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1 Einleitung und Fragestellung

1.1 Autoimmunerkrankungen

Autoimmunkrankheiten sind Erkrankungen, deren Pravalenz vor allem in den
Industrieldndern stetig zunimmt, auch wenn sie einzeln betrachtet relativ selten sind.
Fasst man aber alle Autoimmunkrankheiten kumulativ zusammen, leiden 5-10% der
industriellen Weltbevolkerung an Autoimmunkrankheiten.!

Aufderdem haben Autoimmunkrankheiten einen signifikanten Effekt auf
Lebensqualitat, Morbiditat und Mortalitat, sodass stetig nach neueren und
vertraglicheren Therapieformen gesucht wird. So ist es in den letzten Jahren schon zu
deutlichen Fortschritten in der Diagnostik und Therapie von Autoimmunkrankheiten
gekommen. Die Atiologie ist trotzdem noch nicht vollstindig entschliisselt.2 Somit ist
es bisher noch nicht gelungen, eine Heilung von Autoimmunkrankheiten zu erzielen.
Die bisherigen Therapieansatze sind dabei zumeist eher immunsuppresive Ansatze,
die mit einer Vielzahl von Nebenwirkungen einhergehen. Um diese Therapieansatze
individueller und nebenwirkungsarmer zu gestalten, ware ein individuelles
Immunmonitoring ein sinnvolles Tool.3 Dafiir ware es auch hilfreich, die genaue
Pathogenese zu kennen und die autoreaktiven Zellen ausmachen zu kénnen.

Bei einer Autoimmunerkrankung greift das Immunsystem korpereigene Strukturen
an. Dieses kann als systemische Erkrankung, wie zum Beispiel bei dem systemischen
Lupus erythematodes (SLE) und der rheumatoiden Arthritis (RA), jegliche Strukturen
betreffen oder organspezifisch auftreten, wie bei den bull6sen
Autoimmundermatosen.*

Es bilden sich gegen sich selbst gerichtete Autoantikdrper und autoreaktive T-Zellen,
die dann korpereigene Strukturen erkennen und binden und dariiber pathologische
Reaktionen ausldsen konnen.> Diese Autoantikdrper werden von autoreaktiven
Plasmazellen gebildet, die sich aus B-Lymphozyten differenzieren. Sie reifen in den
Keimzentren der Lymphknoten mit Hilfe von autoreaktiven T-Zellen heran. Obwohl
die Bildung der Autoantikérper von den B-Lymphozyten ausgeht, bendétigt es fiir die
Bildung und Aufrechterhaltung der Keimzentren Hilfe von spezialisierten Effektor

CD4-T-Zellen, den follikularen T-Helferzellen (Tfh-Zelle).6



1.1.1 Autoantikérperbildung beginnt im Keimzentrum: Die
Keimzentrumsreaktionen
Damit es zur Autoantikdérperbildung kommen kann, miissen sich in den sekundéar
lymphatischen Organen, wie zum Beispiel den Lymphknoten, Keimzentren bilden.
Schematisch betrachtet ist ein Lymphknoten so aufgebaut, dass sich aufden, also im
Kortex, die B-Zell-Zone mit den inaktiven Primar-Follikeln oder aktiven Sekundar-
Follikeln befindet. Daran anschlief3end findet sich der Parakortex, in dem sich die T-
Zell-Zone befindet und im Inneren befindet sich das Mark. Diese Zonen sind
allerdings nicht scharf begrenzt.”
Ein Keimzentrum entsteht dann, wenn eine B-Zelle aufderhalb der Follikel in den T-
Zell-reichen Zonen in Verbindung mit interdigitierenden Zellen oder T-Zellen von
einem Antigen aktiviert wird.8 Diese aktivierten B-Zellen kdnnen dann entweder in
extrafollikulare Bereiche wandern und dort proliferieren und zu kurzlebigen
Plasmazellen differenzieren, die kurzzeitig Antikdrper produzieren kénnen, oder sie
werden zu Keimzentrums-B-Zellen (engl. Germinal center kurz im folgenden GC-B-
Zellen), die in den Follikel wandern und dort ein Keimzentrum, in dem sie
proliferieren und heranreifen, bilden. Dabei scheinen als ein wichtiger Mechanismus
fiir die Differenzierung in diese GC-B-Zelle die kostimulatorischen Signale von Tth-
Zellen zu sein.’
Das entstehende Keimzentrum teilt sich in eine helle und eine dunkle Zone (Abb.1.1
A). Die Tth-Zellen bleiben tiberwiegend in der hellen Zone, wahrend die B-Zellen
zwischen beiden Zonen zirkulieren. Erhélt eine B-Zelle genug Hilfe in Form von
Uberlebenssignalen von einer Tfth-Zelle, wandert sie in die dunkle Zone, um dort zu
proliferieren, und es kommt zur somatischen Hypermutation. Die Nachkommen
dieser B-Lymphozyten haben nun durch die Mutationen ein ganzes Spektrum an
Affinitaten flir das Antigen. Sie wandern wieder in die helle Zone und konkurrieren
dort um die Tth-Zellen und das Antigen. B-Zellen, die nur wenig Antigen prasentieren
oder dieses nicht stark genug binden, gehen auf diesem Wege in Apoptose. Es bleiben
nur diejenigen B-Lymphozyten erhalten, die eine hohe Affinitat fiir das Antigen haben,
und diese proliferieren und mutieren erneut. So findet also im Keimzentrum durch
die Tfh-Zellen eine positive Selektion statt, und die daraus selektierten B-Zellen sind
langlebende Plasmazellen, die Antikorper produzieren, die eine hohe Affinitat zu

ihrem Antigen besitzen (Abb.1.1 B).610
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Abb.1.1 Keimzentrumsreaktionen: Tfh Zellen helfen bei der Entstehung von
hochaffinen antikérperbildenen Plasmazellen

Abgebildet ist ein schematischer Ausschnitt aus einem Lymphknoten. A) Kommt es
in der T-Zell-Zone zur Aktivierung durch ein Antigen von antigenspezifischen T-
und B-Zellen, wandern diese zuriick in den Follikel, und es entsteht ein
Keimzentrum. Das entstehende Keimzentrum teilt sich in eine helle Zone (HZ,
hellgriin) und eine dunkle Zone (DZ, dunkelgriin). B) Die Tth-Zellen bleiben in der
HZ, wahrend die B-Zellen zyklisch zwischen beiden Zonen wandert. Eine B-Zelle,
die genug Hilfe von einer Tfth-Zelle bekommen hat (roter Kreis), wandert in die DZ
um dort zu proliferieren, und es kommt zur somatischen Hypermutation (blauer
Kreis). Die entstandenen Nachkommen treten darauthin wieder in die HZ ein, und
es kommt zum Wettbewerb um Antigen und Hilfe von Tfth-Zellen. B-Zellen, die nicht
geniigend Hilfe bekommen, gehen in Apoptose (schwarzer Kreis). Nur die Zellen,
die eine hohe Affinitat fiirs Antigen besitzen, werden von den Tfth-Zellen positiv
selektiert und kdnnen das Keimzentrum nach mehreren dieser Runden schliefilich
als hochaffine Plasmazelle verlassen.

Darstellung adaptiert und tibersetzt nach Qi (2016).6



Zusatzlich konnte bereits gezeigt werden, dass in Abwesenheit von
antigenspezifischen Tfth-Zellen die GC-B-Lymphozyten eliminiert werden und sich die
neu gebildeten Keimzentren nach ein paar Tagen wieder zuriickgebildet haben.!1
Damit wird deutlich, wieso die Tth-Zellen eine grofde und friithe Rolle in der
Pathogenese von Autoimmunerkrankungen spielen, da sie die Bildung von
hochaffinen Autoantikérpern férdern.

Die Frage, die sich nun aufwirft, ist, wie es tiberhaupt dazu kommen kann, dass sich

autoreaktive T- und B-Zellen bilden konnen.

