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1 Einleitung

1.1 Die Wegenersche Granulomatose

Die Wegenersche Granulomatose (WG) gehért zu demapn systemischen
Vaskulitiden. Sie wurde erstmals 1936 von dem Libe®athologen Friedrich Wegener
beschrieben (Wegener, 1936, 1939). Kennzeichnend di¢ WG sind eine
nekrotisierende, granulomatése Entzindung des R#spistraktes und eine
nekrotisierende Vaskulitis vor allem der kleinenf§&e (Jennette et al., 1994). Typischer
Weise ist die WG eine biphasische Erkrankung urginmg mit einer granulomatdsen
Entziindung des Respirationstraktes (lokalisierte, WB5), ehe sie nach einer variablen
Zeitspanne in eine mit Anti-Neutrophilen cytoplasiséhen Antikorpern (ANCA)
assoziierte systemische Vaskulitis mit potentielfgamschadigenden und vital-
bedrohlichen Manifestationen konvertiert (genemlis WG, gWG). In einigen Fallen
bleibt die Generalisierung aus und die Erkrankulegobals granulomatése Entziindung
auf den Respirationstrakt beschrankt.

Epidemiologie

Die jahrliche Inzidenz der WG variiert regionale3ietragt in Deutschland ca. 10 pro 1
Million Einwohner, in England 19.8 pro 1 Million Eivohner und in den USA 8.5 pro 1
Million Einwohner (Gross, 2000; Reinhold-Keller @&t, 2005). Auch die Préavalenz der
WG variiert und liegt in Deutschland bei 50 pro 1lidn Einwohner und in den USA bei
30 pro 1 Million Einwohner. Die WG kann in jedemtéd auftreten, ist bei Jugendlichen
jedoch sehr selten. Das mittlere Erkrankungsaikgt wischen 40 und 50 Jahren, wobei
Manner und Frauen etwa gleich haufig betroffen giHdffman et al., 1992; Reinhold-
Keller et al., 2000).

Klinik

Wie oben schon erwahnt unterscheidet man im VedaufErkrankung zwei Stadien. Am
Anfang steht das lokalisierte Stadium, das durcte egranulomatdése Entzindung im
Respirationstrakt gekennzeichnet ist. Die typiscBgmptome in diesem Stadium sind
chronische, borkig-blutige Rhinitis mit EpistaxisNasenschleimhautulzerationen,
Septumperforation, Sattelnasenbildung, Sinusitthei Lungenbeteiligung Hamoptysen,
Dyspnoe und Pleuritis (Hoffman et al., 1992; Ubshrsi Schmitt et al., 1997; Reinhold-
Keller et al., 2000).

Nach einer variablen Zeitspanne folgt typischer &eailas generalisierte Stadium, das

durch eine systemische Vaskulitis mit potentiellgasrschadigenden und vital-
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bedrohlichen Manifestationen gepragt wird. Hierrkaahezu jedes Organsystem befallen
werden. Besonders haufig findet man eine Nierenllgpteg (ca. 60% der Falle), des
weiteren Episkleritis, Arthralgien, periphere Paynopathien und ZNS-Granulome
(Hoffman et al., 1992; Reinhold-Keller et al., 2Q0Das pulmorenale Syndrom beinhaltet
eine rapid progressive Glomerulonephritis und Lunritungen und ist besonders
gefurchtet. Zudem liegt haufig eine sog. B-Sympttknaor, die mit Nachtschweil3,
Fieber und Gewichtsverlust einhergeht. Auch Fala zentralem Diabetes insipidus
wurden beschrieben (Czarnecki et al.,, 1995; Garaatical., 2001); (zu weiteren
Manifestationen siehe Tab. 19 im Anhang).

Diagnostik

Die Diagnostik der WG stitzt sich hauptsachlich alnéi Pfeiler: die klinischen
Symptome, die Biopsie und den serologischen Nachwen ANCA. Die klinische
Zuordnung verlangt dabei eine gezielte Anamnese eind ausfuhrliche korperliche
Untersuchung insbesondere auch des HNO-Traktes. ligtologische Sicherung sollte
immer angestrebt werden, wobei Biopsien aus erlanmathologisch verandertem
Material entnommen werden sollten (Ubersicht: Gra899). Auf die ANCA-Diagnostik
wird in Kapitel 1.2 ausfihrlich eingegangen. Nelsen drei Hauptpfeilern kommen
weitere Laboruntersuchungen wie Akutphaseproteind Harnuntersuchungen sowie
bildgebende Verfahren wie konventionelles Rontgesh MRT zum Einsatz.

Bei der Sicherung der Diagnose konnen die Klastifkskriterien des ,American
College of Rheumatism*“ von 1990 (Tab. 17 im Anhahnelfen, sie sind jedoch nicht als
einzige Diagnosekriterien zu betrachten, da sie dig typischen Falle erfassen
(Ubersicht: Gross, 1999). Eine Hilfe zur Erfasswog Stadium und Krankheitsaktivitat
bietet der Disease Extent Index (DEI), der auf deweiterten ,ELK-Klassifikation*
(E=Ear, Nose and Throat, L=Lung, K=Kidney) baside Groot et al., 2001; siehe Tab.
19 im Anhang). Ferner existieren der BVAS (BirmiaghVasculitis Activity Score), der
klinische Aspekte und Laborparameter berucksichtigtgmani, 2002) und eine neue
Klassifikation fir ANCA-assoziierte Vaskulitidenrfeépidemiologische Studien (Watts et
al., 2007).

Histopathologie

Unter einem Granulom versteht man eine chronischligigerende, fokale Proliferation
und Aggregation von Histiozyten und anderen an iemtkchen Prozessen beteiligten
Leukozyten-Populationen (Chapel und Haeney, 19H88)tritt als Gewebereaktion auf

allergisch-infektiose oder chronisch-entziindlichzesse auf und hat flr bestimmte



Erkrankungen einen relativ charakteristischen logiechen Aufbau (James et al., 2000;
Sneller et al., 2002).

Das Wegener-Granulom besteht im Wesentlichen auser eAnsammliung von
Makrophagen, den von diesen abstammenden Epithaeloid Riesenzellen sowie aus
einem umgebenden Wall aus aktivierten T-Lymphozyied einigen B-Lymphozyten
und Plasmazellen. Im lokalisierten Stadium konnen der WG die Granulome im
Bindegewebe auch unabhangig von Gefal3en entstelréenbérg, 1981). Im
generalisierten Stadium sind sie hingegen meisiggbunden. Weiterhin typisch sind
zentrale, landkartenartige Nekrosen und sog. Mikspasse (Travis et al., 1991; Buhling
et al.,, 1995). Im Weiteren bilden sich um die Miédbszesse palisadenartig angeordnete
Histiozytenwalle, die fur die WG pathognomoniscdsi Charakteristisch fur die
vaskulitischen Herde ist ferner, dass sich histogagischin situ keine oder nur sehr
wenige Immunkomplexe in der GefaBwand nachweisseseta Man spricht in diesem
Zusammenhang auch von ,pauci-immuner* Vaskulitis.

Therapie

Die Therapie der WG erfolgt aktivitats- und stadiéaptiert. So kann im lokalisierten
Initialstadium mit einer peroralen Therapie mit rethoprim-Sulfamethoxazol
(Cotrimoxazol) bei ca. 60% der Patienten eine Ié@ngdge Remission erzielt werden
(Reinhold-Keller et al., 1996; Stegemann et al96)9

Im generalisierten Stadium wird immunsuppressivabpelelt. Dabei unterscheidet man
die Induktionstherapie, die (Remissions-) Erhaltihgrapie und die Eskalationstherapie
zur Behandlung therapieresistenter oder -refraktd@le. Die Standardtherapie zur
Remissionsinduktion bildet das sog. FAUCI-Schemidik=Standard (National Institute
of Health)), eine Kombinationstherapie aus peronaleCyclophosphamid mit
Glukokortikoiden (Fauci et al., 1983; Hoffman et, 41992; Langford und Sneller, 2001;
Ubersicht: Gause et al., 2002). Hierdurch kanrilber 90% der Patienten eine Remission
erreicht werden. Die Nebenwirkungen sind jedochdoditlich. Bei weniger aggressiven
Verlaufen ohne Nierenbeteiligung kann MethotreX4T X) eingesetzt werden (Reinhold-
Keller et al., 2000). Nach erreichter Remissiondmalsich fur die Erhaltungstherapie
mehrere Medikamente bewahrt. Neben MTX werden @mdthioprin, Leflunomid und
Mycophenolatmofetil eingesetzt (Ubersicht: Gause aét 2002). Die Gabe von
hochdosierten Immunglobulinen i. v. wird bei retéen Verlaufen angewendet (Jayne et
al., 2000). Weitere, zum Teil experimentelle, imswppressive Therapieverfahren sind

die B-Zell-Depletion mit einem monoklonalen Antik@r gegen CD20 (Specks et al.,



2001; Keogh et al., 2005), die anti-TNFFherapie (Lamprecht et al., 2002a), die
Therapie mittels Antithymozytenglobulin (Schmittadt, 2004) und die Plasmaseparation
(lwatani et al., 2004; Nguyen et al., 2005).

Atiologie und Pathogenese

Die Atiologie und Pathogenese der WG sind nach wae unklar. Es gab und gibt
mehrere Erklarungsansatze. So wird unter ander@amgé@metische Risikofaktoren (Cotch
et al., 1995; Huang et al., 2000), Silikonstaub-&sifion (Hogan et al., 2001; Beaudreuil
et al., 2005) und Alpha-1-Antitrypsin-Mangel (Elzoet al., 1994) als Ausloser der WG
diskutiert. Keine der Thesen konnte bisher jedoetvibsen werden. Es wurde gezeigt,
dass eine Besiedelung der Nasenschleimhaut Staphylokokkus aureubei WG-
Patienten mit einer erh6hten Rezidivrate verbunderfPopa et al., 2002, 2003). Eine
infektibse Genese kdnnte also eine Rolle spielen.

Die tragende Rolle in der Pathogenese spielt damumsystem. So sind Anti-
Neutrophilen cytoplasmatische Antikorper gegen d&$egenersche Autoantigen®
Proteinase 3 (PR3), die sog. PR3-ANCA, fir die galsterte WG hochspezifisch (Nolle
et al., 1989; Luedemann et al., 1990). Bei der W{eden ferner sowohl ein Ubergewicht
an zytotoxischen T-Zellen vom TH1-Typ (Mdller et,a&000; Lamprecht et al., 2001;
Muller et al., 2003), als auch eine Vermehrung fier die TH1-Reaktion wichtigen
Zytokine wie z. B. TNE beobachtet (Lamprecht et al., 2002b; Ubersichmpcht,
2006). Auf diesen Ergebnissen ful’t die These, dasBei der WG initial im Rahmen
einer Entziindungsreaktion unbekannter Genese itNdsenschleimhaut, gepragt durch
TH1-Zellen, Makrophagen und TNFzur Granulombildung kommt.

Der Entstehungsort der ANCA ist bis jetzt unbekanBin wichtiger Schritt zum
Verstandnis der WG besteht in der Beantwortung Elerge, wo und weshalb die
Selektion und Reifung von PR3-ANCA-produzierenderZddlen initiiert wird. In
endonasalen Granulomen von Wegener-Patienten fingsileh Konglomerate von
Lymphozyten mit 30-50% B-Zell-Anteil und Plasmaeell sowie an Zelloberflachen
exprimierte PR3 (Muller et al., 2000; Voswinkelat, 2006). Das Granulom zeigt somit
einige Charakteristika eines tertiaren lymphatiscggans. In der vorliegenden Arbeit
soll untersucht werden, ob das Wegener-Granulorktistehungsort der PR3-ANCA in
Frage kommt.



1.2 Anti-Neutrophilen cytoplasmatische Antikorper ANCA)

Anti-Neutrophilen cytoplasmatische Antikérper (ANTAInd Autoantikorper, die gegen
zytoplasmatische Bestandteile polymorphkernigerkbeyten und Monozyten gerichtet
sind. Sie werden anhand ihres unterschiedlichen or€ézenzmusters im
Immunfluoreszenztest in cANCA, pANCA und atypis@€CA unterteilt (Schultz et al.,
1995).

Atypische ANCA finden sich bei einer Reihe von Erkkungen, wie z. B. der
Autoimmun-Hepatitis, bei systemischen Vaskulitidererden sie nicht beobachtet.
PANCA und cANCA lassen sich nicht nur anhand ilffleroreszenzmuster, sondern auch
anhand der verschiedenen Zielantigene in Subtypdserteilen. pANCA haben ein
perinukledres (p) Fluoreszenzmuster. Ihr Zielamtiget meist die Myeloperoxidase
(MPO-ANCA). MPO-ANCA sind stark mit der mikroskoplsen Polyangiitis assoziiert.
Beim Churg-Strauss-Syndrom, einer weiteren ANCAsassrten Vaskulitis, finden sich
sowohl pANCA, als auch cANCA (Seo et al., 2004)sBduoreszenzmuster der CANCA
(classical ANCA) breitet sich diffus im Zytoplasnaas. Als Zielantigen der cANCA
wurde vor 17 Jahren die Proteinase 3 (PR3) charsiee (Luedemann et al., 1990).
PR3-ANCA sind fur die WG hochspezifisch (Nolle €t 4989; Luedemann et al., 1990).
MPO-ANCA werden bei der WG nur sehr selten gefundBR3-ANCA wurden
interessanterweise auch bei Patienten mit subalatieterieller Endokarditis gefunden
(Choi et al., 2000).

Die Proteinase 3 (PR3)

Die PR3, ein Protein mit 29 kDa, ist eine Serinpase, die in azurophilen Primargranula
humaner neutrophiler Granulozyten lokalisiert isrn( der Geld et al., 2001). Sie besitzt
proteolytische Aktivitat gegen Bestandteile derrazellularen Matrix wie Elastin,
Laminin, HAmoglobin und Kollagen Typ IV und erlawdt die Neutrophilen-Migration
(Pezzato et al., 2003). Ferner kann sie Vorlauferém von Zytokinen (TNé; IL8) in
eine aktive Form Uberfihren (Robache-Gallea et1895; Campbell et al., 2000). Die
Funktion der PR3 wird durch den Serinprotease-itdnibAlpha-1-Antitrypsin reguliert
(Dolman et al., 1992).

Bindung zwischen PR3 und ANCA

Mehrere Studien zeigten, dass die anti-PR3-Anté@fbinitat aus unterschiedlichen
Proben gegen eine begrenzte Anzahl an lineareggntgerichtet ist, die sich allesamt
auf einem relativ kleinen Areal der PR3-Oberflableéinden und in enger Nachbarschaft

zum katalytischen Zentrum des Enzyms stehen (WiBi&t al., 1994; van der Geld et al.,



1999; Griffith et al., 2001). Die ANCA-Affinitdt 2uPR3 wird dabei von Aminosauren
determiniert, die die PR3 von Serinproteasen ahaticAminosauresequenz (humane
Leukozytenelastase, Cathepsin G) unterscheiderlidig et al., 1994). Charakteristisch
fur die Antigenbindungsstellen der PR3 sind posigadene (basische) Aminosauren an
der Proteinoberflache, die zu einer Erh6éhung desle&trischen Punkts von dem aus der
Aminosauresequenz zu erwartenden Wert von 7.9 .&uih9der Realitat fihren (Schultz
et al., 1995). Es wird angenommen, dass negatadgek (saure) Aminosauren in den
Antigenbindungsstellen der ANCA die Affinitat zurogtiv geladenen PR3 erhdhen
kénnen (Peen und Williams, 2000). Im sauren Milerliert die PR3 ihre antigene
Wirkung, da diese an intakte Disulfidbricken gelamist (Specks, 2000).
ANCA-Diagnostik

Der Nachweis von ANCA hat in der Diagnostik der \&i@en grol3en Stellenwert. PR3-
ANCA sind allerdings nur bei ca. 50% der Patientait lokalisierter Erkrankung
nachweisbar, wohingegen ca. 95% der Patienten marghsierten Stadium PR3-ANCA
positiv sind (Ndlle et al., 1989; Hagen et al., 8Als Screeningverfahren wird in der
Diagnostik der Immunfluoreszenztest eingesetzt. JALhaben sich zur Identifizierung
der ANCA-Subtypen durchgesetzt. Hier werden biodsem hochgereinigte
Antigenpraparationen der ANCA-Zielantigene (z. R MPO) eingesetzt (Ubersicht:
Gross, 1999). Diese Verfahren werden nicht nurdiérDiagnosestellung, sondern auch
zur Aktivitdtsbestimmung und zur Therapiekontrobengesetzt. So sind hohe oder
steigende ANCA-Titer haufig mit Rezidiven assozii@oomsma et al., 2000; Han et al.,
2003). Ferner sind ANCA im Stadium der kompletteanfission haufig nicht mehr
nachzuweisen. Die ANCA-Diagnostik muss allerdingsnier kritisch hinterfragt werden,
da z. B. ein negativer ANCA-Test eine Immun-Vadisilhicht ausschlief3t und Patienten
auch in Remission im Einzelfall hohe ANCA-Titer laglen konnen.

Pathogenetische Bedeutung

Die Korrelation zwischen ANCA-Titer und Krankheiks@itat und Rezidivrate legt eine
Beteiligung der ANCA am Pathomechanismus der WG enabennoch ist die
pathogenetische Bedeutung der PR3-ANCA bei der Wih micht abschlieRend geklart.
In zahlreichernin vitro Studien wurden die Wirkungen von ANCA untersu@&u. konnte
gezeigt werden, dass durch Zytokine vorstimuliereaitrophile Granulozyten PR3 an
ihrer Zelloberflache exprimieren und durch ANCA iaidrt werden konnen. Dies fluhrt
zur vorzeitigen Degranulation der Neutrophilen unziur Freisetzung von

endothelschadigenden Sauerstoffradikalen (Falk,e1$00; Savage et al., 1992; Csernok



et al, 1994). Dabei Kkorreliert eine hohe PR3-ManHExpression mit
Krankheitsaktivitdt und Rezidivrate (Muller Kobo#d al., 1998; Schreiber et al., 2004).
Zusatzlich stimulieren ANCA Neutrophile und Monoayt zur Freisetzung
proinflammatorischer Zytokine (Muller Kobold et ,al1999) und unterstitzen die
Adhasion und Migration von Neutrophilen am EndoifrRadford et al., 2001).

Auchin vivo konnten Hinweise auf die Pathogenitat der ANCA gemen werden. MPO-
ANCA induzieren im Tiermodell eine nekrotisierend¢leingefaldvaskulitis und
Glomerulonephritis (Xiao et al., 2002). PR3-ANCArstérkenin vivo eine TNF-
induzierte Pannikulitis (Pfister et al., 2004). Mannikulitis ist allerdings kein Symptom
der WG, so dass weitere Studien benotigt werden.

Indirekte Hinweise auf die Pathogenitat der ANCAjedren sich dadurch, dass bei
Patienten, die auf die Standardbehandlung nichpraoken, durch die Entfernung der
zirkulierenden PR3-ANCA mittels PlasmaseparatiorroB-Zell-Depletion mit einem
monoklonalen Antikérper gegen CD20 Remissioneniehtaverden konnten (lwatani et
al., 2004; Keogh et al., 2005).

Pr3 or MPO
Neutrophil
activation
IL-1
TNF |
l Adhesion
molecules
: i | i ! o I
Endothelial cell Reactive oxygeno o 2 e [nflammatory
activation H m species ™\ oogmoom: e o~ mediators
gg omh': e
a Neutrophil and endothelial cell activation b ANCA-induced neutrophil degranulation
and vascular injury
The potential role of ANCAs and cytokines in neutrophil-mediated vascular injury
Expert Reviews in Molecular Medicine 2005 Published by Cambridge University Press

Abb. 1: Modell der ANCA-Zytokin-Sequenztheorie.
Darstellung der potentiellen Rolle der ANCA bei deathogenese der systemischen
Vaskulitis (aus Sarraf und Sneller, 2005).

