer chirurgischen Pinzette und einer Schere konnten sie
vom Ubrigen Gewebe getrennt werden. Zur besseren Erhaltung der Zellen wurden die
entnommenen Peyerschen Plaques sofort in eine mit kaltem MACS-Puffer befillte

Kulturschale auf Eis gelegt.
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3.1.2 Antikorperfarbung der isolierten Zellen

Arbeitsmaterialien:

MACS Puffer Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach, D
Zellsiebe 100 pm Nunc GmbH & Co. KG, Wiesbaden, D
15 ml/ 50 ml Falconréhrchen Eppendorf AG, Hamburg, D
96 Well Mikrotiterplatte Nunc GmbH & Co. KG, Wiesbaden, D
Gerate:

Zellzahler K-800 Sysmex GmbH, Norderstedt, D
Centrifuge 5810R Eppendorf AG, Hamburg, D

Monoklonale Antikérper gegen murine Zelloberflachenmolekaile:

Antikorper Klon Isotyp Markierung Quelle
CD19 6D5 lgG2ak Spectral Red Southern Biotec
(SPRD)

CD21 7G6 1gG2bk Phycoerythrin (PE) | BD Pharmingen
CD23 B3B4 1gG2ak Fluorescein (FITC) | BD Pharmingen
CD138 281-2 1gG2ak PE BD Pharmingen
IgM Cyanine 5 (Cyb) Jackson Immuno
IgA C10-3 IgG1k FITC BD Pharmingen

Tabelle 3.1: Monoklonale Antikdrper gegen Zelloberflachenmolekiile

Bevor mit der Aufreinigung des entnommenen Gewebes begonnen wurde, wurden
Verdlinnungsreinen  der  AntikOrper  sowie die  bendtigten  MasterMixe
(Antikorpergemische) hergestellt. Dabei wurde stets auf Eis und mdglichst unter
Lichtausschluss gearbeitet.

Die Féarbungen erfolgten nach folgendem Schema:

MasterMix 1:
Antikorper Verdinnung ul/ Pellet
CD23-FITC 1:200 1
CD21-PE 1:200 0,5
CD19-SPRD 1:200 0,5
IgM-Cy5 1:200 0,5
Ad 100 pl
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MasterMix 2:
Antikorper Verdinnung ul/ Pellet
IgA-FITC 1:500 0,2
CD138-PE 1:200 0,5
CD19-SPRD 1:200 0,5
Ad 100 ul
Single Color Control:
Antikorper Verdlinnung pl / Pellet
CD19-SPRD 1:200 0,25
CD21-PE 1:200 0,25
CD23-FITC 1:200 0,5
CD138-PE 1:200 0,25
IgM-Cy5 1:200 0,25
IgA-FITC 1:500 0,1
Jeweils getrennt ad
50 pl

Um die Zellen der Peyerschen Plaques vom umgebenden Bindegewebe und von
eventuellen Verunreinigungen zu separieren, wurden sie mithilfe eines Spritzenstempels
und ca. 3 ml MACS-Puffer vorsichtig durch ein 100 pum Zellsieb gestrichen. Mittels
eines Zellz&hlers konnte die Anzahl der Zellen pro Mikroliter bestimmt und auf die
benétigte Menge der Zellsuspension umgerechnet werden, um 1x10° (1 Million) Zellen
fir die FACS-Analyse und anschlieRende Sortierung zu erhalten.

Die erhaltene Zellsuspension wurde nach Verrechnung entsprechend ihrer Verwendung
zur Sortierung (10° Zellen) oder als Single Color Control (10° Zellen) in die 96-Well-
Mikrotiterplatte pipettiert. Die Zellen wurden mit 1200 rpm bei 4°C fur 5 Minuten
zentrifugiert und die Uberschussige Flussigkeit verworfen.

Jede zur Zellsortierung verwendete Féarbung bestand aus einer Kombination von vier
bzw. drei fluorochrom-gekoppelten Antikorpern gegen Zelloberflachenproteine.

Die Farbung wurde durch Zugabe der Antikérperlosungen und Resuspension der Zellen
gestartet. Die Inkubation erfolgte 30 Minuten lang auf Eis und unter Ausschluss von

Tageslicht.
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Pipettierschema:

1 2 3 4

A PP

B IgM-Cy5  + | CD21-PE + PP | CD23-FITC + | CD19-SPRD  +
PP PP PP

C IgA-FITC + | CD138-PE +
PP PP

D IgM + CD21 | IgM + CD21 + | IgM + CD21 | IgM + CD21 +
+ CD23 +|CD23 + CD19 |+ CD23 +|CD23 + CD19 +
CD19+PP1 | +PP2 CD19 + PP3 | PP4

E IgA + CD19 | IgA + CD19 + | IgA+CD19+ | IgA + CD19 +
+ CD138 +|CD138+PP2 |CD138+PP3 | CD138 + PP4
PP1

Tabelle 3.2: Pipettierschema
(PP: Peyersche Plagque-Zellen)

Darauf folgend wurden 50 pl kalter MACS-Puffer zupipettiert und damit die
uberschissigen, nicht gebundenen Antikorper diluiert. Um die ungebundenen
Antikorper anschlieBend wegzuwaschen, wurde die Suspension zentrifugiert und der
Uberstand verworfen. Diese Vorgidnge wurden zur vollstindigen Elimination
ungebundener Antikérper ein weiteres Mal mit 150 pl MACS-Puffer wiederholt und die
Zellen bis zur Messung unter Lichtausschluss auf Eis gelagert.

Die durchflusszytometrische Messung wurde an einem FACSCalibur® Gerat der Firma
Becton Dickinson durchgefiihrt. Die Auswertung der Daten erfolgte mit geeigneter
Software (Cell Quest Pro™).

3.1.3 Durchflusszytometrie / FACS (Fluorescence-activated-cell-sorting)

Arbeitsmaterialien:

MACS-Puffer: Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, D
FACS Clean® BD (Becton Dickinson), Heidelberg, D
FACS Rinse® BD (Becton Dickinson), Heidelberg, D

FACS Flow® BD (Becton Dickinson), Heidelberg, D
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FACS Rohrchen BD (Becton Dickinson), Heidelberg, D
Gerate:

FACS Calibur® BD (Becton Dickinson), Heidelberg, D
Mixer Vortex Reax top Fa. Kobe, Marburg, D
Software CELL Quest Pro™ BD (Becton Dickinson), Heidelberg, D

Die Fluoreszenz-Aktivierte-Zellanalyse (FACS-Analyse) ist ein Verfahren zur
guantitativen Bestimmung von Zellen anhand von Oberflaichenmolekilen und
intrazelluldren Proteinen. Zudem ist es moglich, Aussagen Uber ZellgroRen und
Binnenstrukturen zu treffen und somit zum Beispiel Leukozytensubpopulationen zu
differenzieren. Grundlage ist eine  Antigen-Antikorper-Reaktion, die mit
fluoreszenzfarbstoffmarkierten Antikdrpern durchgefiihrt wird.

Eine Zellsuspension, die mit fluoreszierenden Antikdrpern gefarbte Zellen enthélt, wird
mit Druckluft aus dem Probenréhrchen durch einen dinnen Schlauch und ein
Metallréhrchen in eine Duse gepresst. Die Zellen treten in das Zentrum der Duse ein
und aus einer 70 pum groRen Offnung wieder aus. Seitlich wird eine isotone
Hullflissigkeit zugefuhrt. Im Inneren der Duse werden die Zellen stark beschleunigt
(bis 10.000 x Erdbeschleunigung), wodurch sie die Diise mit einer Geschwindigkeit von
ca. 9 m/s verlassen. Direkt unterhalb der Dise trifft ein fokussierter Laserstrahl den
austretenden Flussigkeitsstrahl. Das Laserlicht wird beim Auftreffen auf zellulére
Strukturen gestreut und die emittierte Streustrahlung durch Photodetektoren registriert.
Zusatzlich senden die zuvor mit fluoreszierenden Antikdrpern gekoppelten Zellen
Fluoreszenzlicht aus. Bei exakter Anregung der Elektronen des Fluoreszenzfarbstoffs
durch den Laserstrahl werden diese auf ein hdheres Energieniveau angehoben. Nach
Abschwéachung des Laserimpulses fallen die Elektronen unter Abgabe von Energie (in
Form von Photonen) auf ihr Ursprungsniveau zuriick. Diese Photonenkonzentration, die
durch einen Photodetektor registriert wird, verhalt sich proportional zur Menge der
gebundenen Antikorper pro Zelle.

Das von den Zellen in Richtung des Lasers gestreute Licht wird mit einem
Photodetektor als so genanntes VVorwartsstreulicht gemessen (FSC) und ist ein MaR flr
die GroRe der Zellen. Das hinter der Diise aufgefangene Licht ist die Summe aus dem so
genannten Seitwartsstreulicht (SSC) und dem emittierten Fluoreszenzlicht der
Antikorper-Fluoreszenzkonjugate. Malgeblich fur die Granularitat ist hierbei das

Seitwartsstreulicht; das Fluoreszenzlicht ist fiir die jeweils verwendeten Fluorochrome
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spezifisch. Durch einen optischen Interferenzfilter wird es nach Wellenlangen getrennt

und gelangt auf die hochempfindlichen Photodetektoren.

Das hier verwendete Analysegerat FACSCalibur® der Firma Becton Dickinson ist mit
einem Argonlaser (488 nm) und einer roten Laserdiode (633 nm) ausgestattet und
erlaubt die gleichzeitige Analyse von bis zu vier verschiedenen Farben. Eine
gleichzeitige Messung verschiedener Fluoreszenzfarbstoffe ist mdglich, da sich die
eingesetzten Farbstoffe zwar bei derselben Wellenldnge anregen lassen, aber Uber
unterschiedliche, fir den jeweiligen Farbstoff charakteristische Emissionsspektren
verfligen.

Tabelle 3.3 zeigt die Absorptions- und Emissionswellenldéngen der verwendeten

Markierungen.

Fluoreszenzkanal  Farbstoff Absorptionsmaximum  Emissionsmaximum
FL1 FITC 495nm 519nm
FL2 PE 480/565nm 578nm
FL3 SPRD 589nm 615nm
FL4 Cy5 650nm 670nm

Tabelle 3.3: Spezifizierung der Fluorochrome

Uber die zugehorige Software CELL Quest Pro™ wurde die ,,Dot Plot*“-Darstellung
gewahlt, eine zweidimensionale Darstellung zweier Parameter. Jede Zelle wird
entsprechend ihrer Werte fiir Parameter 1 und Parameter 2 zwischen X- und Y- Achse
als Punkt eingetragen. Durch das Setzen von Analysefenstern kann die
Expressionsanalyse einzelner Oberflachenmolekiile auf bestimmte Zellpopulationen

beschrankt werden.

3.1.4 Cell-Sorting

Arbeitsmaterialien:

RLT Puffer Qiagen GmbH, Hilden, D
B-Mercaptoethanol Fluka Chemie GmbH, Buchs, CH
70 pl Zellsiebe Dako Cytomation GmbH, Hamburg, D
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Gerate:
MoFlo™ Dako Cytomation GmbH, Hamburg, D

Zur Zellsortierung mittels eines abreiBenden Flissigkeitsstrahls, wie sie in dieser Arbeit
durchgefuhrt wurde, bendtigt man eine Einzelzellsuspension. Die mit Hilfe von
Fluoreszenzfarbstoffen markierte Zellsuspension wird in einer Trégerflussigkeit so
durch eine Dise gepresst, dass die Zellen einzeln nacheinander in die Mitte des
Flussigkeitsstrahls gelangen (hydrodynamische Fokussierung). Die Intensitdt der
Fluoreszenz jeder Zelle wird wie bei einer durchflusszytometrischen Messung analysiert
und die Ergebnisse als mehrparametrige Verteilungen auf einem Bildschirm dargestellt.
Diejenigen Zellpopulationen, die angereichert werden sollen, werden auf dem
Bildschirm markiert. Durch einen mit einer Frequenz von 100 kHz schwingenden
piezoelektrischen Kristall wird die Flussigkeitssaule in hochfrequente Schwingungen
versetzt. Der Strahl lost sich so in einem definierten Abstand in Tropfchen auf.
Wahrend dieses Vorgangs werden die Tropfchen mit elektrischer Ladung versehen.
Nach diesem so genannten Tropfenabriss gelangt die identifizierte Zelle in ein von zwei
geladenen Metallplatten (U = 3 kV) erzeugtes elektrostatisches Feld und kann so in

entsprechende Auffangréhrchen sortiert werden.

In dieser Arbeit wurden Peyersche Plaques von vier einzelnen, sieben Wochen alten
BALB/c-Mausen verwendet. Die Zellpellets wurden mit je 300 — 400 ul MASC-Puffer
resuspendiert und durch ein 70 ul Zellsieb laufen gelassen, um eine Verstopfung der
hochsensiblen Messelektronik des MoFlo zu vehindern. Aus dem Lymphozyten-Gate

wurden drei verschiedene Subpopulationen sortiert:

e IgM Zellen: IgM positive, CD19, CD21 und CD23 positive Zellen
e Plasmazellen: CD19 negative, CD138 positive Zellen
e Gedachtniszellen: CD19 positive, CD138 negative Zellen

Die sortierten Zellen wurden in 1,5 ml Eppendorf-GefalRen aufgefangen, die 350 ul
RLT-Puffer enthielten, der zuvor mit B-Mercaptoethanol nach Herstellerangaben (10 pl
B-Mercaptoethanol auf 1 ml RLT Puffer) versetzt worden war, und bis zur weiteren
Aufarbeitung bei -80°C gelagert.

Fr die Durchfuhrung der Zellsortierung danke ich Frau Dr. C. Brendel aus der Klinik

fir Innere Medizin, Schwerpunkt Hamatologie, Onkologie und Immunologie des
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Universitatsklinikums Giessen und Marburg, Standort Marburg; Direktor: Prof. Dr. A.

Neubauer.

3.1.5 RNA-Extraktion

Arbeitsmaterialien:

RNeasy Mini Kit QIAGEN GmbH, Hilden, D
RNase freies Wasser Eppendorf AG, Hamburg, D
B-Mercaptoethanol Fluka Chemie GmbH, Buchs, CH
Ethanol Merck KGaA, Darmstadt, D
DNAse Zap® Ambion / Applied Biosystems, Darmstadt, D
Gerate:

Tischzentrifuge 5417 R Eppendorf AG, Hamburg, D
Mixer Vortex Reax top Fa. Kobe, Marburg, D
Thermoschiittler HLC Fa. Kobe, Marburg, D

Die Isolierung von RNA aus den Geweben der Maus erfolgte mit Hilfe des RNeasy®
Mini Kit von Qiagen. Die Technik der RNA-Isolierung mit der RNeasy® Mini-Sdule
kombiniert die selektiv bindenden Eigenschaften einer Silica-Gel-Membran mit der
Geschwindigkeit der Mikrospintechnologie. Ein spezialisiertes, hochkonzentriertes
Salz-Puffersystem ermdglicht es bis zu 100 pg RNA an die Silica-Membran zu binden.
Mit der RNeasy-Methode werden RNA-Molekile mit einer GrofRe von (ber 200
Basenpaaren gebunden, was die Selektivitat fir mRNA erhoht. In Anwesenheit eines
stark denaturierenden Guanidine-Thiocyanat enthaltenden Puffers (RLT-Puffer mit -
Mercaptoethanol) werden die Proben lysiert und homogenisiert, was garantiert, dass die
RNasen sofort inaktiviert werden und die RNA intakt bleibt.