1.2 Pathogenese der Autoimmunitit

Einer der ersten Schritte in der Pathogenese hin zur Autoimmunitat ist die
Entstehung von autoreaktiven T-und B-Lymphozyten.1? Autoreaktive T-Lymphozyten
spielen bei Autoimmunkrankheiten auf Grund der in Kapitel 1.1.1 genannten B-Zell-
Hilfe eine grofe Rolle.13 Es wird davon ausgegangen, dass mehrere
Kontrollmechanismen des Kérpers umgangen werden miissen, damit autoreaktive
Lymphozyten entstehen.* Dabei wird zwischen zentralen Toleranzmechanismen
durch Selektion im Thymus und peripheren Toleranzmechanismen in den sekundar
lymphatischen Organen unterschieden. Die ersten und wichtigsten Mechanismen hin
zur Vermeidung von Autoimmunitit sind dabei die zentralen

Toleranzmechanismen.15

1.2.1 Primdrentwicklung der T-Lymphozyten im Thymus

Lymphatische Vorlauferzellen verlassen das Knochenmark und wandern in den
Thymus. Dort durchlaufen die T-Lymphozyten verschieden Stadien bis zum reifen
und differenzierten T-Lymphozyten mit T-Zellrezeptorkomplex. Die unreifen
Vorlauferzellen tragen noch kaum Oberfladchenmolekiile, die fiir reife T-Lymphozyten
charakteristisch sind,'¢ und der Rezeptor ist noch nicht fertig ausgebildet. Durch
Wechselwirkungen mit dem Thymusstroma wird die Differenzierung angestof3en.1”
Zunichst bilden sich nur Marker, welche die T-Zell-Linie kennzeichnen, aber keines
der Zelloberflaichenmolekiile, die fiir reife T-Zellen typisch sind, also weder den
CD3:T-Zell-Rezeptor-Komplex noch die Korezeptoren CD4 und CD8. Man nennt sie
daher auch tripple negative T-Zellen.18 Diese tripple negativen Vorlauferzellen,

konnen sich zu zwei Zell-Linien entwickeln. Entweder die y5-Zellen, die aber einen
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sehr geringen Anteil ausmachen und daher im Weiteren nicht ndher betrachtet
werden. Oder die af}-Zell-Linie, die den Grof3teil der Population ausmacht.!® In ihrer
Entwicklung exprimieren sie verschiedene Oberflachenmolekiile, und die
Umlagerung und Formung des T-Zell-Rezeptors (TZR) beginnt. Dieses ist ein
Heterodimer und besteht aus einer a- und B-Kette. Zunachst beginnt die Umlagerung
der B-Ketten-Genel?, welche aus verschiedenen Gensegmenten bestehen. Im Falle der
Maus sind dies 35 variable- (V), 2 diverse- (D), 14 verbindende- (J) und 2 konstante-
(C) Gen-Segmente, wobei nur 21-22 V-, 2 D-, 11 J- und 2C-Gen-Segmente funktional
sind.2% Dabei werden zuféallig ein D-Gen-Segment mit einem J-Gen-Segment verkniipft
und anschlief3end wird dieses DJ-Gen-Segment zufallig mit einem V-Gen-Segment
verkniipft und durch Translation und Spleifden mit einem C-Gen-Segment
verbunden.?! Durch die zufallige Verkniipfung der verschiedenen Gensegmente
entsteht eine riesige Anzahl an verschiedenen méglichen VDJC-Segmenten, aus denen
der TZR-B bestehen kann. Dieser Vorgang entspricht der somatischen
Rekombination.?? Aufderdem kommt es zwischen den VD- und DJ-Segmenten zu dem
zufalligen Hinzufiigen und Entfernen von Nukleotiden, wodurch die Diversitat
nochmals erhoht wird.23 Diese Regionen, in denen die Diversitat am grofdten ist,
werden complementarity determining regions (CDR) genannt. Wahrend der CDR1 und
-2 fiir die Erkennung der Molekiile, die das Antigen prasentieren, zustandig sind,
besitzt die CDR3-Region die hochste Variabilitiat und ist fiir die Antigenerkennung
zustandig (Abb. 1.2).2425
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Abb.1.2 Somatische Rekombination der Gene fiir die 3-Kette des murinen T-
Zell-Rezeptors

A)Die Gene der (-Kette des T-Zell-Rezeptors (TZR) bestehen aus getrennten
Segmenten, die wahrend der Entwicklung der T-Zelle durch somatische
Rekombination verkniipft werden. Dabei werden zuféllig ein V-, ein D-, ein J- mit
einem C-Gen-Segment verbunden. B) Wahrend die complementarity determining
regions (CDR) 1 und 2 auf dem V-Gen-Segment kodiert werden, werden zusatzlich
zwischen den VD- und DJ]-Gen-Segmenten noch zufaillige Nukleotide eingefiigt. So
entsteht grofdte Variabilitat in der CDR3-Region. Darstellung libersetzt nach
Laydon et al. (2015).25

Durch die Umlagerung der 3-Kette kommt es schliefdlich zur Exprimierung der
Corezeptorproteine CD4 und CD8. Die T-Zellen werden nun doppelt positive T-Zellen
genannt.?¢ Diese Zellen proliferieren und fangen dann an, ihre a-Kette umzulagern.
Dieses geschieht auch mit Hilfe der somatischen Rekombination und identisch zur p-
Kette, nur dass die D-Gen-Segmente fehlen.?” Die Maus besitz dabei 98 V-, 60 J- und
1C-Gen-Segment fiir die a-Kette. Von diesen werden allerdings nur 84 V-, 38 J- und 1
C-Gen-Segmente benutzt.?8

Der doppelt positive T-Lymphozyt kann nun einen a3-T-Zell-Rezeptor ausbilden,
dieser T-Zell-Rezeptor wird noch auf seine Funktionsfahigkeit gepriift, welches in

Form von einer positiven und negativen Selektion stattfindet.2930
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1.2.2 Der MHC-Komplex und die positive Selektion

Damit eine T-Zelle das Antigen erkennen kann, muss es an einen
Haupthistokompatibilitatskomplex (MHC) gebunden werden. Es gibt zwei
verschiedene MHC-Komplexe (MHCI und MHCII). Bei der positiven Selektion im
Thymus werden Selbst-Peptide auf den beiden verschieden MHC-Komplexklassen
durch Epithelzellen prasentiert.3! Nur wenn ein doppelt positiver T-Lymphozyt
diesen Komplex mit der CDR [ und CDR II-Region des TZR erkennen kann, reift er
weiter aus.32 Dabei ist es entscheidend, ob er ein Klasse I- oder Klasse II-MHC-
Komplex bindet. Denn bindet er ein MHC-Klasse-II-Molekiil, reift der Lymphozyt zur
CD4+-T-Zelle heran, also verliert das CD8 Oberflachenmolekiil. Im Falle der

Erkennung eines MHC-Klasse-I-Molekiils reift er zur CD8+-Zelle heran.30

1.2.3 Negative Selektion und zentrale Toleranz

Zur Unterdriickung der Entstehung von Autoimmunitét ist die negative Selektion im
Thymus extrem wichtig. Die Stromazellen des Thymus und aus dem Knochenmark
stammende dendritische Zellen und Makrophagen prasentieren im gesamten Thymus
standig Selbst-Peptide auf ihren MHC-Komplexen.1” Bindet eine sich entwickelnde T-
Zelle sich mit ihrem TZR zu stark an diese Selbst-Peptide, wird die Apoptose initiiert
und somit eliminiert.33 Dieses Prinzip wird zentrale Toleranz genannt, da dadurch die
autoreaktiven T-Zellen, also die T-Zellen, die gegen kdrpereigene Proteine gerichtet

sind, vernichtet werden sollen.34

1.2.4 Aktivierung der naiven T-Zellen und Prinzip der peripheren Toleranz
Hat eine T-Zelle die Selektion im Thymus tiberstanden, ist sie bereit, als naive T-Zelle
den Thymus zu verlassen und iiber das Blut in ein sekundar lymphatisches Organ,
wie z. B. einen Lymphknoten, auszuwandern. Insgesamt geht man davon aus, dass
nur etwa 3% der sich entwickelnden T-Zellen die Selektion iiberstehen.3>36

Im Lymphknoten angekommen, befindet sich die naive T-Zelle in der T-Zell-Zone
(TZZ), die sich im Parakortex befindet. Dort kommt sie mit Antigen-prasentierenden-
Zellen (APC), wie den dendritischen Zellen (DC), in Kontakt.3” Erkennt eine naive T-
Zelle mit ihrem TZR ein Antigen, das von einer DC auf einem MHC-Komplex
prasentiert wird, wird eine T-Zell-Antwort ausgeldst. Es kommt zur sogenannten