Die bisherigen Studienergebnisse wurden im folgertugothetischen Modell (ANCA-
Zytokin-Sequenztheorie) zusammengefuhrt (siehe Albin vivo ist das Zielantigen (da
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intrazellular) far zirkulierende Autoantikérper @nt Normalbedingungen nicht
zuganglich. Durch Apoptose oder Neutrophilen-PrgmiMembranexpression und
Freisetzung von PR3 bei Anwesenheit von Zytokin&NHa, IL1, IL8)) wird das
Zielantigen zuganglich. Es folgt die Neutrophilehkti&ierung Uber die Bindung der
ANCA erstens an die PR3 und zweitens an den FcgRezeler Neutrophilen. Die
Aktivierung fuhrt zur Freisetzung von Sauerstoffkaten mit konsekutiver
Gewebsschadigung. Gleichzeitig kénnen Interferena@ischen ANCA und PR3 die
Inaktivierung von PR3 durch Alpha-1-Antitrypsin bloeren. Ldsliche PR3 wirkt
proinflammatorisch durch Aktivierung der Vorlaufenen von Zytokinen (TN&; IL8).
Zusatzlich sezernieren PR3-exprimierende MonozyitenAnwesenheit von ANCA
vermehrt 1L8, welches als potenter chemotaktisck@ktor Neutrophile und T-
Lymphozyten anlockt. Somit wird eine Kaskade entiinmgsverstarkender Faktoren in
Gang gesetzt, die sich eigenstandig fortsetzt.d3iddodell geht jedoch nicht darauf ein,

wo und warum es zur Bildung hochaffiner, zirkulieder ANCA kommit.

1.3 Die Immunglobulinvielfalt

Immunglobuline (Ig) sind Glykoproteine. Sie werdem B-Zellen gebildet und fungieren
als B-Zell-Rezeptor oder werden als Antikdrper vBrZellen bzw. Plasmazellen
sezerniert. Sie spielen mit ihrer Fahigkeit, spsaif Antigene zu binden, eine
entscheidende Rolle in der adaptiven, humoralen unantwort. Die Immunglobulin-
Monomere haben eine Y-formige Struktur und sind\aes Polypeptidketten aufgebaut,
die durch Disulfidbriicken symmetrisch verbundemn gsiehe Abb. 2). Man unterscheidet
zwei identische schwere oder H-Ketten (heavy chaind zwei identische leichte oder L-
Ketten (light chains). Jede Kette hat am aminoteatein Ende seiner Aminoséuresequenz
eine variable V-Region. Sie ist fur die Antigenhind verantwortlich. Dabei bilden
jeweils die V-Regionen einer H-Kette und einer Lti€eeine Bindungsstelle, so dass zwei
identische Bindungsstellen an einem Monomer ergsteBer carboxyterminale Teil hat
eine relativ konstante Struktur (C-Region). Anhaledt C-Regionen der H-Ketten (Fc-
Fragment) lassen sich Immunglobuline in Klasses(lgM, IgA, IgD, IgE) unterteilen,
die die funktionellen Eigenschaften bestimmen (dayeet al., 2002).

Da Immunglobuline Antigene spezifisch binden, mosisder grof3en Zahl von Antigenen
eine Vielzahl unterschiedlicher Immunglobuline zurerfigung stehen. Diese

Immunglobulinvielfalt beruht auf vier Hauptmechanen: erstens der kombinatorischen



Diversitat, zweitens der junktionalen Vielfalt, ttiens der unterschiedlichen Kombination

von H- und L-Ketten und viertens der somatischepétimutation.

Heavy-Chain Genes

Vi D Jn c
(~30) (~30) (8) (9)

V1,V2,V3,V2,VngD1,D2,D3,02;DngJ1 )25 Jn gy CS5Cx
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Exonuclease deletion
N addition (TdT)
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Vie Jk Ci
{~79) ) (1)
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s |
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V8 JL )2 J3 In G
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DNA rearrangement

Exonuclease deletion
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V3 02 J1 2 J2.J3 o L Cu G
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Transcription Transcription
RNA splicing RNA splicing
| ¢
RRHV3 D2 J1 Cug L0V3 )1 Cx
mRNA mRNA

Translation Translation

Variable region

Wl

Light-chain polypeptide

Variable region

e

Heavy-chain polypeptide

Constant region i

Abb. 2: Entstehung der Immunglobulinvielfalt.
Darstellung des Aufbaus von Immunglobulinen undRearrangements der Schwer- und
Leichtketten (aus Schwartz, 2003).

Kombinatorische Diversitat

Die kombinatorische Diversitat beruht darauf, dadie variablen Regionen der
Immunglobulinketten von mehreren in der Keimbahrchhi zusammenhéngenden
Gensegmenten kodiert werden. So wird die varialelgiéh einer H-Kette von einem VH-
Segment (V steht fur variable), einem oder mehr&&egmenten (D steht fur diversity)
und einem JH-Segment (J steht fur joining) kodidig, der L-Kette von jeweils einem
VL- und VJ-Segment. Fur jeden dieser Segmenttypestieren in der Keimbahn mehrere
unterschiedliche Gensegmente. Wéahrend der B-ZetuRg werden Segmente mittels
des Enzyms V(D)J-Rekombinase zufallig zusammengeidgearrangiert). Dabei werden
die zwischen den Segmenten liegenden DNA-Abschaitigiderruflich ausgeschnitten.

Dieser Vorgang wird als somatische Rekombinatiarelmhinet (siehe Abb. 2 und 3). Es



entsteht ein zusammenhangendes Exon von ca. 35@rbgie variable Region. Die
entstandenen Gensegmente sind durch ihre LAngaSYMER zu analysieren.

Fur die Schwerketten liegen die meisten Gensegnarit€hromosom 14. Es existieren
30 unterschiedliche D-Segmente und sechs untediiciie JH-Segmente. Daneben sind
ca. 120 VH-Gensegmente bekannt. Unter letztereh egbjedoch eine grofRe Anzahl
nichtfunktioneller Gensegmente, sog. Pseudogenedass ca. 80 funktionelle VH-
Gensegmente zur Rekombination zur Verfigung stelterigrund des genetischen
Polymorphismus zwischen Individuen werden immer hnoweue VH-Gensegmente
charakterisiert, so dass die Anzahl bekannter VidegGanem gewissen Wandel unterliegt
(Matsuda et al., 1998; Schwartz, 2003). Die VH-Gdassen sich aufgrund ihrer
Homologien (mindestens 80%) zueinander sieben Hauapien zuordnen, die wiederum
in Klanen weiter unterteilt sind (Chothia et al992, Cook und Tomlinson, 1995). Die
meisten Gensegmente gehdren zur VH3-Familie, dafddgan VH1, VH4, VH2, VH5,
VH6 und VH7. Lange Zeit ging man davon aus, dasg eirfolgte Rekombination ein
weiteres Genrearrangement ausschlie3e. Es bestiuh im sog. VH-Gene replacement
die Moglichkeit eines erneuten Rearrangements,daih das VH-Segment gewechselt
werden kann, wenn es sich z. B. um ein Pseudogedelia Das gilt naturlich nur far
Gene, die bei der ersten Rekombination nicht aatetrurden (Zhang et al., 2003).
Junktionale Vielfalt

Die junktionale Vielfalt entsteht wahrend des Rekamationsvorgangs, indem an den
Verknupfungsstellen zwischen verschiedenen GensagmeNukleotide hinzugefigt
oder entfernt werden. Bei den zugefligten Nukleatidandelt es sich entweder um P-
Nukleotide (P steht fur palindrome) oder um N-Nuwkige (N steht fir nontemplate). N-
Nukleotide werden von dem Enzym Desoxynucleotidyiéferase (TdT) angefiigt. Da
auch dieser Mechanismus auf dem Zufall beruht, stache Immunglobulinvielfalt
nochmals enorm. Es kommt jedoch auch haufig zu resssrverschiebungen und
unproduktiven Umordnungen.

Das durch die Rekombination und die junktionale Ifdle entstandene Exon fir die
variable Region der Schwerkette einer B-Zelle umdri Nachkommen unterscheidet sich
von denen aller anderen B-Zellen. Im Exon lasseim wérschiedene, funktionell wichtige
Bereiche unterscheiden (siehe Abb. 3). Die Sequeralitdt ist namlich nicht
gleichméaRig Uber die V-Region verteilt, sondern Zenmiriert sich in bestimmten
Abschnitten. Es existieren vier Regionen mit gegneg Variabilitat, die Rahmenregionen

(FR, framework region). Sie sind fur die struktlgeBasis der Domane verantwortlich.
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Die FR1-3 werden von dem VH-Segment kodiert, did vBn dem JH-Segment. Die drei
hypervariablen Regionen, die fir die tatsachlichgigenbindung verantwortlich sind,
werden komplementaritdtsbestimmende Regionen (GfaRiplementarity determining
region) genannt. Die CDR1 und 2 werden durch dasSégment kodiert, die CDR3 wird
durch die Fusionsstellen kodiert, die das D-Segméwrile des JH-Segments und
eventuell P- und N-Nukleotide enthalt (siehe Abp.[de CDR3 eignet sich dadurch zur
Detektion von B-Zell-Klonen, da nur klonal verwaad-Zellen die gleiche CDR3 haben

kdnnen.

Rearrangement der variablen Immunglobulin-Schwerket te

Der Keimbahn-Genlocus der variablen Schwerkette auf Chromosom 14
VH, VH, VH, VH_g: D, D, D, D,, J, J, I3, I, I Jg

— Basm A HHHH H -

\ N

FR1 CDR1 FR2 CDR2 FR3 CDR3 FR4

Das rearrangierte Gen der variablen Schwerkette

Abb. 3: Rearrangement der variablen Immunglobulin-Schwerke

Kombination von H-Kette und L-Kette

Da die Antigenbindung vom Zusammenspiel der H- ded L-Ketten abhangt, erhoht
ihre unterschiedliche Kombination auch die Immubglovielfalt. Es gibt zwel
unterschiedliche Arten von L-Kettem (Und 1), die ahnlich den H-Ketten rearrangiert
werden. D-Segmente gibt es nicht. Es existieregesamt ca. neun JL-Segmente und 70
JV-Segmente (siehe Abb. 2).

Somatische Hypermutation

Die drei oben genannten Mechanismen finden aller@vithder ersten Entwicklungsphase
der B-Zellen in den zentralen lymphatischen Organstatt. Die somatische
Hypermutation hingegen beginnt erst nach Antigetdéddn in den peripheren
lymphatischen Organen und setzt die Erzeugung uoktibnsfahigen Immunglobulinen
durch die B-Zellen voraus. Dabei kommt es zu Punokiitonen in den umgeordneten
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Genen der variablen Region. Einige der mutiertemumglobulinmolekile binden besser
an das Antigen als der urspringliche B-Zell-Rezeptdie B-Zellen, die diese
Immunglobuline  exprimieren, werden positiv selekiest und reifen zu
antikorpersezernierenden Zellen aus. Dieses Phdnameent man Affinitatsreifung.
Dabei werden Austauschmutationen, die die Rahmameqg betreffen, negativ
selektioniert, da sie die grundlegende Antikorpetkgtr verandern. Austauschmutationen
in den CDRs verandern die Antigenbindung und wentirer bevorzugt.

Die Kenntnisse uber den Aufbau der variablen Resgiatier Immunglobuline und dessen
Zustandekommen sind wichtig fur die Analyse des Reépertoires. So kann die VH-
Familien- und Segment-Verteilung im Repertoire wsueht werden. Anhand der
Mutationsanalysen im Vergleich mit der Keimbahn rkanach Merkmalen einer
Affinitatsreifung gesucht werden und klonal verwen&ene kdnnen detektiert werden.
(Tab. 7 im Anhang zeigt beispielhaft die Gegeniie#tng eines WG-VH-Gens mit
seinem zugehdrigen Keimbahngen samt Mutationsagjalys
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2 Fragestellung

Die Wegenersche Granulomatose (WG) lasst sich iei z8tadien einteilen, ein
lokalisiertes mit einer granulomatbésen Entzindumg Respirationstrakt und ein
generalisiertes mit Vaskulitis. Die Atiopathogenefieser Erkrankung ist noch nicht
geklart und nach wie vor fehlt das Verbindungsgligeser beiden Stadien. PR3-ANCA
sind hochspezifisch fur die WG, und sie scheinenihmar Pathogenese entscheidend
beteiligt zu sein. Zum Verstandnis dieser Autoimerknankung ist es also wichtig die
Frage zu beantworten, wo die ANCA-Bildung initiigrird.

Ziel dieser Arbeit war es, zu untersuchen, ob d&-@fanulom als Entstehungsort der
ANCA in Frage kommt. Dazu wurden Gewebeproben aus-@anulomen auf das
Vorliegen von B-Lymphozyten-Infiltraten untersuchAnschlieend wurde aus den
Granulomgeweben DNA isoliert und diese einer Imnboimglin-Schwerketten (VH)-
spezifischen PCR zugefiihrt. Die PCR-Produkte wurdakteriell subkloniert und
sequenziert, um das VH-Gen-Repertoire der B-Lymptewz im Granulom zu
untersuchen.

In der vorliegenden Arbeit wurden erstmals paraifigebettete Gewebeschnitte dieser
Methode zuganglich gemacht und es wurde erstmalsvé#aGen-Repertoire aus einem
Lungengranulom untersucht.

Im Einzelnen sollten folgende Fragen beantwortetiesm:

1.Sind im Granulom die Voraussetzungen fir einenitsreifung von B-Lymphozyten
gegeben?

2. Findet im Granulom eine Affinitatsreifung statt?

3. Wird im WG-Granulom die Bildung von ANCA-prodezenden B-Lymphozyten

initiiert?
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3 Material

3.1 Gerate

Magnetruhrer

Vortexer Heidolph Reax 2000

Zentrifuge 2K15

Zentrifuge Biofuge A

Zentrifuge EBA 12R

Thermomixer 5436

Pipetten Research 10 ul, 100 pl, 1000 pl
Gefrierschrank -80°C

Gefrierschrank -20°C

Kihlschrank 4°C

BioPhotometer

Thermocycler T3

Thermocycler T1

Gelkammer

Power Pack P25

Electrophoresis Documentation System 120
Wasserbad

Brutschrank

Schuttelwasserbad

Autoklav

3.2 Verbrauchsmaterialien

Objekttrager (Superfrost Plus)
Farbekuvette
Reagiergefal3e 0.5 ml, 1.5 ml, 2 ml

Pipettenspitzen 1-10 pl, 10-100 pl, 100-1000 pl

Photometerkivetten, Uvette
Agarplattenschalen
Plastikrohrchen 15 ml

Heidolph, Schwabach
Heidolph, Schwabach
Sigma, Steinheim
Heraeus, Osterode
Hettich Zentrifugen, Tuttjen
Eppendorf, Hamburg
Eppéndamburg
Bosch, Stuttgart
Bosch, Stuttgart
Bosch, Stuttgart
Eppendorf, Hamburg
Biometra, Gottingen
Biometra, Gottingen
Bio-Rad, Minchen
Biometra, Gottingen
Kodakigart
GFL, Burgwedel
Heraeus, Osterode
Kottermann, Uetze

Webeco, Bad Schwartau

Menzel-GlaseauBischweig
Sarstedt, Numbrecht
Sarstedt, blécht
rstedt, NUmbrecht
Eppendorf, Hamburg
Sarstedt, Numbrecht
Sarstedt, Numbrecht
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3.3 Reagenzien, Losungen, Enzyme, Primer

Xylol

Ethanol 100%, 70%
Citronensaure-Monohydrat
BSA

Tris (Hydroxymethylaminomethan)
Natriumchlorid (NacCl)
Anti-CD20 mAb (L26)
Dako EnVision™
Levamisole
Naphthol-AS-Bi-Phosphat
Dimethylformamid
Natriumnitrit

Neufuchsin

Hamalaun
Glyceringelatine

EDTA

Proteinase K

Mineralol
Ammoniumacetat

Primer (VH1-6, JH Intron1+2, JH1-6)
Tag-Polymerase
Nukleotide (dNTP-Mix)

10x PCR-Puffer (Expand High Fidelity PCR System)

MgCl, Stammldsung

(25 mM, aus Expand High Fidelity PCR System)

Agarose

Borsaure
Ethidiumbromid

100 bp DNA-Ladder
Bromphenolblau
Glucose

Bitek Agar

Yeast Extract

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Roche, Mannheim
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Dako, Hamburg
Dako, Hamburg
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma, Steinheim
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Sigma, Steinheim
Roche, Mannheim

Sigma, Steinheim
Sigma, Steinheim
Invitrogenasruhe
Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe
cRoMannheim

Roche Mannheim

Invitrogen, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Bio-Rad, Miinchen
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma, Steinheim
Sigma, Steinheim

Becton Dickinson, Heidelberg

Sigma, Steinheim



Tryptone Peptone Becton Dickinson, Heidelberg

Ampicillin Invitrogen, Karlsruhe
X-Gal Invitrogen, Karlsruhe
Restriktionsendonuklease EcoR1 (high conc) Rolamnheim
SuRE/Cut Puffer H fur Restriktionsenzyme Rochankheim
Primer M13 uni (-21) und M13 rev (-29) MWG, Ebeesg

3.4 Materialien in den Kits

NucleoSpin Extract Il Kit Macherey-Nagel, Diiren
Enthalt: Puffer (NT, NT3, NE); Aufreinigungssaulen;

Tubes (2 ml)

TOPO-TA Cloning TOP10 Kit Invitrogen, Karlsruhe

Enthalt: pCR®2.1-TOPE (10 ng/ul plasmid DNA in:
50% Glycerol, 50 mM Tris-HCI (pH 7.4), 1 mM EDTA,
1 mM DTT, 0.1% Triton X-100, 100 pg/ml BSA, Phenol
Rot); 10x Puffer (100 mM Tris-HCI (pH 8.3), 500 mM
KCI, 25 mM MgCh, 0.01% Gelatine); Salzlésung (1.2 M
NaCl, 0.06 M MgC)); Kontroll-Template; Kontroll-PCR-
Primer; M13 uni Primer; M13 rev Primer; dNTP Mix;
SOC Medium (2% Trypton, 0.5% Yeast Extract, 10 mM
NaCl, 2.5 mM KCIl, 10 mM MgGl 10 mM MgSQ,

20 mM Glucose);E. coli Zellen (TOP10); pUC19
Kontroll-DNA

NucleoSpin Plasmid Quick-Pure Kit Macherey-Na@elren
Enthalt: Puffer (Al, A2, A3, AQ, AE); RNase;
Aufreinigungssaulen; Tubes (2 ml)

SequiTherm EXCELM Il DNA Sequencing Kit-LC Biozym, Oldendorf
Enthalt: SequiTherm EXCEL™ Il DNA Polymerase
(5 U/ul); 3.5x SequiTherm EXCEL™ II Sequencing
Puffer; SequiTherm EXCELI™ II-LC Termination Mix
(G, A, T, C); Kontroll Template (pSAD2, 100 fmolgs$),
Stop-Lade Puffer (95% Formamid, 10 mM EDTA, 0.1%
Basic Fuchsin, 0.01% Bromphenol Blau)
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4 Methoden

4.1 Immunhistochemische Farbung fiir CD20

Die Gewebeproben wurden zur Darstellung von B-Lyozgten mit anti-CD20 mAb

mittels der APAAP-Methode (Alkalische Phosphataseti-Alkalische Phosphatase)

gefarbt.

Arbeitsschritte

Entparaffinierung:

1. Gewebeschnitte (ca. 4 um) auf silanisierten Ktsfggern aufziehen.

2 Nach dem Schneiden tber Nacht bei 37°C im Wéasimask inkubieren.

3. 2 X 10 min. in Xylol stellen.

4 2 X 5 min. in 100% Ethanol stellen, 2 x 5 mm96% Ethanol stellen, 1 x 5 min.
in 80% Ethanol stellen, 1 x 5 min. in 70% Ethastellen und gut in a.d. spilen.

Antigendemaskierung:

5. In 0.01 M Citronensdauremonohydratpuffer (2.ligogbensaure-Monohydrat ad
1 I a.d.,pH mit NaOH auf 6.0 einstellen) 45 miai 85°C im Wasserbad erhitzen.