Von Bedeutung ist eine DNAse- und RNase-freie Arbeitsweise. Zur Homogenisierung
der bei -80°C eingefrorenen Proben wurde der gesamte Inhalt in eine QlAshredder-spin-
Column tberfuhrt und bei maximaler Drehzahl zwei Minuten lang zentrifugiert. Das
Homogenisat wurde mit 350 pl 70%igem Athanol versetzt und effektiv gemischt, um
die Bindungsbedingungen fiir die RNA zu optimieren. Jeweils 700 ul der Probe wurden

auf eine RNeasy-Mini-Spin-Séule gegeben und fur 15 sec bei 11.000 rpm und
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Raumtemperatur zentrifugiert. Der Durchlauf wurde verworfen. Die RNA war damit an
die Silica-Membran gebunden.

Die S&ule wurde daraufhin einmal mit 700 ul RW1-Puffer und zweimal mit 500 pl
RPE-Puffer gewaschen (und ebenfalls jeweils 15 sec bei 11.000 rpm und RT
zentrifugiert) um Zellreste und Kontaminationen zu entfernen.

Die Spin-Saule wurde nun 1 min bei 11.000 rpm zentrifugiert, um Pufferreste zu
beseitigen und die Membran zu trocken.

Um die RNA zu eluieren wurden 50 pl RNase-freies Wasser auf die Séule gegeben und
fir 1 min bei 11.000 rpm und RT zentrifugiert. Der Durchlauf wurde noch einmal auf
die S&ule gegeben und erneut zentrifugiert. Der Durchlauf enthielt jetzt die extrahierte
RNA.

3.1.6 RT-PCR

Arbeitsmaterialien:

One-Step RT-PCR Kit QIAGEN GmbH, Hilden, D
Antisense Primer cu2 MWG Biotech AG, Ebersberg, D
Antisense Primer BP4 MWG Biotech AG, Ebersberg, D
Sense Primer AF303 MWG Biotech AG, Ebersberg, D
Sense Primer J558/1 MWG Biotech AG, Ebersberg, D
Sense Primer J558/2 MWG Biotech AG, Ebersberg, D
0,5ml Eppendorf-Gefalie Eppendorf AG, Hamburg, D
Gerate :

Sterilwerkbank PCR omni Nunc GmbH & Co. KG, Wiesbaden, D
GeneAmp® PCR System 2700 Ambion/Applied Biosystems, Darmstadt, D

Die PCR (Polymerase-Kettenreaktion) bewirkt eine selektive Vervielfaltigung
(Amplifikation) eines beliebigen Abschnitts in einem DNA-Molekdil.

Bei der Amplifikation von DNA mittels PCR werden spezifische Polymerasen
verwendet, welche nicht in der Lage sind, RNA zu amplifizieren. Daher wird zuerst eine
Reverse Transkriptase (RT) eingesetzt, eine RNA-abhangige DNA-Polymerase, welche
die Bildung der DNA-Strdnge Kkatalysiert, mit deren Hilfe RNA in cDNA
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umgeschrieben wird. Die cDNA kann im Anschluss als Ausgangsprodukt der PCR
verwendet werden, um spezifische Sequenzen aus dieser zu amplifizieren.

Das Qiagen One-Step RT-PCR-Kit verwendet ein Enzymgemisch aus einer reversen
Tanskriptase, die durch Hitze inaktiviert wird, und einer DNA-Polymerase, die durch
Hitze aktiviert wird. Dieses Enzymgemisch wird mit den Primern und der zuvor
eluierten RNA in ein PCR-Tube pipettiert und in den Thermocycler eingebracht. Ein
Zyklus benotigt zwei Primer, vier Desoxyribonukleosidtriphosphate (dATP, dTTP,
dGTP, dCTP), eine DNA-Polymerase (Tag-Polymerase) und eine reverse
Transkriptase. Primer sind kurze Oligonukleotide, die zu DNA-Sequenzen am 5'-

Anfang der zu amplifizierenden DNA-Sequenz komplementér sind.

Die Proben durchliefen im Thermocycler folgendes Programm:

Zuerst wurde bei 50°C (30 min) die RNA in cDNA durch die Reverse Transkriptase
umgeschrieben. Zu dieser Zeit war die DNA-Polymerase durch die geringe Temperatur
inaktiviert. AnschlieRend wurde die Reverse Transkriptase bei 95°C (15 min) inaktiviert
und die DNA-Polymerase aktiviert. Es folgten nun die drei regulédren PCR-Schritte.
Beim ersten Schritt (Denaturierung) wurde die DNA durch Erhitzen (94°C fur 15 sec) in
zwei Einzelstrange, den kodierenden und den komplementdren Strang aufgespalten. Im
zweiten Schritt (Annealing) band der Sense-Primer an die komplementdre Sequenz am
5-Anfang des kodierenden Strangs und der Antisense-Primer an die komplementéare
Sequenz am 5 -Anfang des komplementaren Stranges, so dass beide 3'-Enden der
Primer aufeinander zeigten. Wahrend des dritten Schrittes (Amplifikation) wurden die
DNA-Einzelstrange vom 3'-Ende der Primer ausgehend durch die Tag-Polymerase
wieder zu einem Doppelstrang erganzt, der dem urspringlich eingesetzten
Originalstrang exakt glich. Dieser letzte Schritt fand bei 72°C statt, dem
Temperaturoptimum der Tag-Polymerase.

Bei dem folgenden PCR-Zyklus wurde der gerade entstandene Doppelstrang wieder
denaturiert, so dass nach vielen PCR-Zyklen die Anzahl der Kopien der Sequenz

exponentiell anstieg.

Durchfihrung der Maus-RT-PCR fir die variable Region der IgH-Kette:
Die Maus-VDJ-RT-PCR wurde mit einem Thermocycler der Firma Ambion / Applied
Biosystems durchgefihrt. Um Kontaminationen zu vermeiden, fanden sémtliche

Pipettierschritte (auler der Zugabe der RNA) unter einer Sterilwerkbank statt. Zunachst
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wurde ein MasterMix, bestehend aus destilliertem Wasser, 5-fach Qiagen-Puffer, dANTP
Mix, Enzym Mix, RNAsein und sowohl Sense- als auch Antisense-Primer angesetzt und
pro RNA-Probe auf drei PCR-Tubes verteilt, so dass je ein Tube zur Qualitatskontrolle
mit destilliertem Wasser statt RNA zu Verfligung stand. AuBerhalb der Sterilwerkbank
wurde dann die RNA zugeftigt und das PCR-Programm ziigig gestartet.

Fur die Amplifikation wurden drei verschiedene Sense-Primer:
e AF303, ein Vy5-spezifischer Primer:
5 - GGG GCT CGAGGA GTC TGG GGG A-3
e J558 -1, ein Vyl-spezifischer Primer:
5’ - AGG T(CT)C AGC T(GCT)C AGC AGT CGG G -3’
e J558 - 2, ein Vyl-spezifischer Primer:
5 - AGG T(CT)C AAC T(GCT)C AGC AGCCGG G -3

Und zwei verschiedene Antisense-Prime verwendet:
e Cp2, ein Primer flr IgM-Transkripte
5" - CAG GAG ACG AGG GGG AAG ACATTT GG -3
e BP4, ein Primer fur IgA-Transkripte
5 -CGGTGGTTATATCCTTCCCAC -3

Die Reagenzien wurden in folgendem Verhéltnis verwendet:

VDJ-Amplifikation von RNA
1PCR [p]

Agua dest. 21,7
5xQiagen Puffer 10
dNTP Mix 2
Sense-Primer [15 pmol/ul] 2
Antisense-Primer [15 pmol/ul] 2
Enzym-Mix 2
RNAsein [50U/ul] 0,3
RNA 10
Reaktionsvolumen 50
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Die Sense-Primer banden an die Framework-Region 1 (FR1) der variablen Segmente,
die Antisense-Primer an die konstante Region der Gene der schweren
Immunglobulinkette. Somit konnte durch Verwendung spezifischer Antisense-Primer
separat das Repertoire von IgM- und IgA-Transkripten einer Probe amplifiziert und

untersucht werden.

Das Cycler-Programm: Maus-VDJ-RNA enthielt folgende Reaktionsschritte:

1. 50°C 30 Min. Reverse Transkription in cDNA
2. 95°C 15 Min. Initiale Denaturierung zur Einzelstrangbildung
3. 94°C 15 Sec. Denaturierung
4. 59°C 1 Min. Primer Anlagerung an die Ziel-Sequenzen = Annealing
5. 72°C 1 Min. DNA-Synthese von den Primern ausgehend
= Amplifikation
Schritte 3 bis 5 werden 40-mal wiedeholt
6. 72°C 10 Min. AbschlieRende Amplifikation
7. 4°C halten Ende

Die entstandenen Amplifikate wurden fir die weiteren Analyseschritte

(Gelelektrophorese, Klonierung, Sequenzierung) verwendet.

3.1.7 Agarosegelelektrophorese und Gelextraktion

Arbeitsmaterialien:

Seakem GTG Agarose Biozym Scientific GmbH, Hess.Oldendorf; D
Ethidiumbromid (5 mg/ml) Roche GmbH., Mannheim, D
6x0range Loading Dye Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, D
1 Kilobasen —Leiter Invitrogen GmbH, Karlsruhe, D
10 x TBE Puffer: 54 g Tris Base Acros Organics, Geel, B

27,5 g Borsdure Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, D

4,65 gEDTA Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen, D

In 500 ml Aqua dest. 16sen



Material und Methoden - Corinna Maskow 34

1 x TBE Puffer: 100 ml 10 x TBE Puffer
In 900 ml Aqua dest. l6sen

QIAquick Gel Extraction Kit QIAGEN GmbH, Hilden, D
Ethanol Merck KGaA, Darmstadt, D
Isopropanol Merck KGaA, Darmstadt, D
Gerate:

Mikrowellenherd intellowave LG Electronics GmbH, Willich, D
Wage Adventura® OHAUS Headquarters, Pine Brook, USA

Elektrophoresekammer (incl. Gelschlitten) OWI Separation Systems, Porthmouth, NL
Elektrophorese-Apparatur Station 300Plus Labnet International, Woodbridge, USA

Geldokumentationssystem Vilber Lourmat GmbH, Eberhardzell, D
Thermoschiittler HLC Fa. Kobe, Marburg, D
Tischzentrifuge 5417 R Eppendorf AG, Hamburg, D

Jeder B-Lymphozyt einer polyklonalen Population besitzt eine einzigartige NDN-
Region. Deswegen entstehen bei der VDJ-PCR Amplifikate unterschiedlicher Langen,
die durch die Gelelektrophorese aufgrund ihrer negativen Ladungen der Grél3e nach
getrennt werden kénnen. Durch das Maschenwerk des Laufgels wandern kleinere DNA-
Fragmente schneller zur Kathode als grof3ere. Zur Herstellung des Agarosegels wurden
2 g Seakem Agarose in 100 ml 1XTBE Puffer in der Siedehitze geldst und in einen
Gelschlitten mit platziertem Probenkamm gegossen. Nach der Polymerisation des Gels
wurden der Kamm entfernt und die Geltaschen beflllt. Zur GréRRenbestimmung wurden
bei jeder Gelelektrophorese 10 ul (=2 ug) eines GroRenstandards aufgetragen (1 kB
Ladder). Je 16 pl eines Amplifikats wurden mit 4 pl Loading Buffer gemischt und in
eine Geltasche eingebracht. Die Amplifikate wurden bei 110 V (ber 35-40 Minuten
aufgetrennt und bildeten aufgrund der unterschiedlichen Langen keine scharf begrenzte
»,Bande“, sondern einen unscharfen sogenannten ‘smear’. Dieser Bandenschmier
differierte in einem Bereich von ca. 380-420 Basenpaaren. Das Gel wurde fur 20
Minuten in einer Losung aus 200 ml TBE-Puffer mit ca. 5 pl Ethidiumbromid gefarbt.

Unter ultraviolettem Licht wurde die DNA sichtbar gemacht (rote Fluoreszenz) und
fotografiert. Der fluoreszierende Bereich wurde grof3zlgig ausgeschnitten und in ein 2

ml Eppendorfgefal eingebracht, in dem sich 300 ul QG-Puffer befanden.
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Zur Extraktion der DNA aus dem Agarosegel wurde das Qiaquick Gel Extraction Kit
der Firma Qiagen verwendet. Die Puffer besitzen einen hohen Salzgehalt und einen pH-
Wert unter 7,5, was die Bindungseigenschaften der DNA an die Silica-Membran
optimiert. Die Gelextraktion wurde nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Durch
mehrere Waschvorgange wurden diverse Rickstdnde wie (berschiissige Primer,
Agarose, Ethidiumbromid usw. entfernt. Abschlielend wurde die reine DNA mittels 50
ul EB-Puffer eluiert.