Pragung (Priming), bei dem mehrere Mechanismen zusammenspielen miissen.383°
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Der erste Mechanismus ist der, dass die T-Zelle mit ihrem Rezeptor und dem
Korezeptor in Wechselwirkung mit dem MHC-Komplex, der dendritischen Zelle,
treten muss. Doch diese Bindung reicht noch nicht aus, um die naive T-Zelle zu
aktivieren und zur Effektorzelle ausreifen zu lassen. Die dendritische Zelle muss mit
kostimulierenden Molekiilen mit der T-Zelle in Kontakt treten, wodurch die
Proliferation der naiven T-Zelle veranlasst wird. Durch diese Interaktion der
kostimulierenden Molekiile mit ihren Liganden, kommt es aufderdem zur zeitlich
abgestimmten Bildung von Zytokinen, die die Differenzierung fiir die CD4+-Zelle in
die bendtigten T-Helfer-Subpopulationen vorantreibt. Bleibt diese Kostimulation aus,
wird die Proliferation und Differenzierung zur Effektorzelle unterdriickt.3° Dies wird
als ein Mechanismus der peripheren Toleranz bezeichnet, da es als weiterer
Kontrollmechanismus wirkt, damit autoreaktive T-Zellen, die die Selektion im
Thymus iiberstanden haben, nicht zur Proliferation und Ausreifung kommen.#0
Trotz dieser und weiteren Kontrollmechanismen kann es zur Entstehung von

autoreaktiven T-Zellen kommen.>

Wie oben beschrieben, entscheidet das Zytokinmilieu, in welche Subpopulation sich
die CD4+-Zelle entwickelt. Diese einzelnen Subpopulationen senden im Rahmen der
Immunantwort verschiedene Zytokinmuster aus, wodurch bestimmte Zellen des

angeborenen und adaptiven Immunsystems aktiviert werden (Abb. 1.3).41
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Abb.1.3 Differenzierung einiger T-Helferzellen-Subpopulationen

Die Differenzierung zu den einzelnen Subpopulationen werden durch die Sekretion
verschiedener Zytokine der naiven CD4+-T-Zelle ausgeldst. Dabei konnten fiir jede
Subpopulation spezifische Transkriptionsfaktoren ausfindig gemacht werden. Es
kommt zur spezifischen Zytokinproduktion der einzelnen Th-Subpopulationen.
Abbildung umgezeichnet nach Wambre E et al. (2012).41

Im Falle der Entwicklung der Tfh-Zelle handelt es sich um einen mehrstufigen und
multifaktoriellen Prozess, an dem besonders B-Zell-Lymphom 6 (Bcl-6) und andere
Transkriptionsfaktoren eine Rolle spielen.1? Es beginnt damit, dass eine naive CD4+-
T-Zelle durch Prasentation ihres Antigens aktiviert wird. Es entscheidet sich nun in
den ersten paar Runden der Zellteilung, welche Differenzierung die T-Zelle durchlauft.
Wird der Chemokinrezeptor CXCR5 exprimiert, wandert die Tfh-Zelle an die Grenze
des B-Zell-Follikels und differenziert dort weiter. CXCR5 ist ein Chemokinrezeptor,
der zur Charakterisierung von Tfth-Zellen beitragt. Erhalt die Zelle stattdessen Th1-,
Th2- oder Th17-Zellsignale, folgt sie einem von diesen
Zelldifferenzierungsprogrammen. Dabei kommt es auch zur Hochregulierung von
Chemokinrezeptoren fiir entziindliche Chemokine, die die Zelle dann dazu bringen,
das lymphoide Gewebe zu verlassen und zum Ort der Entziindung zu wandern.10

Die frithe Differenzierung in Tth-Zellen wird dabei vor allem iiber das Zytokin

Interleukin 6 (IL-6), ICOS, IL-2 und zusatzlich wird noch die Signalstiarke des TZR
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eingeleitet. Die differenzierte Tfh-Zelle sezerniert nun ebenfalls Signalmolekiile.
Dabei ist besonders Interleukin-21 (IL-21) interessant, da dieses als B-Zell-Helfer-
Zytokin aufgefallen ist. Je nach Kostimulation scheint es die Differenzierung der B-
Zellen in Antikorper-produzierende Plasmazellen zu férdern, oder es induziert einen

Immunglobulinklassenwechsel.11

1.2.5 Die Tfh-Zelle als zentraler Ausgangpunkt der Autoimmunitat

Die Mechanismen der zentralen und peripheren Toleranz spielen also sowohl in der
Entwicklung der B- als auch in der der T-Zelle eine entscheidende Rolle. Kommt es
hierbei zu Fehlern, steigt die Wahrscheinlichkeit der Entstehung von autoreaktiven
B- und T-Zellen.

Allerdings scheint durch die bereits beschriebenen Abhangigkeitsverhaltnisse der B-
Zell-Antwort von der T-Zell-Hilfe der zentrale Ausgangspunkt der Autoimmunitat bei
der T-Zelle und daher besonders der Tth-Zelle zu liegen.

Es konnte gezeigt werden, dass trotz der genannten Regulationsmechanismen bei
gesunden Personen autoreaktive B-Zellen bis zu 5-20% der zirkulierenden, reifen B-
Zellen ausmachen.!! Das bedeutet, dass autoreaktive B-Zellen nicht zwangslaufig zu
einer Autoimmunerkrankung fithren miissen. Dieses ldsst sich mit dieser bereits
beschriebenen Abhingigkeit erklaren. Es verschiebt sich ein Teil der peripheren B-
Zell-Toleranz auf die der T-Zelle. Denn wie in Kap. 1.1.1 beschrieben, kommt es nur in
Anwesenheit einer autoreaktiven Tfth-Zelle zur Bildung von hochaffinen und
langlebigen Autoantikdérpern, die dann das Krankheitsbild auslésen konnen. Fehlt
wahrend der Pragung der B-Zelle die Hilfe von autoreaktiven Tfh-Zellen, geht die B-
Zelle im Verlauf in Apoptose.l1

Somit wird deutlich, dass diese Tfh-Zellen eine enorme Wichtigkeit in der
Pathogenese der Autoimmunitit haben. Daher kdnnten sie auch eine grof3e Rolle in
Hinblick auf Entwicklung von Diagnostik und spezifischen Therapien gegen
Autoimmunkrankheiten spielen.

Hierfiir wire es ein enormer Vorteil, wenn man die autoreaktiven Tfh-Zellen
ausfindig machen konnte und die antigenspezifische Region ihres T-Zell-Rezeptors
entschliisseln konnte. Um diesem Ziel ndher zu kommen, ist eine Repertoire-Analyse

hilfreich.
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1.3 Das T-Zell-Rezeptor-Repertoire und die Repertoire-Analyse

Bei dem T-Zell-Rezeptor Repertoire (TZR-Repertoire) handelt es sich dabei um die
Gesamtheit aller T-Zellen und damit auch T-Zell-Rezeptoren eines Individuums.
Durch die im Kapitel 1.2.1 beschriebenen Prozesse sind diese Rezeptoren sehr
unterschiedlich und variabel. Berechnungen haben ergeben, dass theoretisch 1020
verschiedene T-Zell-Klonotypen moéglichen waren. Tatsachlich wird aber davon
ausgegangen, dass in der Maus gleichzeitig nur 5x10° verschieden T-Zell-Klonotypen
existieren.#? Diese Zahlen vermitteln einen Eindruck davon, wie divers und grof3 das
Repertoire ist. Diese einzelnen T-Zellen werden in der Repertoire-Analyse
Klonotypen genannt, dabei entsprechen zwei T-Zellen mit derselben

Rezeptorsequenz demselben Klonotypen.

Um einen umfassenden und systematischen Uberblick von dieser Diversitit zu
bekommen und die einzelnen T-Zell-Klonotypen zu detektieren, eignet sich die
Methode des Next-Generation-Sequenzierung (NGS), da man damit eine systematische
Sequenzierung des TZR-Repertoires durchfiihren kann und dieses auch noch in
relativ kurzer Zeit.43

Eine wichtige Rolle hat dabei die Sequenzierung des TZR-Repertoires auf dem Gebiet
der Autoimmunerkrankungen erlangt, da die Hoffnung besteht, so die auslosenden
Momente zu finden oder die Pathogenese besser zu verstehen. Aufierdem erhofft man
sich, durch Repertoireanalysen neue Erkenntnisse zur Entwicklung von Diagnostik-
Tools und individuellen und gezielte Therapien gegen Autoimmunerkrankungen zu
entwickeln.#445 Man konnte sich dabei z.B. die Rezeptorsequenz von gefundenen
sicher autoreaktiven Zellen zunutze machen und diese dann gezielt zu depletieren.
Dazu kann man bei Repertoireanalysen z.B. nach akkumulierenden Klonotypen in
einem Individuum suchen. Also einzelnen Klonotypen mit besonderen Merkmalen,
die besonders haufig in einem Individuum vorkommen.