6. Die Schnitte 20 min. im Puffer abkuhlen lassed gut spilen in a.d.

Farbung:

7. 30 min. in feuchter Kammer mit TBS/BSA 5% (0.B§A ad 10 ml 1xTBS
(10xTBS Stammlésung: 12.1 g Tris, 87.8 g NaCllabumit a.d.)) inkubieren.

8. 30 min. in feuchter Kammer mit dem Primé&rantgdir(monoklonaler Maus-anti-
human-AK (IgG2a, kappa, Clone L26) gegen CD206% j[dg/ml) inkubieren.
9. Nach der Inkubation die Objekttrager dreimagimer Klivette mit 1XTBS spulen.

10. Objekttrager mit einem Tuch um die Schnittaiheworsichtig abtrocknen und
1 - 2 Tropfen Konjugat (Dako EnVisidlf , Ziege-anti-Maus/Kaninchen,
Alkalische Phosphatase, Code K4017, gebrauchgfertiftragen und 30 min.
in feuchter Kammer inkubieren.
11. Objekttrager dreimal mit 1xTBS spilen und iTB$ stehen lassen.
Entwicklung (Neufuchsin-Reaktion):
12. Neufuchsin-Ansatz fur 1 Klvette: Losung A: 26 bevamisole einwiegen und in
12,5 ml AP-Puffer (5.85 g NaCl 0.1 M, 12.1 g Toid M auf 1 | mit a.d.) und
35 ml Entwicklungspuffer (1.21 g Tris 0.01 M, 5.§™aCl 0.1 M auf 1 I mit a.d.)
l6sen. Losung B: 25 mg Naphthol-AS-Bi-Phosphatveegen und in 300 pl

Dimethylformamid lI6sen. Lésung C: 20 mg Natriumbginwiegen und in 250 pl
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a.d. und 100 pl Neufuchsinstammlosung (5 g Neugiamcad 100 ml mit 2N HCI
(20 ml HCI 32%, 81.78 ml a.d.)) l6sen.

13. Die Losungen in der Reihenfolge A + C + B zusenfihren, jeweils
durchmischen und mit dem Magnetrihrer gut durafeniifassen.

14. 1 min. stehen lassen und mit 1M HCI pH 8.8telfen, danach filtrieren.

15. Schnitte 20min. in Neufuchsinlésung entwickabksen, einmal mit TBS waschen.

16. Zur Gegenfarbung Schnitte in Kivette mit fdttem Hamalaun stellen, 2 min.
inkubieren.

17.  Schnitte mit 1XTBS abspulen und dann zum Blanemestens 10 min. in 1XTBS
stehen lassen, dann unter passendem Deckglasah@fyoeringelatine

eindecken.

4.2 Entparaffinierung und Proteinase K-Verdau

Die Entparaffinierung und der Proteinase K-Verdantén der DNA-Gewinnung aus in
Paraffin eingebetteten Gewebeschnitten.

Arbeitsschritte

Im Reagiergefald auf die Probe 1000 pl Xylol gelned vortexen.

Bei Raumtemperatur 10 min. inkubieren.

Mit 13000 U/min fir 3 min. zentrifugieren (2K16hd Uberstand verwerfen.
Schritte 1 bis 3 zweimal wiederholen.

1000 pl Ethanol 100% auf die Probe geben untkxen.

Mit 13000 U/min fir 3 min. zentrifugieren (2K16hd Uberstand verwerfen.
Schritte 5 bis 6 einmal wiederholen.

Proben im Thermomixer ca. 15 min. bei 56°C tneck

Probenpellet in 150 pl PK-Puffer (100 mM TridHg), 50 mM EDTA (pH8),
500 mM NaCl) aufnehmen.

8 pl Proteinase K (15.6 mg/ml) zugeben undgeiniropfen Mineraldl auf den

© © N o gk~ wDdhPRE

[ —
o

Ansatz geben.

11 Uber Nacht im Thermomixer bei 56°C verdauen.
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4.3 DNA-Aufreinigung
Die DNA-Aufreinigung diente dazu, die Reinheit dierch den Verdau erhaltenen DNA-

Probe zu erhdhen.

Arbeitsschritte

Im Reagiergefald 150 pl DNA-Probe mit 50 pl Amimamacetat (10 M) mischen.
300 pl Ethanol 100% dazugeben und fur 1 Std-888C inkubieren.

Mit 13000 U/min bei 4°C 5 min. zentrifugiererK(®) und Uberstand verwerfen.
750 ul kaltes Ethanol (70%, -20°C) hinzufugen.

Mit 13000 U/min bei 4°C 5 min. zentrifugiererK@@®) und Uberstand verwerfen.

Pellet bei Raumtemperatur an der Luft trockrzesén.

N o g M wDd e

Getrocknetes Pellet in 50 pl a.d. aufnehmenloseh lassen.

4.4 Konzentrationsbestimmung von DNA

Die Konzentration der DNA wurde photometrisch lbastt. Nach entsprechender
Verdinnung der DNA in a.d. wurde die Lichtabsomtiom einer Kivette bei der
Wellenlange 260 nm gemessen (BioPhotometer). Eibgo#ption von 1 bei 260 nm
entspricht dabei einer DNA-Konzentration von 50 mig/Die Reinheit der Nukleinsaure
l&sst sich am Quotienten A260/A280 abschéatzengrieiNA: 1.8-1.9).

4.5 PCR

4.5.1 VH-spezifische seminested PCR

Die polymerase chain reaction (PCR) wurde eingésetz einen genau definierten Tell,
hier die variable Region der Immunglobulin-SchwéetdkgVH, variable heavy chain),
eines DNA-Stranges zu vervielfaltigen. Die semieesPCR ist eine Methode, um die
Spezifitat der PCR zu erhdhen. Hierbei wurde nafdigreicher erster Amplifikation das
PCR-Produkt als Template fur eine zweite PCR-Rwelgvendet. Dabei lag einer der
beiden Primer (3"Primer) weiter innen (Abb. 4). Worden nur noch die spezifischen
DNA-Abschnitte der ersten Runde amplifiziert, worlursich Empfindlichkeit und

Effizienz erh6hen.
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Seminested PCR

1.PCR-Runde -y  C€NOMische DNA

aus einer Zelle
> <

5 Primer (VH1-6) Externe 3 Primer
(JH Intron 1+2)

2. PCR-Runde L PCR-Produkt aus
- der ersten Runde
> <t
5 Primer (VH1-6) Interne 3"Primer
(JH1-6)

Abb. 4: Darstellung des Prinzips einer VH-spezifischenisested PCR.

4.5.2 Reaktionsansatze

In beiden PCR-Runden gab es fur jeden Patienten diedGesamtnegativkontrolle
(Patientin mit conchaler Hyperplasie) jeweils eiriReaktionsansatz fur jede der VH-
Familien 1-6 und einen Reaktionsansatz ohne DNA N#gativkontrolle fir jeden
Versuch. In der ersten PCR-Runde wurden in jedekiResansatz folgende Materialien
in ein Reagiergefal} eingesetzt:

350 ng DNA, 5 ul 10x PCR-Puffer, 1.5 pul Mg@b0 mM), 1 pl Nukleotide (dNTP-Mix:
dGTP, dATP, dTTP, dCTP; 10 mM), 5 pl 5"Primer (VH,3, 4, 5 oder 6; 100 mM),
5 ul 3"Primer-Mix (JH Intron 1 und 2; 100 mM) un®Qul Taqg-Polymerase (5 U/ul) auf
50 pl mit a.d.

In der zweiten Runde wurden in jedem Reaktionsan&dgende Materialien in ein
Reagiergefal} eingesetzt:

1 pl PCR-Produkt aus Runde 1, 5 pl 10x PCR-Puffes, ul MgCh (50 mM), 1 pl
Nukleotide (dNTP-Mix: dGTP, dATP, dTTP, dCTP; 10 mM ul 5 Primer (VH1, 2, 3,
4, 5 oder 6; 100 mM), 5 pl 3"Primer-Mix (JH 1, 2435 und 6; 100 mM) und 0.2 ul Tag-
Polymerase (5 U/ul) auf 50 pl mit a.d.

Die Reaktionsanséatze wurden kurz anzentrifugierof(Be A) und danach sofort im

Thermocycler T3 weiterverarbeitet.
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4.5.3 Verwendete Primer

Als 5 Primer dienten in beiden PCR-Runden VH1-ézsische Oligonukleotide. Als 3°
Primer dienten in der ersten Runde JH-KonsensusePriin der zweiten Runde interne
JH-Primer. Im Einzelnen wurden folgende Primer \aardet:

5Primer

VH1 5'CTACGTCGAC CCTCAGTGAA GGTYTCCTGC AAGGC (1642

VH2 5'GCACGTCGAC GTCCTGCGCT GGTGAAASCC ACACA (1er

VH3 5'GTACGTCGAC GGGGTCCCTG AGCTCTCCTG TGCAG (182

VH4 5'CGTCGTCGAC CCTGTCCCTC ACCTGCRCTG TC (16-24)

VH5 5'CGACGTCGAC AAAAAGCCCG GGGAGTCTCT GARGA (1202

VH6 5'CGTCGTCGAC CTGTGCCATC TCCGGGGACA GTG (21-29)

Externe 3"Primer
JH Intronl (1,2,4,5) 5" GACTCACCTG AGGAGACGGT GACC

JH Intron2 (3,6) 5TCTTGCCTGA GGAGACGGTG ACCRT

Interne 3" Primer

JH1 5'CGTCGTCGAC CAGGGTGCCC TGGCCCCAGT GC (10110
JH2 5'CGTCGTCGAC CAGGGTGCCC TGGCCCCAGT GC (10110
JH3 S5'CGTCGTCGAC ATTGTCCCTT GGCCCCAGAC ATCA (1008)

JH4 S5'CGTCGTCAAC CACGGTTCCT TGGCCCCAGT AG (1019)0

JH5 ©5'CGTCGTCGAC GTGACCAGGG TTCCTTGGCC CCAGG (1)
JH6 5'CGTCGTCGAC GTGGTCCCTT GCCCCCAGAC GTCC (1010
Der Primer fur VH1 bindet auch VH7. In Klammern dirdie korrespondierenden

Aminosauren angegeben.

4.5.4 Standard PCR-Bedingungen

Die seminested VH-PCR wurde in zwei PCR-Runden jaiteils 35 Zyklen im
Thermocycler T3 unter folgenden Standardbedingumnigechgefihrt:

Erste PCR-Runde:

Schritt Temp. Zeit Arbeitsschritt
1 95°C 2 min. Denaturierung
2 63°C (68°C bei VH3+4) 90 sec. Annealing

3 72°C 90 sec. DNA-Synthese
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4 95°C 80 sec. Denaturierung
63°C (68°C bei VH3+4) 30 sec. Annealing
72°C 90 sec. Synthese; Schritte 4-6 wurden
34mal wiederholt.
7 72°C 5 min. abschlieBender Syntheseschritt

Zweite PCR-Runde:

Schritt Temp. Zeit Arbeitsschritt

1 95°C 2 min. Denaturierung

2 58°C (63°C bei VH3+4) 90 sec. Annealing

3 72°C 90 sec. DNA-Synthese

4 95°C 80 sec. Denaturierung

5 58°C (63°C bei VH3+4) 30 sec. Annealing

6 72°C 90 sec. Synthese. Schritte 4-6 wurden

34mal wiederholt.
7 72°C 5 min. abschlieBender Syntheseschritt
Im Annealing werden die Primer angelagert. Nacltlle3ender Synthese Lagerung der
PCR-Produkte bei 4°C.

4.6 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese diente der Auftregmneon DNA-Fragmenten, wie sie in
der PCR oder nach Behandlung mit Restriktionsennyemtstehen. Ziel der Auftrennung
war die Identifikation der Fragmente. Im Vergleidn einem DNA-Langenmarker
wurden durch Einlagerung von Ethidiumbromid die DRAagmente unter UV-Licht
sichtbar gemacht und fotografiert. Die gesuchteagfrente hatten eine Lange von ca.
350 bp.

0.75 g Agarose wurden mit 50 ml 0.5x TBE-Puffera(8mldsung fir 5x TBE-Puffer:
54 g Tris-Base, 27.5 g Borsaure, 20 ml 0.5 M ED@Af 1 | mit a.d.) gekocht, bis die
Agarose vollstandig geldst war. Nach Abkihlen abf@ wurden Ethidiumbromid auf
eine Endkonzentration von 0.5 mg/ml zugegeben @sdGkl in den Geltrager mit Kamm
gegossen. Nach 20 min. Aushartung wurde das Gé&l Batfernung des Kamms in die
mit 0.5x TBE-Puffer gefillte Gelkammer gelegt. DRroben wurden mit einer
entsprechenden Menge Ladepuffer (Bromphenolblau5%,2 Glucose 40%, in

entsprechend a.d.) versetzt und aufgetragen. DiEau&erfolgte bei 50 Volt (Power-Pack
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P25) fur 1-2 Std. Neben den Proben wurde ein DNAgeastandard (100 bp DNA-
Ladder) mitgefuhrt. Das Gel wurde unter UV-Lichb42nm) fotografiert (Electrophoresis

Documentation System 120).

4.7 Reinigung der PCR-Produkte
Zur Aufreinigung der PCR-Produkte wurde das NucoSExtract Il Kit nach den

Anweisungen des Herstellers verwendet. Zentrifugueirde mit der Zentrifuge 2K15.

4.8 DNA-Klonierung
Die Klonierung ist eine Methode, uim vitro manipulierte DNA in einer geeigneten

Wirtszelle zu vermehren, so dass identische Kogieser DNA entstehen. Hier diente sie
dazu, einzelne in der PCR gewonnene DNA-Fragmenteseparieren und so zu
vervielfaltigen, dass sie einer Sequenzierung zgigéimwurden. Dabei wurden die PCR-
Produkte in eine Vektor-DNA integriert. Das entstame Plasmid wurde . coli
Bakterien eingebracht. Die Bakterien wurden kudtiviund das Plasmid anschliel3end
wieder entfernt (Abb. 5). Zur Klonierung wurde de®@PO-TA Cloning TOP10-Kit nach

den Angaben des Herstellers verwendet.

DNA-Klonierung

pCR®2.1TOPO® E. coli Bakterium
Vektor-DNA TOP10

O O
Q = \@ Q
—— _A_,O>g ® g g

Vektor-Plasmid + O @ O
integrierte DNA O @
: O O Chromosom

1. Ligation

2. Transformation
3. Replikation in E. coli
4. Plasmidisolierung

Abb. 5: Das Prinzip der DNA-Klonierung mit TOPO-TA Clonidf@P10-Kit.
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4.8.1 Ligation

Bei der Ligation wurden die PCR-Produkte in die ¥elDNA (pCR°2.1TOPJ) legiert,
so dass ein Vektor-Plasmid entsteht (Abb. 5). BERTOPS (3.9 kb) enthalt neben
Schnittstellen fir EcoR1 (siehe unten) auch Secpreriir die Sequenzierungs-Primer
(M13 rev, M13 uni) und Resistenzgene fur Ampicillind Kanamycin. (Arbeitsprotokoll
und weitere Angaben siehe Hersteller).

4.8.2 Transformation

In der Transformation wurden die Plasmide zur Kéonng in Bakterien eingeschleust
(Abb. 5). Das hier verwendete. coli TOP10 Bakterium zeichnet sich durch eine hohe
Transformierbarkeit aus. (Arbeitsprotokoll und et Angaben zum Genotyp v&n coli
TOP10 siehe Hersteller).

4.8.3 Replikation inE. coli

Die transformierterkE. coli Bakterien wurden sofort weiterverarbeitet. Die tiKugrung
erfolgte auf LB-Agarplatten fir ca. 15 Std. bei @4t Brutschrank. Danach wurden die
entstandenen Bakterienkolonien einzeln mit eingoe®@nspitze aufgepickt und in
flissiges LB-Medium dberfohrt. Darin wurden sie fga. 15 Std. bei 37°C im
Wasserschiuttelbad inkubiert. Die so entstandendaugpensionen wurden anschliel3end
der Plasmidisolierung zugefihrt.

Herstellung von LB-Agar und Medium:

Fur die Agarplatten wurden 10 g Tryptone, 5 g Yéadtact, 10 g NaCl und 15 g Bitek-
Agar mit a.d. auf 1 | aufgefullt. AnschlieBend weirchit NaOH ein pH 7.0 eingestellt.
Danach wurde fur 20 min. bei 120°C autoklavierte Ri6sung wurde auf ca. 55°C
abkuhlen gelassen und es wurden 50 pg/ml Ampidilligesetzt. Das LB-Medium wurde
nach demselben Rezept hergestellt, jedoch ohneBiek-Agar. Durch den Zusatz von
Ampicillin kdnnen sich nur Bakterien vermehren, die Plasmid aufgenommen haben.
Vor dem Auftragen der Bakterien auf die Plattendeur diese auf 37°C vorgewarmt, mit
40 mg/ml X-Gal-Lésung (400 mg X-Gal, 10 ml Dimetloymamid) bedeckt und

trocknen gelassen.

4.8.4 Plasmidisolierung
In der Plasmidisolierung (Mini-Praperation) wurddie Plasmide aus den Bakterien

isoliert. Zur Isolierung der Plasmide wurde das IHo8pin Plasmid Quick-Pure Kit nach
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den Anweisungen des Herstellers verwendet. Zegteaftiwurde mit der Zentrifuge EBA
12R.

4.9 Restriktionsenzym-Verdau

Der Restriktionsenzym-Verdau diente dazu, Plasnide detektieren die ein Insert
aufgenommen hatten. Dazu wurde mit der Restrikindenuklease EcoR1, einem
Enzym, das doppelstranige DNA an spezifischen Sespreschneidet, das Insert aus dem
Plasmid herausgeschnitten. Anschliel3end wurde Imitgarose-Gelelektrophorese nach
DNA-Fragmenten mit einer Lange von ca. 350 bp geisuc

Zum Restriktionsenzym-Verdau wurden folgende Matemn in ein Reagiergefal?
eingesetzt:

2 pl Plasmidfiltrat aus der Mini-Praperation, 1j256EcoR1 (5 U/ul), 1.25 ul 10x Puffer
(SURE), 5.5 pl a.d.

Danach wurde die Probe fur 3 Std. bei 37°C im Theyualer T3 inkubiert. Dann folgte
die Agarose-Gelelektrophorese (siehe oben).

Bei allen Proben, bei denen ein Insert detektiende, wurde die DNA-Konzentration

photometrisch bestimmt (siehe oben).

4.10 Sequenzierung

Alle Proben, bei denen ein Insert detektiert wurdeirden mittels automatischem
Sequenzierer sequenziert. Dabei wurden in vier raggra PCR-Reaktionen dem
Nukleotidgemisch jeweils eine Art (A, T, C oder @)oreszenzmarkierte didesoxy-
Nukleotide  (dd-Nukleotide) zugesetzt. Die  Polymeras generiert  einen
Komplementarstrang zur Probe, der bei Einbau eideédNukleotids abbricht. Bei
Wiederholung entstehen somit Kettenabbriche anr jdéesition des jeweiligen
Nukleotids im DNA-Strang. Die Fragmente werden imeen Acrylamidgel aufgetrennt.
An der Basis der Apparatur befindet sich ein Lader,das Durchlaufen der markierten
Nukleotide registriert und an einen Rechner westtst.

Fir die PCR-Reaktionen (Thermocycler T1) wurde SeguiTherm EXCEL™ Il DNA
Sequencing Kit-LC nach dem Cycle Sequencing Prdtokio den Primern M13 uni (-21)
(Modifikation 5" IRD 800) und M13 rev (-29) (Modiation 5° IRD 700) nach den
Angaben des Herstellers verwendet. AnschlielRenddevudie Proben im Institut fur

Biologie der Universitat zu Libeck mit dem LI-C®RO00L Sequenzierungsautomaten
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(LI-COR Inc., Lincoln, USA) mit einem Rapid XL G¢6%, 41cm) nach den Angaben
des Herstellers weiterverarbeitet.