3.1.8 Klonierung

Arbeitsmaterialien:

TOPO TA Cloning Kit Invitrogen GmbH, Karlsruhe, D
One Shot® Top 10 Kompetente E.Coli Invitrogen GmbH, Karlsruhe, D
Sterile 0,5 ml Eppendorf Gefalie Eppendorf AG, Hamburg, D
Ampicillin Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen, D
S.0.C.Medium Invitrogen GmbH, Karlsruhe, D
X-gal Promega Corp., Madison, USA
LB-Agar: 3,29 LB Agar Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen, D

In 100 ml Aqua dest. l6sen
100 pl Ampicillin

LB-Medium 10 g LB Broth Base Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen, D
In 500 ml Aqua dest. l6sen

QIAprep Miniprep Kit QIAGEN GmbH, Hilden, D
10 x Puffer H Roche GmbH, Mannheim, D
EcoRI Restriktionsenzym Roche GmbH, Mannheim, D
Gerate:

Wasserbad Memmert GmbH&Co. KG, Schwabach, D
Thermoschiittler HLC Fa. Kobe, Marburg, D
Bunsenbrenner CampingGaz, Hungen, D

Brutschrank B15 Heraeus GmbH, Hanau, D
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Tischzentrifuge 5417 R Eppendorf AG, Hamburg, D
Werkbank aura mini Nunc GmbH & Co. KG, Wiesbaden, D
Elektrophoresekammer (incl. Gelschlitten) OWI Systems, Porthmouth, NL

Elektrophorese-Apparatur Station 300 Plus Labnet International, Woodbridge, USA

Durch die Klonierung wird das polyklonale Amplifikationsprodukt in monoklonale
Produkte Uberfuhrt, die dann als Ausgangsmaterialien zur Analyse der Sequenzen
genutzt werden kdnnen. Dabei wurde jeweils ein einzelnes Amplifikat in einen Vektor
(Plasmid) eingebaut (Ligation) und in kompetente Escherichia Coli-Zellen eingebracht
(Transformation). Auf einer Agarplatte wurden diese transformierten Zellen kultiviert.
Jede Zelle einer entstandenen Kolonie enthielt somit eine bestimmte, immer gleiche
DNA-Sequenz des urspringlichen Amplifikatgemisches. Durch Minipréparation wurde
die DNA der E. Coli-Klone extrahiert und mittels Insertkontrollverdau tberpruft, ob die
Plasmid-DNA das gewiinschte Amplifikat enthielt.
e Ligation:
Bei der Ligation wurde das Amplifikat in das Plasmid eingebaut. Es enthielt eine
Ampicillin-Resistenz als Selektionsmarker, war vorgeschnitten und besal? freie
T-Enden. Das Amplifikat enthielt ein terminales A, das sich mit dem T-Ende des
Vektors verband. Es wurden dazu je 4 ul eluiertes frisches PCR-Produkt mit 1 pl
Salt Solution, 2 pl sterilem Wasser und 1 ul PCR-TOPO-Vektor vorsichtig auf
Eis gemischt und 5-10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
e Transformation:
Der mit dem DNA-Amplifikat ligierte Vektor wurde anschlieRfend in E. Coli-
Zellen transformiert, das heif3t, er penetrierte die Wande der Bakterien. Hierzu
wurden die E. Coli-Zellen mit 2 pl Ligationsansatz vermischt und 30 Minuten
auf Eis inkubiert. Durch Erwérmen der Bakterien im 42°C warmen Wasserbad
(genau 30 Sekunden) wurden die Bakterienwande permeabel und das Plasmid
konnte in die Zellen eindringen. Danach wurden sie wiederum 2 Minuten auf Eis
gestellt. Die Bakterien wurden nun mit 250 pl S.0.C. Medium (Brutmedium)
eine Stunde lang bei 37°C im Thermoschittler bebritet, wodurch sich die E.
Coli-Zellen ohne Selektionsdruck von Ampicillin vermehren konnten.
Die transformierten Zellen (70 pl) wurden auf Ampicillin enthaltende und
mittels X-gal (35 ul) impragnierte Agarplatten gestrichen und 12-16 Stunden bei

37°C bebritet. Die weillichen Klone wuchsen einzeln und enthielten jeweils
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eine spezifische DNA-Sequenz in ihrem Plasmid. Blaue Kolonien konnten den
Farbstoff nicht abbauen, enthielten also kein Plasmid. Von den weil3lichen
Kolonien der Agarplatten wurden ca. 30 Klone aufgenommen und in je einem
Eppendorfgefd? mit 1,75 ml eines léslichen Kulturmediums (hier LB-Medium
mit Ampicillin) Gber Nacht im Thermomixer bei 37°C bebritet.

e Minipréaparation:
Bei der Minipréparation der Plasmid-DNA der E. Coli-Zellen wurden diese
alkalisch lysiert. Mittels hochkonzentrierten Salzpuffers wurde die DNA an die
Silica-Membran der Spin-Sdulen gebunden. Die restlichen Zellbestandteile
wurden Uber mehrere Zentrifugationsschritte und Waschungen entfernt. Mit
einem alkalischen Puffer wurde die DNA schlieRlich eluiert.

e Insertkontrollverdau
Der Insertkontrollverdau diente der Uberpriifung, ob ein einzelnes Amplifikat
eingebaut wurde und ob es die richtige Lange besaR.
Hierzu wurde das Amplifikat (Insert) mittels einer Restriktionsendonuclease aus
dem Plasmid herausgetrennt. Man verwendete dazu 2 pl 10xPuffer H und 1 ul
EcoRI-Enzym, verdinnt in 13 pl Aqua dest. und 4 ul Plasmid-DNA. Die
Reagenzien wurden gemischt und eine Stunde bei 37°C inkubiert. Durch
Agarose-Gelelektrophorese konnte tberpriift werden, ob taséchlich Plasmid- und
Insert-DNA vorhanden war. Hatte das Amplifikat die richtige Lange von ca. 400

bp, wurde es fir die Sequenzierung weiterverwendet.

3.1.9 Sequenzierung des PCR-Amplifikats

Gerat:

Kapillarsequenzer ABI 3730 Ambion/Applied Biosystems, Darmstadt, D

Die Sequenzanalyse wurde bei der GATC-Biotech AG, Konstanz, D durchgeftihrt.

Die DNA-Sequenzierung basierte auf einer modifizierten Kettenabbruchmethode nach
Sanger. Die DNA lag als Einzelstrang vor und fungiert als Matrize fur die in vitro—
Synthese eines neuen komplementdaren DNA-Strangs. Ein Primer (T7:
TAATACGACTCACTATAGGG) lagerte sich an das zu sequenzierende DNA-

Fragment an und wurde durch eine geeignete DNA-Polymerase verlangert. Es wurden
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neben den vier Desoxyribonuleotidtriphosphaten (dNTP) vier
Didesoxyribonukleotidtriphosphate (ddNTP) benutzt, die mit vier verschiedenen
fluoreszierenden Farbstoffen markiert waren, wobei jeder Base ein bestimmter Farbstoff
zugeordnet war. Beim zufélligen Einbau in die neu synthetisierte DNA fiihrten sie zum
Kettenabbruch. Somit erhielt man am Kettenende eines jeden neu synthetisierten DNA-
Molekuls eine Markierung, die einer bestimmten Base entsprach. Es entstand also eine
zuféllige Verteilung von Amplifikaten mit einer L&nge von 1 bis ca. 600 Basen, die alle
am Ende ein farbmarkiertes ddN TP aufwiesen.

Bei der anschlieRenden Acrylamid-Gelelektrophorese wurden die Sequenzprodukte der
Lange nach aufgetrennt und durch Laserbestrahlung der Fluoreszenzfarbstoffe zur
Photoemission angeregt. Die unterschiedlichen Wellenldngen der fluoreszierenden
Farbstoffe in den ddNTPs wurden mittels Kapillarsequenzer ABI 3730 detektiert und so
die klonspezifische V-N-D-N-J-Sequenz ermittelt (Abbildung 3.1).

330 340 350 360 70
AT TACTGTGCAAG ACAC TATGCTTACGAC TTTTACTATGT TC

I |||| I | |'ll' |r|||1 ||”||I| | || "|
LRIV PPV

Abbildung 3.1: Beispielhaftes Ergebnis der mittels Kapillarsequenzer detektierten
Nukleotidabfolge
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3.2 Computergestitzte Sequenzanalyse der Amplifikate

Die Sequenzanalyse erfolgte mit der Datenbank ImMunoGentics (IMGT®, the
international ImMunoGeneTics information system® http://imgt.cines.fr). Dies ist eine

von Marie-Paule Lefranc initiierte Datenbank fir die Analyse komplexer, fir die
spezifische Immunantwort relevanter Genfamilien des Menschen und anderer
Vertebraten. Der IMGT-Server ermdglicht den Zugang zu mehreren Sequenz-
Datenbanken, einer Genom-Datenbank und einer 3D-Struktur-Datenbank. Dartiber
hinaus bietet IMGT Uuber die ,IMGT/V-QUEST search page’ eine Maske zur
Sequenzanalyse eigener Daten. Die Datenbank enthdlt u.a sadmtliche bekannte
Keimbahngene der Maus, die Informationen ({ber Kongruenzen einer
Antikorpersequenz mit Maus-Immunglobulinen liefern.

Die Uber die Sequenzreaktion ermittelten Basenabfolgen wurden jeweils separat in die
Datenbank eingegeben und analysiert. Dabei wurde die Sequenz einer variablen Region
in ihre CDR- und FR-Bereiche unterteilt und durch einen koordinierten Abgleich
(Alignment) mit Keimbahngenen das jeweilig verwendete Segment ermittelt. Der durch
VDJ-Rekombination entstandene CDR3-Bereich lag hierbei zwischen dem
konservierten Cystein (C) der V-Region an Position 104 und dem konservierten
Tryptophan (W) der J-Region an Position 118 (Giudicelli V, 2004) (Abbildung 3.2).

COR-H3

(Length = 13 codonsg)

Framework 3 CDR-H3 Loop Framework 4
Kabat 82 103
IMGT 104 VHT183 >|P|<H>|< DFL1&.1 > | <> | < JH1 118
. TAT TAC TGT GCG AGA GA T AGA TAT TAC TAC GGT ATC TAC TTC GAT GTC TGGE GEC GCA ...
C A R D R ¥ ¥ ¥ & I ¥ F D V¥V W

Abbildung 3.2: Anayse der CDR3 - Region (aus Ivanov 11, 2005).

In der fiktiven Sequenz werden FR3, CDR3 und FR4 gezeigt und VH-, DH- und JH-Segment sowie P-
und N-Nukleotide analysiert. Die Nukleotidsequenz wird in die Aminosiuresequenz tibersetzt.

Durch ein Alignment mit Keimbahngenen wurde das V-, Dy- und Jy-Gensegment mit
der jeweils groRten Ubereinstimmung bestimmt und aufgetretene Mutationen analysiert.

Es wurde zwischen stummen (,,silent*) und produktiven Mutationen (,,replacement)
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unterschieden. Stumme Mutationen bewirken ein Nukleotid-Triplet, das fir die gleiche
Aminoséaure kodiert wie die Originalsequenz, und haben somit keinen Einfluss auf die
Tertidrstruktur des Proteins. Produktive Mutationen flihren zu einer Veranderung der
Aminoséure und damit zu einer Verdnderung der Tertiarstruktur des Proteins. Zur
analytischen Identifikation einer AntikOrpersequenz dienten drei konservierte
Aminosauren, die an definierten Positionen in den Rahmenregionen der
Antikorpersequenzen liegen (siehe Abbildung 3.2).

Die Berechnung und Darstellung der phylogenetischen Stammb&ume wurde mithilfe der

Website: www.treedyn.org vorgenommen (Chevenet F, 2006).

3.3 Statistische Auswertung der Untersuchungsergebnisse

Die Daten wurden mit dem Kolmogorow-Smirnow-Test auf Normalverteilung
uberpriift. Bei normalverteilten Variablen wurde ein zweiseitiger T-Test durchgefuhrt,
bei nicht normalverteilten Variablen wurde ein Mann-Whitney-U-Test durchgefuhrt.
Zur Untersuchung des Zusammenhangs mehrerer Variablen wurde eine Varianzanalyse
(ANOVA) angewendet. Kontingenztafeln wurden mittels Chi®-Test mit Post-Hoc-
Analyse analysiert; bei einer Stichprobe von fiinf oder weniger Beobachtungen wurde
ein Fisher Exact Test angewendet.

Ein Unterschied mit p<0,05 wurde als signifikant gewertet.

In den Tabellen und Abbildungen sind, soweit nicht anders angegeben, arithmetische

Mittelwerte mit Standardabweichungen aufgefiihrt.
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4 Ergebnisse

Aus den sortierten B-Zell-Subpopulationen der Peyer-Plaques von 8 Wochen alten
Wildtyp- (Balb/c) Mausen wurden insgesamt 413 Transkripte der schweren
Immunglobulinkette gewonnen. Die Daten stammen aus vier unabhangigen
Experimenten. Acht Sequenzen wiesen ein Stopcodon und/oder eine Verschiebung des
Leserahmens (,frameshift’) auf und wurden als nicht funktionell eingestuft. Die Gbrigen
405 Transkripte (98,1%) besallen einen offenen Leserahmen und wurden somit als
funktionell klassifiziert (Tabelle 4.1).

Zur weiteren Analyse wurden nur die funktionellen Immunglobulinsegenzen

herangezogen.

Anzahl lesbare Anzahl nicht Anzahl

Rohdaten funktionelle funktionelle

Sequenzen Sequenzen

IgA_MC_AF303 78 0 78 100,0%
IgA_PC_AF303 81 0 81 100,0%
IgM_AF303 85 6 79 92,9%
IgA_MC_J558 56 0 56 100,0%
IgA_PC_J558 56 0 56 100,0%
IgM_J558 57 2 55 96,5%
gesamt 413 8 405 98,1%

Tabelle 4.1: Funktionelle Sequenzen. Die Daten sind unterteilt nach Isotyp (IgA und IgM, B-Zell-
Subpopulation (Gedéchtniszellen, MC und Plasmazellen, PC) und verwendeter VH-Familie.

4.1 Diversitat der Immunglobulinsequenzen

Um die Zusammensetzung der Subpopulationen zu charakterisieren wurde die
Diversitat berechnet (Anzahl unterschiedlicher Sequenzen pro Anzahl erhobener
Sequenzen) und die klonale Verwandschaft anhand von Sequenzvergleichen berechnet
(phylogenetischer Stammbaum). Insgesamt waren 323 der 405 funktionellen Sequenzen
einzigartig, somit lag die Diversitat bei 79,8%. Sequenzen mit identischen VyDJy- und
N-Nukleotiden wurden von der weiteren Analyse ausgeschlossen. Im folgenden wurden
die Sequenzen entsprechend den VH-Familien VH5 und VH1/14 separat analysiert. Mit
dem Primer AF303 wurden 166 V45-Sequenzen erhoben: 44 IgA MC (IgA*, CD19",
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CD138), 49 IgA PC (IgA*, CD19, CD138") und 73 IgM (IgM*, CD19*, CD21",
CD23%). Die J558-Amplifikation fiihrte zu 157 funktionellen, genetisch einzigartigen
Vy1/14-Sequenzen: 55 IgA MC (IgA*, CD19*, CD138), 49 IgA PC (IgA*, CD19,
CD138") und 53 IgM (IgM*, CD19*, CD21*, CD23").

Innerhalb der AF303 amplifizierten Gruppe zeigte sich eine deutlich geringere
Diversitat (69,7%) als in der J558 amplifizierten Gruppe (94%). Innerhalb der Vy5-
Sequenzen zeigte IgM eine deutlich hohere Diversitat (85,9%) als IgA-Plasmazellen
(PC) (60,5%) und IgA-Gedachtniszellen (MC) (56,4%).

Insgesamt zeigten IgA-Geddchtniszellen eine geringgradige, nicht signifikant hohere
Diversitat als IgA-Plasmazellen (73,9% zu 71,5%). Hingegen unterschieden sich die
Diversitaten zwischen IgA- (72,7%) und IgM-Sequenzen (94%) signifikant: p < 0,01
(Tabelle 4.2).

Anzahl Immunglobulin  unique + Diversitat

Sequenzen clonally related'
IgA_MC_AF303 78 44 56,4%
IgA_PC_AF303 81 49 60,5% 69,7%
IgM_AF303 79 73 85,9%
IgA_MC_J558 56 55 98,2%
IgA_PC_J558 56 49 87,5% 94,0%
IgM_J558 55 53 93,0%
IgA_MC 134 99 73,9%
IgA_PC 137 98 71,5% 72, 7%
IgM_both 134 126 94,0%
gesamt 405 323 79,8%

Tabelle 4.2: Diversitat der Immunglobulin-Sequenzen. Die Daten sind unterteilt nach Isotyp (IgA und
IgM, B-Zell-Subpopulation (Ged&chtniszellen, MC und Plasmazellen, PC) und verwendeter VH-Familie.