Aufderdem kann man die Diversitdt des gesamten Repertoires zwischen
verschiedenen Individuen analysieren. Dabei wird bei Repertoireanalysen oft von
privaten TZR-Klonotypen (eng. private T-cell-receptor clonotypes) gesprochen, also
solchen Klonotypen, die nur in einem oder wenigen Individuen vorkommen, oder von
offentlichen TZR-Klonotypen (engl. public T-cell-receptore clonotypes), die bei einer

Immunantwort in der Mehrheit der Individuen zu finden sind. Es wird davon
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ausgegangen, dass die meisten Imnmunreaktionen sowohl private, wie auch
offentliche Klonotypen hervorrufen.46

Neue Ergebnisse bei der Erforschung des TZR-Repertoires bei rheumatoider Arthritis
(RA) und systemischem Lupus erythematodes (SLE) haben gezeigt, dass die
Sequenzierung des TZR-Repertoires in naher Zukunft geeignet sein konnte, um sie als
zuverlassiges Diagnosewerkzeug einsetzen zu konnen.** Dabei wurden im Repertoire
des Blutes deutliche Veranderungen der Benutzung der V- und J-Gensegmente
zwischen Gesunden und Patienten mit SLE oder RA gefunden.#* Andere Studien
zeigten bei der Analyse des TZR-Repertoires in Hautlasionen bei Patienten mit
Psoriasis keine spezifischen Akkumulationen und ein sehr diverses Repertoire.#”
Dagegen konnte bei der Analyse des TZR-Repertoires in Blutproben bei Patienten mit
SLE gezeigt werden, dass die Diversitat des Repertoires im Vergleich zu gesunden
Probanden deutlich abnimmt.#8

Repertoireanalysen von Tfh-Zellen sind insgesamt noch recht selten. Eine schon
vorliegende Repertoireanalyse von Tfh-Zellen gewonnen aus Milzen von Mausen
zeigte bisher, dass das Repertoire verglichen mit nicht-follikuldren T-Zellen zwar
nicht so divers ist, aber trotzdem noch sehr vielfdltig ist. Allerdings konnte nach einer
Immunisierung keine signifikante Anderung dieser Diversitit festgestellt werden und
eine spezifische Antwort auf ein Antigen war nur schwach ausgepragt.#° Eine weitere
Repertoireanalyse von Tfh-Zellen, gewonnen aus Milzen von Mausen, die einen SLE-
Phdnotypen zeigten, zeigt eine Zunahme der Diversitdt unter Autoimmunitat.50

Um daraus aber wirklich Schliisse fiir ein individuelles Inmunmonitoring zu ziehen,
braucht es noch mehr Daten und Erfahrung auf dem Gebiet. Besonders da deutlich
geworden ist, wie grof und divers das Repertoire ist, und dass eine spezifische
Immunantwort oder gar das Detektieren von autoreaktiven Zellen eine grofie

Herausforderung darstellt.

1.4 Epidermolysis bullosa acquisita (EBA) eine durch Autoantikérper
vermittelte Autoimmunerkrankung

Als eine durch Autoantikorper vermittelte Dermatose eignet sich die Epidermolysis

bullosa acquisita (EBA) besonders zum Erforschen des Tth-Rezeptor-Repertoires, da

bereits Modelle etabliert wurden, um diese Erkrankung bei Mausen zu induzieren
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und das Autoantigen bekannt ist. Auferdem handelt es sich um eine Dermatose und

die Symptome sind ohne tiefergreifende Untersuchung sichtbar.

Bei der EBA handelt es dich um eine bullosen Autoimmundermatose. Die

Autoantikorper sind bei EBA gegen Kollagen VII (COL7) gerichtet, welches eine

wichtige Komponente der Ankerfibrillen der dermalen-epidermalen-Junktionszone

(DEJ) ist.5152 Durch die Bindung der Autoantikoérper kommt es zu einer

Entziindungsreaktion in der Haut, die in subepidermaler Blasenbildung zwischen der

Lamina densa der Basalmembran und der Sublamina densa endet (Abb1.4).
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Abb.1.4 Kollagen VII verankert die dermalen Kollagene in der
Basalmembran

A) Vereinfachte schematische Abbildung der dermalen-epidermalen
Junktionszone. Kollagen VII verwebt die dermalen Kollagene mit der Lamina
densa der Basalmembran und verankert diese so in der Basalmembran. Wird
Kollagen VII durch die Antikérper gebunden, kommt es zur Entziindungsreaktion
und zur Blasenbildung zwischen der Lamina densa und der Sublamina densa. B)
Ausschnitt mit HE gefarbter Haut einer an EBA erkrankten Maus. Es kommt zum
Abheben der Epidermis (E) von der Dermis (D). Maf3stabsbalken£25pm

COL7 ist ein Homotrimer, bestehend aus drei a-Ketten, die sich in einer Triplehelix
anordnen. Jede dieser a-Ketten setzt sich dabei aus einer zentralen Kollagendomaéne
und zwei nicht-kollagen Domanen (NC-Domanen), von denen sie eingerahmt wird,
zusammen. Die aminoterminale NC1-Domane ist 145 kD grof und umfasst mehrere
Subdomanen. Die carboxyterminale NC2-Domane ist hingegen nur 34kD grof3. Die
Subdomaéanen der NC1-Domane bestehen aus einer Knorpelmatrixproteindoméne
(CMP), neun fibronectin IlI-dhnlichen Doméanen und einer cystein-reichen Domane,
die von-Willebrand-factor-A-like-domaine-2 (VWFAZ2) (Abb1.5 A). Es wird davon
ausgegangen, dass diese Subdomane vVWFA2 wesentlich fiir die Stabilisierung der
Tripelhelix verantwortlich ist.53°* Aufderdem richten sich die meisten Antikorper bei

EBA Patienten gegen Regionen dieser NC1-Domane.>>56

NC1-Doméne Kollagen-Doméne NC2-Doméne

A) N NN

o (A S

mCOL7c + GST VWFA2
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Abb.1.5 Schematischer Aufbau von Kollagen VII und Peptide zur
Immunisierung

A)Kollagen VII setzt sich aus drei a-Ketten zusammen, die sich in einer
Trippelhelix anordnen. Diese Ketten bestehen aus einer zentralen Kollagen-
Domane und zwei nicht-kollagenen Doménen (NC1 und NC2). Die N-terminale
NC1-Domane schlief3t mehrere Subdomanen ein. Die Subdomaénen bestehen aus
einer Knorpelmatrixproteindoméne (CMP), neun fibronectin III-dhnlichen
Domanen und einer cystein-reichen Domane, die von Willebrand A like domaine 2
(VWFA2).

B) Zur aktiven Immunisierung konnen bislang zwei verschiedene Peptidfragmente
aus der NC1-Domane genutzt werden. Zum einen mCOL7c, welches aus Teilen der
fibronectin III-ahnlichen Doméanen und einem GST-Fusionsprotein besteht, und
zum anderen aus der von Willebrand A like domaine 2, welches ohne
Fusionsprotein zur Immunisierung genutzt werden kann.

Abbildung umgezeichnet nach Leinweber et al. (2011).54

Um die Krankheitsursachen zu erforschen und mogliche Therapien zu entwickeln,
wurden Methoden entwickelt, um bei Tieren die Krankheit zu induzieren. Dabei gibt
es sowohl passive als auch aktive Methoden. Bei der passiven Methode werden
Autoantikérper gegen COL7 aus den Seren von EBA Patienten extrahiert und in
immunkompetente Mause gespritzt. Diese entwickeln daraufhin die obengenannten
Symptome der EBA.57:58 Bei dem aktiven Modell gibt es bisher zwei Moglichkeiten, bei
den Mausen EBA zu induzieren. Dabei werden verschiedene Regionen aus der NC1-

Domane des COL7 als Autoantigen genutzt.

Bei der ersten aktiven Methode wird mit einem rekombinanten Peptidfragment aus
den fibronectin III-dhnlichen Doméanen 7 und 8 aus der immunogenen NC1-Doméne
von murinem COL7 (mCOL7c) immunisiert (Abb. 1.5 B).5960 Das mCOL7c ist dabei mit
einer Glutathion S-Tranferase (GST-Fusionsprotein) verbunden. Dieses GST-
Fusionsprotein ist xenogen und kann somit als Xenoantigen wirken. Es konnte bereits
von Tiburzy et al. gezeigt werden, dass eine mCOL7c-spezifische Antwort der
Plasmazellen von T-Zellen initiiert wird, die spezifisch das GST-Fusionsprotein
erkennen. Aufderdem wurden Hinweise gefunden, dass das GST-Fusionsprotein
wichtig fiir die Induktion der Krankheit sei und somit bei dieser Methode auch zur
Pathogenitit beitrage.®! So wiirde bei dieser Methode die Immunantwort nicht auf

einem reinen autoimmunen Vorgang beruhen.
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Bei der zweiten Methode werden die Mause mit einem rekombinant hergestellten
murinen vVWFA2 immunisiert (Abb1.5 B). Der Vorteil dieser Methode ist es, dass
dieses Peptid ohne jegliches Fusionsprotein zur Immunisierung vorliegt, also einem
reinen Selbstpeptid entspricht, und somit auch die Antikérperproduktion nur durch
dieses Selbstpeptid ausgelost wird.®? Es ist damit eine ausschlief3lich von einem
Autoantigen ausgeldste Immunreaktion, die nicht durch ein Xenoantigen beeinflusst

wird.