4.11 Auswertung und Statistik

Alle Sequenzen wurden mit dem Computerprogramm DISASlitachi, Berlin) und der

Internet-Datenbank IMGT/V-Quest (www.imgt.cines.&)isgewertet. Dabei wurden die
Sequenzen untereinander und mit ihren zugehdrigegimiiahngenen verglichen. Alle
Mutationen im Vergleich zur Keimbahn wurden anayisi Dabei wurde die
Mutationsfrequenz  berechnet und die Mutationen eard getrennt nach
Austauschmutationen und stillen Mutationen fir diemplementaritatsbestimmende
Regionen (CDR) und die Rahmenregionen (FR) aus@iez&bei wurde auf Mutationen
hin zu sauren und basischen Aminosauren geachtsteiMn wurden die Lange und der
Aufbau der CDR3 ermittelt. Gesondert betrachtetdear nicht-funktionelle Gene. Als
gesunde Kontrolle dienten 84 VH-Gene von B-Lympheryaus dem peripheren Blut
eines gesunden Spenders. Die Daten entstammtem Aieeit von Brezinschek
(Brezinschek et al., 1995) und wurden nach denselBesichtspunkten ausgewertet.
Statistisch ausgewertet wurden nur funktionelle @ehe, also Gene, die dem Leseraster
entsprachen und potentiell funktionelle Schwerkettkodierten. Es wurde die
Statistiksoftware SPSS (SPSS Inc., Chicago, USA)d®an nicht-parametrischen Tests
Mann-Whitney U und Fisher's exact verwendet. Jedatient wurde mit der gesunden
Kontrolle verglichen bezuglich der MutationsfreqméMann-Whitney U) und der Anzahl
von Mutationen hin zu sauren Aminoséauren in der CORd 2 (Mann-Whitney U).
Ferner wurden die R:S-Werte, die das Verhdltnis wutationen angeben, die die
Aminosaure  verandern (R: replacement) zu  Mutatipnerdie  keinen
Aminosaurenaustausch bewirken (S: silent), dereRtn und der gesunden Kontrolle
getrennt fir die CDR und die FR verglichen (Fisb@xxact test). p-Werte <0.05 galten als
statistisch signifikant.
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5 Patienten

5.1 Ubersicht

Untersucht wurden vier Patienten mit der klinisald thistopathologisch gesicherten
Diagnose einer Wegenerschen Granulomatose (WG).Dizignosen wurden mit Hilfe
der Klassifikationskriterien fir die Wegenerschea@iomatose des ,American College
of Rheumatism*“ von 1990 (Leavitt et al., 1990; Ulieit: Gross, 1999) (siehe Tab. 17 im
Anhang) gestellt. Die histologische Untersuchurfglgte im Institut fur Pathologie der
Universitat zu Libeck. Tab. 1 gibt einen Uberblitdder die wichtigsten Patientendaten.
Als Negativkontrolle diente eine Biopsie einer amgen gesunden Patientin mit
conchaler Hyperplasie. Sie wurde mittels CD20-APARAR B-Lymphozyten gefarbt und
einer VH-spezifischen seminested PCR zugefuhrt.

Als Vergleichskontrolle dienten 84 VH-Gene von Bayhozyten aus dem peripheren
Blut eines Gesunden. Die Daten stammen aus eiritAron Brezinschek (Brezinschek
et al., 1995).

Patient;

Alter Manifestation | Krankheits- | Erkrankungs- | CANCA | Bisherige
(Jahre); aktivitat dauer (anti- Behandlung
Biopsie PR3)

gWG1 | generalisiert | aktiv 3 Monate 1:128 | Cyclophosphamid
(48) (E, L, Ey, C) (36 Steroide
Lunge U/ml) Cotrimoxazol
gWG2 | generalisiert | schleichend | 1 Jahr 1:512 | Keine

(64) (E, P, C) (80

NNH U/ml)

IWG3 lokalisiert schleichend | 3 Monate negativ]  Keine
(82) (E)

Nase

WG4 lokalisiert aktiv 4 Jahre 1:4 Cotrimoxazol
(72) (E) (grenz- | Steroide
NNH wertig)
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Tab. 1: Patientendaten.
Manifestationen nach ELK-Klassifikation (siehe Td® im Anhang). cANCA-Titer
bestimmt durch Immunfluoreszenztest; anti-PR3 imdJpro ml bestimmt durch ELISA.

NNH: Nasennebenhdhlen. Alle Angaben beziehen si€lden Zeitpunkt der Biopsie.

5.2 Patient 1 (QWG1)
Bei Patient 1 handelte es sich um einen 48 Jakea &latienten mit einem akuten und

aggressiven Verlauf einer generalisierten WG (gWBbwva drei Monate vor dem
Zeitpunkt der Biopsie begannen die Beschwerden miftnot, rezidivierenden
Kopfschmerzen und einer therapierefraktaren Korjuitis. Stationar wurden eine
chronisch aktive ulzer6se Konjunktivitis (histolsgh gesichert), eine chronisch aktive
ulzerése Rhinitis (histologisch gesichert) und eing, zum Teil einschmelzende,
intrapulmonale  Rundherde mit Seropneumothorax (CQdemgomographische
Darstellung), sowie im Labor ein ANCA-Titer von 28 (Anti-PR3 36 U/ml) festgestellt.
Ferner zeigte sich ein Diabetes insipidus bei hizggegrer Raumforderung (Magnet-
Resonanz-tomographische Darstellung, nicht histetbggesichert, aber gut vereinbar
mit einem WG-Granulom). Noch vor der pulmonalen [Bie wurde mit einer
Induktionstherapie nach Fauci (initial hochdosierteortison und Cyclophosphamid)
begonnen. In der durch Resektion gewonnenen Biagsdinken Unterlappen bestatigte
sich die Diagnose WG. Hier fanden sich landkartggerNekrosen mit histiozytdrem
Randwall, einzelne mehrkernige Riesenzellen, gaayténreiche Mikroabszesse und
Anschnitte von Kkleinen Arterien mit transmuralenmphoplasmazellularen und

monozytaren Entzindungszellinfiltraten.

5.3 Patient 2 (QWG2)
Bei Patient 2 handelte es sich um eine 64 jahrigeeRtin mit einem schleichenden

Verlauf einer generalisierten WG (gWG). Zum Zeitpuder Biopsie bestand bereits seit
einem Jahr eine blutig borkige Rhinitis und seiteen halben Jahr eine Polyneuropathie
mit brennenden Dysasthesien an den Unterschenkaisdits und eine Hypakusis
beidseits. Ferner hatte die Patientin seit drei Méaceine diskrete Hemisymptomatik
links. Im Labor fanden sich ein ANCA-Titer von 151(Anti-PR3 80U/ml). Im
Nasenabstrich fand sich ein positiver Befund Simphylokokkus aureusn der Biopsie
der Nasennebenhdhlen links und rechts fanden saidkartenartige Nekrosen,

entzindliche Infiltrate aus Lymphozyten, Plasmazellund Granulozyten, sowie
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palisadenartig angeordnete Epitheloidzellen unaedie Riesenzellen. Eine Therapie

wurde erst nach der Biopsie eingeleitet.

5.4 Patient 3 (IWG3)

Bei Patient 3 handelte es sich um eine 82 jahrajee®in mit einem gutartigen Verlauf

einer lokalisierten WG (IWG) im Initialstadium. ZuZeitpunkt der Biopsie bestanden
seit drei Monaten Schmerzen im Bereich der Nasast&ps und Krustenbildung.
Anzeichen flir eine systemische Beteiligung konmaht gefunden werden. Im Labor
war der ANCA negativ. Im Nasenabstrich konnte m&taphylokokkus aureus
nachweisen. In der Biopsie der Nasen-Schleimhauddia sich dichte Ansammlungen
von Entzindungszellen aller Art, multiple epithdimellige Granulome mit Riesenzellen,
sowie Entzindungen kleiner regiondren Arterienddteme Therapie wurde zum

Biopsiezeitpunkt nicht durchgefuhrt.

5.5 Patient 4 (IWG4)

Bei Patient 4 handelte es sich um eine 72 JaheePatientin mit einem langdauernden,

aggressiven Verlauf einer lokalisierten WG (IWGkr@&ts vier Jahre vor der Biopsie
bestanden eine erschwerte Nasenatmung, Borkenbildnd Epistaxis. Im Verlauf kam
es bei hoher endonasaler Aktivitat zu massiver 8aokdung, ausgepragter Destruktion
der Nasenhaupthéhlen mit Septumperforation und elBakenbildung, sowie
Einbeziehung der Nasennebenhohlen mit Schwellumynekrotisierender Entziindung.
Im Labor fand sich ein ANCA-Titer von 1:4 (grenzwg). In der durch eine Pansinusitis-
Operation gewonnenen Gewebebiopsie der Kieferhébldeimhaut fanden sich
landkartenartige Nekrosen mit einem histiozytaremandRvall und teilweise
epitheloidzellig transformierte Zellen. Es fandeiths Riesenzellen und gemischte
Entztindungszellinfiltrate aus Lymphozyten, Plashareund Granulozyten. Weiterhin
fanden sich kleine Arterien mit faserreichen Infiilmesen. Die Patientin wurde bis zum

Zeitpunkt der Biopsie mit Cotrimoxazol und nieddigsierten Steroiden behandelt.
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6 Ergebnisse

6.1 Immunhistochemische Farbung fiir CD20

Gewebeproben von allen vier Patienten wurden raitiati-CD20 mAb gefarbt (Abb. 6-
9). CD20 ist ein B-Lymphozyten-spezifisches ObetiEnantigen, das ab dem
Entwicklungsstadium der pra-B-Zelle bis hin zur @eutniszelle exprimiert wird, und
somit ein zuverlassiger Marker fir reife B-Lymphtazyist.

In allen vier Gewebeproben wurden Infiltrate vonnoouklearen Zellen gefunden. In
diesen follikelahnlichen Strukturen sind ca. 30-50%20" B-Lymphozyten.

Als Patienten-Negativkontrolle diente die Biopsiénee Patientin mit conchaler
Hyperplasie. Hier konnte keine signifikante Anzanh B-Lymphozyten dargestellt

werden.

Abb. 6-9: CD20 Expression in WG-Granulomen.
Lymphozyten mit anti-CD20 (APAAP-Methode) gefarbdt] und mit Hamalaun (blau)
gegengefarbt. Erkennbar sind follikelahnliche B-lphozyten-Infiltrate im direkten

Umfeld der Granulome.

Abb. 6: Patient 1 (gWGL1), entparaffinierter Schnitt (4 paus einer Lungenbiopsie.
Original Vergrof3erung 200fach.
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Abb. 7: Patient 2 (gWG2), entparaffinierter Schnitt (4 pen)s einer Biopsie der
Nasennebenhohle. Original VergréRerung 200fach.

Original VergroRerung 200fach.
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Abb. 9: Patient 4 (IWG4), entparaffinierter Schnitt (4 prays einer Biopsie der
Kieferhdhlenschleimhaut. Original Vergrof3erung 200f.

6.2 Konzentrationsbestimmung von DNA

Die in Paraffin eingebetteten Gewebeproben wurddpagaffiniert. Von den verdauten
und aufgereinigten Gewebeproben wurden photombtrse Konzentration der DNA,
sowie deren Reinheit bestimmt (die Reinheit der IBinkaure lasst sich am Quotienten
A260/A280 abschatzen, reine DNA: 1.8-1.9).

Patient 1 (gWG1): Konzentration: 299 ng/ul; A260882 1,58

Patient 2 (gWGZ2): Konzentration: 320 ng/ul; A2608821,61

Patient 3 (IWG3): Konzentration: 137 ng/ul; A2608% 1,17

Patient 4 (IWG4): Konzentration: 107 ng/ul; A2608% 1,57

6.3 VH-spezifische PCR
Jeweils 350 ng DNA wurden in eine seminested VHzgisehe PCR mit Primern fur die
VH-Familien 1-6 (VH1 ist ebenfalls fir VH7 spezifls) eingesetzt. Als

Amplifikationsprodukt erhalt man dabei rearrangely-Gene, deren VH-Segment der
durch den jeweiligen Primer reprasentierten VH-Harentspricht. Die Lange dieser
Produkte betrdgt ca. 350 bp. Eine ausreichende &lemg Produkten stellt sich im
Ethidiumbromid gefarbten Agarose-Gel nach ElektmpBe als Bande dar.
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Produktbanden konnten im Vergleich zu einem pdrkdléenden Marker der Hohe von
350 bp zugeordnet werden. Bei Patient 1 wurden P@Rukte fiur die Familien VH1,
VH3, VH4 und VH5 detektiert. Bei Patient 2 wurde@R-Produkte fur die Familien
VH1, VH2, VH3, VH4 und VH5 detektiert. Bei PatieBtwurden PCR-Produkte fiur die
Familien VH1, VH2, VH3, VH4 und VH5 detektiert. BBatient 4 wurden PCR-Produkte
fur die Familien VH1, VH2, VH3, VH4 und VHG6 deteé&tt. Bei allen Patienten waren die
Negativkontrollen (Reaktionsgemisch ohne Templat®) parallel zu jedem PCR-Ansatz
durchgefuhrt wurden, negativ. Die Gelelektrophoneser Patienten 1-4 sind in den
Abbildungen 10-13 dargestellt. Als Patienten-Negatntrolle diente DNA einer
Patientin mit conchaler Hyperplasie. Hier konntaemzwei PCR-Runden mit denselben
Bedingungen keine PCR-Produkte detektiert werden.

Abb. 10: PCR-Gelelektrophorese von gWwG1.
Positiv sind die Banden in einer Hohe von ca. 3p0bbi VH1, VH3 und VH4. Die

positive Bande fir VH5 wurde in einer anderen PCd&ektiert und ist hier nicht

dargestellt.

33



Abb. 11: PCR-Gelelektrophorese von gWG2.
Positiv sind die Banden in einer Hohe von ca. 3pbbi VH1, VH2, VH3, VH4 und
VH5.

Abb. 12: PCR-Gelelektrophorese von IWG3.
Positiv sind die Banden in einer Hohe von ca. 3pbbi VH1, VH2, VH3, VH4 und
VH5.
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Abb. 13: PCR-Gelelektrophorese von IWGA4.

Positiv sind die Banden in einer Hoéhe von ca. 3ptbbi VH1, VH2, VH3, VH4 und
VH6.

6.4 DNA-Klonierung
Die PCR-Produkte wurden aufgereinigt. AnschlielRendden sie mit Hilfe des TOPO-

TA Cloning Kit kloniert. Hierbei werden die PCR-Rlkte in Plasmide legiert. Diese
Plasmide enthalten zuséatzlich ein AntibiotikaresigtGen und werden in der
Transformation irE. coli Bakterien eingeschleust. Die transformierten Badtewerden
auf antibiotikahaltigen Agarplatten und anschlieienflissigen Nahrmedien kultiviert.
Von den entstandenen Bakterienkolonien wurden s@sge bei allen vier Patienten 882
Kolonien der Mini-Préaperation, bei der die Plasmwieder isoliert werden, zugefuhrt.
Mit einem Restriktionsenzym-Verdau mittels EcoRiheen Enzym welches das Insert
wieder aus dem Plasmid ausschneidet, und anschileR&elelektrophorese wurden bei
647 der 882 Plasmide Inserts detektiert (ein Belspiner solchen Gelelektrophorese

zeigt Abb. 14). Diese Proben wurden mittels autssnhem Sequenzierer sequenziert.
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Abb. 14: Beispiel einer Gelelektrophorese nach Restrikeomgm-Verdau mit EcCoR1.

Inserts werden durch Banden in einer Hohe von 5@k angezeigt.

6.5 VH-Gen Charakterisierung

Die Sequenzen wurden mit dem Computerprogramm DSASltachi, Berlin) und der
Internetdatenbank IMGT/V-Quest (www.imgt.cines.fausgewertet. Da die meisten
Sequenzen mehrfach auftraten, fanden sich in dédr&grts 115 individuelle VH-Gene.
Alle Sequenzen sind in der Internetdatenbank EMBlcIBbtide Sequence Database
(www.ebi.ac.uk/embl) unter den accession numbers 030894 bis AMO051008
veroffentlicht (auch bei PubMed (www.ncbi.nlm.gaipsehbar). Die VH-Gene wurden
untereinander verglichen und mittels IMGT/V-Questem Keimbahngen zugeordnet.
Alle Mutationen in Bezug auf die Keimbahn wurdefasst, wobei differenziert wurde,
ob die Mutationen in den Rahmenregionen (FR) odeden Antigenbindungsstellen
(CDR) lagen und ob sie zu einem Austausch in detinds@uresequenz fuhrten oder
nicht. Aus den Mutationszahlen berechneten wir Rli8-Werte getrennt fur die CDR1
und 2 sowie fur die FR. Die mittleren R:S-Werte @ebdas Verhaltnis an von
Mutationen, die die Aminosaure verandern (R: repiaent) zu Mutationen, die keinen
Aminosaurenaustausch  bewirken (S: silent). Gesoéndéetrachtet wurden
Austauschmutationen in den CDR1 und 2, die zu esaaren Aminosaure (Aspartat (D)
oder Glutamat (E)) oder zu einer basischen Aminas@Arginin (R), Histidin (H) oder
Lysin (K)) fuhrten. Weiterhin wurden die Lange uder Aufbau der CDR3 ermittelt und

die CDR3 der einzelnen Sequenzen verglichen, unueagn klonalen Ursprungs zu
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ermitteln. Gesondert betrachtet wurden nicht-fuorkdile Gene, die nicht dem Leseraster
entsprachen oder Stop-Codons enthielten. Sie gingelnt mit in die statistischen
Berechnungen ein. Als gesunde Kontrolle diente’vB4Gene von B-Lymphozyten aus
dem peripheren Blut eines gesunden Spenders, diegdsunde VH-Gen-Repertoire
darstellten. Die Daten entstammten einer Arbeit Byazinschek (Brezinschek et el.,
1995) und wurden nach denselben Gesichtspunktegewestet. Die Tab. 8-12 im
Anhang zeigen die Charakteristika der einzelnenGate, Tab. 13-16 im Anhang zeigen
die Charakteristika der einzelnen CDR3, Tab. 2tfass Daten und die statistischen

Berechnungen flr alle vier Patienten und die gesudahtrolle zusammen.

gWG1 gWG2 IWG3 WG4 Gesunde
Kontrolle

Individuelle 20 29 28 38 84
Gene
Funktionell 17 25 27 34 71
rearrangiert (85%) (86%) (96%) (89%) (84%)
Mittlere 7% 6% 6% 5% 3%
Mutationsfrequenz | (p<0.001) | (p<0.001) | (p<0.001) | (p<0.001)
Mittlere R:S- | 4.9 2.6 3.3 6.4 3.3
Werte, CDR (n.s.) (p=0.09) | (n.s.) (p=0.04)
Mittlere R:S- | 1.7 15 1.7 14 1.9
Werte, FR (n.s.) (n.s.) (n.s.) (p=0.07)
Mutationen zu | 5 (29%) 6 (24%) 8 (30%) 18 (53%) 10
E/D, CDR 1+2 (n.s.) (n.s.) (p=0.08) | (p=0.00003)| (14%)
Mittlere CDR3- | 15 16 14 15 12
Lange

Tab. 2: VH-Gen Charakterisierung.