Die Diversitat einer Sequenzgruppe gibt Aufschluss (ber die genetische
Verwandtschaft. Evolutiondre Beziehungen zwischen den analysierten Sequenzgruppen
kdnnen anhand so genannter phylogenetischer Bdume graphisch dargestellt werden.
Dabei berechnet man ein Sequenzalignment der zu untersuchenden Genabschnitte und
verwendet die im Alignment erscheinenden Ahnlichkeiten und Unterschiede, um den
Baum aufzubauen. Arten, deren Sequenzen sich &hneln liegen im Baum dann als
Cluster naher beieinander als solche mit stark unterschiedlichen Sequenzen (Abbildung
4.1,4.2,4.3).
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Abbildung 4.1: Phylogenetischer Baum der funktionellen IgM-Sequenzen (n=126)

Blau: Sequenzen der VV1-Familie; Rot: Sequenzen der VV14-Familie, Schwarz: Sequenzen der VV5-Familie

Abbildung 4.2: Phylogenetischer Baum der funktionellen IgA-Gedachtniszell-Sequenzen (n=99)

Blau: Sequenzen der V1-Familie; Rot: Sequenzen der VV14-Familie, Schwarz: Sequenzen der VV5-Familie
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Abbildung 4.3: Phylogenetischer Baum der funktionellen IgA-Plasmazell-Sequenzen (n=98)

Blau: Sequenzen der V1-Familie; Rot: Sequenzen der VV14-Familie, Schwarz: Sequenzen der VV5-Familie

4.2 Haufigkeitsverteilung der Gensegmentnutzung

4.2.1 Vy-Familien

Die RT-PCR der schweren Immunglobulinkette wurde mit einem Vy1-spezifischen
Primer (J558) und einem Vy5-spezifischen Primer (AF303) durchgefiihrt. Aufgrund der
Vu-FamiliengroBen auf Keimbahngenen konnten somit rechnerisch ca. 75% aller
bekannten Vy-Sequenzen amplifiziert werden.

Die Vy-Familiennutzung derjenigen Sequenzen, die mit AF303 amplifiziert worden
waren, lag zu 100% bei Vy-Familie 5. Im Falle einer Amplifizierung mit dem Primer
J558 wurde die Vy1-Familie in 67,3% — 81,6% und die Vy14-Familie in 18,4% - 32,7%
verwendet. (Abbildung 4.4). In den folgenden Analysen wurden die Sequenzen der

Vul- und Vyl14-Familie zusammengefasst.
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IgH-V Familien Nutzung
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Abbildung 4.4: Relative Haufigkeit der IgH V-Familien Nutzung. PC= Plasmazellen,
MC=Geddchtniszellen.

Die Nutzung der individuellen VH-Gensegmente wird in Abbildung 7.1 im Anhang dargestellt.

4.2.2 Duy-Genfamilien

Bei 322 der 323 funktionalen, genetisch einzigartigen Sequenzen war ein Dy-
Gensegment identifizierbar (99,7%). Die Dy2-Familie wurde sowohl bei Vyl/14-
Sequenzen als auch bei Vy5-Sequenzen am haufigsten verwendet (57,0%). Innerhalb
der verschiedenen Sequenzgruppen variierten die Haufigkeiten hierbei von 49,2% (IgM)
bis 69,7% (IgA MC). Die zweitstarkste Familie stellte die Dy1-Familie mit insgesamt
26,9%. Im Gegensatz zur Nutzung der Dy2-Familie beliefen sich die
Verwendungshéaufigkeiten hier auf 13,1% (IgA MC) bis 37,3% (IgM) (Abbildung 4.5).
Statistische Signifikanzen der Verteilungseigenschaften zwischen den einzelnen
Sequenzgruppen lagen jedoch nicht vor.

Zwischen den AF303-amplifizierten und J558-amplifizierten Sequenzen traten ebenfalls
keine signifikanten Unterschiede (Chi?-Test) in ihrer Nutzung der Dy-Familien auf. Aus
Griinden der Ubersicht wurde das Diagramm daher zusammengefasst und nicht nach
Vu-Familien getrennt (Abbildung 4.5).
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IgH-D Nutzung VH5- und VH1/14-Sequenzen
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Abbildung 4.5: IgH D-Familiennutzung Vy5- und V1/14-Sequenzgruppe.
PC= Plasmazellen, MC=Gedé&chtniszellen. Rohdaten siehe Abbildung 7.2 und Tabelle 7.2 im Anhang.

4.2.3 Verwendung der Leserahmen

Das D-Segment kann in allen drei Leserahmen (RF = reading frame) verwendet
werden. Bei allen untersuchten Subpopulationen wurde der erste Leserahmen (RF1)
bevorzugt (Chi-Test nicht signifikant). IgM-Sequenzen nutzten zu 64,8%, IgA MC zu
67,7% und IgA PC zu 70,4% den RF1. RF2 (19,4%-27,2%) und RF3 (8,0%-10,2%)
wurden jeweils signifikant seltener verwendet (Abbildung 4.6), Vu-Familienspezifische

Unterschiede wurden dabei nicht beobachtet.

Verwendung der Leserahmen des D-Gen-Segmentes

| | |
IgM
g @ RF1
i mRF2
IgA_PC O RF3
IgA_MC
| | | |
0% 20% 40% 60% 80% 100%

Abbildung 4.6: Verwendung der Leserahmen des D-Gen-Segmentes.

RF=Leserahmnen (reading frame). PC= Plasmazellen, MC=Ged&chtniszellen.
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4.2.4 Jy-Gensegmente

IgH-J Nutzung
80,0%
@ IgA_MC_AF303
60.0% 1 mIgA_PC_AF303
m IgM_AF303
@ IgA_MC_J558
40,0% - mIgA_PC_J558
B — | | mIgM_J558
’7 m IgA_MC_both
20,0% - m IgA_PC_both
O lgM_both
0,0% -
IGHJ1 IGHJ2 IGHJ3 IGHJ4

Abbildung 4.7: Jy-Gensegmentnutzug

Die durchgezogene Horizontallinie gibt die statistische Wahrscheinlichkeit der Nutzung eines
Gensegments an; die vertikalen Doppellinien unterteilen Vy-familienspezifische Sequenzen von
zusammengefassten Sequenzen einer Zellpopulation. PC=Plasmazellen, MC=Ged&chtniszellen. Rohdaten
siehe Tabelle 7.2 im Anhang.

Die Ju-Gensegmente der Sequenzgruppen unterteilt in ihre Zugehorigkeit zu Vy1/14
oder Vy5 wurden nicht in ihrer Zufallswahrscheinlichkeit von 25% verwendet. 1gH-J1,
IgH-J2 und IgH-J3 waren mit 2,0% bis 23,3% in der Vy5-Gruppe unterreprésentiert,
IgH-J4 mit 42,5% bis 75% uberreprasentiert (Abbildung 4.7, Tabelle 7.1 im Anhang).
Unter der Vy5-Gruppe waren IgM-Sequenzen in der Nutzung der Jy-Segmente am
ausgeglichensten (11% J1 bis 42,5% J4), 1IgA MC zeigten die grolite Zentrierung zur
Verwendung des J4-Segments (2,3% J1 bis 75% J4).

Eine Uberreprasentation der Nutzung des J2-Segments (36,4% bis 51,0%) war hingegen
in der Vy1/14-Gruppe sichtbar. War die J1-Nutzung mit 3,6% bis 11,3% wiederum
vermindert, so ndherten sich J3- und J4-Verwendung der statistischen
Zufallswahrscheinlichkeit an (Abbildung 4.7, Tabelle 7.2 im Anhang).

Statistische Signifikanzen der Verteilungseigenschaften wurden nicht beobachtet.
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4.3 Eigenschaften der Complementarity Determining Region 3
(CDR3)

4.3.1 Lange
CDR3-Langen in Nukleotiden (Mittelwert +/- SEM)
40
39 F
38 T t
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Abbildung 4.8: CDRS3-Lé&ngen in Nukleotiden

(Mittelwert + Standard-Irrtum des Mittelwerts). PC= Plasmazellen, MC=Gedéachtniszellen.

Die Lénge der CDR3-Regionen unterschied sich bei IgM mit 37,2 £ 6,6 Nukleotide
(Mittelwert + Standardabweichung) und IgA MC mit 35,2 + 6,7 Nukleotide signifikant
(p = 0,02) (Abbildung 4.8 und Tabelle 7.4, 7.5 im Anhang). Dies wurde Uberwiegend
durch eine signifikant kiirzere NDuyN-Region von 17,7 + 5,7 (IgM) bzw. 15,1 + 4,1
Nukleotiden (IgA MC) verursacht (p = 0,0002) (Abbildung 4.9, Tabelle 7.4, 7.6 im
Anhang). Die CDR3-L&nge von IgA PC-Sequenzen (36,0 £ 7 Nukleotide) unterschied
sich nicht signifikant von derjenigen der IgA MC- und IgM-Sequenzen. Jedoch hatten
IgA PC mit 17,0 £ 5,7 Nukleotiden eine langere NDyN-Region als IgA MC (p = 0,008).
Der grote Unterschied in der CDR-L&ange fand sich zwischen IgA MC-Sequenzen, die
die Vu5-Familie verwendeten (AF303 Primer) und solchen, die die Vy1/14-Familie
verwendeten (J558 Primer) (38,5 + 4,9 Nukleotide vs. 32,5 + 6,5 Nukleotide, p =
1,5482E-06) trotz &hnlicher NDyN-Langen (Abbildung 4.8, 4.9, Tabelle 7.4, 7.5). Die
CDR3-Lange und NDyN-Lange unterschied sich nicht signifikant zwischen den
Gruppen. Die CDR3-Lé&ngen waren normalverteilt (Abbildung 7.3 und 7.4 im Anhang).
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NDN-Langen in Nukleotiden (Mittelwert +/- SEM)
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Abbildung 4.9: NDyN-L&ngen in Nukleotiden

(Mittelwert + Standard-Irrtum des Mittelwerts). PC= Plasmazellen, MC=Gedéachtniszellen.

4.3.2 Zusammensetzung

Die Langenunterschiede in CDR3- und NDyN-Regionen zwischen IgM und IgA MC
waren vor allem durch einen signifikanten Langenverlust der N1-Region (N-Nukleotide
am 5’Ende der D-Region) (p = 0,0156) sowie der Dy-Region (p = 0,0089) bedingt.
Demgegenuber wurde die NDyN-L&ngenvermehrung zwischen IgA MC und IgA PC
hauptséchlich tber die N1-Region herbeigefiihrt. Alle weiteren Unterschiede in der
Zusammensetzung der CDR3-Region zeigten keine Signifikanzen (Abbildung 4.10,
Tabelle 7.7 im Anhang).

Betrachtet man Vy5- und Vyl1/14-Sequenzen separat, so konnte im Falle der IgA-
Sequenzen der CDR3-Langenunterschied auf hochsignifikante Unterschiede in der
Lange ihrer Vy-Segmente (MC: p = 3,2153E-14; PC: 7,5711E-08) sowie Jy-Segmente
(MC: p = 1,4393E-08; PC: 0,0078) in der CDR3-Region zurlickgefuhrt werden. Im
Falle der IgM-Sequenzen beschrénkte sich diese Differenz auf die L&nge von Vy in
CDR3 (p = 3,9004E-09). Vyb-spezifische IgA MC und PC zeigten bei nicht
signifikantem CDR3-Léangenunterschied signifikante Unterschiede in der Lange ihrer
Vy-Segmente (p = 0,001) sowie Jy-Segmente (p = 0,002) (Abbildung 4.10, Tabelle 7.7
im Anhang).
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Zusammensetzung der CDR3-Region
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Abbildung 4.10: Zusammensetzung der CDR3-Region in Nukleotiden (Mittelwerte)

V: Vy-Segment Lange in CDR3; P: Anzahl der P-Nukleotide; N1: Anzahl der N-Nukleotide am 5’-Ende
des D-Segments; D: L&nge des D-Segments; N2: Anzahl der N-Nukleotide am 3’-Ende des D-Segments;
J: Lange des Jy-Segments. PC= Plasmazellen, MC=Geddachtniszellen.
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4.4 Mutationsanalyse

Unterschiede zwischen der Nukleotidsequenz der umgelagerten Genabschnitte und der
Keimbahnsequenz wurden im Bereich der CDR2- und FR3-Region des Vu-
Gensegments ausgewertet.

IgA-Sequenzen wiesen hierbei eine deutlich hohere Mutationsrate auf als IgM-
Sequenzen. IgA MC besaRen in nur 3,03% der Falle Vy-Gensegmente, die identisch mit
Keimbahngenen waren. Drei der 99 genetisch einzigartigen Segenzen wiesen keine
Mutation im Bereich der variablen Region (CDR1-2, FR2-3) auf. Die Mutationsrate
(silente  und Replacement-Mutationen bezogen auf 1000 Nukleotide) lag
durchschnittlich bei 36,91 / 1000 nt, im Median bei 37,56 / 1000 nt bei einem Tag-
Fehler von 1,65 / 1000 nt. Das Verhaltnis der Mutationsraten im Bereich der FR3- und
CDR2-Regionen belief sich hierbei auf 1: 2,9.

IgA PC wiesen in 9,2% der Sequenzen (9 von 98 genetisch einzigartigen Sequenzen)
keimbahnidentische Vy-Regionen auf. Die Mutationsrate der CDR2 und FR3 lag hier
durchschnittlich bei 31,74 / 1000 nt, im Median bei 35,21 / 1000 nt bei einem Tag-
Fehler von 1,39 / 1000 nt. Die Mutationsraten der FR3- und CDR2-Regionen standen in
einem Verhaltnis von 1:2,5.

IgM-Sequenzen enthielten deutlich mehr keimbahnidentische Vy-Gensegmente.
Vierundfiinfzig von 126 Sequenzen (42,68 %) besalen keine Mutationen in der
variablen Region (CDR1-2, FR2-3). Die Mutationsrate lag hierbei mit durchschnittlich
14,46 / 1000 nt, im Median bei 4,69 / 1000 nt und einem Tag-Fehler von 1,36 / 1000 nt
deutlich tiefer, jedoch blieb die Verteilung der Mutationen zwischen FR3 und CDR2
mit einem Verhaltnis von 1: 2,2 im Bereich der der IgA-Sequenzen (Abbildung 4.11,
Abbildung 7.5 im Anhang).
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Abbildung 4.11: Mutationsraten

Mutationsraten der VH5- und VH1/14-Sequenzgruppen in Complementarity Determining Region 2
(CDR2) und Framework Region 3 (FR3). PC= Plasmazellen, MC=Ged&chtniszellen.

Die Verteilung der Mutationen zwischen CDR2 und FR3 unterschied sich signifikant
zwischen IgA- und IgM-Sequenzen. (IgA MC zu IgM: p = 1,63624E-57, IgA PC zu
IgM: p =9,27778E-39). Auch IgA MC und IgA PC zeigten signifikante Unterschiede in
den Verteilungseigenschaften ihrer Mutationsraten (p = 0,006).

Bei einer separaten Untersuchung der Vy5- und Vyl/14-spezifischen Sequenzen fand
sich eine Erh6hung der Mutationsraten in allen Gruppen zugunsten V1/14.

Das Verhéltnis der Replacement-Mutationen zu silenten Mutationen lag im Bereich der
CDR2- und FR3-Region zwischen 1,9 und 5,1. Bei IgA PC- und IgM-Sequenzen lagen
Replacement-Mutationen bevorzugt im Bereich der CDR2-Region (Tabelle 4.3).

Verhéltnis Mutationen Replacement/Silent

CDR2 FR3

IgM 3,00 1,90
lgA MC 2,50 2,70
IgA PC 5,10 2,50

Tabelle 4.3: Verhaltnis von Replacement-Mutationen zu silenten Mutationen

in Complementarity Determining Region 2 (CDR2) und Framework Region 3 (FR3). PC= Plasmazellen,
MC=Geddchtniszellen.