1.4.1 Repertoiranalyse von Tfh-Zellen bei an EBA erkrankten Miusen

Bei EBA konnte bereits von Niebuhr gezeigt werden, dass Verdnderungen im Tfh-
Repertoire durch die Erkrankung mit EBA bei Mausen aufgezeigt werden kénnen und
dass einzelne Tth-Lymphozyten bei Immunisierung akkumulieren, besonders solche,
die ein V3-Segment in ihrem Rezeptor benutzen.®? Fiir diese Repertoireanalyse
wurden die Mause mit mCOL7c immunisiert Wie bereits beschrieben, handelt es sich
hierbei um ein Peptidfragment, welches mit einem GST-Fusionsprotein verbunden ist.
Das Problem an dieser Methode ist, dass nicht unterschieden werden kann, ob sich
die Immunantwort gegen das eigentliche Peptidfragment aus der immunogenen NC1-
Domane handelt oder gegen das GST Fusionsprotein. Somit ist nicht ausgeschlossen,
dass die gezeigten Veranderungen im Repertoire wirklich ausschliefdlich auf die
Autoimmunitat zuriickzufiihren sind, oder ob die gezeigte Verdanderung besonders
durch dieses GST Fusionsprotein generiert wird.

Somit wire es interessant zu erfahren, in welchem Umfang und ob tiberhaupt
Verdanderungen im Tfh Rezeptorrepertoire festzustellen sind, wenn eine Methode
benutzt wird, bei der ein reines Autoantigen eingesetzt wird, wie es bei der

Immunisierung mit vVWFAZ2 der Fall ist.

1.5 Ziel und Fragestellung dieser Arbeit

Bei Autoimmunerkrankungen greift das Immunsystem den eigenen Koérper an. Dieses
kann entweder durch autoreaktive T-Zellen oder durch Autoantikérper ausgelost
werden.5> Obwohl es sich bei EBA um eine durch Autoantikorper induzierte
Erkrankung handelt,>2 liegt der Ausgangspunkt fiir die Entstehung der Krankheit bei
den Tfh-Zellen in den Keimzentren (vgl. Kap. 1.2.5).6811 Daher sind diese Zellen fiir

eine Repertoireanalyse besonders interessant. Die Diversitat ist verglichen mit
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anderen T-Zell-Subpopulationen geringer und es ist bereits bekannt, dass ihre
Differenzierung stark von der TZR-Signalstarke abhangt und daher angenommen

wird, dass diese Zellen antigenspezifisch sind.!!

Ahnliche Untersuchungen zum Tfh-Repertoire wurden in der Arbeitsgruppe schon
mit einem anderen Autoantigen (mCOL7-GST) und einem anderen Mausstamm (SJL)
gemacht.6?

Das Ziel meiner Arbeit war es, diese Ergebnisse mit einer anderen Domane des COL7,
dem vVWFAZ2 in einem anderen Mausstamm (C57BL6) zu verifizieren. Die Ergebnisse

dieser Arbeit wurden als Abbildung in die dazu publizierte Arbeit aufgenommen.63

Somit ist das Ziel dieser Arbeit, durch die Analyse des Tth-Zellrezeptor-B-Repertoires
der Keimzentren, Hinweise auf autoreaktive Tth-Zellen zu bekommen. Die
Keimzentren wurden dabei aus den poplitealen Lymphknoten von Mdusen gewonnen,
die durch eine Immunisierung mit vVWFA2 an EBA erkrankt waren.
Dabei sollen vorrangig diese Fragen geklart werden:
(D Konnen Veranderungen im T-Zellrezeptor-B-Repertoire der Keimzentrums
Tth-Lymphozyten in dem aktiven Modell der EBA bei Immunisierung mit
VWFAZ2 gegeniiber einer gesunden Kontrollgruppe festgestellt werden?
e Konnen akkumulierende Tfth-Zellrezeptor-B-Klonotypen in den
Keimzentren gefunden werden?
(I)  Nimmt die Diversitat nach Immunisierung mit vVWFA2 ab?
e Konnen mehr 6ffentliche Tfth-Zellrezeptor-pB-Klonotypen unter

Autoimmunitat zwischen den Mausen gefunden werden?
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

Die Tabellen mit den benutzten Materialien sind im Anhang in 7.1-7.7 zu finden.

2.2 Experiment

2.2.1 Versuchstiere und Haltung

Fir die durchgefiihrten Versuche wurden kongene Mause des C57BL/6 Stammes mit
einem H2.s des SJL/] Stammes benutzt (C57BL/6s syn. B6.SJL-H2s), die von dem
Libecker Institut fiir experimentelle Dermatologie der Universitat zu Liibeck zur
Verfiigung gestellt wurden. Die Tierhaltung erfolgte unter spezifisch pathogenfreien
Bedingungen in der zentralen Tierhaltung der Universitat zu Liibeck. Sie konnen
Wasser und Standardfutter ad libitum beziehen. Durch eine Zeitschaltautomatik
wurde ein 12-stiindiger Hell-Dunkel-Rhythmus gewahrleistet. Die Tierversuche
waren vollstandig von der zustandigen Landesbehorde, dem Ministerium fiir
Energiewende, Landwirtschaft, Umwelt, Natur und Digitalisierung und dem
Tierschutzbeauftragten der Universitit zu Liibeck genehmigt. Es wurde dafiir

folgender Tierversuchsantrag genehmigt:

V242-45884/2016 (90-7/16) Charakterisierung des vVWFA2-induzierten EBA-
Modells der Maus und Untersuchung des
Einflusses mechanischer Reizung auf die

Wundentstehung

Da die Promovierende keine Berechtigung zum tierexperimentellen Arbeiten besitzt,
wurden alle Handlungen an den Versuchstieren durch Fachkundige durchgefiihrt.
Die Tiere wurden dabei nach dem Zufallsprinzip fiir die Versuchsgruppen ausgewahlt

und in gemeinsamen Kafigen gehalten, um Verfalschungen zu vermeiden.

2.2.2 Validierung des rekombinanten Proteins

Das fiir die Immunisierung der Versuchstiere genutzte Protein, von-Willebrand-
factor-A-like-domaine-2 (VWFAZ2), wurde von dem Liibecker Institut fiir
experimentelle Dermatologie zur Verfiigung gestellt und nach Leinweber et al.

rekombinant hergestellt und aufgereinigt.®® Um die Konzentration und Reinheit des
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Proteins zu iberpriifen, wurde vor der Anwendung eine diskontinuierliche und
denaturierende Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) durchgefiihrt (Abb. 2.1).64
Die Durchfiihrung erfolgte dabei durch Mitarbeiter des Instituts fiir Biologie. Dabei
sollte die Masse 22,8kDa betragen.

Fir die Durchfiihrung wurden die Proben mit PAGE Probenverdiinnungspuffer bei
95°C S5min vollstiandigen denaturiert. Darauthin wurde ein Volumen von 5pl pro
Probe in die einzelnen Taschen des diskontinuierlichen NuPAGE 4-12% Bis-Tris
Proteingels geladen. Es wurde eine Spannung von 200V fiir 35min zur Auftrennung
angelegt. Im Abschluss wurden die Taschen entfernt und die Proteine wurden fiir 2
Stunden in 15% Essigsaure fixiert. Die Farbung wurde mit Coomassie-Blue fiir 15min
durchgefiihrt.6> Um tiberschiissigen Farbstoff zu entfernen, wurde das Gel im
Anschluss viermal nacheinander mit Coomassie-Blue-Entfarbel6sung fiir 30 Minuten
gewaschen. Zum Schluss wurde es dann noch einmal mit auf Laborniveau
aufgereinigtem H20 o/n gespiilt. Zur Visualisierung wurde das Odyssey Infrared
Imaging System genutzt. Zum Vergleich lief ein boviner Serumalbumin-Standard (BSA)
mit. Da fiir die Immunisierung eine Mischung aus verschiedenen Praparationen des
Proteins genutzt wurde, wurden diese jeweils getrennt auf Reinheit analysiert. Bis

zur Anwendung wurden die Proteine bei -80°C gelagert.

BSA-Standard VvWFA2
Marker
M A B C 1a 1b 1c 2a 2b 2c 3a 3b 3¢ M (kDA)

— 180
— 130

— 100
- 70

a
J
l

- N - —55
- 40

- - 35
—_25

- 15

- 10
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Abb 2.1 Diskontinuierliche und denaturierte Polyacrylamid-
Gelelektrophorese des rekombinant hergestellten und fiir die
Immunisierung benutzten vWFA2

Zum Vergleich lief ein BSA-Standard (berechnete Masse von 66,5kDa) in
verschiedenen Verdiinnungen mit auf den Bahnen A-C. (A20,5ug, B21pg und
C22pg). Da fiir die Immunisierungen ein Gemisch aus verschiedenen
Aufbereitungen (1-3) des Proteins genutzt wurden, wurden diese in
verschiedenen Verdiinnungen (a-c) analysiert (a20,2ul, b20,4pl und c20,8ul).
Zum Massenvergleich lief eine vordefinierte PAGE-Leiter mit (M). An der rechten
Seite sind die definierten Massen angezeigt.