Vergleich zwischen VH-Genen aus WG-Granulomen ukdGénen aus dem peripheren
Blut eines gesunden Probanden (Brezinschek e1@05). Funktionell rearrangiert sind
Gene, die einen potentiell funktionellen Antikdrpeodieren. R:S-Werte geben das
Verhéltnis von Mutationen an, die die Aminosaureaweern (R: replacement) zu
Mutationen, die keinen Aminosaurenaustausch bewill& silent). Mutationen hin zu

sauren Aminosauren (Aspartat (D), Glutamat (E)pkeinen mit der gesunden Kontrolle.
CDR, komplementaritatsbestimmende Region; FR, Rahegeon. Mittlere CDR3-Lange
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in Aminosauren. Alle statistischen Vergleiche bbeie sich nur auf funktionelle Gene. Es
wurden die nicht-parametrischen Tests Mann-Whitigy (Mutationsfrequenz und
Mutationen hin zu E und D) und Fisher’'s exact (R/8rte CDR und FR) verwendet. p-

Werte <0.05 galten als statistisch signifikant, pf# in Klammern. n.s., nicht signifikant

Bei den vier Patienten wurden insgesamt 115 indelie Gene gefunden. Von diesen
115 Genen waren 103 funktionell. 94% dieser Geneenvam Vergleich zu ihrem
Keimbahngen mutiert. Im gesunden Repertoire (Beetiak et al., 1995) waren von den
84 untersuchten Genen 71 Gene funktionell, vonediasaren 66% mutiert. Auch die
mittleren Mutationsfrequenzen, die die Anzahl derutdionen in den Genen
widerspiegeln, waren bei allen vier Patienten immglech mit dem Gesunden signifikant
erhoht (Tab. 2).

Es fanden sich bei allen Patienten jeweils Genedarselben CDR3, die also gleich
rearrangiert, aber unterschiedlich mutiert wareabé& handelt es sich um verschiedene
Mutationsstufen eines Klons, wie sie bei einer garigesteuerten Affinitatsreifung
entstehen. Viele dieser Paare enthielten Mutatidnerzu sauren Aminosauren (Aspartat
(D) oder Glutamat (E)) (Tab. 3-6).

Bei den beiden Patienten mit schleichenden Kramsbeildufen (gWG2 und IWG3)
fanden sich keine Unterschiede zum Gesunden behlgler Verteilung der VH-
Gensegmente, der R:S-Werte oder der Mutationerzinisauren Aminosauren. Bei den
beiden Patienten mit aktiven KrankheitsverlaufeWW@L und IWG4) waren im
Allgemeinen die VH4-Gensegmente und im Einzelnes \dH-Gensegmente VH3-23,
VH4-59 und VH4-34 Uberreprasentiert. Bei IWG4 wafemer der R:S-Wert fir die

CDR und die Anzahl der Mutationen hin zu sauren Woséauren signifikant erhoht.

6.6 VH-Gen Charakterisierung von Patient 1 (QWG1)
Bei Patient 1 wurden 162 Kolonien der Mini-Praperatzugefihrt, davon enthielten 100

ein Insert. Unter den Inserts wurden nach Sequemgieund Analyse 20 individuelle
VH-Gene gefunden. Von diesen 20 VH-Genen waren85%) funktionell rearrangiert,
das heil3t, sie entsprachen dem Leseraster unekaithkeine Stop-Codons.

Die mittlere Mutationsfrequenz war bei den 17 fumkéllen VH-Genen mit 7%
signifikant hoher als bei der gesunden KontrolB{$<0.001).

Unter den 20 VH-Genen fanden sich 3 VH1-Gene, 8 \G48e, 8 VH4-Gene und 1
VH5-Gene. VH-Gensegmente, die besonders haufig eraet wurden, waren VH3-23
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(4), VH4-59 (4) und VH4-34 (3). Insgesamt wurden 6#wunterschiedliche VH-
Gensegmente verwendet. Die nicht-funktionellen Geeevendeten die Gensegmente
VH3-23, VH3-11 und VH3-66.

Bei den R:S-Werten, die sich nur auf funktionellen@ beziehen, fand sich fir die CDR
ein Wert von 4.9, fir die FR ein Wert von 1.7. Inargleich zu der gesunden Kontrolle
bestand hier kein signifikanter Unterschied.

Von den 17 funktionellen Genen hatten 5 (29%) in@BPR1 oder 2 Mutationen, die zu
sauren Aminosauren (Aspartat (D) oder Glutamat (&))rten. Hier bestand kein
signifikanter Unterschied zur gesunden Kontrollei, der 10 (14%) der 71 funktionellen
Gene solche Mutationen trugen. Siel{éh%) Gene bei Patient 1 trugen Mutationen in
der CDR1 oder 2, die zu basischen Aminosauren (ArgiR), Histidin (H) oder Lysin
(K)) fuhrten, bei der Kontrolle waren es 14 (20%).

Die CDR3 bestand im Mittel aus 15 Aminosduren. Bigrzeste CDR3 von den
funktionell rearrangierten VH-Genen hatten St03 8td6 mit 11 Aminoséuren, die
langste hatte St120 mit 20 Aminoséauren. 15 der tfankll rearrangierten VH-Gene
trugen in der CDR3 D- und J-Segmente, die homolodgereits bekannten D- und J-
Segmenten waren. Die haufigste Verwendung fandett@3H4, JH5 und JH6. Bei St03
und St16 konnten keine bekannten Segmente der CiaR8ordnet werden. Ferner
fanden sich bei zwei Genen ein N-Nukleotid, bei &lénen fanden sich zwei N-
Nukleotide jeweils zwischen VH-Gensegment und DrSegt oder zwischen D-Segment
und J-Segment. Bis auf zwei Gene hatten alle esnfimf saure Aminosauren in der
CDRS.

Wir fanden bei Patient 1 unter den 20 VH-Genen ¢haare von Genen, die jeweils
dieselbe CDR3 hatten, also gleich rearrangiert warel somit von einem gemeinsamen
Klon abstammen. Da sie im Hinblick auf das Keimlgdm unterschiedlich mutiert
waren, handelt es sich um verschiedene Mutatiofessines Klones. In Abb. 3 sind die
drei Paare dargestellt.
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VH3-23:  GFTFSSYA | SGSGGST oo
St 16 :  ------- T -TD--D-- Pl PPVLLRFGL
St 03 : --N--DDA “TD--D-- e

- - CDRI- - -CDR2--  ----- CDR3- - - - -
VH4-59:  GGSVSSYY | YYSGST oo
St 37 ¢ ---F-P-- SF---- ARSGTGNYEGW.DP
St 43 :  ---FGP-- B

- - CDR1- - -CDR2-- -FR3-  ----- CDR3- - - - -
VH4-59:  GGSI SSYY | YYSGST SKNQF ...,
St112 :  ----GI-F “RNN -R--  ARHGGFGDYVGLAY
St115 :  ----GI-F RNN -RD - mmmeeeeeeaoo

Tab. 3: Kurzdarstellung der intraklonalen Diversifizierubgi gwG1.

Beispiele fur unterschiedliche Mutationsstufen \BiZell-Klonen. Aufgefuhrt sind die
Antigenbindungsstellen (CDR1, 2, 3) und Teile dahRenregionen (FR). Oben steht das
jeweilige  Keimbahngen in  der Aminosauresequenz  &fem gangiger
Einbuchstabenabkiirzung), darunter die Mutationestuhit ihren Austauschmutationen.
Gleiche Aminoséduren sind durch Striche gekennzeichnFettgedruckt sind
Austauschmutationen hin zu sauren AminosaurenkDigale Verwandtschaft sieht man
an der identischen CDRS3.

Von den 20 Genen bei Patient 1 waren insgesamt riceit-funktionell rearrangiert.
Dabei war bei St21 und St22 das Leseraster versch@il126 enthielt eine Mutation hin
zu einem Stop-Codon in der FR3. Alle drei Gene gmaicht in die statistischen

Analysen ein.

6.7 VH-Gen Charakterisierung von Patient 2 (QWG?2)
Bei Patient 2 wurden 324 Kolonien der Mini-Praperatzugefihrt, hier enthielten 204

ein Insert. Nach Sequenzierung und Analyse wur@im@viduelle VH-Gene gefunden.
25 (86%) der VH-Gene waren funktionell.

Auch bei Patient 2 war die mittlere Mutationsfreguemit 6% signifikant hoher im
Vergleich zu der gesunden Kontrolle (p<0.001).

Die VH-Gene waren wie folgt auf die VH-Familien tasht: finf VH-Gene gehdrten zur
VH1-Familie, zwei zur VH2-Familie, 15 zur VH3-Famei] sechs zur VH4-Familie und

schlie3lich gehorte ein VH-Gen zur VH5-Familie. gasamt wurden 17 verschiedene
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VH-Gensegmente verwendet, dabei wurde das VH-Seg¥ie8-23 viermal, und damit
am haufigsten gefunden. Die nicht-funktionellen &arerwendeten die Gensegmente
VH1-69, VH3-23, VH3-30 und VH4-34.

Bei Patient 2 fanden sich keine signifikanten Usthrede beziglich der R:S-Werte im
Vergleich zu der gesunden Kontrolle. Fir die CDRabrsich ein Wert von 2.6, fur die
FR ein Wert von 1.5.

Sechs VH-Gene (24%) trugen in der CDR1 oder 2 Narneh hin zu sauren
Aminosauren, auch hier ergab sich kein signifikabbeterschied zur gesunden Kontrolle.
Demgegeniber trugen acht VH-Gene (32%) Mutatiomerzin basischen Aminosauren in
der CDR1 oder 2.

Die CDRS3 hatte im Mittel eine Lange von 16 Aminosiu Die Langsten waren 26
Aminosauren lang (Ro101 und Ro151), die Kirzeste MdaAminosauren lang (Ro45).
Bei allen funktionellen Genen konnten der CDR3 Ipelta D-und J-Segmente zugeordnet
werden. Die haufigste Verwendung fanden D3-10 (8) dH4 (9). Bis auf Ro45 trugen
alle Sequenzen ein oder zwei N-Nukleotide zwisctien Segmenten. Bei allen Genen
fanden sich zwischen ein und vier saure Aminosaureier CDR3.

Unter den 29 VH-Genen befanden sich vier Paarejewieils identischer CDR3 und
unterschiedlichen Mutationen in der CDR1 und 2 atlar FR, die somit gemeinsamen
klonalen Ursprungs waren. Abb. 4 stellt diese Haare dar.

- - CDR1- - --CDR2--  —----- CDR3--- - - -
VHL-46:  GYTFTSYY I NPSGGST  ooeeeeeeeeeee
RO85 :  ------ H ---R-RP ARVAGLAGHDNYYNDV
Ro89 ~---1-HD SR -RP e
- - CDR1- - S CDR2-- - CDR3-----------
VHL1- 8 GYTFTSYD MNPNSGNT ..o
Ro101 S |D----K- ARDGKAI SLTRGFHLSVEADYPGLDV
Ro151 S-S TH B
- - CDR1- - FR2->--CDR2--  ------- CDR3-------
VH3-23:  GFTFSSYA EW/SAI SGSGGST  oovvveee
RO113 :  -------- S S AKFQYYYGSRTPSNWEDP
Ro112 --S-TFG s
--- CDR1- - - - CDR2- - - --CDR3-----
VH4-39:  GGSI SSSSYY | YYSGST oo
ROL132 © s oo ASSPFVWRGPFDY
ROI13L :  ---------- T

Tab. 4: Kurzdarstellung der intraklonalen Diversifizierubgi gwG2.
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Nahere Erlauterungen siehe Tab. 3.

Vier Gene waren nicht-funktionell rearrangiert. DB&ne trugen Stop-codons in der FR3
oder der CDR3 (R099, R0118 und R066). Bei einem W&ndas Leseraster verschoben
(R0108).

6.8 VH-Gen Charakterisierung von Patient 3 (IWG3)

Von 182 Kolonien, die bei Patient 3 untersucht vemrdenthielten alle ein Insert. Bei der

Analyse fanden wir 28 individuelle VH-Gene, von der27 (96%) funktionell waren.

Mit 6% war auch hier die mittlere Mutationsfrequesignifikant héher als bei der
Kontrolle (p<0.001).

Folgende VH-Familien waren vertreten: Acht Gene Wetl-Familie, drei Gene der
VH2-Familie, elf Gene der VH3-Familie, vier Genea d#44-Familie und zwei Gene der
VH5-Familie. Es wurden insgesamt 16 verschiedene-GéAsegmente verwendet,
darunter funfmal das Gensegment VH1-8 und dreinasl @ensegment VH3-21. Das
nicht-funktionelle Gen verwendete das Gensegmer2-Véi

Weder der R:S-Wert der CDR (3.3) noch der der FR)(Zeigten einen signifikanten
Unterschied zur gesunden Kontrolle.

Acht (30%) der 27 funktionellen Gene trugen Mutaéin hin zu einer sauren Aminosaure
in der CDR1 oder 2. Hier war mit einem p=0.08 ksignifikanter Unterschied im
Vergleich mit dem gesunden Repertoire festzustellmolf VH-Gene (44%) trugen
Mutationen hin zu basischen Aminoséauren in der CD&dr 2.

Die mittlere Lange der CDR3 betrug 14 Aminosauraijei war die langste CDR3 23
Aminosauren lang (Ko207), die kirzeste hatte eirisnge von acht Aminoséauren
(Kol137). Bei allen funktionellen Genen konnte ddDR3 jeweils ein bekanntes D-
Segment und ein bekanntes J-Segment zugeordneenweédi 20 Genen kamen ein oder
zwei N-Nukleotide in der CDR3 vor. Bis auf zwei @etrugen alle Gene ein bis vier
saure Aminoséauren in der CDRS3.

Auch bei Patient 3 fanden sich drei Paare von Gengnjeweils gleichem klonalen

Ursprung, die unterschiedlich mutiert waren. Abistéllt die drei Paare dar.
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VHL-8 :  GYTFTSYD MWPNSGNT ... ...
KO76 :  -------- ---T--HS ARPVDVATNVDY
Ko81 -G-ST-A cosT--HS e
- - CDR1- - ~-CDR2--  ae--- CDR3-------
VHI-8 :  GYTFTSYD MWPNSGNT oo
Ko158 :  ------ N- Ko -- ARSGGGPGAAARYLWSDP
Ko198 :  ----1-N ce e Kem e e e
- - - CDR1- - - FR2- >- CDR2- - ---- CDR3-- - -
VH4-30:  GGSISSGEYS  EWGYI YHSGST ...
Ko152 :  ------- Lom e ARGEGGSYDFDS
Ko155 :  ------- L-- N

Tab. 5: Kurzdarstellung der intraklonalen Diversifizierubgi IWG3.

Nahere Erlauterungen siehe Tab. 3.

Ein Gen (Ko118) entsprach nicht dem Leserastemarddamit nicht-funktionell.

6.9 VH-Gen Charakterisierung von Patient 4 (IWG4)
Von den 139 untersuchten Bakterienkolonien beigRatft enthielten 127 Plasmide ein

Insert. Unter diesen 127 waren 39 individuelle Gera denen 34 (89%) funktionell
waren.

Die mittlere Mutationsfrequenz war, im Vergleichtrder gesunden Kontrolle, mit 5%
signifikant erhoht (p<0.001).

Sechs VH-Gene gehorten zur VH1-Familie, ein Genvad2-Familie, 15 Gene zur VH3-
Familie, 14 Gene zur VH4-Familie und zwei Gene gidmzur VH6-Familie. Besonders
haufige Verwendung fanden die VH-Gensegmente VH4639VH4-34 (4) und VH3-23
(3). Insgesamt wurden 18 verschiedene VH-Gensegmertrwendet. Die nicht-
funktionellen Gene verwendeten die Segmente VHIV#3-33, VH3-49 und VH4-4.

Der R:S-Wert der CDR war bei Patient 4 mit 6.4 gigant héher als bei der Kontrolle
(p=0.04). Dagegen bestand bezlglich des R:S-WeidesFR (1.4) kein signifikanter
Unterschied.

Von den 34 funktionellen Genen trugen 18 (53%) iez®) auf ihr Keimbahngen
Mutationen hin zu sauren Aminosauren in der CDRErod. Das bedeutete eine
signifikante Erh6hung (p=0.00003) gegenlber derticdie. Zehn Gene (29%) trugen
Mutationen hin zu basischen Aminosauren in der Co&dr 2.
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Die CDR3-Lénge betrug im Mittel 15 Aminosauren, eialwar die Kirzeste 6
Aminosauren lang (Scy54), die Langste war 25 Amaniosn lang (Scy169). Aul3er zwei
Genen (Scyl7, Scyl132) konnten allen funktionellemé&h bekannte D- und J-Segmente
zugeordnet werden. Haufige Verwendung fanden D&:2003-10 (4) und D3-3 (4) sowie
JH4 (9) und JH6 (11). Unter den Genen, denen békaBagmente zugeordnet werden
konnten, fand sich in drei Fallen keine Verwendwiges N-Nukleotides. Der Rest
verwendete ein oder zwei N-Nukleotide zwischen 8egmenten. Abgesehen von drei
Genen fanden sich bei allen ein bis drei saure Aséaren in der CDR3.

Auch bei Patient 4 fanden sich unterschiedlich ertgi Gene eines Klones. So haben
Scy37, Scy66 und Scy83 dieselbe CDR3. Bei dem Bagd7 und Scy64 ist die CDR3
ebenfalls gleich, allerdings ist Scy64 so starkiemutin Bezug auf das Keimbahngen
VH3-23, dass ihm von der Datenbank IMGT das Keinmigagim VH3-74 zugeordnet
wurde. Abb. 6 zeigt die jeweiligen CDR1, 2 und 3.

- - CDRI- - -CDR2--  ----- CDR3- - - - -
VH4-59:  GGSI SSYY | YYSGST o
SCYy66 : -------- N T ARASVI VPVDWEDP
Scy37 © ---F-A- Y
Scy83 :  ---LAY-- Y e

- - CDR1- - --CDR2--  ----- CDR3- - - - -
VH3-23:  GFTFSSYA | SGSGGST oo
Scy07 : -L---T-- -R--DR- AKGTHSGSFSELDS
Scy64 @ ----- D W “NKD- SV- meeeeeeeeeeo

Tab. 6: Kurzdarstellung der intraklonalen Diversifizierubgi IWG4.

Nahere Erlauterungen siehe Tab. 3.

Vier Gene waren nicht-funktionell. Bei Scyl42 warsdLeseraster verschoben, Scyl2,

Scy50 und Scy129 hatten jeweils ein Stop-Codon.
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7 Diskussion

Die Atiopathogenese der Wegenerschen GranulomdWs) ist bis heute ungeklart.
Anti-Neutrophilen cytoplasmatische Antikdrper (ANE8ind hochspezifisch fur die WG
und scheinen an ihrer Pathogenese entscheideritighete sein. Fur das Verstandnis der
WG und ihrer Pathogenese ist es daher wichtig asem, wo die Reifung von ANCA-
produzierenden B-Lymphozyten initiiert wird. In demrliegenden Arbeit wurde
untersucht, ob das WG-Granulom als EntstehungsoiCAproduzierender B-
Lymphozyten in Frage kommt. Dazu wurden im granadtimen Gewebe B-
Lymphozyten dargestellt und ihr Immunglobulin-Schikettenrepertoire untersucht. 115
VH-Gene aus WG-Granulomen von vier Patienten wuraealysiert und mit 84 VH-
Genen aus dem peripheren Blut eines gesunden Riebarerglichen. Die Ergebnisse
sollen nun Bezug nehmend auf die Fragestellungrahfdgender Einzelfragen diskutiert
werden:

1. Sind im Granulom die Voraussetzungen fur eininaétsreifung von B-Lymphozyten
gegeben?

2. Findet im Granulom eine Affinitatsreifung statt?

3. Wird im WG-Granulom die Bildung von ANCA-proderenden B-Lymphozyten

initiiert?

Sind im Granulom die Voraussetzungen fur eine Affiitatsreifung von B-
Lymphozyten gegeben?