Dies spiegelt sich in der Varianz der Aminosduren wieder, die die
Antigenbindungsstelle bilden (CDR1-3). Gerustregionen (FR1-3) verbleiben weit
weniger mutiert (Abbildung 4.12).
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Abbildung 4.12: Aminosauren-Varianz am Beispiel der IgA PC-Sequenzen.

Blauschraffierte Bereiche entsprechen den CDR1-3-Regionen.
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4.5 Hydrophobizitatsanalyse

Der Kyte-Doolittle-Index (Kyte J, 1982; Eisenberg D, 1984) bewertet die
Hydrophobizitat der Aminoséauren. Jeder Aminosdure wird nach ihren hydrophoben
bzw. hydrophilen Eigenschaften ein Wert zwischen -1.3 und +1.7 zugeordnet, Uber

deren Mittelwert die relative Hydrophobizitét eines Peptids berechnet werden kann

Kyte-Doolittle-Indizes

0,05

0,00 : : T

"
" - .

-0,20

,_
L
HElH

-0,25

-0,30

IgM_AF303

IgM_J558
A_MC_J558
IgM
IgA_MC
IgA_PC

A_MC_AF303

IgA_PC_AF303
IgA_PC_J558

g
lg

H Kyte Doolittle Index MW+/-SEM

Abbildung 4.13: Durchschnittliche Kyte-Doolittle-Indizes der CDR3-Regionen.

(Mittelwert + Standard-Irrtum des Mittelwerts) Links der vertikalen Linie: familienspezifische

Darstellung; rechts der vertikalen Linie: kombinierte (d.h. familienunspezifische) Darstellung. Rohdaten
siehe Tabelle 7.8 im Anhang)

Die Immunglobulinsequenzen lagen im neutralen bis schwach polaren Bereich
(Abbildung 4.13). IgA MC wiesen mit einem durchschnittlichen Kyte-Doolittle-Index
von -0,19 die starkste Polaritat auf (Tabelle 4.4). Sie waren somit signifikant polarer als
IgM-Sequenzen (p = 0,04) und IgA PC (p = 0,04). Die Verteilung der Kyte-Doolittle-
Indizes wurde mit einer Gaullschen Normalverteilung verglichen (Abbildung 4.14).
Dabei wies die Sequenzgruppe der IgA MC eine Linksverschiebung der Kyte-Doolittle

Indizes auf. IgA PC und IgM zeigten ebenfalls eine Aminosdurenverteilung im mild
hydrophilen Bereich.
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Abbildung 4.14: Kyte-Doolittle-Indizes der IgA MC- , IgA PC- und IgM-Sequenzen im Vergleich
zur Gaufischen Normalverteilungskurve
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5 Diskussion

In  dieser Arbeit wurden erstmals die mMRNA-Transkripte der schweren
Immunglobulinkette von IgM und IgA aus Peyer-Plaques der Maus untersucht. Diese
Transkripte kodieren fur die Antigen-Bindungsstelle des Immunglobulins und wirken
sich daher wesentlich auf die Antigen-Spezifitdt und -Affinitdt des Antikorpers aus.
Daher erlauben diese Daten Ruckschliusse auf den Selektionsdruck, der wahrend des
Klassenwechsels von IgM zu IgA herrscht. Darther hinaus wurden Plasma- und
Gedachtniszellen separat betrachtet, um zu prufen, ob wéhrend der Rekrutierung in die
unterschiedlichen Zell-Subpopulationen ein systematischer Selektionsdruck anhand der
Antigen-Bindungsstelle herrscht.

Als Indikatoren fur die Vielfalt und den Reifegrad der Immunglobuline verglichen wir
die Diversitat, V-, D- und Jy- Gensegmentnutzung, CDR3- und NDyxN-Lénge, die
somatische Mutationsrate sowie die relative Hydrophobizitat der Antigenbindungsstelle.
Klarheit besteht daruber, dass Peyersche Plaques die vornehmliche Induktionsstatte der
Immunantwort darstellen (Makala LH, 2002-2003).

Durch den Vergleich IgM- und IgA-spezifischer Sequenzen kann das Vorhandensein
pradisponierender Faktoren untersucht werden, die bestimmte und nicht zuféllige
Sequenzen bzw. Sequenzcluster zur Differenzierung Uber den Klassenwechsel
induzieren. Die Untersuchung bezieht sich ebenfalls auf wiederkehrende Motive der
Ontogenese oder immunologischen Reifung, die eine Ausdifferenzierung zu Plasma-
und Gedéachtniszellen bedingen konnten.

Durch die Verwendung zweier unterschiedlicher, Vy-Familien-spezifischer Primer
konnen zeitgleich Vu-Familien-spezifische Unterschiede im Horizontalvergleich
detektiert werden.

Anhand unserer Untersuchungen sind folgende Aussagen méglich:
e IgA-Transkripte von Ged&chtnis- und Plasmazellen weisen gegeniber IgM-
Transkripten eine eingeschrankte klonale Diversitdt und erhdhte somatische
Mutationsraten auf. Dies belegt eine Antigen-abhéngige, fokussierte Selektion

wahrend des Klassenwechsels.
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e Zur Bildung des sekunddren Repertoires werden Immunglobuline mit kirzeren

CDR3-Regionen verwendet.

e IgA-produzierende Geddachtnis- und Plasmazellen stellen separate Populationen

mit unterschiedlichen Repertoires an Antigen-Bindungsstellen dar.

5.1 Die eingeschrankte klonale Diversitdt sowie die erhohte
Mutationsrate  der  IgA-Transkripte gegenlber IgM-
Transkripten belegen eine Antigen-abhangige fokussierte

Selektion wéhrend des Klassenwechsels von IgM zu IgA.

5.1.1 Klonale Diversitat

Um einen effektiven Schutz zu gewahrleisten und auch phylogenetisch eng verwandte
Pathogene unterscheiden zu kénnen, bedarf es einer gro3en Vielzahl von B-Zellklonen
(Arstila TP, 1999). Die Spezifitat der Antigenerkennung wird durch das Produkt der B-
Lymphozyten, die Immunglobuline, gesichert (Kurosawa Y, 1982). Jeder B-Zellklon
kann dabei durch sein eigenes Immunglobulin charakterisiert werden. Da die im
Wesentlichen fir die Antigenspezifitat und -affinitat verantwortliche CDR3-Region (Xu
JL, 2000) die variabelste Region eines Immunglobulins darstellt, korreliert die B-
Zelldiversitat stark mit der Variabilitat der Antigenbindungsstelle.

Die Vielfalt der Immunglobulinsequenzen ist je nach Nutzung der Vu-Familie
verschiedenartig. Vy1/14-Sequenzen zeigen eine deutlich hohere Diversitat als Vi5-
Sequenzen. Dies ist durch die unterschiedlichen FamiliengroRen (Vu1/14 ~ 60% der B-
Zellen; V5 ~ 10-15% der B-Zellen) zu erklaren. Innerhalb der Vy5-Sequenzgruppe
fallt eine deutlich groRere Diversitat der IgM-Sequenzen als der IgA-Sequenzen auf. Im
Rahmen der B-Zell-Entwicklung entstehen primére, IgM-Antikorper. Nur diejenigen B-
Lymphozyten, die nach erfolgtem Antigenkontakt einen Reifungsprozess durchlaufen
und einen Klassenwechsel vollzogen haben, kénnen als sekundare Antikorper IgA
produzieren (Milstein C, 1986). Entsprechend unseren Daten ist demnach die Gruppe

der IgM-Sequenzen um ein Vielfaches groRer als die Gruppe der IgA-Sequenzen und
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verfugt somit (ber eine ausgeprdagtere Diversitat (vgl. Tabelle 4.2).
Antikorperproduzierende Plasmazellen, die bei einem Zweitkontakt mit demselben
Antigen zu einer schnellen Immunantwort durch direkte Antikdrpersekretion fiihren,
weisen per se eine geringe Diversitét auf, da ihre Anzahl vermutlich durch die limitierte
Anzahl von Uberlebensnischen begrenzt wird (Yoshida T, 2010). Zudem besitzen
aktive Plasmazellen 100 bis 1.000 mal mehr RNA-Transkripte fur die schwere
Immungloblinkette als ruhende B-Zellen, so dass bei der RT-PCR h&ufiger redundante
Sequenzen gefunden werden, die der gleichen Plasmazelle entstammen (de Vos J,
2006).

5.1.2 Somatische Mutationen

Die Diversitat der durch somatische Rekombination entstandenen Immunglobuline des
priméren Antikorperrepertoires wird so grol3 eingestuft, dass alle Antigengruppen mit
zumindest méaRiger Affinitdt gebunden werden konnen. Nachfolgende somatische
Mutationen im Rahmen der Keimzentrumsreaktion und positive Selektion flhren zur
Affinitatssteigerung, folglich zum effizienteren Schutz des Organismus gegen
Pathogene (Rajewsky K, 1996). Mutationen in den geristbildenden FR nehmen starken
Einfluss auf die Tertidrstruktur der Immunglobulinmolekiile. Da dies die stetige Gefahr
der Bildung instabiler Proteine birgt, findet man in den FR vornehmlich silente
Mutationen, in den Bereichen, die in direkten Antigenkontakt treten, zeigt sich hingegen
die Tendenz zu Replacement-Mutationen (Tabelle 4.3). Uber geringe Veranderungen
der Schleifenstrukturen kann sich die Affinitat des Antikdrpers mutationsbedingt um
den Faktor 3-10 steigern, wohingegen Mutationen in den CDR-Regionen
Affinitatssteigerungen um den Faktor 10%-10° ermdglichen (Tomlinson IM, 1995). Die
Haufigkeit dieser Mutationen nimmt wahrend der sekunddren und tertidren
Immunantwort stetig zu, immer mit dem Ziel der Produktion hochaffiner Antikérper fur
ein spezifisches Antigen (Mix E, 2006).

In unseren Daten entsprachen 43% des primdren Antikérperrepertoires (IgM) den
unmutierten Keimbahnsequenzen, wohingegen das sekundére Repertoire (IgA) 3-9%
keimbahnidentische Vu-Sequenzen enthielt. Somit gab es sowohl einen Anteil
somatisch mutierter IgM-Sequenzen als auch einen Anteil unmutierter IgA-Sequenzen.

Im Einklang mit friher publizierten Daten I&sst dies die Interpretation zu, dass sowohl
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somatische Hypermutationsprozesse als auch Klassenwechsel zwar AlD-gesteuert im
Keimzentrum stattfinden, aber keine parallel geschalteten Ereignisse darstellen (Fischer
M, 1998; Yavuz S, 2001). Sie werden von zwei unabhéngig voneinander arbeitenden
Doménen der AID Kkatalysiert, wobei der Funktionsverlust einer Domane nicht den
automatischen Ausfall der anderen Doméne bedeutet (Shinkura R, 2004).
Klassischerweise wurde die IlgM-Produktion ausschlieBlich der primaren Immunantwort
zugeordnet. B-Lymphozyten, die im Rahmen der frithen primdren Immunantwort zu
Antikorper-produzierenden Zellen differenzieren, durchlaufen keine
Keimzentrumsreaktion. Diese Zellen bilden also Immunglobuline, die durch unmutierte
IgHV-Gene kodiert werden (McHeyzer-Williams MG, 1993). Bereits vor einiger Zeit
wurde jedoch die Hypothese aufgestellt, dass eine grolRe Anzahl IgM-produzierender
Zellen in Wirklichkeit Gedé&chtniszellen sind, die somatische Hypermutationsprozesse
vollzogen haben (Klein U, 1997). Diese Hypothese wird von unseren Daten unterstiitzt,
da wir einen kleinen aber reproduzierbaren Anteil somatisch mutierter IlgM-Sequenzen
fanden.

Die Mutationsrate der IgA-Sequenzen der murinen Peyer-Plaques lag, ahnlich wie bei
friheren Untersuchungen an B-Lymphozyten des peripheren Blutes und des follikuléren
Lymphgewebes (Pascual V, 1994; Klein U, 1994), hier bei ca. 3,5 - 4%. Humane
intestinale IgA-produzierende B-Lymphozyten Peyerscher Plaques wiesen jedoch eine
deutlich hohere Mutationsrate von ca. 9% auf (Fischer M, 1998). Durch chronische
Antigenexposition der intestinalen Mukosa mit Nahrungsmittel- und Bakterienantigenen
konnte dies zur massiven Induktion von Keimzentren fiihren. Es wére denkbar, dass die
Bedingungen der spezifisch keimfreien Pflege von Méausen eine geringere Stimulation
fir die Bildung von Keimzentren und somatischen Mutationen darstellen als die
natlrliche Umgebung des Menschen. Einer kontrovers diskutierten Hypothese nach
(MacLennan IC, 1992) existieren Geddachtniszellen mit der Fahigkeit, mehrere
Keimzentrumsreaktionen zu durchlaufen (Rada C, 1991), um durch eine hdhere
Mutationsfrequenz zu einer verstarkten Affinitatsreifung zu gelangen. Diese Hypothese
wird gestltzt durch die Tatsache, dass die somatische Mutationsrate mit wachsendem
Alter stetig ansteigt (Gonzalez-Fernandez A, 1994). Es kdnnte sich jedoch auch um eine
vermehrte Ansammlung stark mutierter B-Zellen in den Keimzentren der Peyerschen
Plagues im Vergleich zu anderen peripher-lymphatischen Organen oder um eine

Kombination beider Mechanismen handeln.
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Durch die steigende Mutationsrate mit wachsendem Alter kénnte auch der Unterschied
der von uns erhobenen Daten zu oben genannten, bereits publizierten Daten (Fischer M,
1998) humaner Immunglobuline erklart werden. Die Hochphase der Entwicklung
muriner Keimzentren liegt etwa zwischen der 5. und 30. Lebenswoche (Carril MS,
2002). Mit einem Lebensalter von acht Wochen waren die hier untersuchten Mause
recht jung, was zusatzlich zu den speziesspezifischen Unterschieden zu einer geringeren
Mutationsrate beigetragen haben kdnnte.

Entgegen der Erwartung, zur Bildung hochaffiner Plasmazellen sei eine hohe
Mutationsrate notig, lag diese bei uns geringfligig unter der Mutationsrate der
Gedachtniszellen. Frihere Analysen (Smith KG, 1997) legen nahe, dass Plasmazellen
im Vergleich zu Gedachtniszellen einer strengeren Selektion unterliegen. Des weiteren
belegen Studien, dass ein entscheidender Anteil muriner, intestinaler IgA PC von CD5"-
B-Lymphozyten abstammt (Kroese FG, 1989; 1995), von denen ein Grol3teil unmutierte
IgHV-Gene aufweist (Tarlinton D, 1988; Fischer M, 1997) und zudem nur in geringem
Malie zur Bildung von Keimzentren beitragt (Stall AM, 1996). Interessanterweise ist die
somatische Mutationsrate bei IgE-produzierenden Gedé&chtniszellen in der Milz
allergisch sensibilisierter Ma&use deutlich niedriger als bei IgE-produzierenden
Plasmazellen (Rogosch T, 2010). Dies konnte auf Isotyp-spezifische
Selektionsmechanismen des humoralen Immungedéchtnisses oder auf Organ-
spezifischen Unterschieden beruhen.