2.2.3 Immunisierung und Verlauf

Die Immunisierung erfolgte im Alter von ca. 11 Wochen. Dazu wurde den Mdusen
eine Emulsion aus vVWFAZ2 und Titermax in einer Konzentration von 1ug/uL injiziert.
Die Emulsion wurde hierfiir unter sterilen Arbeitsbedingungen in einer
Sterilwerkbank bei standiger Kiihlung hergestellt. Die Kontrollgruppe wurde mit
einer 50%igen PBS-Losung in Titermax behandelt. Dabei wurden die
Immunisierungsansatze unmittelbar vor der Immunisierung fiir 30-40min bei 4°C
durch einen Vortexmischer emulgiert.

Zur Immunisierung wurden die Tiere 20-30min durch eine Mischung aus Ketamin
und Xylazin narkotisiert. Damit die Augen wahrend der Narkose nicht austrockneten,
wurden diese mit Bepanthen bedeckt und die Tiere wurden im Anschluss noch bis
zum vollstandigen Erwachen betreut.

Von den hergestellten Stocklosungen wurde den Tieren dabei jeweils 60uL subkutan
in beide Hinterpfoten injiziert.

Eine Wochen vor der Beendigung des Versuches wurde den Tieren mit einer
mechanischen Nagelpfeile eine etwa gleichgrofde nicht blutende Wunde an der
Innenseite der Ohren zugefiigt. Somit wurde nur die Epidermis entfernt und die
Dermis blieb intakt.®® Auch fiir diese Manipulation wurden die Tiere wie oben
beschrieben andsthesiert.

Eine Beurteilung des Krankheitsverlaufes fand nach Bieber et al. statt.6” Dazu wurde
ab der 3.Woche wochentlich ebenfalls in Narkose die betroffene Hautoberflache
genau betrachtet und die Gréfse und Ausdehnung getrennt in verschiedenen
Korperregionen abgeschitzt und daraus ein Score gebildet. Diese Abschatzung wurde

dabei jedes Mal von der gleichen Person durchgefiihrt.
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2.2.4 Organentnahme

Die Mause wurden fiinf Wochen nach der Immunisierung mit Kohlenstoffdioxid,
wodurch es zu einer starken Asphyxie kam, in eine tiefe CO2-Narkose versetzt.
Danach wurden die Mause gewogen und auf dem Riicken liegend auf einer Korkplatte
fixiert. Nach Anfeuchten des Fells mit 70%igem Ethanol, wurde das Bauch- und
Brustfell mit einer Praparierschere aufgeschnitten und stumpf zur Seite prapariert.
Parasternal wurde der Thorax eroffnet, aufgespreizt und mit einer 1ml Spritze mit
dicker Kaniile das Blut aus dem Herzen abgenommen, wodurch ein absoluter
Volumenmangel resultierte.

Zigig wurde im Anschluss das Peritoneum vom Prozessus xiphoideus bis zur
Symphysis pubica geteilt und seitlich mit Nadeln fixiert. Nacheinander wurden die
rechten und linken poplitealen Lymphknoten herausprapariert und von
umliegendem Binde- und Fettgewebe gereinigt, in fliissigem Stickstoff
schockgefroren und in, zuvor in Stickstoff gekiihlte, Kryorohrchen gefiillt. Die
organgefillten Kryoré6hrchen wurden bis zur endgitiltigen Lagerung bei -80°C in
fliissigem Stickstoff aufbewahrt. Zusatzlich wurden die Ohren abgetrennt und nach

dem gleichen Schema schockgefroren und gelagert.

2.3 Farbung von Gefrierschnitten der Haut

Die Ohren wurden in Einbettmedium (Leica) eingebettet und bei -20°C mit einem
Serienschnittmikrotom (Carl Zeiss) in 12pum dicke Schnitte geschnitten und auf einen
Objekttrager gebracht und bei Raumtemperatur fiir mindestens 1 Stunde getrocknet.
Die Anfertigung der Gefrierschnitte und die Fairbungen wurden dabei von

Mitarbeitern des Instituts fiir Anatomie durchgefiihrt.

2.3.1 Immunhistochemische Firbungen

2.3.1.1 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Um eine Ubersicht von den histologischen Strukturen zu bekommen, wurde eine
Farbung mit Himatoxylin-Eosin (HE) durchgefiihrt. Zunachst wurden die Schnitte mit
einer Losung aus Aceton und Methanol (1:1) fiir 10min bei -20°C fixiert und im
Anschluss zweimal fiir 5Smin mit PBS gespiilt. Daraufhin wurden die Schnitte mit
Hamatoxylin (1:5 mit PBS verdiinnt) fiir die Kernfarbung fiir 10min inkubiert,

Uiberschiissiger Farbstoff wurde mit PBS fiir 5min abgewaschen und anschlief3end 10
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min in PBS geblaut. Danach folgte ein Spiilvorgang mit aqua dest. Zum Farben der
alkalischen Zellstrukturen wurde der Farbstoff Eosin fiir 1-3min inkubiert und
Uiberschiissiger Farbstoff durch 5Sminiitige Spiilung mit aqua dest. entfernt. Zum
Schluss wurden die Schnitte mehrfach in aufsteigender Alkoholkonzentration (70%-
99,8% Ethanol) und dreimalig mit Xylol fiir 2-3min. gebadet und mit Entellan

eingedeckt.

2.3.1.2 GR-1Farbung

Zur Darstellung der Entziindungsreaktion, besonders hervorgerufen durch die
neutrophilen Granulozyten, wurde eine Farbung mit dem granulozyten Marker GR-1
durchgefiihrt. Dazu wurden die Schnitte fiir 10min mit einer Losung aus Aceton und
Methanol (1:1) bei -20°C fixiert. Anschliefend wurde mit TBS-Tween zweimal fiir
5min gespilt. Daraufhin wurden die Schnitte mit dem GR-1 Antikorper gegen murine
Strukturen fiir 1 Stunde inkubiert und wieder zweimal mit TBS-Tween fiir 5min
gesplilt. Als sekundarer Antikérper wurde der biotylinierte antiratten IgG-Antikorper
hinzugegeben und fiir 30min inkubiert. Ungebundene Antikérper wurden durch
zweimaliges Waschen mit TBS-Tween flir 5min entfernt. Zur Konjugation wurde
ExtrAvidin-Alkaline Phosphatase fiir 30min dazugegeben und Uberstand durch
zweimaliges Spiilen mit TBS-Tween 5min gewaschen. Zur Farbung der neutrophilen
Granulozyten wurde Fast Red benutzt. Die Schnitte wurden 25min in dem Farbstoff
gebadet und danach zweimal mit TBS-Tween 5min gespiilt. Zusatzlich wurden die
Schnitte fiir 20sek-2min mit Himatoxylin gefarbt und durch ein 10miniitiges Bad in
PBS gebladut. Zum Schluss folgte ein zweimaliges Sptilen mit PBS und das Eindecken

mit Aquatex.

2.3.2 Immunfluoreszenzfirbung

Um die Autoantikérper an der DE] sichtbar zu machen, wurde die direkte
Immunfluoreszenz eingesetzt. Bei dieser Methode werden Antikérper im Gewebe von
einem sekundaren Antikoérper gebunden. An diesen ist ein Fluoreszenzfarbstoff
gebunden, der bei Anregung mit einer bestimmten Wellenldnge ein
Emissionsmaximum hat. Dieses wird mit Hilfe eines Laser-Scanning-Mikroskops

sichtbar gemacht.
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Fir die Farbung wurden die Hautschnitte fiir 10min mit einer Losung aus Aceton und
Methanol (1:1) bei -20°C fixiert und mit TBS-Tween fiir 10min gespiilt. Im Anschluss
wurden die Proben entweder mit dem antimaus-IgG-FITC-Antikorper oder mit
Fluorescein zum Farben des C3 1 Stunde inkubiert. Danach wurden die Schnitte mit
TBS-Tween fiir 10min gewaschen. Es folgte die Kernfarbung mit DAPI 1:10.000
verdinnt fiir 5min und ein weiteres Waschen mit TBS-Tween fiir 10min. Nun waren
die Schnitte fertig zum Eindecken mit Mowiol und wurden im Anschluss unter

Lichtausschluss gelagert.