Die Affinitatsreifung von B-Lymphozyten findet ined Keimzentren der peripheren
lymphatischen Organe statt. Obwohl sich die unteesitichen peripheren lymphatischen
Organe, wie z. B. Lymphknoten oder Milz, deutlich ihrem Erscheinungsbild
unterscheiden, zeigen sie dennoch alle denselbemd@ufbau. Jedes der Gewebe
funktioniert nach demselben Prinzip: Antigene werdestgehalten und wandernden
kleinen B-Lymphozyten préasentiert, was zur Ausl@swer adaptiven Immunantwort
fuhrt. Keimzentren sind dabei anatomisch definieSteukturen, in denen vorwiegend
proliferierende B-Lymphozyten von einer Mantelzoni ph&notypisch unterschiedlichen
kleinen ruhenden B-Lymphozyten umgeben sind (Lialet1989; MacLennan, 1991). Sie
entstehen durch Proliferation und klonale Expansion aktivierten B-Zentroblasten.
Weitere zellulare Bestandteile des Keimzentrumsd siirHelfer-Zellen, follikular
dendritische Zellen (FDC) und Makrophagen.
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Im WG-Granulom finden sich im Wesentlichen Makropéia, die davon abstammenden
Epitheloid- und Riesenzellen sowie aktivierte T-lpmozyten. Diese Zellpopulationen
wurden auch bei der histologischen BegutachtungviserGewebeproben der Patienten
gefunden. Zusatzlich konnte mittels der CD20-Fagaumn bei allen WG-Granulomen
(lokalisierten und generalisierten) eine groRe AhzEB0-50%) von B-Lymphozyten
dargestellt werden. Da CD20 als B-Lymphozyten-dgeties Oberflachenantigen ab
dem Entwicklungsstadium der pré-B-Zelle bis zur &#dniszelle exprimiert wird, ist es
ein zuverlassiger Marker fir reife B-Zellen. Esaabt jedoch keine Unterscheidung der
einzelnen B-Zell-Populationen oder Aktivierungsgradin Vorarbeiten unserer
Arbeitsgruppe fanden sich in zahlreichen endonas@mnulomen verschiedener WG-
Patienten Cluster von B-Zellen, zum Teil in keimzemsé&hnlichen Formationen. Mittels
des Oberflachenantigens CD38 konnten Plasmazeterianulom dargestellt werden
und mit anti-PR3 (WGM2) konnte gezeigt werden, dssh PR3-exprimierende Zellen
im Granulom befinden (Mdller et al., 2000; Voswihkeal., 2006).

Das WG-Granulom beherbergt also in unmittelbarechi¥arschaft Makrophagen, T-
Helferzellen, B-Lymphozyten, Plasmazellen und Zelledie das ,Wegenersche
Autoantigen® PR3 exprimieren. Folglich besteht Méglichkeit, dass B-Lymphozyten
im Granulom an der PR3 als Zielantigen reifen umd PR3-ANCA-produzierenden
Zellen differenzieren. Dies trifft auf Lungengraomle und auf endonasale Granulome
sowohl im lokalisierten als auch im generalisiert&adium zu. AuRerhalb der
vorformierten sekundaren lymphatischen Organe lk&mtGranulom der WG somit eine
Affinitatsreifung von B-Lymphozyten stattfinden iBinne eines neuformierten ektopen
bzw. tertiaren lymphatischen Organes.

Ahnliche Mechanismen sind von anderen Erkrankungeis dem rheumatischen
Formenkreis bekannt. Bei der Rheumatoiden Arth(Ri8) konnte gezeigt werden, dass
im entzindlichen Gewebe der arthritischen GelenigeBreiche follikulare Infiltrate mit
keimzentrumsahnlicher Struktur auftreten, in deneme antigengesteuerte B-
Lymphozytenreifung mit Expansion und Rezirkulatiselektionierter Klone stattfindet
(Gause et al., 1995, 1997; Voswinkel et al., 199899). Auch bei der Spondylitis
ankylosans konnte ahnliches beobachtet werden (M&sivet al., 2001). Bei den
Autoimmunerkrankungen Sjogren Syndrom, Hashimotgrdiditis und der Multiplen
Sklerose finden sich B-Zell-Infiltrate im Sinne vdartiaren lymphatischen Organen
aul3erhalb der praformierten lymphatischen Orgareb(i¥s, 2003; Drayton et al., 2006).
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Findet im Granulom eine Affinitatsreifung statt?

Methodik

Bevor diese Frage anhand der Ergebnisse der Unbkensg diskutiert wird, soll die
Methodik, mit der die Ergebnisse erzielt wurderitigch beleuchtet werden. Die PCR ist
eine elegante und gut etablierte Methode, um gsofedi Informationen von Zellen zu
untersuchen (Kuppers et al., 1993, 1994). Bei detetduchung des Immunglobulin-
Schwerkettenrepertoires erhalt man durch die PCRlem spezifischen Primern fast die
gesamte Sequenz zwischen FR1 und FR4 der vari&adewerkettenregion. Vergleiche
mit den bekannten Gensegmenten erlauben dabei sdfuationsanalysen als auch die
Analyse des Genrearrangements. Angehoérige einesllB<ibns kdnnen so an ihrem
Rearrangement identifiziert werden, da nur klorexwandte B-Zellen denselben V-D-J-
Ubergang haben (Kippers et al., 1993, 1994). Dae dhirchgefiihrte Untersuchung von
genomischer DNA hat gegeniber mRNA-Analysen dentédprdass auch die nicht-
funktionell rearrangierten Gene erfasst werdenné&eermdglicht sie, B-Zell-Infiltrate
bezuglich Klonalitdt und Mutationen unbeeinflussthAktivierungszustand der Zelle zu
charakterisieren, wahrend bei mMRNA-Analysen zwangsl aktivierte B-Zellen und vor
allem Plasmazellen bevorzugt werden.

Problematisch ist die eingeschrankte Genauigkeit, dar die Tag-Polymerase den
zweiten Strang synthetisiert. Die PCR erzeugt damé bestimmte Anzahl ,falscher*
Mutationen (Arnheim und Erlich, 1992). Die Haufigkeer Fehler ist dabei abhangig von
der Anzahl der Zyklen, der Templatemenge und denze€atration von dNTPs und
Magnesium. Die Taqg-Fehlerrate (ca. 0.07% bei 35 ledyk muss bei jeder
Mutationsanalyse berticksichtigt werden und erh@tt s einer seminested PCR noch
durch die zweite Runde.

Durch die PCR kann es bei gemischten Zellpopulatiorzu artifizieller Selektion
kommen, z. B. wenn kirzere Gene effizienter anguift werden als lange (Arnheim und
Erlich, 1992). Stark mutierte Gene kdnnen moglieleese weniger oder gar nicht mehr
amplifiziert werden (Kuppers et al., 1994; Aubinekt 1995), auch wenn die Primer an
den konservierteren Rahmenregionen binden.

Zudem ist die PCR durch ihre hohe Sensitivitat ligféiir Kontaminationen. Ein Vortell
bei der Analyse von rearrangierten Immunglobuliregerst dabei, dass an den V-D-J-
Ubergangen Kontaminationen erkannt werden konnéipirs et al., 1994). Bei unseren
Experimenten trat eine solche Kontamination auf P@R-Ansatz fir VH4 bei Patient 2

fand sich fast ausschlieRRlich ein PCR-Produkt,idastisch mit einem PCR-Produkt von
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Patient 1 war. Die gesamte PCR wurde wiederholt esadvurde noch strenger darauf
geachtet, die Durchfihrung der PCR von andereniteroenit DNA, insbesondere mit
Plasmiden, rdumlich zu trennen. Es wurden untegsiibhe Pipetten und Zentrifugen
verwendet. Danach traten keine Kontaminationen raghr

Auch die Klonierung und die Sequenzierung sindegablierte Methoden, die heutzutage
standardisiert durchgefiihrt werden. Da hier DNAi&dpund amplifiziert wird kann es zu
artifiziellen Mutationen kommen. Bei der Sequenzngr wurde die Gefahr vermindert,
indem mit den Primern M13 uni und M13 rev von baei@&eiten sequenziert wurde und
sich somit die Sequenz aus zwei separaten Seqadtinreen vergleichen liel3.

Diese Probleme mussen bei der Interpretation dgelifisse bericksichtigt werden, auch
wenn die Methoden etabliert sind und zuverlassigelinisse liefern.

Affinitatsreifung

Die Affinitatsreifung beruht auf den Mechanismemsdische Hypermutation, Selektion
und klonale Expansion. Durch den Prozess der seaom&in Hypermutation kann sich die
Affinitat der Antikbrper zum immunisierenden Antigem das 10-100fache erhdhen. B-
Lymphozyten, die diese Antikorper bilden, werderelsoniert und expandieren klonal
(Allen et al.,, 1987; Kocks und Rajewsky, 1989; Berend Ziegner, 1993).
Typischerweise werden Punktmutationen mit einereRatn 1x10° pro Base und
Zellgeneration in die variablen Regionen der Amfdes eingefligt. Diese Mutationen
fuhren entweder zu einem Austausch der Aminosa@@acement mutation (R)) oder
bleiben ohne Konsequenz (silent mutation (S)). Bimktmutationen gelten als Folge
molekularer, antigenunabhaniger Prozesse (DOrneralgt 1997). Als alternativer
Mechanismus der somatischen Mutation ist die Iserbeziehungsweise Deletion
ganzer Aminosaure-kodierender Basentriplets bek@iitson et al., 1998).

Die Reifung der B-Zellen verlauft abwechselnd ira&mn von Expansion ohne Mutation
und Mutation mit Selektion (Kepler und Perelson930 B-Zellen durchlaufen diese
Zyklen mehrfach, bis sie je nach Affinitdt ihrer t#@rper zu Plasma- oder
Gedéachtniszellen reifen oder erneut weitere Zyldenchlaufen (Oprea und Perelson,
1997). Anhand der Zwischenstufen im Mutationspre4asst sich eine zeitliche Abfolge
der Mutationsschritte und somit ein Stammbaum denadten Entwicklung erstellen
(Kocks und Rajewsky, 1989).

Auch wenn keine antigengesteuerte Affinitatsreifstattfindet, findet man Mutationen
im VH-Repertoire. Dabei werden konservierte Gensagan durch Selektion favorisiert

und B-Zellen mit zahlreichen R-Mutationen werdegatey selektioniert. Das Modell der
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negativen Selektion von Austauschmutationen kowmiete Organismus vor autoaffinen
Antikorpern schitzen (Boerretzen et al.,, 1994). Beéer antigengesteuerten
Affinitatsreifung werden Austauschmutationen in deypervariablen Regionen (CDR)
dagegen positiv selektioniert, da sie die Antigadbng erhéhen kdnnen. Typischerweise
hat das ein hoheres R:S-Verhdltnis in der CDR (R3} zur Folge als es durch
Zufallsmutationen zu erklaren ist (Chang et al94)9 Zahlreiche R-Mutationen in den
Rahmenregionen werden dagegen negativ selektiprdartsie zur Instabilitdt flihren
(Dérner et al., 1997).

Eine Affinitatsreifung lasst sich im VH-Repertoiralso an folgenden Merkmalen
erkennen: erhbhte Mutationsfrequenz, hohe R:S-Wertken CDR, niedrige R:S-Werte
in den FR und klonale Expansion. Ferner erwartat gia durch Selektion und klonale
Expansion entstandenes oligoklonales VH-Repertoire.

Affinitatsreifung im WG-Granulom

In den WG-Granulomen fand sich ein selektionierpedyklonales VH-Repertoire.
Polyklonal bedeutet, dass sich viele verschiededeGénsegmente und unterschiedliche
Rearrangements in den Proben fanden. Im Repeftoiden sich alle anderen Merkmale
einer Affinitatsreifung.

Die mittleren Mutationsfrequenzen der Patienteretagwischen 5% und 7% und waren
allesamt im Vergleich zur gesunden Kontrolle (3%gn#ikant erhdht (p<0.001). Somit
handelte es sich in den Granulomen um hochmutiétit€ene.

Bezuglich der R:S-Werte zeigte sich ein differerteie@s Bild. Die R:S-Werte fur die FR
waren bei allen Patienten klein und lagen zwischénund 1.7. Die gesunde Kontrolle
hatte einen R:S-Wert von 1.9 fur die FR, es bestad statistischer Unterschied. Die
R:S-Werte fur die CDR1 und 2 waren bei den beidaetieRten mit aggressiven
Krankheitsverlaufen mit 4.9 (gWG1) und 6.4 (IWG4hd@&ht, wogegen sie bei den
Patienten mit schleichenden Krankheitsverlauferdnger waren und bei 2.6 (gWG2)
und 3.3 (IWG3) lagen. Dies legt einen Zusammenhangchen Aktivitdtsgrad und
Affinitatsreifung nahe. Ein signifikanter Untersetizur gesunden Kontrolle liel3 sich nur
fur IWG4 (p=0.04) feststellen. Auch bei Vorarbeitem kryokonservierten Nasenbiopsien
fanden sich ahnliche R:S-Verteilungen (Voswinkedlet2006).

Die klonale Expansion konnte bei allen vier Pagentin Beispielen belegt werden.
Hierbei handelte es sich um VH-Gene, die jeweits gleiche CDR3 aufwiesen, jedoch
unterschiedlich im Vergleich zur Keimbahn mutiedren. Dabei unterschieden sich die
beiden Paare St37/St43 und St112/115 nur in jeweéilsr R-Mutation, so dass hier eine
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artifizielle Mutation durch die Tag-Fehlerrate nieuszuschliel3en war. Bei allen anderen
Beispielen waren die Unterschiede zu grol3, so alddizielle Mutationen ausgeschlossen
werden konnten. Bei dem klonal verwandten Paar B8gy64 fanden sich so viele
Mutationen, dass eine sichere Zuordnung zu einemmlib@ngen nicht moéglich war. Da
es sich bei allen Beispielen aul3er den VH-Genel®B8¢gy66/Scy83 um Paare von zwei
verwandten VH-Genen handelte, konnten keine kloen&lammb&aume erstellt werden.
Auch in Synovialmembranen von Patienten mit RA vemrcklonal expandierende und
zwischen verschiedenen Gelenken rezirkulierende&lgefunden. Dies zeigt ebenfalls
eine lokalisierte B-Zell-Reifung im Gewebe mit Ubang in eine systemische
Autoimmunreaktion (Voswinkel et al., 1996, 1999).

Zusammenfassend tragt das VH-Repertoire aus WGulanaen Merkmale einer
antigengesteuerten Affinitatsreifung, die offenbait der Aktivitat der Krankheit

korrelieren.

Wird im WG-Granulom die Bildung von ANCA-produziere nden B-Lymphozyten
initiiert?

Generell gibt es keine Merkmale, die es erlaub#deinadurch die Sequenzanalyse der
variablen Schwerkette eine Affinitat zu bestimmtgrelantigenen zu beweisen. Es
kénnen jedoch Hinweise gesammelt werden, die awaf ®blche Affinitat hindeuten.
VH-Gensegmente

Aus der Anzahl und Verteilung der verwendeten VHiSagmente lassen sich Hinweise
auf einen potentiellen Krankheitswert des Repertoigewinnen (Brezinschek et al.,
1995).

Hier zeigte sich bei den VH-Segmenten aus den W&wBomen wie schon bei
vorherigen Diskussionspunkten ein Unterschied nieltischen lokalisierten und
generalisierten Krankheitsverlaufen, sondern zvaadggressiven und schleichenden. So
zeigte sich bei den schleichenden Krankheitsveslau{gWG2 und IWG3) ein
ausgeglichenes Repertoire mit einem Ubergewich¥ldB-Segmenten gefolgt von VH4
und VH1 wie im Gesunden. Keine einzelnen VH-Segmemtirden Uberproportional
haufig verwendet.

Anders im Repertoire der beiden Patienten im akti®adium. Bei beiden Patienten
wurden die VH-Segmente VH3-23, VH4-59 und VH4-34&dreders haufig verwendet.
Und sowohl fir VH3-23, als auch fur VH4-59 konntei beiden Patienten eine klonale

Expansion gezeigt werden. VH3-23 ist eines der me&swendeten VH-Segmente
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Uberhaupt auch im gesunden Repertoire (Brezinsehak, 1995). Allerdings wurde es in
ahnlich hoch mutierter Form in ANCA-produzierend®iZellen nachgewiesen (Sibilia et
al., 1997). Es ist ferner bekannt, dass VH3-23 &wlieile eines Anti-DNA-Antikdrpers
beim systemischen Lupus erythematodes kodiert (Mwalairet al., 1997). VH4-59 ist mit
autoaffinen Antikérpern assoziiert und wurde gléadls in ANCA-produzierenden B-
Zellen nachgewiesen (Sibilia et al., 1997). VH4{84rmals VH4.21) ist ebenfalls mit
Autoantikdrpern assoziiert und eine Uberreprasamtatdieses VH-Segments im
Autoimmunrepertoire ist vorbeschrieben (Pascual @apra, 1992a, 1995). VH4-34
kodiert auch in unmutiertem Zustand als einziges®&h Kalteagglutinine (Pascual et
al., 1992b).

Fur das VH-Repertoire in Autoimmunerkrankungen weurdgenerell eine
Uberreprasentation der VH4-Familie postuliert (Rasaund Capra, 1992a, 1995). Es
konnte gezeigt werden, dass der VH4-Anteil an fiomdllen Rearrangements im
gesunden Repertoire etwa dem VH4-Anteil auf Chramod4 (ca. 22%) entspricht, an
nicht-funktionellen Rearrangements hingegen mit 4is44% stark erhoht ist. Daraus
wurde gefolgert, dass hier eine negative Selektiem Gesunden stattfindet, die vor
Autoimmunitat schitzen soll (Brezinschek et al.97)9® Auch bei der Rheumatoiden
Arthritis findet sich eine Uberreprasentation an4/8enen (Voswinkel et al., 1996).

Bei unseren Untersuchungen fanden wir fur die esthleichenden Krankheitsverlaufe
und die gesunde Kontrolle einen VH4-Anteil an fuokellen Genen, der in etwa dem zu
erwartenden Wert entsprach (gWG2 20%, IWG3 15%,tidta 20%). Bei den Patienten
im aktiven Stadium fanden sich dagegen stark verméH4-Gene (gWG1 47%, IWG4
38%) als Hinweis auf das Vorliegen eines Autoimneyertoires.

Bei Patient 4 fanden sich zusatzlich zwei VH-Gere dH6-Familie, die als einzige
Familie nur durch ein einziges VH-Segment (VH6-gprasentiert wird. VH6-Gene
kodieren Anti-DNA-Antikérper und finden sich in BeHpopulationen bestimmter
chronisch-lymphatischer Leuk&amien (Berman et &91).

Das Repertoire der Immunglobuline aus Granulomen\i@-Patienten mit aktiven und
aggressiven Krankheitsverlaufen tragt also Kenmmgic eines affinitatsgereiften
Repertoires und beinhaltet Gberproportional vielél-Segmente, die an ANCA-
produzierenden B-Zellen beschrieben wurden.

Initiierung der ANCA-Bildung durch Staphylokokkuseus B-Zell-Superantigene

Da die Besiedlung der Nasenschleimhaut 8Staphylokokkus aureusei Patienten mit

WG mit einer erhdhten Rezidivrate verbunden ist dmginethoprim-Sulfamethoxazol
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(Cotrimoxazol) erfolgreich in der Therapie eingesetird (Reinhold-Keller et al., 1996;
Stegemann et al., 1996), wird dartber diskutidotStaphylokokkus aurewas initialer
Stimulus der ANCA-Reifung in Frage kommt (Popa let 2002, 2003). Dabei wird vor
allem die Rolle verschiedene&taphylokokkus aureuB-Zell-Superantigene wie SED
(staphylococcal enterotoxin D) und SpA (staphyl@ebcorotein A) diskutiert. Diese
Superantigene zeichnen sich dadurch aus, dasschieam den Antigenbindungsstellen
der Immunglobuline, sondern an den konserviertamiRgregionen binden und so die B-
Zellen stimulieren. Interessanterweise besitzen kg aktiver WG im Granulom
Uberproportional vertretenen VH-Segmente VH4-34 Mid4-59 Bindungsstellen fr
SED (Domiati-Saad et al., 1996). B-Zellen, die VB8ne verwenden, werden von SpA
stimuliert (Hakoda et al., 1996). Vor dem Hintemgluder klinischen Assoziation von
Staphylokokkus aurewesiedlung der Nase und WG-Rezidiven (Popa e2@02, 2003)
kénnen Staphylokokkus aureu3-Zell-Superantigene somit als initialer Stimulus
autoreaktiver B-Zellen im Granulom dienen.