Die Mutationsraten waren bei den Vyl/14-Sequenzen hoher als bei den VH5-
Sequenzen. Fir diese gréfite murine Vy-Familie sind aktuell ca. 86 unterschiedliche
funktionelle Gensegmente bekannt (IMGT, 2008). Die beschriebenen Auffalligkeiten
konnten am ehesten dadruch erklart werden, dass weitere, bisher nicht identifizierte
Segmente oder Gen-Polymorphismen existieren, die eine hohe Mutationsrate in den

Vy1/14-Sequenzen vortduschen.
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5.2 Seinem Reifegrad entsprechend enthdlt das sekundare
Immunglobulinrepertoire vorwiegend D-distal gelegene Jy-

Gensegmente.

Die Immunglobulin-Sequenzen wurden im Rahmen der PCR mit zwei Vy-
familienspezifischen Primern erhoben. Grundsétzlich erfolgt die Auswahl der V-
Segmente wéhrend der Umlagerung nicht zuféllig. Bereits in den 80er Jahren haben
einige Arbeitsgruppen gezeigt, dass im Fetalstadium pra-B-Zellen und Lymphozyten
aus der Leber von BALB/c-Mausen vorwiegend Gensegmente der Vy7183-Familie
rekombinieren, derjenigen Vy-Familie, die keimbahngenetisch am weitesten D-
proximal liegt (Yancopoulos GD, 1984 und 1988; Perlmutter RM, 1985; Riblet R,
1986). In spateren Entwicklungsstadien, 7 Tage nach der Geburt, werden von der
grolRen Mehrzahl der B-Zellen Mitglieder der Vy1-Familie (J558) verwendet (Malynn
BA, 1990). In der hier vorliegenden Arbeit wurden vier Wochen alte BALB/c-Mause
verwendet, so dass diese Effekte der frithen Ontogenese nicht von Bedeutung sind.
Durch die Amplifikation mittels Vu5- und Vyl/14-familienspezifischen Primern
wurden insgesamt ca. 70-75% der Immunglobulin-Transkripte sequenziert (Jeong HD,
1988; Schroeder HW Jr, 2006). Diese separate Untersuchung der beiden grofiten V-
Familien erlaubt einen tieferen Einblick in die Struktur des Antikdrper-Repertoires als
die Globalanalyse, da sie den Vergleich von morphologisch identischen B-Zell-
Subpopulationen hinsichtlich ihrer Antigen-Bindungsstellen ermdglicht. Aussagen tber
die Haufigkeitsverteilung der Segmentnutzung, die Ruckschlisse auf eine eventuelle
Selektion durch Superantigene zulieRBe (Zouali M, 1995), sind mit dieser Methodik nicht
moglich.

Das umgelagerte Dy-Gensegment liegt im Zentrum der fir die Antigenerkennung
wichtigen CDR3-Region. VVon den sieben Dy-Gensegment-Familien wurde Dy-Familie
2 (DSP2) uberzufallig hdufig verwendet (Abbildung 4.5). IgM- und IgA PC-Sequenzen
zeigten ausserdem eine Uberreprasentation der am weitesten proximal liegenden Dy-
Familie 1 (DFL16) bzw. des Segments DFL16.1 (Abbildung 7.2 im Anhang), was eine
mehr als dreimal hdufigere Gensegmentnutzung darstellt als sie aus stochastischen
Berechnungen zu erwarten wére. Die Nutzung der zahlenmaRig deutlich gréfieren Dy-
Familie 2, v.a. Segment 2.4 (DSP2.2) war im Gegenzug bei IgM- und IgA PC-
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Sequenzen deutlich vermindert, &hnlich wie es fir das Immunglobulin-Repertoire
alterer Mduse beschrieben ist (Bangs LA, 1991). Umgekehrt verhielt sich die Dy-
Gensegmentnutzung der IgA MC.

Die am weitesten Vy-distal liegende Dy-Familie 4 (DQ52), an deren 3’-Ende sich das
erste Jy-Gensegment anschliel3t, zeigte bei den hier untersuchten erwachsenen Mé&usen
keine Uberreprésentation. Auch beim Menschen verlagert sich im Laufe der Ontogenese
die Dy-Gen-Nutzung von Jy proximal zu Jy distal. Daher wird das dem murinen DQ52
homologe Dyx7-27-Gen wahrend der Fetalzeit bevorzugt und beim Erwachsenen kaum
noch verwendet (Zemlin M, 2001; Bauer K, 2002),

Da das verwendete Dy-Segment den Mittelpunkt der CDR3-Region bildet, kdnnen
Sequenzen, die ein- und dasselbe Dy-Gensegment verwenden, Uber ihre dhnlichen
Aminosauresequenzen als eigene ,Sub-Repertoires’ angesehen werden. An genetisch
veranderten Mauslinien konnte gezeigt werden, dass diese ,Sub-Repertoires’
unterschiedliche Antigen-Bindungseigenschaften haben, da ihre CDR3-Regionen in
ihrer Struktur differieren (Schelonka RL, 2005).

Unabhangig von der Vy-Familien-Spezifitat trat innerhalb der drei Sequenzgruppen
IgM, IgA MC, IgA PC eine gleichférmige Nutzung der Leserahmen (RF) auf
(Abbildung 4.6). Obwohl jedes einzelne Dy-Gensegment potentiell sechs verschiedene
RF verwenden konnte, fanden wir, tbereinstimmend mit mehreren Studien vor uns, eine
vornehmliche Nutzung des Leserahmens 1 (Feeney AJ, 1990; Ishihara Y, 1998). Die
limitierte Nutzung der Ubrigen Leserahmen beruht auf verschiedenen Mechanismen: Da
im Rahmen der Dy-Rekombination h&ufiger Deletionen als Inversionen vorkommen,
ergibt sich eine eingeschrankte Nutzung der drei durch Inversion gebildeten i-RF. Der
dritte Leserahmen trégt im Zentrum seiner keimbahnkodierenden Sequenz oft ein Stop-
Codon (TAG, TAA, TGA), das zu einer vorzeitigen Beendigung der Translation fiihrt
und damit die Nutzung des RF3 limitiert. Die Verwendung des RF2 flhrt zur
vorubergehenden Bildung eines sogenannten Dp-Proteins, das den Fortschritt der
VyDJy-Rekombination bremst (Gu H, 1991). Die bevorzugte Verwendung des ersten
Leserahmens wirkt sich auf die spatere Hydrophobizitdt der CDR3-Region und damit
auf die Bindungseigenschaften der Antigenbindungsstelle aus (Shlomchik MJ, 1990).
Bedeutende Unterschiede in der Verwendung der Gensegmente traten zwischen den hier
untersuchten Zell-Populationen beztiglich der Jy-Segmentnutzung auf (Abbildung 4.7).
Die Verwendung des J41-Segments war bei einer statistischen Wahrscheinlichkeit von
25% fir die Nutzung eines jeden Segments innerhalb aller Sequenzgruppen



Diskussion - Corinna Maskow 63

unterreprasentiert. Die H&ufigkeit der Segmente J42 und Ju3 lag knapp ober- bzw.
unterhalb ihrer stochastischen Wahrscheinlichkeit. Dies entsprach im Wesentlichen
bereits publizierten Daten reifer B-Lymphozyten aus dem Knochenmark von BALB/c-
Mausen (Ivanov 11, 2005). Unsere Daten zeigen, dass in der Gesamtheit aller Sequenzen
Jud besonders hdufig umgelagert wird, wobei dieser Effekt am deutlichsten bei den
Sequenzen des sekundadren Antikorperrepertoires zu erkennen ist. Ein Trend, der
friheren Reifungsstadien humaner B-Lymphozyten der fetalen Leber Dy-proximal
gelegene und reifen B-Lymphozyten Erwachsener Dy-distal gelegene Jy-Gensegmente
zuordnet (Shiokawa S, 1999), scheint sich auch auf die Entwicklung des sekundaren
Antikorperrepertoires bertragen zu lassen. In Abhédngigkeit der verwendeten V-
Familie wies entgegen friheren Vermutungen die H&ufigkeit der verwendeten Ju-

Segmente Unterschiede auf.

5.3 Zur Bildung des sekundaren Repertoires werden
Immunglobuline mit kiirzeren CDR3-Regionen verwendet,
die eine engere Antigen-Antikorper Interaktion mit héherer

Affinitat gewahrleisten.

Eine erweiterte Diversitat und Positionierung im Zentrum der Antigenbindungsstelle
verleihen der CDR3-Region eine wichtige Rolle in der Erkennung eines Antigens
(Pedlan EA, 1994; Xu JL, 2000). Exonukleatische terminale Aktivitat und das Einfiigen
von P-Nukleotiden tragen zur L&ngenveranderung rekombinierter Keimbahn-VyDJy-
Gensegmente ebenso bei wie die TdT-gesteuerte Insertion von N-Nukleotiden.

Es ist bekannt, dass die mittlere CDR3-Ldnge und deren Verteilung groRe
Auswirkungen auf das Immunglobulin-Repertoire einer Spezies und dessen Funktionen
haben (Johnson G, 1998; Collis AV, 2003). CDR3-Léngen differieren zwischen
verschiedenen Spezies (Wu TT, 1993; Kaushik A, 2002). Murine CDR3-Regionen sind
im Durchschnitt kirzer als humane CDR3-Regionen (Zemlin M, 2003). Dies wird auch
im Vergleich der von uns erhobenen Daten mit friher ver6ffentlichten Daten humaner
IgM-CDR3-Regionen (Souto-Carneiro MM, 2005; Bauer K, 2002) deutlich.
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In unserer Studie zeigte sich, dass die NDyN-L&ngen und CDR3-Langen im Vergleich
zwischen IgM und IgA MC parallel signifikant abnahmen. Ein dhnlicher, allerdings
nicht signifikanter Trend liel3 sich fur die 1IgA PC detektieren (Abbildung 4.8). Zwar
tragen auch V- und Jy-Gensegmente zur Bildung der CDR3-Region bei, fir Lange und
Affinitat der Antigenbindungsstelle ist jedoch die zwischen Vu- und Jy-Gensegment
liegende NDuN-Region von entscheidender Bedeutung (Zemlin M, 2001; Bauer K,
2002). Erstaunlicherweise kdnnen Knockout-Mause ohne funktionierende TdT-Aktivitat
und somit ohne N-Nukleotid-Insertionen nahezu normale Immunantworten
hervorbringen (Gilfillan S, 1993). Bei Wildtyp-Tieren fanden sich signifikant kiirzere
CDR3-Regionen in produktiven als in nicht-produktiven Immunglobulin-Sequenzen
(Souto-Carneiro MM, 2005).

Unsere Daten weisen darauf hin, dass bevorzugt Immunglobuline mit kiirzeren CDR3-
Regionen zum Klassenwechsel verwendet werden. Der Klassenwechsel erfolgt nach
stattgehabter somatischer Hypermutation im Rahmen der Keimzentrumsreaktion
(Kapitel 2.5.2, 2.5.3). Untersuchungen an hypermutierten, humanen, adulten
Immunglobulinen zeigten ebenfalls eine Tendenz zu kiirzeren CDR3-Regionen als
unmutierte Sequenzen (Rosner K, 2001). Theoretisch konnte dieser L&ngenverlust
durch unterschiedliche Gensegment-Nutzungen oder durch verédnderte Aktivitaten der
TdT und Exonukleasen zustande kommen. Die Aufschliisselung der Zusammensetzung
der CDR3-Region ergab fur IgA MC und IgA PC einen signifikanten Langenverlust der
N-Nukleotide. Somit kann eine verminderte TdT-Aktivitat und nicht die Gen-Segment-
Nutzung als Grund fiir den Langenverlust angesehen werden.

Welchen Grund hat die positive Selektion der Immunglobuline mit kiirzeren CDR3-
Regionen fur den Klassenwechsel?

Studien an Immunglobulinen Erwachsener haben gezeigt, dass der CDR3-Léange
Grenzen gesetzt sind. Mit ansteigender Lénge der CDR3-Region nimmt der Anteil
unproduktiver Umlagerungen zu. Eine frilhere Annahme, dies sei auf die erhdhte
Wahrscheinlichkeit der Einfihrung eines Stop-Codons erklarbar (Brezinschek HP,
1995), konnte durch genauere Analysen widerlegt werden (Brezinschek HP, 1997).
Vorstellbar ware auch eine durch die Lange der schweren Kette beeintréchtigte Paarung
mit der leichten Kette. Ein weiterer Erklarungsansatz beschaftigt sich mit der
Tertiarstruktur der gebildeten Proteine. Langere CDR3-Regionen bergen ein erhdhtes
Risiko zur Bildung instabiler oder unproduktiver Konformationen der antigenbindenden

Schleife. Im Gegensatz dazu kénnen kirzere CDR3-Regionen im antigenbindenden
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Bereich Platz bieten, um Antigene neben der Bindung an CDR3 auch mit CDR1 und 2
in Kontakt treten zu lassen. Die Lange der CDR3-Region korreliert also invers mit der
Tiefe der Antigen-Bindungs-Kuhle des Antikérpers (Zemlin M, 2003). Gestitzt wird
diese Hypothese durch Kristallstruktur-Analysen von Komplexen aus Lysozym und
Antilysozym-Antikérpern (Amit AG, 1986; Padlan EA, 1989). Je kirzer hierbei die
CDR3-Region ist, desto mehr Kontakt findet in den Bereichen der CDR1- und 2-Region
statt (Kabat EA, 1991). Dies wird dadurch bestétigt, dass die CDR3-L&ngen von
spezifischen Antikdrpern gegen unterschiedliche Antigen-Gruppen differieren.
Beispielsweise sind die CDR3-Regionen von Anti-Hapten-Antikdrpern kirzer als die
von Anti-Kohlenhydrat-Antikérpern (Collis AV, 2003).

Unerwarteterweise fanden wir im Vergleich der Sequenzen des gleichen Isotyps,
deutliche Unterschiede in der Zusammensetzung ihrer CDR3-Regionen in
Abhangigkeit ihrer Vy-Segment-Verwendung (Abbildung 4.8, 4.9, 4.10; Tabelle 7.7 im
Anhang). Vu5- und Vul/14-Sequenzen der IgA MC und IgA PC wiesen einen
hochsignifikanten Unterschied der Langen ihrer CDR3-Regionen auf bei unerheblich
differierenden NDyN-Langen. Dies wurde vorwiegend dadurch verursacht, dass die
CDR3-Regionen der V45- Sequenzen deutlich langere Vy- und Jy-Anteile enthielten als
die Vul/14-Sequenzen. Die CDR3-Léngen der IgA PC-Sequenzen der
unterschiedlichen Vy-Familien waren in der Summe gleich lang, aber Vy5- Sequenzen
enthielten kurzere Vy- und Ju-Gensegment-Anteile in CDR3 und ldngere NDyN-
Regionen (Abbildung 4.8, 4.9). Bei IgM-Sequenzen mit V5 waren die in CDR3
enthaltenen Anteile des Vy-Segments langer als bei Vy1/14-Sequenzen. Je geringer die
Exonukleaseaktivitat wahrend der Gen-Umlagerung ist, desto langer sind die erhaltenen
Anteile von Vu- und Ju- in CDR3. Somit ist die Exonukleaseaktivitdt bei Vu5-
Sequenzen groRer als bei Vi1/14-Sequenzen. Ubereinstimmend hiermit haben Gauss et
al. beschrieben, dass die Exonuklease starker bei AT-Basenpaaren als bei GC-
Basenpaaren arbeitet (Gauss GH, 1996). Durch Beeinflussung der Helix-Struktur der
DNA gewaéhrleistet ein hoher GC-Gehalt einer Sequenz offensichtlich eine gewisse
Resistenz gegenuber exonukleatischen Prozessen (Gauss GH, 1996).