2.3.3 Mikroskopieren und Fotografieren der Farbungen

Die immunhistochemischen Farbungen wurden mit dem

Axiophot Lichtmikroskop gesichtet. Reprasentative Bereiche wurden aufgesucht und
aufgenommen. Um in der Aufnahme eine gleichmaflige Beleuchtung zu erhalten,
wurde diese zuvor nach Kohler eingestellt. Im Anschluss wurde ein Weif3abgleich mit
dem Hintergrund gemacht, und die Bilder wurden in der gleichen Belichtungszeit
aufgenommen.

Die Fluoreszenzfarbungen wurden mit dem Axioskop 2 plus ausgewertet. Die
Belichtungszeit und weitere Einstellungen wurden bei allen Aufnahmen gleich

gewahlt. Es wurde stets mit einer negativ-Kontrolle verglichen.

2.4 Lasermikrodissektion

Fir die Lasermikrodissektion wurden 12pm dicke Schnitte der poplitealen
Lymphknoten mit Toluidinblau gefarbt, um die Strukturen sichtbar zu machen. Vor
der Farbung wurde der Objekttrager 30 Minuten mit UV-Licht bestrahlt und die
Schnitte aufgetragen. Bis zur Durchfiihrung der Mikrodissektion wurden die Schnitte
bei -80°C gelagert.

Um die einzelnen Kompartimente besser identifizieren zu kénnen, wurden auf einem
weiteren Objekttrager dazwischenliegende Schnitte mit einem Proliferationsmarker
(Ki-67) und zwei Oberflachenmarkern fiir die T- (bTCR[3) und B-Zellen (B220)
gefarbt. So ist es durch den Abgleich der Schnitte mdéglich, die einzelnen Keimzentren
sauber mit dem Laser auszuschneiden (Abb2.2). Dieses bietet den Vorteil, dass so nur
Zellen, die sich im Keimzentrum befinden, mit in die Analyse eingehen. Zur

Vergleichbarkeit der isolierten Keimzentren, wurde stets ein dhnliches Volumen
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ausgeschnitten. Dieses errechnet sich aus der Flache multipliziert mit der
Schnittdicke.
Die isolierten Keimzentren wurden danach in 350uL Lysispuffer-RL gelost und nach

30 minittiger Inkubationszeit bei -20°C bis zur Weiterverarbeitung gelagert.

isolierte
Keimzentren

Abb.2.2 Isolierung der Keimzentren durch Lasermikrodissektion
Kryodissektionen der poplitealen Lymphknoten werden gefarbt, um die
Strukturen identifizieren zu kénnen. Mit Hilfe von Laserenergie werden im
Anschluss ganz prazise nur die Keimzentren isoliert. Fiir die
Lasermikrodissektion werden Schnitte gefarbt mit Toluidinblau benutzt. Fiir die
deutlichere Illustration ist hier eine immunhistochemische Farbung gezeigt. B-
Zell-Zone in blau (B220), T-Zell-Zone in braun (TZRf) und in rot die Keimzentren
(Ki-67), Mafdstabsbalken2500pum

2.4.1 Toluidinblaufirbung

Fir die Toluidinblaufarbung wurden die Schnitte der Lymphknoten zunachst in
75%Ethanol fiir 10min fixiert und anschliefend mit aqua dest. fiir 2min gespult. Nun
folgte die Farbung mit 0,1%igem Toluidinblau fiir 2Zmin und zweimaliges Spiilen mit
aqua dest. Zur Dehydrierung wurden die Schnitte im Anschluss in 96%igem Ethanol
fiir 15sek. inkubiert. Die Schnitte wurden bis zur Weiterverarbeitung bei -80°C

gelagert.

2.4.2 Ki.67,B220 und bTCRB-Farbung

Die Kryoschnitte der poplitealen Lymphknoten wurden erst mit Chloroform fiir
10min und danach mit Aceton fiir ebenfalls 10min fixiert. Es folgte eine 10 mintitige
Spiilung in TBS-Tween und anschlief3end wurden die Schnitte mit 4% PFA fiir 45min
bei 4°C fixiert. Danach wurden sie 10min in TBS-Tween gewaschen. Nun wurde der

Anti-Maus Ki67 Antikorper tiber Nacht auf die Schnitte gegeben. Ungebundene
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Antikorper wurden durch Waschen in TBS-Tween fiir 10min entfernt. Der sekundare
biotinylierte anti-rat I[gG-Antikérper wurde im Folgenden fiir 30min auf die Schnitte
gegeben und ungebundene durch Spiillung mit TBS-Tween entfernt. Im Anschluss
wurde die ExtrAvidin Alkaline Phospatase fiir 30min hinzugegeben und
Uberstehendes durch Spiilung mit TBS-Tween fiir 10min entfernt. Als Farbstoff
wurde Fast Red benutzt. Dieser wurde fiir 25min auf den Schnitten inkubiert, und
ungebundener Farbstoff wurde durch 10min Spiilung mit TBS-Tween entfernt. Fiir
die Farbung der T-Lymphozyte, um bei der Mikrodissektion besser die T-Zell-Zone
abgrenzen zu konnen, wurde zunachst biotinylierter Anti-Maus-Antikoérper-TZR} fiir
1h auf die Schnitte gegeben. Ungebundener Antikorper wurde durch 10miniitiges
Spiilen von TBS-Tween entfernt. Im Anschluss wurden die Proben mit ExtrAvidin
Peroxidase fiir 30min inkubiert und der Uberstand durch Waschen fiir 10min mit
TBS-Tween entfernt. Angefarbt wurden die T-Lymphozyten mit fliissigem DAB+ fiir
5min und danach fiir 10min in TBS-Tween gespiilt. Um auch die B-Zell-Zone bei der
Mikrodissektion abgrenzen zu kénnen, wurden die B-Lymphozyten mit B220
angefdarbt. Dazu wurde zundchst Anti-Maus-B220-Antikorper fiir 1h auf die Schnitte
gegeben und ungebundene Antikérper durch Waschen in TBS-Tween fiir 10min
entfernt. Als sekundarer Antikérper wurde biotinylierter Anti-Rat-IgG-Antikérper
verwendet und dieser fiir 30min auf die Schnitte gegeben. Es folgte ein Waschschritt
von 10min in TBS-Tween, in dem die ungebundenen Antikorper entfernt wurden.
Nun wurde ExtrAvidin Phosphatase fiir 30min hinzugefiigt und im Anschluss 10min
mit TBS-Tween gewaschen. Als Farbstoff wurde Fast Blue benutzt. Ungebundener
Farbstoff wurde durch Waschen mit TBS-Tween entfernt. Nach der Farbung wurden

die Objekttrager mit Aquatex eingedeckt.

2.5 RNA-Isolation

Die RNA Isolierung erfolgte mit dem innuPREP RNA Mini Kit (Analytik Jena). Dafiir
wurden entweder die isolierten Keimzentren auf 700uL mit Lysispuffer-RL aufgefiillt
oder Gefrierschnitte von ganzen Lymphknoten (10 Stiick je 12pm dick, in 700pL
Lysispuffer-RL gel6st, bei -20°C gelagert) aufgetaut. Die Schnitte wurden zehnmal mit
einer Feindosierungsspritze (Omnifix® F Solo 1ml, B.Braun) und Kaniile (Sterican®
Gr.18, B. Braun) aufgezogen. Nach Zugabe und Durchmischen von 700pL Ethanol,

wurde die Probe auf die Saule gegeben und abzentrifugiert bei 10.000 x g fiir eine
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Minute. Der Durchfluss wurde bis zum Eluieren immer verworfen. Nach Waschen der
Saulen mit hoch- und niedrigkonzentrierter Waschlésung und erneuter
Zentrifugation bei 10.000 x g fiir 1 min, wurde die Saule durch eine Zentrifugation
von 2 min bei 10.000 x g getrocknet. Im Anschluss wird die RNA eluiert. Dafiir wurde
die Sdule in ein 1,5ml Reaktionsgefaf} gestellt und 60uL nukleasefreies Wasser wurde
auf die Saule gegeben und fiir eine Minute inkubiert, anschlief3end wurde fiir eine
Minute bei 6.000g zentrifugiert. Der Durchfluss wurde erneut auf den Filter gegeben
und 1 Minute inkubiert und zentrifugiert. Nun konnte der Filter verworfen werden.
Durch Eindampfen mit einer Vakuumzentrifuge (Conzentrator 5301, Eppendorf)
wurde die gewonnene RNA konzentriert, bis die gesamte Fliissigkeit verdampft war.
Fiir den anschliefSenden DNA-Verdau wurde die isolierte RNA in 8uL RNase-freiem
Wasser gelost und durch Zugabe von 1uL 10-fach DNase-Puffer und 1pL DNase
gestartet. Nach 15 miniitiger Inkubation bei Raumtemperatur, wurde der Verdau
durch Zugabe von 1,5uL Stopp-Lésung (EDTA 15mM) durch kurzes Mischen und 10

mintitige Inkubation bei 70°C gestoppt.