Mutationen hin zu sauren Aminosauren

Neben ré&umlicher  Struktur, Wasserstoffbricken, denWaals-Kraften und
hydrophoben Kraften sind elektrostatische Kréftedan Antigen-Antikérper-Bindung
beteiligt (Janeway et al., 2002). Elektrostatisdkeifte entstehen dabei durch die
Anziehung zwischen entgegengesetzten Ladungen. akieastisch fur die
Antigenbindungsstelle der PR3 sind basische (pogjdladene) Aminoséuren an der
Proteinoberflache (Schultz et al., 1995). Vier ¢hisdene PR3-ANCA produzierende B-
Zell-Linien aus peripherem WG-Patientenblut wurdserziglich der Immunglobuline
mittels EBV-Transformation von Sibilia und Mitarkerin analysiert. Auffallig war, dass
alle anti-PR3-mAbs in Antigenbindenden Regionen R3P jeweils eine oder mehrere
saure (negative geladene) Aminosauren aufwiesdiligSet al., 1997). Hierdurch kénnte
sich die Affinitat zur basischen PR3 erh6hen (RashWilliams, 2000).

Aufgrund dieser Annahme untersuchten wir die Motagn hin zu sauren Aminosauren
(Aspartat (D) oder Glutamat (E)) in der CDR1 unds@wie die Anzahl saurer
Aminosauren in der CDR3 bei den VH-Genen aus denG@v&ulomen. Fur die CDR3
ergab sich folgendes Bild: Von den insgesamt 10&ktianellen Genen befand sich nur
bei sieben keinerlei saure Aminoséuren innerhattiGdER3, bei den anderen fanden sich
ein bis funf saure Aminosauren in der CDRS3. Allagd unterschied sich das WG-
Repertoire hier nicht von der gesunden Kontrollewcth hier fanden sich unter den

funktionellen Genen (71) nur sieben ohne saure Aséaren in der CDR3 und beim Rest
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fanden sich ein bis vier. Auch sonst fanden sictiigkch der CDR3 keine Unterschiede
zwischen dem Gesunden und dem WG-Repertoire. Belltheersuchungen sowohl der
mittleren CDR3-Lange als auch der Verwendung vorS@&gmenten, D-Segmenten und
N-Nukleotiden ergaben sich keine Auffalligkeiten.

Bezuglich der CDR1 und 2 hatten 14% der Gene beesu@den Mutationen hin zu
sauren Aminosauren. Hohere Prozentzahlen fandarbgsicgWG1 (29%), gWG2 (24%)
und IWG3 (30%). Es ergab sich jedoch kein signiftka Unterschied zum Gesunden.
Ferner wurden auch die Mutationen hin zu basisékamosauren untersucht. Bei allen
drei Patienten trugen mehr Gene Mutationen zu tlaaisals zu sauren Aminosauren. Bei
gWG1 und den beiden Patienten mit den schleichekdankheitsverlaufen lasst sich
also keine Tendenz zu sauren Ladungen in den Argigdungsstellen feststellen.

Bei IWG4 wiesen hingegen 53% aller funktionellem&solche Mutationen auf, es ergab
sich somit ein signifikanter Unterschied (p=0.0000%uch fanden sich nur bei 29% der
Gene Mutationen zu basischen Aminosauren. In Versab unserer Arbeitsgruppe an
kryokonservierten Geweben konnte fiur zwei weiteratiddten im aktiven
Krankheitsstadium eine signifikante Favorisierurog sauren Aminosauren in der CDR1
und 2 nachgewiesen werden, wobei bei einem weit@&atenten im schleichenden
Stadium keine Tendenz zu erkennen war (Voswinkedl et2006). Es besteht also im
aktiven Stadium eine Tendenz zu Mutationen hinauwen Aminosauren, was bedeuten
koénnte, dass im Granulom ein Selektionsdruck b&stiein saure Aminoséuren begunstigt
und so die Bindungsstarke zur PR3 erhoht. Diesdéek&ensdruck scheint mit der
Krankheitsaktivitat korreliert.

Bei gWG1 zeigt sich diese Tendenz jedoch nicht.rib¢ie handelt es sich um das
Lungengranulom eines Patienten im aktiven Stadiatient 1 stand zum Zeitpunkt der
Biopsie unter stark immunsuppressiver Therapie, shasErgebnisse beeinflusst haben
kénnte. Madoglicherweise spiegelt dieser Unterschiad den Mutationsmustern im
Vergleich zu den anderen aktiven Patienten abeh aia Charakteristikum von
Lungengranulomen im Unterschied zu NasenschleirmBaahulomen wieder. Bei der
untersuchten Biopsie handelte es sich um ein reptidsves Resektionspréparat.
Dennoch war die Ausbeute an VH-Genen bei diesegénbiopsie schlechter als bei den
Nasenbiopsien.

Zusammenfassend tragen die VH-Gene aus GranulomenMG-Patienten im aktiven
Krankheitsstadium Merkmale eines affinitatsgereifiRepertoires. Sowohl die Verteilung
der VH-Gene, als auch die Art der Mutationen traddarkmale, die an ANCA-
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produzierenden B-Zellen dargestellt wurden. Diesgebnisse unterstiitzen die These,
dass die Bildung von ANCA-produzierenden B-Lymphernyim Granulom initiiert wird.
Ein Beweis daflr lasst sich mit der verwendetenhdéik jedoch nicht erbringen.
Ubersicht und Ausblick

Die vorliegende Arbeit machte erstmals paraffinloaerte WG-Biopsien der
Immunglobulin-Gen-Analyse zugénglich. Da paraffinkervierte Proben erheblich
haufiger zur Verfigung stehen als Kryokonservatenkaunmehr eine erheblich breitere
Basis an Geweben untersucht werden. Die Ergebdeyseorliegenden Untersuchung des
Immunglobulin-Schwerkettenrepertoires aus WG-Gramgn unterstiitzen die These,
dass das WG-Granulom im Sinne eines tertidren latgthen Organs der Ort ist, an
dem ANCA-produzierende B-Lymphozyten reifen. In dértersuchung konnte anhand
von Mutationsanalysen und der Darstellung einaakibnalen Diversifizierung gezeigt
werden, dass in WG-Granulomen eine antigengeste@diinitatsreifung stattfindet. Die
Merkmale einer Affinitatsreifung waren bei den Baten im aktiven Krankheitsstadium
ausgepragter als bei Patienten mit schleichendankeitsverlaufen. Es konnten sowohl
bei der Art der Mutationen, als auch bei der Véarteg der VH-Gene Kennzeichen
dargestellt werden, die an PR3-ANCA-produzierenBefellen beschrieben wurden. Es
fanden sich dartuber hinaus im aktiven Krankheitbsta Hinweise auf eine
Affinitatsreifung am Zielantigen PR3.

Durch eine breite Charakterisierung der B-Zell-Reg in der WG sollen potentiell
krankheitsassoziierte Genmotive detektiert werdie, eine friihere Aussage Uber den
Aktivitdtsgrad und eine drohende Generalisierungatirankung ermdéglichen.

Um die vorliegenden Strukturuntersuchungen mitFlerktion zu korrelieren ist geplant,
mittels Mikrodissektion und Einzelzell-PCR einzelf:Zellen aus Granulomen zu
untersuchen. So erhalt man sowohl Schwer- als hauadhtkettengene. Mit diesen ware
es moglich, einen kompletten Antikdrper nachzubawem dessen Bindung zum
Zielantigen PR3 zu analysieren, um so die Bilduaghaffiner Antikdrper im Granulom

nachzuweisen.
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8 Zusammenfassung

Die Wegenersche Granulomatose (WG) beginnt in ihtgomschen Verlauf mit einer
granulomatésen Entzindung des Respirationstraldbs, sie nach einer variablen
Zeitspanne in eine mit Anti-Neutrophilen cytoplasiséhen Antikorpern (ANCA)
assoziierte systemische Vaskulitis mit potentiellfgamschadigenden und vital-
bedrohlichen Manifestationen Ubergeht. Der Entsighart dieser fur die WG
hochspezifischen Autoantikorper, die gegen das Adegsche Autoantigen® Proteinase 3
(PR3) gerichtet sind, ist bis jetzt unbekannt.

In Wegener-Granulomen des Respirationstraktes fandieh follikelahnliche B-
Lymphozyteninfiltrate, PR3-exprimierende Zellen uRdasmazellen in unmittelbarer
Nachbarschaft. In der vorliegenden Arbeit wurdetreadig aus paraffineingebetteten
Gewebebiopsien von vier WG-Patienten das Immundiotchwerketten-(VH)-
Repertoire aus Lungen- und Nasenschleimhaut-Gramariountersucht. 115 individuelle
VH-Gene wurden charakterisiert und mit 84 VH-Gereis dem peripheren Blut eines
gesunden Probanden verglichen. Im Vergleich zumu@ fanden sich im WG-
Repertoire héhere Mutationsfrequenzen. Bei Patiemé aktiven Krankheitsverlaufen
fand sich eine groRBere Anzahl an Austauschmutatiome den antigenbindenden
Regionen (CDR) 1 und 2. Darunter waren viele Austhmutationen hin zu sauren
Aminosauren, die in den Bindungsregionen die Affinizur basisch geladenen PR3
erhéhen kdénnen. AulRerdem beobachteten wir mehdatdrschiedliche Mutationsstufen
jeweils eines B-Zell-Klons als Ausdruck Kklonaler gaxsion und intraklonaler
Diversifikation wie bei einer antigengesteuertenfirifatsreifung. Bei Patienten im
aktiven Stadium fand sich eine Uberreprasentatien \tH4-Familie als Kennzeichen
eines autoreaktiven Repertoires. Ferner zeigte digh diesen Patienten die
Uberproportionale Verwendung von VH-Genen, die mli&h hoch mutierter Form in
ANCA-produzierenden B-Zellen charakterisiert wurde¥ergleichbare Ergebnisse
lieferten Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe an koyservierten Geweben.

Bei der WG, vor allem im aktiven Stadium, findewrlsisomit follikelahnliche B-Zell-
Cluster mit einem selektionierten VH-Repertoire sbivin Granulomen des unteren als
auch des oberen Respirationstraktes. Diese Ergebastititzen die These, dass das WG-
Granulom als neuformiertes ektopes beziehungswertiéres lymphatisches Organ Ort
der Autoantigen-Prasentation und Bildung hochafflPi@3-ANCA sein kann.
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10 Anhang

Alle durchgefiihrten Untersuchungen sind von derikkttmmission der Universitat
Lubeck unter dem Aktenzeichen Az. 01-091 genehmigt.

Tab. 7: Sequenzvergleich und Mutationsanalyse zwischeeneiWG-VH-Gen und dem
zugehorigen Keimbahngen am Beispiel von Ko0l66 urginem zugehorigen
Keimbahngenen VH1-69, D3-22 und JH4 (aus der leteatenbank IMGT/V-Quest).
Dargestellt ist die gesamte Sequenz zwischen FRILRRY. In der ersten Reihe findet
sich die Aminosauresequenz (aa) von Ko0l66 gemdall  dgiingigen
Einbuchstabenabkirzung. Darunter die Nukleinsdquese gemald der gangigen
Abklrzung in Basentriplets. In den Reihen drei wret finden sich die entsprechenden
Sequenzen der Keimbahngene. Gleiche Basen sintht @iriche dargestellt. Eingefligte
N-Nukleotide sind gekennzeichnet. Mutationen sigttiedruckt.

<FRL << LLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLL

aa
Ko 166: e e e e e e e e o e
aa Q V Q L \Y Q G A E \Y K
VH1- 69: CAG GIC CAG CTG GIG CAA TCT GG CCT GAG GIG AAG
LLLLLLLLLLLLLL L L L L L L L L L L Ll <
aa S \Y K \Y S C K A
Ko 166: ... ... ... .CC TCA GIG AAG GIC TCC TGC AAG T
aa K P G S S
VH1- 69: AAG CCT GGG T-- --G === === =--- =—=o —oo o —--
FRI< XCDRIXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXCDRIX <FR2<<<<<<<
aa S G G T F N D Y I I S W
Ko 166: TCT GGA GGC ACC TTC AAC GAC TAT ATT ATC AGC TGG
aa S S T
VH1- 69: R N C R € O R
<LLLLLLLLLLLLL L L L L L L L L L L L L L <
aa vV R Q A P G Q G L E W M
Ko 166: GIG CGA CAG GCC CCT GGA CAG GGG CTIT GAG TGG ATG
aa Q
VH1- 69: R Y - N I NI
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aa
Ko 166:
aa
VH1- 69:

aa
Ko 166.:
aa

VH1- 69:

aa
Ko 166:
aa
VH1- 69:

aa
Ko 166.:
aa

VH1- 69:

aa

Ko 166:

aa

VH1- 69:

D3-22 :

JH 4 :

N- Nukl eot i de:

aa
Ko 166:

JH 4

<<<FR2< XCDRZXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXCDR2Xx <FR3<<<

G R I |1 P 1 V D M A N Y

GGA AGG ATC ATC CCT ATC GTT GAT ATG GCA AAC TAC
L G |

S

LLLLLL L L L L L L L L L L L L L

A Q E F Q D R V T I T A

GCA CAG GAG TTC CAG GAC AGA GTC ACG ATT ACC GCG
K G

N S

<L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L gLl
b T S T S T A Y M E L S
GAC ACA TCC ACG AGC ACA GCC TAC ATG GAG CTG AGT

K S
Y 0

<<LLLLLLLLLLLLL LKL LKL LKL LKL LKL LKL L L LL L LKL L << <FR3<
R L R s E D T A V Y Y C

AGG CTG AGA TCT GAG GAC ACG GCC GIG TAT TAC TGT
S

T S

X CDR3XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX
A R D K D S R G Y P A F
GCG AGA GAC AAA GAT AGI CGI' GGT TAT CCG GCG TTC

Y Y S Y Y Y

T-- T-T --- === A= --- --- TAC TAC

N1 N2

XXXXXXCDR3X <FR4<<<<<LLLLLLLL<<<
F D P W G Q G T L V T
TTT GAC CCC TGG GGC CAA GGA ACC CTG GTC ACA

Y T
cee et TA see mms see ai iis il oo L.C
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Tab. 8-12: Charakteristika der einzelnen VH-Gene.

Die Homologie gibt in Prozent an, wie viele Nukkinren mit dem angegebenen
Keimbahngen identisch sind. In absoluten Zahlen d sirangegeben die
Austauschmutationen (R) wund die stillen Mutatione(S), getrennt flr
komplementaritatsbestimmende Region (CDR1 und 2) Rahmenregion (FR), sowie
Mutationen hin zu sauren Aminosauren (E, D) undseaen Aminoséauren (R, H, K) in
CDR1 und 2. Die sauren Aminosauren in der CDR3 getdennt aufgefiihrt. Die CDR3-
Lange ist in Aminosauren angegeben. Anmerkungeniebez sich auf klonale
Verwandtschaft oder Funktionalitdt. Nicht-funktilee VH-Gene sind kursiv

gekennzeichnet. Fehlende Daten konnten nicht erhakeden.

Tab. 8: Charakteristika der VH-Gene von Patient 1 (QWGL1).

VH Keimbahn- Homo- C F C | CDR3- Anmerkung
Gen gen logie D R D Lange
R R3
(% zur R E/ | RIr |S| R| S| E/| (Amino-
Keimbahn) D H/ D | sauren)
K
St59 1-69 92 4 0 0| 2 4 6 2 15
St81 1-2 94 3 1 11 2 § 2 Y. 12
St96 1-18 95 2 0 1| 0 6 4 5 17
Sto1 3-23 98 0 0 0| 2 3 @ 1 13
Stl6 3-23 94 4 2 o] 2 1 3 @ 11 verwandt
mit St03
St03 3-23 90 6 4 0| 2 4 4 ( 11 verwandt
mit St16
St22 3-23 nicht funktionell
St21 3-11 nicht funktionell
St13 3-30 100 0 0 0 D 1 2 17
Stl1 3-9 99 0 0 of 0 2 ( ] 16
St126 3-66 91 4 0 11 2 11 3 (@ 7 nicht funktionell
St35 4-4 92 6 0 2| 2 8§ 5 Y. 15
St37 4-59 91 3 0 o] 0 4 8 2 14 verwandt
mit St43
St43 4-59 90 4 0 o] 0 4 8 2 14 verwandt
mit St37
St44 4-34 90 7 1 2] 1 4 1 2 20
St112 4-59 90 6 0 1 ) § 1 1 14 verwandt
mit St115
St115 4-59 90 6 0 1 b 9 7 1 14 verwandt
mit St112
St120 4-34 90 8 2 0 1] 10 3 L 20
St127 4-34 92 5 0 2 b 9 4 | 16
St57 5-51 95 4 0 o 0 4 @ 1 12
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Tab. 9: Charakteristika der VH-Gene von Patient 2 (QWG2).

VH Keimbahn- Homo- C F C | CDR3- Anmerkung
Gen gen logie D R D Lange
R R3
(% zur R E/ | RI |S| R| S| E/ (Amino-
Keimbahn) D H/ D | sauren)
K
Ro85 1-46 94 4 0 3 1 5 4 2 16 verwandt
mit Ro89
Ro89 1-46 92 6 1 3 2 4@ 5 2 16 verwandt
mit Ro85
Ro099 1-69 88 3 2 0 2 1% O 2 20 nicht funktione
Ro101 1-8 91 5 1 2 1 1p 4 4 26 verwandt
mit Ro151
Rol51 1-8 89 7 1 2 0 18 1 4 26 verwandt
mit Ro101
R092 2-5 95 5 0 o 0 2 4 Y. 15
Ro119 2-5 90 3 0 of 0 10 ¢ 1 19
Ro39 3-30 90 4 1 o 2 11 A 1 13
Ro22 3-9 93 2 0 o 2 1 2 1 13
Ro45 3-53 100 0 0 0 D ( @ 2 10
Ro34 3-53 91 3 0 0| 2 6 6 2 20
Ro38 3-21 93 5 0 1 2 5 4 1 13
Ro24 3-48 88 6 1 3] 3 12 2 2 13
Ro47 3-9 88 2 0 O 4 16 1 2 13
Ro108 3-30 nicht funktionell
Ro109 3-30 96 4 0 1 D 3 3 1 18
Rol113 3-23 99 0 0 0 1 1 @ 1 18 verwandt
mit Ro112
Rol112 3-23 95 4 0 0 3 3 ] 1 18 verwandt
mit Ro113
Rol14 3-11 93 3 0 2 1 3 g 2 13
Rol115 3-23 96 2 0 0 1 2 5 3 22
Ro118 3-23 91 6 1 3 4 11 3 2 16 nicht funktione
Ro179 3-33 95 2 0 0] 2 3 g 1 18
Ro75 4-4 96 1 0 0] 0 4 4 1 12
Ro66 4-34 98 1 0 0 0 1 4 3 21 nicht funktione
Ro132 4-39 100 0 0 0 D 1 L 13 verwandt
mit Ro131
Ro131 4-39 97 2 0 0 1 3 ] 1 13 verwandt
mit Ro132
Ro133 4-39 89 5 0 o 2 12 7 D 18
Ro0230 4-61 93 5 1 0 1 ¢ g 2 15
Ro13 5-a03 96 2 0 0 L 4 2 L 19
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Tab. 10: Charakteristika der VH-Gene von Patient 3 (IWG3).