Aus diesen Beobachtungen schlieRen wir, dass die Vy-Familienzugehorigkeit einen
entscheidenden Selektionsfaktor flr die weitere Zusammensetzung der CDR3-Region

eines Immunglobulins darstelit.
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5.4 Beim Klassenwechsel und bei der Selektion in
Subpopulationen spielt die Hydrophobizitdt der CDR3-

Regionen eine Rolle.

Die Antigen-Bindung wird wesentlich von der Hydrophobizitatsverteilung innerhalb der
Antigen-Bindungsregion beeinflusst. Daher haben wir die durchschnittliche
Hydrophobizitdt der CDRS3-Schleifen einzelner Sequenzgruppen anhand der
normalisierten Kyte-Doolittle-Hydrophobizitats-Skala ermittelt (Eisenberg D, 1984).
Diese Hydrophobizitatsskala wurde verwendet, da die Normalisierung (Summe der
Hydrophobizitdten aller 20 Aminosauren ergibt 0) eine statistische Analyse von
Mittelwerten erlaubt. Die Hydrophobizitdt der CDR3-Regionen bewegte sich
vorwiegend im neutralen bis mild polaren Bereich. Dies ist charakteristisch fur
Peptidschleifen, die aus dem Protein in die wésserige Umgebung hervortreten und mit
anderen Strukturen interagieren konnen. Die Feinverteilung der Hydrophobizitat
innerhalb der CDR3-Region hat grofRen Einfluss auf die Antigenerkennung und somit
auf die Spezifitat und Affinitat des Antikdrpers (MacCallum RM, 1996). Beispielsweise
tragen pathogene anti-ds-DNA-Autoantikdrper, wie sie bei systemischem Lupus
erythematodes auftreten, bevorzugt positiv geladene Aminoséuren (Lysin, Arginin)
innerhalb der CDR3-Region, mit denen sie an negativ geladene Abschnitte des DNA-
Molekuls binden (Krishnan MR, 1998).

Wahrend der Zellreifung im Knochenmark werden Immunglobuline, deren CDR3-
Regionen einen stark hydrophoben oder hydrophilen Charakter aufweisen, weitgehend
aber nicht vollstandig negativ selektioniert (Ivanov 11, 2005).

Die von uns untersuchten Subpopulationen unterschieden sich geringfiigig aber
signifikant in ihrer durchschnittlichen Hydrophobizitat: Die CDR3-Regionen der IgA-
MC-Sequenzen waren im Durchschnitt polarer als die CDR3-Regionen der IgM-
Sequenzen und der IgA-PC. Dies bestatigt die anhand der anderen untersuchten
Eigenschaften gefundenen Hinweise darauf, dass die Selektion der IgA-Memory- und -
Plasmazellen nicht zuféllig, sondern anhand ihrer Antigen-Bindungseigenschaften

erfolgt.
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5.5 Schwéchen und Starken der vorliegenden Untersuchungen

Eine Zellsortierung stellt als potentielle Fehlerquelle naturgemal? eine Limitation der
wissenschaftlichen Aussagekraft dar. In den von uns durchgefiihrten Kontrollen betrug
die Reinheit der sortierten Subpopulationen jedoch stets tiber 97%, womit wir von einer
aussagekraftigen Trennscharfe ausgehen konnten.

In der vorliegenden Arbeit wurden insgesamt 413 Immunglobulinsequenzen analysiert.
Diese Transkripte stellen im Verhaltnis zur Gesamtheit des Repertoires eine sehr kleine,
zuféllige Stichprobe dar, so dass die untersuchten Sequenzen nicht zwangslaufig in
allen Aspekten reprasentativ sind. Da die Gesamt-RNA fir die RT-PCR eingesetzt
wurde kdnnten Zellen Gberreprésentiert sein, die viele RNA-Transkripte aufweisen. Ein
systematischer Fehler scheint zwar aus theoretischen Erwégungen unwahrscheinlich,
konnte aber nur durch eine sehr aufwendige Einzelzell-RT-PCR ausgeschlossen werden.
Eine wesentliche Limitation unserer Untersuchung ist die Tatsache, dass wir uns aus
methodischen Grinden und aus Grinden der Praktikabilitat auf die Analyse der
Vy1/14- und Vy5-Familien beschranken mussten. Es ist technisch nicht moglich, die
uber 150 Vyu-Gensegmente der Maus mit gleicher Affinitdt zu amplifizieren.
Daher haben wir uns - wie in der Literatur Ublich - auf die Untersuchung der beiden
grofiten Vy-Familien beschrankt.

Zum ersten Mal wurde in dieser Arbeit das IgA-Repertoire der Maus systematisch
analysiert. Nur der direkte Vergleich von IgM und IgA aus ein- und demselben Gewebe
lasst Ruckschlisse auf den Selektionsdruck wéhrend des Klassenwechsels valide zu.
Die Software zur statistischen Analyse der Immunglobulin-Transkripte wurde eigens zu
diesem Zweck in unserer Arbeitsgruppe etabliert und ist mittlerweise auch publiziert
(Rogosch T, 2012).
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6 Zusammenfassung

6.1 Deutsch

Hintergrund:

Das primare und sekundéare Immunglobulinrepertoire bilden eine bedeutende Grundlage
der Pathogenbek&mpfung im Wirbeltier. Das Mukosa-assoziierte lymphatische Gewebe
stellt hierbei die erste Front des humoralen Immunsystems gegen invasive Infektionen
dar. An der Mukosa Uberwiegt das Immunglobulin A, welches sowohl in das Plasma als
auch auf die Schleimhaut sezerniert werden kann. Eine Differenzierung der B-
Lymphozyten zu Plasma- und Geddchtniszellen gewahrleistet bei erneuter Infektion mit

dem gleichen Pathogen eine viel schnellere und effektivere Immunantwort.

Fragestellung:

Unklar sind grundlegende Fragen zur Entwicklung der B-Zell- bzw. Antikorper-
Repertoires im darmassoziierten lymphatischen Gewebe (gut-associated lymphoid
tissue: (GALT): Welchem Selektionsdruck unterliegt das B-Zell-Repertoire wéhrend
des Klassenwechsels zu IgA? Weiterhin ist nicht bekannt, nach welchen Kriterien
Lymphozyten in den Pool der IgA-bildenden Geddchtnis- und Plasmazellen rekrutiert
werden. In dieser Arbeit haben wir die Hypothese gepruft, dass IgA-bildende
Subpopulationen der Gedé&chtnis- und Plasmazellen nicht zuféllig, sondern aufgrund

ihrer Antigen-Bindungseigenschaften rekrutiert werden.

Methoden:

Wir haben mittels Durchflusszytometrie Plasma- und Gedéchtniszellen aus Peyerschen
Plaques adulter BALB/C Wildtyp-Mé&use separiert und mittels Reverse Transkriptase-
PCR selektiv IgM- und IgA-Transkripte der schweren Immunglobulin-Ketten
amplifiziert und kloniert. Die so gewonnenen Transkripte wurden sequenziert und

mittels Datenbankanalyse (Alignment mittels IMGT VQuest) ausgewertet.

Ergebnisse:
Es wurden insgesamt 413 Immunglobulinsequenzen in vier unabhdngigen
Experimenten erhoben, von denen sich 323 (78%) als nicht-redundante Transkripte

erwiesen. Immunglobulin A-Sequenzen der Gedéchtnis- und Plasmazellen wiesen mit
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74% bzw. 72% eine signifikant niedrigere klonale Diversitat auf als Immunglobuline
der Klasse M (94%; jeweils p<0,01). Immunglobulin A-Sequenzen der Ged&chtnis- und
Plasmazellen enthielten mehr somatische Mutationen (37%o bzw. 35%0) als IgM-
Sequenzen (14%o, p<0,01). Bei IgA-Sequenzen aus Gedachtniszellen waren weniger
zuféllige, sogenannte N-Nukleotide innerhalb der Antigen-Bindungsstelle vorhanden als
bei 1gA-Sequenzen aus Plasmazellen (p<0,01). Zusatzlich wiesen IgA-Sequenzen aus
Gedachtniszellen im Vergleich zu IgM-Sequenzen signifikant kirzere CDR3-Regionen
auf (p<0,05) bei signifikant kiirzeren NDN-Regionen (p<0,01). Ein &hnlicher Trend war
bei IgA-Sequenzen aus Plasmazellen erkennbar. In unserer Studie korrelierte zudem die

Nutzung von Ju- und Vy-Gen-Familien.

Diskussion:

IgA-Sequenzen weisen die typischen Anzeichen der klassischen Antigenselektion auf.
Die eingeschrankte klonale Diversitdt und die erhohte Mutationsrate der IgA-
Transkripte aus Gedachtnis- und Plasmazellen gegentber IgM-Transkripten der
gleichen Gewebeproben belegt eine Antigen-abhéngige fokussierte Selektion wahrend
des Klassenwechsels von IgM zu IgA. Interessanterweise wiesen Immunglobuline A der
Gedachtniszellen eine andere Binnenstruktur innerhalb der Antigen-Bindungsstelle
(CDR-H3) auf als Immunglobuline M. Daher haben IgA aus Gedé&chtniszellen
gegenliber IgM eine geringere strukturelle Vielfalt und im Durchschnitt eine flachere
Antigen-Bindungsstelle, wodurch eine engere Interaktion mit dem Antigen moéglich ist.
Im Gegensatz zu friheren Annahmen beeinflult die Vy-Segment-Nutzung die Jy-
Segment-Nutzung und damit die Zusammensetzung der CDR3-Region eines

Immunglobulins.

Schlussfolgerung:

Immunglobulin A produzierende Gedé&chtnis- und Plasmazellen stellen separate
Populationen mit unterschiedlichen Repertoires an Antigen-Bindungsstellen innerhalb
ihrer Antikorper dar. Sie weisen alle Charakteristika einer individuellen Antigen-
abhangigen Selektion auf. Dies weist darauf hin, dass die CDR3-Region ein

entscheidender Selektionsfaktor wéhrend des Klassenwechsels zu IgA darstellt.
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6.2 Englisch

Background:

The primary and secondary immunoglobulin repertoires represent an important basis of
the pathogen defence in the vertebrate. The mucosa-associated lymphoid tissue plays a
crucial role in the establishment and maintenance of mucosal homeostasis against
invasive infections. Inside mucosal tissues, Immunoglobulin A (Ig A) is the
predominating immunoglobulin that is secreted into the blood plasma, as well as onto
the mucous membrane.

The differentiation of antigen-activated B-cells into plasma and memory cells allows a
quicker and more effective immune response in case of a recurrent confrontation with
the same pathogen. Basic mechanisms concerning the development of B-cell and

antibody repertoires are still unclear.

Objective:

It remains uncertain which selective pressure acts upon the B-cell repertoire during the
class switch recombination from IgM to IgA in germinal centres. Furthermore it is
unknown which criteria drive the recruitment of lymphocytes into the pool of IgA
producing memory and plasma cells. In this work, we tested the hypothesis that
subpopulations of IgA producing memory and plasma cells are not recruited by chance,

but on the basis of their antigen binding properties.

Methods:

IgM producing B-cells as well as IgA producing memory and plasma cells were
separated from Peyer’s patches of four adult BALB/C wildtype mice using flow
cytometry. Using reverse transcriptase-PCR, we selectively amplified and cloned IgM
and IgA transcripts of the immunoglobulin heavy chains. The transcripts were
sequenced and nucleotide sequences were compared with the IMGT databases of

germline sequences (Alignment via IMGT VQuest).

Results:
We collected a total number of 413 immunoglobulin sequences in four independent

experiments of which 323 (78%) were unique. The IgA sequences of memory and
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plasma cells showed a significantly lower clonal diversity than IgM sequences (74%
and 72% vs. 94%; p <0.01). IgA sequences of memory and plasma cells contained more
somatic mutations than IgM sequences (37%o. and 35%o Vvs. 14%., p <0.01). IgA
transcripts from memory cells contained a lower number of random, so-called n-
nucleotides within the CDR3-regions than IgA transcripts from plasma cells (p <0.01).
In comparison to the IgM sequences, the IgA sequences from memory cells showed
significantly shorter CDR3 regions (p = 0.02) and significantly shorter NDN regions
(p=0.0002). A similar trend was observed with IgA plasma sequences; however this was
not statistically significant. Moreover, we found a preference of single Jy segments

depending on the rearranged V family.

Discussion:

IgA showed the typical signs of classical antigen selection. In comparison to IgM
transcripts from the same tissue sample, the limited clonal diversity and the increased
mutation rate of IgA memory and plasma cell transcripts document an antigen
dependent focused selection during the class switch from IgM to IgA. Interestingly,
CDR3-regions from IgA of memory cells and IgM were differently composed. As a
consequence, IgA of memory cells showed a lower structural variety and, on average, a
deeper antigen binding grove compared to IgM facilitating a closer interaction with the
antigen.

In contrast to earlier assumptions, the use of the Vy family influences the Jy utilization

and the composition of the CDR3 region.

Conclusion:

IgA producing memory and plasma cells represent separate populations with differing
repertoires of antigen binding sites inside their antibodies. They both show
characteristic features of an individual antigen dependent selection.

Our data demonstrate that the CDR3 region is an important selection factor during class

switch recombination to IgA in germinal centers.
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7 Abbildungs- und Tabellenanhang
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Abbildung 7.1: Vy-familienspezifische Gensegmentnutzung
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DH-Gensegmentnutzung
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Abbildung 7.2: DH-Gensegmentnutzung
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Sequenzgruppe |V-Familie Absolute Zahl|Prozent D-Segment__|Absolute Zah[Prozent
IgA_MC_AF303 |IGHV1 0 0,094No D 0 0,09
IGHV2 0 0,094IGHD1 4 9,1%
IGHV3 0 0,09%4IGHD2 31 70,5%
IGHV5 44 100,0%4IGHD3 0 0,0%
IGHV14 0 0,094IGHD4 6 13,6%
IGHD5 0 0,0%
IGHD6 3 6,8%
IgA_PC_AF303 |IGHV1 0 0,09%4No D 0 0,09
IGHV2 0 0,09%4IGHD1 6 12,2%
IGHV3 0 0,094IGHD2 35 71,4%
IGHV5 49 100,0%4IGHD3 0 0,0%
IGHV14 0 0,0941GHD4 6 12,2%
IGHD5 0 0,0%
IGHD6 2 4,1%
IgM_AF303 IGHV1 0 0,094No D 1 1,4%
IGHV2 0 0,094IGHD1 25 34,2%
IGHV3 0 0,09IGHD2 38 52,19
IGHV5 73 100,0%4IGHD3 4 5,5%
IGHV14 0 0,0941GHD4 5 6,8%
IGHD5 0 0,0%
IGHD6 0 0,09

Sequenzgruppe |J-Segment Absolute Zahl|Prozent

IgA_MC_AF303 |IGHJ1 1 2,3%
IGHJ2 4 9,1%
IGHJ3 6 13,694
IGHJ4 33 75,0%

lgA_PC_AF303 [IGHJ1 1 2,0%
IGHJ2 9 18,4%
IGHJ3 6 12,2%
IGHI4 33 67,39
IgM_AF303 IGHJ1 8 11,0%
IGHJ2 17 23,39
IGHJ3 17 23,39
IGHI4 31 42,59

Tabelle 7.1: IgH-VDJ-Segmentnutzung der VH5-Familie



Tabelle 7.2: 1gH-VDJ-Segmentnutzung der VH1/14-Familie
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Sequenzgruppe |V-Familie |Absolute Zahl|Prozent D-Segment |Absolute Zahl|Prozent
IgA_MC_J558 IGHV1 37 67,3%No D 0 0,0%
IGHV2 0 0,0%IGHD1 9 16,4%
IGHV3 0 0,09 IGHD2 38| 69,19
IGHV5 0 0,0%|IGHD3 1 1,8%
IGHV14 18 32,7%1GHD4 6 10,9%
IGHD5 1 1,8%
IGHD6 0 0,0%
IgA_PC J558 [IGHV1 40| 81,694No D 0 0,0%
IGHV2 0 0,0%|IGHD1 21 42,99
IGHV3 0 0,09 IGHD2 18] 36,79
IGHV5 0 0,0%|IGHD3 3 6,19
IGHV14 9 18,4%IGHD4 7 14,3%
IGHD5 0 0,0%
IGHD6 0 0,0%
IgM_J558 IGHV1 41 77,4%No D 0 0,0%
IGHV2 0 0,0%|IGHD1 22 41,5%
IGHV3 0 0,0%|IGHD2 24 45,3%
IGHV5 0 0,09 IGHD3 2 3,8%
IGHV14 12 22,69%IGHD4 2 3,8%
IGHD5 0 0,0%
IGHD6 3 5,7%)
Sequenzgruppe |J-Segment [Absolute Zahl[Prozent
lgA_MC_J558 [IGHJ1 2 3,69
IGHJ2 20 36,49
IGHJ3 13 23,69
IGHJ4 20 36,4%
IgA_PC J558 [IGHJ1 4 8,29
IGHJ2 25 51,0%
IGHJ3 7 14,3%
IGHJ4 13 26,5%
IgM_J558 IGHJ1 6 11,39
IGHJ2 21 39,69
IGHJ3 13 24,5%
IGHJ4 13 24,5%



Tabelle 7.3: IgH-VDJ-Segmentnutzung gesamt
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Sequenzgruppe |V-Familie |Absolute Zahl|Prozent D-Segment |Absolute Zahl |Prozent
IgA_MC IGHV1 37 37,4%No D 0 0,0%
IGHV2 0 0,09%IGHD1 13 13,19
IGHV3 0 0,09%IGHD2 69 69,79
IGHV5 44 44,494I1GHD3 1 1,0%
IGHV14 18 18,29%IGHD4 12 12,19
IGHD5 1 1,0%
IGHD6 3 3,0%
IgA_PC IGHV1 40, 40,8%4No D 0 0,0%
IGHV2 0 0,09%IGHD1 27 27,6%
IGHV3 0 0,09%IGHD2 53 54,1%
IGHV5 49 50,0%4IGHD3 3 3,1%
IGHV14 9 9,29 IGHD4 13 13,3%
IGHD5 0 0,0%
IGHD6 2 2,0%
IgM IGHV1 41 32,5%4No D 1 0,8%
IGHV2 0 0,09%IGHD1 47| 37,3%
IGHV3 0 0,09%IGHD2 62 49,2%
IGHV5 73 57,99%4IGHD3 6 4,8%)
IGHV14 12 9,5%IGHD4 7 5,6%
IGHD5 0 0,0%
IGHD6 3 2,4%
Sequenzgruppe |J-Segment |Absolute Zahl|Prozent
IgA_MC IGHJ1 3 3,09
IGHJ2 24 24,2%
IGHJ3 19 19,2%
IGHJ4 53 53,5%
IgA_PC IGHJ1 5 5,19
IGHJ2 34 34,7%
IGHJ3 13 13,3%
IGHJ4 46 46,99
IgM IGHJ1 14 11,19
IGHJ2 38| 30,2%
IGHJ3 30 23,8%
IGHJ4 44 34,99
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N-D-N Lange
Mittelwert SEM SD Median
IgA_MC_AF303 14,66 0,51 3,38 15
IgA_PC_AF303 16,00 0,56 3,93 15
IgM_AF303 17,45 0,58 4,99 18
lgA_MC_J558 15,53 0,63 4,66 14
IgA_PC_J558 18,04 0,98 6,85 18
IgM_J558 18,11 0,90 6,54 17
lgA_MC 15,14 0,42 4,14 15
IgA_PC 17,02 0,57 5,65 16
IgM_both 17,73 0,51 5,68 18
CDR-H3 Lange
Mittelwert SEM SD Median
IgA_MC_AF303 38,52 0,74 4,88 42
IgA_PC_AF303 36,73 0,75 5,22 39
IgM_AF303 37,60 0,67 5,70 36
lgA_MC_J558 32,45 0,88 6,53 33
IgA_PC_J558 35,20 1,19 8,32 36
IgM_J558 36,62 1,05 7,66 36
lgA_MC 35,15 0,66 6,57 36
IgA_PC 35,97 0,70 6,95 38
IgM_both 37,19 0,59 6,58 36
Tabelle 7.4: CDR3- und NDN-L&ngen in Nukleotiden
T-Tests CDR3-Langen
l[gA_MC_AF303 IgA_PC_AF303 IgM_AF303
lgA_MC_AF303 X X X
IgA_PC_AF303 0,0923 X X
IgM_AF303 X X X
I[gA_MC_J558 IgA_PC_J558 IgM_J558
I[gA_MC_J558 X X X
lgA_PC_J558 0,0625 X X
IgM_J558 X X X
IgA_MC_both IgA_PC_both IgM_both
I[gA_MC_both X X X
IgA_PC_both 0,3971 X X
IgM_both 0,0219 0,2223 X
l[gA_MC_AF303 IgA_PC_AF303 IgM_AF303
lgA_MC_J558 1,5482E-06 X X
lgA_PC_J558 X 0,2781 X
IgM _J558 X X 0,4117

Tabelle 7.5: p-Werte der CDR3-L&ngen

rot: signifikante Werte
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T-Tests der NDN-Langen
lgA_MC_AF303 IgA_PC_AF303 IgM_AF303
lgA_MC_AF303 X X X
lgA_PC_AF303 0,0824 X X
lgM_AF303 X X X
I[gA_MC_J558 IgA_PC_J558 IgM_J558
lgA_MC_J558 X X X
lgA_PC_J558 0,0295 X X
lgM_J558 X X X
IgA_MC_both IgA_PC_both IgM_both
lgA_MC_both X X X
IgA_PC_both 0,0084 X X
IgM_both 0,0002 0,3534 X
lgA_MC_AF303 IgA_PC_AF303 IgM_AF303
lgA_MC_J558 3,0226E-01 X X
lgA_PC_J558 X 0,0736 X
IgM J558 X X 0,5211

Tabelle 7.6: p-Werte der NDN-L&ngen

rot: signifikante Werte

Langenverteilung CDR3
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Abbildung 7.3: Langenverteilung von CDR3 in Nukleotiden (VH1/14- und VH5-Sequenzen)
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Abbildung 7.4: L&ngenverteilung von CDR3 in Nukleotiden (IgA MC; IgA PC; IgM)
Die schwarzen vertikalen Linien geben den jeweiligen Mittelwert an.
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v P N1 P D [ P | N2 P J
IgA_MC_both 6,15 0,06 2,55 0,05 10,07 2,47 0,02 13,78
IgM_both 6,04 0,02 3,41 0,02 11,25 3,05 0,08 13,32
A 0,11 0,04 -0,87 0,03 -1,18 -0,57 -0,06 0,46
p 0,592265505 0,015574299 0,008841809 ** 0,089666386 0,397959424
IgA_PC_both 5,88 0,01 3,31 0,01 10,66 3,04 0,02 13,04
IgM_both 6,04 0,02 3,41 0,02 11,25 3,05 0,08 13,32
A -0,16 -0,01 -0,11 -0,01 -0,58 -0,01 -0,06 -0,28
p 0,404588519 0,775272515 0,218667686 0,9856535 0,594475124
IgA_MC_both 6,15 0,06 2,55 0,05 10,07 2,47 0,02 13,78
IgA_PC_both 5,88 0,01 3,31 0,01 10,66 3,04 0,02 13,04
A 0,27 0,05 -0,76 0,04 -0,59 -0,57 0,00 0,74
p 0,222494615 0,045650573 0,207076826 0,138181596 0,220272958
IgA_MC_AF303 7,41 0,07 2,02 10,80 1,84 16,39
IgA_MC_J558 5,15 0,05 2,96 0,09 9,49 2,98 0,04 11,69
A 2,26 0,01 -0,94 -0,09 1,30 -1,14 -0,04 4,70
p 3,21526E-14 ek 0,06375911 0,033636474 * 0,013446705 1,43926E-08 ek
IgA_PC_AF303 6,61 0,02 3,00 10,33 2,67 14,10
IgA_PC_J558 5,14 3,61 0,02 11,00 3,41 0,04 11,98
A 1,47 0,02 -0,61 -0,02 -0,67 -0,73 -0,04 2,12
p 7,5711E-08 ek 0,279591446 0,344650662 0,226436515 0,007819564 **
IgM_AF303 6,64 0,03 2,93 0,04 11,07 3,41 0,08 13,40
IgM_J558 5,21 0,02 4,08 11,49 2,55 0,08 13,21
A 1,44 0,01 -1,14 0,04 -0,42 0,86 0,01 0,19
p 3,90038E-09 ek 0,020631077 0,507016828 0,070704107 0,779959299
IgA_MC_AF303 7,41 0,07 2,02 10,80 1,84 16,39
IgA_PC_AF303 6,61 0,02 3,00 10,33 2,67 14,10
A 0,80 0,05 -0,98 0,47 -0,83 2,28
p 0,001120546 ** 0,075431348 0,452235657 0,051229411 0,002485375 **
IgA_MC_J558 5,15 0,05 2,96 0,09 9,49 2,98 0,04 11,69
IgA_PC_J558 5,14 3,61 0,02 11,00 3,41 0,04 11,98
A 0,00 0,05 -0,65 0,07 -1,51 -0,43 0,00 -0,29
p 0,992182337 0,21667464 0,029680308 * 0,482906026 0,716628904

Nukleotiden (Mittelwerte) mit Ergebnis des T-

ion in

Zusammensetzung der CDR3-Regi

Tabelle 7.7

Tests
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Abbildung 7.5: Mutationsraten von CDR3 im Median mit Streuung und Quartilen

Kyte Doolittle

Mittelwert SEM SD Median
IgA_MC_AF303 -0,23 0,03 0,18 -0,24
IgA_PC_AF303 -0,18 0,03 0,18 -0,18
IgM_AF303 -0,13 0,04 0,34 -0,14
IgA_MC_J558 -0,16 0,05 0,36 -0,09
IgA_PC_J558 -0,03 0,05 0,35 -0,04
IgM_J558 -0,07 0,05 0,35 -0,12
IgA_MC -0,19 0,03 0,29 -0,24
IgA_PC -0,11 0,03 0,29 -0,18
IgM -0,10 0,03 0,34 -0,14

Tabelle 7.8: Hydrophobizitaten von CDR3 nach Kyte-Doolittle
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9 Anhang

9.1 Abkdirzungsverzeichnis

Ag
AID
Ak

bp

CD
cDNA
CDR
Ch

CL
CSR
Cy5
dATP
DC
dCTP
ddNTP
D-Gensegment
dGTP
DNA
dNTP
ds-DNA
dTTP
E. Coli
FACS

FAE
Fc-Rezeptor
FDC

FITC

FR

Antigen

Aktivierungsinduzierte Cytidindeaminase
Antikorper

Basenpaar

cluster of differentiation
‘Complementary’-DNA

Complementarity Determining Region
Konstante Region der schweren Kette
Konstante Region der leichten Kette
Klassenwechsel (class switch recombination)
Cyanine 5

Desoxyadenosintriphosphat

Dendritische Zelle (dendritic cell)
Desoxycytidintriphosphat
Didesoxyribonukleotidtriphosphat
,Diversity’-Gensegment
Desoxyguanosintriphosphat
Desoxyribonukleinsdure (desoxyribonucleoid acid)
Desoxyribonuleotidtriphosphat
Doppelstrang-DNA
Desoxythymidintriphosphat

Escherichia coli
Fluoreszenz-Aktivierte-Zellanalyse (Fluorescence
Activated Cell Sorting)

Follikel-assoziiertes Epithel

,fragment crystallizable’-Rezeptor
Follikuldre dendritische Zelle

Fluorescein

Gerustregion (framework region)

94



Anhang - Corinna Maskow 95

IgL

IMGT®
J-Gensegment
L-Kette
MALT

Mb

MC

mig

mMRNA

MW
M-Zellen
N-Nukleotide
ORF

PC

PCR

PE
P-Nukleotide
PP

RAG

RF

RNA

RSS

RT

SD

SED

Vorwértsstreulicht (forward scatter)
Darmassoziiertes lymphatisches Gewebe (gut-associated
lymphoid tissues)

Schwere Kette (heavy chain)

Hyper-lgM-Syndrom

Immunglobulin

Immunglobulin-Schwerkette
Immunglobulin-Leichtkette

The international ImMunoGeneTics information system®
,Joining’Gensegment

Leichte Kette (light chain)

Mucosa-assoziiertes lymphatisches Gewebe (mucosa-
associated lymphoid tissues)

Megabase

Gedachtniszellen (memory cells)

Membranstandiges Immunglobulin

messenger RNA

Mittelwert

,Microfold’-Zellen

,Nontemplated’ Nukleotide

Offener Leserahmen (open reading frame)
Plasmazellen (plasma cells)

Polymerase Kettenreaktion (polymerase chain reaction)
Phycoerythrin

Palindromische Nukleotide

Peyersche Plagues (Peyer’s patches)
Rekombinationsaktivierendes Gen

Leserahmen (reading frame)

Ribonukleinséure (ribonucleoid acid)
Rekombinationssignalsequenz

Reverse Transkriptase

Standardabweichung (Standard Deviation)

Subepitheliales Domareal
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SEM

SHM
SPF
SPRD
SSC
SSW

Tag-Polymerase

TdT

TGF

Ty-Zelle

TNF

U

UNG
V-Gensegment
VH

VL

Standard-Fehler des Mittelwerts (Standard Error of the
of the Mean)

Somatische Hypermutation

Spezifisch pathogen-frei

Spectral Red

Seitwaértsstreulicht (side scatter)
Schwangerschaftswoche

DNA-Polymerase des Bakteriums Thermus aquaticus
(Taq)

Terminale Desoxynukleotidyltransferase
transforming growth factor

T-Helfer-Zelle

Tumornekrosefaktor

Formelzeichen fir elektrische Spannung
Uracil-DNA-Glycosylase

,Variable’ Gensegment

Variable Region der schweren Kette

Variable Region der leichten Kette
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