VH Keimbahn- Homo- C F C | CDR3- Anmerkung
Gen gen logie D R D Lange
R R3
(% zur R E/ | RI |S| R| S| E/| (Amino-
Keimbahn) D H/ D sauren)
K
Ko76 1-8 93 3 0 1 1 9 4 2 12 verwandt
mit Ko81
Ko81 1-8 89 7 0 1 2 11 5 2 12 verwandt
mit Ko76
Ko77 1-69 93 4 0 0 2 6 6 1 16
Ko158 1-8 98 2 0 1 Q O 4 1 18 verwandt
mit Ko198
Ko198 1-8 97 3 0 1 Q 1 3 1 18 verwandt
mit Ko158
Kol166 1-69 95 6 2 o] 0 4 3 3 15
Ko169 1-18 93 5 2 o] 3 7 2 4 19
Ko197 1-8 97 2 0 1 Q 2 4 1 10
Kol16 2-5 97 2 1 0 1 3 3 2 13
Kol18 2-70 nicht funktionell
Kol70 2-5 95 3 0 0 1 6 3 1 13
Ko01 3-30 89 8 0 1 Q 8 4 3 14
Ko10 3-21 93 5 1 1 3 6 2 1 18
Ko22 3-9 96 0 0 0| Q9 4 4 1 10
Ko135 3-30 91 3 0 0 2 7 5 Y. 13
Kol37 3-7 92 6 0 3 2 6 5 1 8
Ko202 3-11 94 5 1 2 2 3 3 Y. 19
Ko203 3-21 90 6 1 1 1 10 5 2 14
Ko204 3-21 94 6 1 1 1 5 1 3 14
Ko205 3-23 93 4 1 0 1 7 2 @ 10
Ko207 3-49 99 0 0 o] 0 2 0 1 23
Ko208 3-7 97 3 0 0 1 2 0 (0 11
Ko47 4-61 93 5 0 1 Q 7 5 4 22
Ko150 4-34 93 4 0 0 1 7 1 1 17
Kol52 4-30 96 1 0 0 1 4 3 3 12 verwandt
mit Ko155
Kol55 4-30 95 2 0 0 1 6§ 3 3 12 verwandt
mit Ko152
Ko123 5-51 100 0 0 0| ¢ 1 ( 1 9
Kol76 5-51 95 2 0 0] 3 Y. 18
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Tab. 11: Charakteristika der VH-Gene von Patient 4 (IWG4).

VH Keimbahn- Homo- C C | CDR3- Anmerkung
Gen gen logie D D Lange
R R3
(% zur R|E | R |S| R| S| E/ (Amino-
Keimbahn) D H/ D | sauren)
K
Scy133 1-2 95 3 1 1 D § 4 2 21
Scy139 1-69 95 3 1 0 D4 5 3 17
Scyl41 1-3 96 5 0 2 D 3 1 2 20
Scyl42 1-46 nicht funktionell
Scyl47 1-2 93 3 1 1 D 4 1 3 11
Scy132 1-3 93 4 1 1 1 8 5 3 11
Scyl163 2-70 100 0 0 0 D 0 D 1 19
Scy60 3-48 95 4 1 0 D 6 1 1 20
Scy07 3-23 92 5 1 2 3 6 g 2 14 verwandt
mit Scy64
Scyb4 3-23 95 6 0 0 ) K )] 6
Scy49 3-23 96 1 0 0 3§ 1 1 12
Scy03 3-74 92 6 0 1] 2 3 4 2 10
Scy53 3-11 94 3 1 0 ] f @ 3 11
Scy01 3-11 100 0 0 0 D ( 1 3 12
Scy08 3-11 98 0 0 0 D) 2 K 1 13
Scyl7 3-43 91 4 2 o] 2 ¢ 4 3 11
Scy50 3-33 98 1 1 o 13§ 2 1 1 11 nicht funktionel
Scy61 3-33 96 5 0 1 D 3 K 3 16
Scyl2 3-49 97 0 0 0| 2 6/ O 3 20 nicht funktionel
Scy59 3-49 93 5 1 0 D3 @ )] 14
Scy64 3-74 90 3 1 1 D 8 9 2 14 verwandt
mit Scy07
Scy65 3-64 98 1 0 0 D 4 1 )] 8
Scy25 4-34 98 1 1 0 D 2 2 1 12
Scy37 4-59 95 4 0 0 | 4 4 2 14 verwandt
mit Scy66,83
Scy66 4-59 97 2 0 0 D 6 ( 2 14 verwandt
mit Scy37,83
Scy83 4-59 93 5 0 0 ) @ 2 14 verwandt
mit Scy37,66
Scy69 4-39 95 5 0 0 D 6 2 2 21
Scy73 4-39 99 1 0 0 D1 ( 1 17
Scy74 4-59 97 3 1 0 D 3 1 3 18
Scy75 4-34 91 3 1 0 1 10 4 D 19
Scy78 4-34 97 1 1 0 D 2 @ 1 14
Scy86 4-59 97 3 1 0 1 1 K 3 17
Scy109 4-39 96 4 1 0 D 4 1 L 12
Scyl11l 4-59 95 5 2 0 D @ 3 3 22
Scyl128 4-34 98 0 0 0 b 2 1 3 18
Scyl129 4-4 95 2 0 0| 1 6 2 1 11 nicht funktione|
Scy169 6-1 99 1 0 1 D 1 2 25
Scyl75 6-1 95 4 1 1 | 2 2 12

71



Tab. 12: Charakteristika der VH-Gene der gesunden Kontf@rezinschek et al., 1995).

VH Gen Keimbahn- Homo- C C | CDR3- Anmerkung
gen logie D D Lange
R R3
(% zur R | E/l | R/ R E/| (Amino-
Keimbahn) D H/ D | sauren)
K
B7-g1A11 1-46/DP-7 100 0 0 o0 D O D o 12
B7-g1A03 1-2/DP-75 99 2 0 0 D 0 D 1 10
B7-g1B07 1-8/DP-15 98 0 0 o0 b B D il 2
B8-g1C04 | 1 -2/DP-75 100 1 0 a o p p 1 25
B8-g1 EO4 1-69/DP- 100 0 0 0 0 3 9
10/hv1263
B8-g1F03 1-24/DP-5 100 0 0 a o p p 2 14
B8-g1G04 1-8/DP-15 100 0 0 O o p p PR 16
B8-g1G09 | 1-18/DP-14 100 0 0 g (0 p pP 3 7
B8-g1H02 1-8/DP-15 93 5 0 1 p 210 # P 21
B7-g2B01 2-5/DP-76 90 3 0 o0 5 10 | 0 09
B8-g2F09 2-5/DP-76 98 2 0 0 o 1 il il 15
B8-g2G08 | 2-26/DP-26 99 1 1 O o L p PR 18
B7-g3A01 | 3-53/DP-42 98 0 0 o0 Db 2 il il 17
B7-g3A05 | 3-23/DP-47 100 0 0 O o 0 0 0 13
B7-g3A10 | 3-30.3/DP- 100 0 0 0 0 2 12
46
B7- 3-23/DP-47 99 3 Qg O O 19 nicht funktione
g3Allnp
B7-g3B02 | 3-15/DP-38 97 2 0 1 0 b P 3 15
B7-g3B03 | 3-23/DP-47 100 0 0 O 0o p D 1 14
B7-g3B05 | 3-53/DP-42 98 1 0 0 0 B il 3 19
B7-g3B06 | 3-15/DP-38 99 0 0 0 o 1 il 3 19
B7-g3C03 3-7/DP-54 100 0 0 O 0o p ¢ 2 18
B7- 3-74/DP-53 86 10 1 14 4 24 nicht funktiong
g3C05np
B7-g3C12 | 3-30.3/DP- 98 3 0 0 2 2 21
46
B7-g3D07 | 3-30/DP-49 89 8 0 2 0 12 g 0 13
B7-g3D12 3-49RB 99 0 0 2 @ 16
B7-g3E01 3-49RB 99 0 0 0 D 2 D il 11
B7-g3E03 3-7/DP-54 98 2 0 1 0 1 il il 7
B7-g3E11 3-49RB 99 0 0 0 D 2 1 D 7
B7-g3F02 | 3-23/DP-47 94 4 1 O P ¢ B PR 17
B7-g3F10 | 3-23/DP-47 99 1 0 O o L o @4 17
B7-9g3G02 3-7/DP-54 92 3 0 2 R 8 a1 10
B7-9g3G04 | 3-48/DP-51 100 1 0 g 0o p pP 3 17
B8-g3B01 | 3-23/DP-47 97 1 0 0 0 o P 1 6
B8-g3B07 | 3-30/DP-49 96 2 0 1y 1 4 3 3 13
B8-g3B08 | 3-21/DP-77 90 7 1 0 B 8 5 P 10
B8-g3C07 | 3-23/DP-47 89 8 4 1 1 B b 1 15
B8-g3C08 | 3-23/DP-47 93 5 0 O 2 B [ B 12
B8-g3C09 | 3-23/DP-47 99 1 1 O 12 p D 1 7
B8-g3C11 | 3-30/DP-49 99 1 0 O 0o p ¢ 2 9
B8-g3C12 | 3-23/DP-47 92 9 0 1 0 7 B 1 13
B8- 3-7/DP-54 98 2 qg 1 16 nicht funktione
g3D01np
B8-g3D03 | 3-53/DP-42 98 0 0 0 o 2 il il 19
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B8-g3D04 | 3-53/DP-42 91 5 0 1 3 6 4 2 10
B8-g3D07 3-49RB 98 1 0 0 I 1 L 15
B8-g3D08 | 3-53/DP-42 100 0 0 0 0O D 0 2 17
B8-g3E02 | 3-74/DP-53 93 5 0 1 2 % 3 2 20
B8-g3E03 3-9/DP-31 100 0 0 0 0O 0 il 1 14
B8-g3F03 | 3-30/DP-49 94 4 1 2 0 b 4 1 11
B8- 3-53/DP-42 92 7 Q 10 3 15 nicht funktiong
g3F03np
B8- 3-23/DP-47 94 6 1 7 0 18 nicht funktiong
g3F04np
B8-g3F05 | 3-33/DP-50 90 6 0 0 1 10 4 2 9
B8-g3F12 | 3-23/DP-47 98 2 0 0 0 B 0 3 12
B8-g3G01 | 3-23/DP-47 97 3 1 0 0 B P 1 12
B8-g3G03 | 3-30/DP-49 99 0 0 0 1 1 il 3 11
B8-g3G05 | 3-23/DP-47 98 2 0 1 1 1 il 2 12
B8- 3-11/DP-35 100 0 q 0 (0 8 nicht funktiong
g3G07np
B8- 3-30/DP-49 99 1 Q0 1 0 16 nicht funktione
g3G08np
B8-g3G10 | 3-33/DP-50 100 0 0 Q 0 D 1 4 14
B8-g3HO1 | 3-30/DP-49 94 6 1 1 4 b 5 B 19
B8- 3-11/DP-35 100 0 0 0 1 14 nicht funktiong
g3H08np
B7-g4A07 | 4-39/DP-79 100 0 0 0 O O D i 11
B7-g4A08 | 4-4b/DP-70 100 0 0 0 o 1 D 0 17
B7- 4-34/DP-63 100 1 0 1 0 22 nicht funktione
g4A08np
B7-g4C05 | 4-4b/DP-70 95 4 0 0 2 % 3 2 17
B7-g4D09 | 4-31/DP-65 99 0 0 0 0O 1 D 2 16
B7- 4-59/DP-71 99 0 Q 2 1 31 nicht funktione
g4EOQ1np
B7-g4F08 DP-78 100 0 0 0 D 1 D A 18
B7-g4G07 4-4 100 0 0 0 D ( ( 2 16
B8- 4-31/DP-65 89 8 2 13 2 17 nicht funktiong
g4B07np
B8-g4C02 | 4-34/DP-63 100 0 0 Q 0O D 0 1 17
B8-g4E01 DP-71RB 95 4 1 0 1T 5 il P 13
B8-g4E05 4-4 100 0 0 0 D ( 0 2 11
B8-g4E10 | 4-4b/DP-70 97 2 0 1 2 B il 1 9
B8- 4-4b/DP-70 100 0 q 1 0 10 nicht funktione
g4F06np
B8-g4F11 DP-71RB 99 1 0 0 D 2 D il 17
B8-g4G01 | 4-59/DP-71 95 3 Q 5 3 12 nicht funktione
n
B8-g4pGll DP-71RB 97 3 1 0 n 2 D P 12
B8-g4H09 | 4-39/DP-79 99 0 0 0 o 3B D 0 11
B8-g4H10 | 4-34/DP-63 100 0 0 0 0 I 0 2 20
B7-g5G03 | 5-51/DP-73 100 0 0 Q 0 D 0 2 18
B8-g5B10 | 5-51/DP-73 99 1 0 0 1 0 D 3 6
B8-g5D10 | 5-51/DP-73 100 0 0 0 0O 0 0 1 19
B8-g5H08 | 5-51/DP-73 100 0 0 0 0O 0 0 0 13
B8-g6D12 6-1/DP-74 96 2 0 0 (I D il 8
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Tab. 13-16:CDR3-Charakteristika der einzelnen VH-Gene.
Aufgeflihrt sind das verwendete D-Segment, das vetete JH-Segment, die Anzahl der
N-Nukleotide sowie die CDR3-Lange in Aminosaurerichittfunktionelle Gene sind

kursiv gekennzeichnet. Fehlende Daten konnten eidtdben werden.

Tab. 13: CDR3-Charakteristika von Patient 1 (QWG1).

VH- D JH N CDR3- VH- D JH N CDR3-
Gen Lange Gen Lange
St59 6-6 6 2 15 St126 5 7
St81 3-10 4 2 12 St35 6-6 5 2 15
St96 1-1 3 2 17 St37 1-26 5 2 14
St01 5-12 5 2 13 St43 1-26 5 2 14
Stl6 11 St44 3-3 6 1 20
St03 11 St112  4-17 5 2 14
St22 St115| 4-17 5 2 14
St21 St120| 3-10 4 2 20
St13 1-14 6 1 17 St12y  3-10 5 2 16
Stl1 2-2 4 0 16 St57 3-1( 4 0 12

Tab. 14: CDR3-Charakteristika von Patient 2 (gQWG2).

VH- D JH N CDR3- VH- D JH N CDR3-

Gen Lange Gen Lange
Ro085 3-3 6 1 16 Rol0p 5-5 6 1 18
Ro089 3-3 6 1 16 Rol1B  3-1( 5 2 18
R099 20 Rol12 3-10 5 2 18
Ro101| 3-10 6 2 26 Roll4  2-2 4 1 13
Ro151| 3-10 3 2 26 Roll5  3-3 6 2 22
R092 3-10 5 2 15 Ro0118 16
Ro119| 3-16 5 2 19 Rol79 3-10 5 2 18
Ro39 2-8 4 2 13 Ro75 4-4 4 2 12
Ro22 3-22 4 2 13 R066 21
Ro45 5-24 3 0 10 Rol3p 3-10 4 2 13
Ro34 6-19 2 2 20 Rol31 3-10 4 2 13
Ro38 2-8 4 2 13 Rol3B 3-22 4 2 18
Ro24 6-13 1 1 13 Ro230 1-26 2 2 15
Ro47 3-22 4 2 13 Ro13 6-19 6 2 19
R0108
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Tab. 15: CDR3-Charakteristika von Patient 3 (IWG3).

VH- D JH N CDRS3- VH- D JH CDR3-
Gen Lange Gen Lange
Ko76 | 5-24 4 0 12 Kol13h 2-21 4 1 13
Ko8l1 | 5-24 4 0 12 Kol137 2-8 5 1 8
Ko77 3-3 6 2 16 Ko202 3-16 6 2 19
Kol58 | 2-15 5 2 18 Ko208  4-23 5 2 14
Ko198 | 2-15 5 2 18 Ko204 2-1§ 6 1 14
Kol66 | 3-22 4 2 15 Ko205 2-8 5 1 10
Kol69| 3-10 6 2 19 Ko20y 2-1§ 5 2 23
Ko197| 3-10 5 0 10 Ko208 4-23 1 1 11
Koll6| 6-13 4 0 13 Ko47 1-7 6 1 22
Ko118 Kol150| 2-2 4 17
Kol70| 1-1 5 2 13 Kol152 1-2§ 4 0 12
Ko01l | 6-13 6 1 14 Kol5% 1-2§ 4 0 12
Kol0 | 2-15 6 2 18 Ko1283 3-22 6 0 9
Ko22 | 3-10 5 1 10 Kol7¢ 2-1§ 6 1 18
Tab. 16: CDR3-Charakteristika von Patient 4 (IWG4).

VH- D JH N CDR3- VH- D JH CDRS3-
Gen Lange Gen Lange
Scyl33| 6-6 6 2 21 Scy59 3-9 3 2 14
Scyl139| 5-12 6 2 17 Scy64  3-1 4 2 14
Scyl4l| 6-6 6 1 20 Scy65  2-2 1 1 8

Scyl142 Scy25| 5-24 6 1 12
Scyl47| 3-10 3 0 11 Scy3Y 2-2 5 1 14
Scy132 11 Scy66 2-2 5 1 14
Scyl63| 5-12 6 0 19 Scy88 2-2 5 1 14
Scy60 2-2 6 2 20 Scy69 3-3 5 2 21
Scy07 | 3-10 4 2 14 Scy73  6-1 1 2 17
Scy54 3-9 5 1 6 Scy74 3-3 4 2 18
Scy49 3-3 4 2 12 Scy7% 2-2 4 2 19
Scy03 | 3-10 4 1 10 Scy78  1-14 5 2 14
Scy53 | 1-26 6 1 11 Scy86 3-3 4 0 17
Scy0l | 4-17 4 2 12 ScylQ9 2-1 5 2 17
Scy08 | 6-13 4 1 13 Scylll  2-Z 6 1 22
Scyl7 11 Scyl28  2-1§ 2 2 18
Scy50 11 Scy129 11
Scy6l | 1-26 6 2 16 Scylg9  2-2 6 2 25
Scyl12 20 Scyl7§ 2-2 6 1 12
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Tab. 17: Klassifikationskriterien der Wegenerschen Granwatose.

~American College of Rheumatism* (1990)-Klassifilcatskriterien fur die Wegenersche
Granulomatose (Leavitt et al., 1990; Ubersicht: €3rd 999).

- Entzindung in Nase oder Mund (ulzerierend/hahagisch/purulent)

Infiltration der Lunge im R6-Thorax (Rundher#&vernen, fixe* Infiltrationen)
Nephritisches Urinsediment (Erythrozyturie (3y&Gesichtsfeld), Ery-Zylinder)

Histologisch granulomatdse Entzindung (in deféGeand, peri-und extravaskular)

Zur Klassifikation einer Wegenerschen Granulomatasssen mindestens zwei der vjer
Kriterien erfillt werden (Spezifitdt 92%, Sensitéti 88%).

Tab. 18: Krankheitsdefinition der Wegenerschen Granulonetos

,Chapel Hill Consensus Conference” (1992) - Krantduefinition fur die Wegenersche
Granulomatose (Jennette et al., 1994):

- granulomattse Entzindung, die unter anderenRéspirationstrakt betrifft

- eine vornehmlich kleine und mittelgrof3e GefaBmllende nekrotisierende Vaskulitis
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Tab.

19: ELK-Klassifikation

und

Disease-Extent-Index

(DEI:Mal3  der

Krankheitsausdehnung bei der Wegenerschen Grantdema

Organbeteiligung (ELK)

E

Ey

Gl

oberer Resp.Trakt
(Nase, Nebenhohlen,
Trachea, Bronchien)

Lunge

Auge

Niere

Herz

Gastrointestinaltrakt
Haut

Periphere Nerven

Zentralnervensystem

Muskeln, Gelenke

B-Symptome

Hochstwert DEI 21

Punkte (DEI)

2

Manifestation / Klinik
Borkige blutige RiéniEpistaxis,

Sinusitis, SattelnaseglStitsstenose

Bronchialstenosen, Lungengramel,
alveolare Hamorrhagie, Pleuritis
Proptosis,Dakryozystitis, Si&axdrom,
Episkleritis, Skleritis, (Skleromalazie),
Randkeratitis, Zentralvenenthrombose
Fokal-segmental-nekrotisierende
extrakapillare Glomerulonephritis,
granulomatdse Periglomerulitis,
Nierengranulome
Koronariitis, Valvulitis, Peritditis,
Pankarditis
Colitis
Leukozytoklastische Vaskulitis,
Hautulcera, Pyoderma gangranosum,
Gingivahyperplasie, orale und genitale
Ulcera, akrale Nekrosen, Livedo
retikularis
Polyneuritis, Monoitaur
ZNS-Granulome, Bediéschlisse,
Subarachnoidalblutung
Myalgien, wanderndthrgigien,
nicht-erosive Arthritis
Nachtschweil3, Abgeschlaginh

Fieber, Gewichtsverlust
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