2.6 cDNA-Synthese

Nach dem DNA-Verdau schlof3 sich die cDNA Synthese an. Fiir diese wurde 8pL eines
Mastermixes, bestehend aus 4uL 5xRT Puffer, 3uL nukleasefreiem Wasser, 1uL
zufdllige Hexamere und 1pL dNTPs, mit 0,5 pL reverser Transkriptase vermischt und
zu den Proben gegeben. Die Proben wurden zunachst bei 25°C 10 min inkubiert und
dann 60 min bei 42° in cDNA umgeschrieben. Fiir den Reaktionsstopp wurden die
Proben 10 min auf 70°C erwarmt. Die fertige cDNA wurde bei -20°C bis zur Nutzung

gelagert.

2.7 Quantitative Echtzeit PCR (qRT-PCR)

Zur Bestimmung der relativen Genexpression wird das Prinzip der quantitativen
Echtzeit PCR genutzt.

Fir die qRT-PCR wird ein Taq-Man Detektionssystem benutzt. Bei einigen Primern ist
allerdings keine Sonde verfiigbar, sodass dann die Sybr-green Fluoreszenzintensitét
gemessen wird.

Es wird fir die PCR ein Ansatz aus 10uL 2x Taq-Man Mix oder Sybr-green Mix, 7pL
Wasser, 1uL. cDNA und 2 pL des Primer Mixes hergestellt. Der Primer Mix enthélt im
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Falle des Tag-Man Systems folgende Konzentrationen: 0,9 uM Vorwdrtsprimer, 0,9
uM Riickwartsprimer und 100uM der entsprechenden Sonde. Im Falle des Primer
Mixes fiir Sybr-Green werden verschiedene Verdiinnungen benutzt, entweder 0,25uM
fiir Vorwarts- und Riickwartsprimer oder 0,5uM.

Je nach Fluoreszenzdetektions-System werden verschiedene Protokolle genutzt, da
bei dem Sybr-Green System zur Kontrolle vor Detektion von Fehlamplifikation noch
eine Schmelzkurve angefertigt wird. Das Schema fiir die cyclischen Einstellungen ist

in Tabelle 2.1 und 2.2 zusammengefasst.

Tabelle 2.1 Zyklische Einstellung der quantitativen Echtzeit PCR bei Taq-Man

Temperatur [°C] Zeit Wiederholungen
95 10 min
95 45 sek
50
60 1 min
72 10 min

Tabelle 2.2 Zyklische Einstellung der quantitativen Echtzeit PCR bei Sybr-Green

Temperatur [°C] Zeit Wiederholungen
95 10 min
95 45 sek

50

60 1 min
95 15 sek

In 0,5° Schritten
60-90 15 sek
72 10 min

Die Ergebnisse werden mit der Step One v2.3 Software analysiert. Es wird die relative
Genexpression gemessen, indem der Ct-Wert (cycle threshold) bestimmt wird. Dieses
ist der Wert, der die Anzahl der PCR-Zyklen, bei denen das Fluoreszenzsignal die
Hintergrundfluoreszenz iiberschreitet, entspricht.

Fir die Quantifizierung werden Gene benétigt, die in den verwendeten Geweben
unabhéangig von der Versuchseinfliissen exprimiert werden, die sogenannten
Haushaltsgene.®® Es werden fiir die Analyse als Haushaltsgene MLN51, GAPDH und §3-

Actin verwendet.®® Dabei wurde von Niebuhr gezeigt, dass diese unabhangig von
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Versuchseinfliissen exprimiert werden.®? Von diesen Genen wird ebenfalls der Ct-
Wert und daraus der Mittelwert gebildet. Dieser Mittelwert der Ct-Werte dieser drei
Gene wird dann als Normalisierungsfaktor fiir die Berechnung der Expression der
weiteren Gene verwendet.”?

Die Berechnung erfolgt nach dieser Formel:

Np = i/C_T MLN51 x C; GAPDH * C; BActin

Der daraus errechnete Normalisierungsfaktor wurde fiir die Berechnung der

relativen Genexpression benutzt.”! Diese wurde durch folgende Formel errechnet:
2ACT — 9((NF)-(CT einzelnes Gen))

Zur verstandlicheren Abbildbarkeit und dadurch leichteren Vergleichbarkeit, wurde

der errechnete ACt-Wert durch den Mittelwert des ACt-Wert der Kontrollgruppe

geteilt, so wurde auf den ACt-Wert der Kontrollgruppe normiert und liegt somit

immer bei 1. Dieses wurde wie folgt berechnet:

Z—AACT — Z—ACT Versuchsgruppe/z—ACT Kontrollgruppe

2.8 Sequenzierung

2.8.1 Quantifizierung der RNA-Menge

Zunachst wurde aus den durch die Mikrodissektion gewonnenen Keimzentren die
RNA gewonnen und anschlieféend ein DNA-Verdau durchgefiihrt, wie in Absatz 2.4
beschrieben. Im Anschluss wurde die RNA mit Hilfe des Quantus-Fluorometer
(Promega) quantifiziert. Dazu wurde zunachst eine 1x Verdiinnung einer 20x TE
Losung hergestellt durch die Zugabe von 950pL PCR-Wasser zu 50uL 20x TE. Hiermit
wurde dann die RNA 1:100 verdiinnt, indem 99uL 1xTE, 1uL RNA hinzufligt wurden.
Der Farbstoff wurde in einer 1:1000 Verdiinnung benutzt. (999uL 1xTE + 1uL
Farbstoff). Nun wurde 100pL Farbstoffverdiinnung zu der zuvor hergestellten RNA
Verdiinnung gegeben und nach sanftem Mischen und Zentrifugieren, fiir 5 Minuten
bei Dunkelheit und Raumtemperatur inkubiert. Danach erfolgte die Messung der
Fluoreszenz am Gerat. Durch den Vergleich mit zuvor gemessenen Standards

berechnete das Gerat eine Konzentration.
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2.8.2 Amplikon-rettende multiplex PCR

Zur Herstellung eine T-Lymphozytenrezeptor--Sequenzierungsbibliothek wird die
Methode der Amplikon-rettende multiplex PCR (ARM-PCR) verwendet. Diese
beinhaltet 2 verschiedene PCR Durchldufe, wobei bei der ersten PCR die kommerziell
erworbenen 24 Vorwarts- und Riickwarts-Primer die verschiedenen T-
Lymphozytenrezeptoren-3 (TZRB) an ihren verschiedenen V- und C-Gen-Segmenten
erkannt und amplifiziert werden. In der zweiten PCR werden universelle lllumina-
Primer benutzt, die die Produkte aus der ersten PCR als Templates nutzen kénnen,
sodass es zur exponentiellen Amplifizierung der verschiedenen TZRB-Sequenzen
kommt.

Vor der ersten PCR erfolgt die c-DNA-Synthese. Die anschliefende Amplifizierung
erfolgt mit dem Quiagen-One-Step-RT-PCR Kit (iRepertoire). Die Durchfithrung
erfolgt nach den Angaben des Herstellers. Die eingesetzte RNA-Menge variiert bei
maximal 500ng und wird auf 15puL mit Nuklease-freiem Wasser aufgefiillt. Es wird ein
Mastermix aus je 5uL 5xPuffer, 1uL dNTPs (10uM), 1pL Enzymmix und 3pL

,MTBI" Primer hergestellt. Fiir jede Probe wird ein anderer MTBI Primer verwendet,
da dieser dazu dient, die Probe nach dem Sequenzieren zu identifizieren. Zu dem
Mastermix werden jeweils 1puL der gewonnenen RNA oder fiir die NTC Wasser
hinzugefiigt.

Die erste PCR wird mit einer Primus 96r!us PCR Maschine (MWG Biotech) nach dem
folgenden Schema (Tab. 2.3) durchgefiihrt:

Tabelle 2.3 Zyklische Einstellungen der Amplikon-rettende multiplex PCR

Temperatur [°C] Zeit Wiederholungen
50 40min
95 15min
94 30sek
60 2min 15x
72 30sek
94 30sek
10x
72 2min
72 10min
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Im Anschluss an die erste PCR schliefdt sich die zweite PCR an. Dazu nimmt man 1pL
des PCR Produktes und mischt dieses mit 9uL RNase freiem Wasser, 2,5uL Primer
und 12,5pL Mastermix. Beides wird vom Hersteller dazu geliefert.

Schema fiir die zweite PCR (Tab. 2.4):

Tabelle 2.4 Zyklische Einstellungen der Amplikon-rettende multiplex PCR zur

Amplifikation
Temperatur [°C] Zeit Wiederholungen
95 15min
94 30sek
55 30sek 40x
72 30sek
72 S5min

2.8.3 Agarosegel-Elektrophorese

Um Verunreinigungen, wie Primer-Dimere, zu verringern, wird das Produkt aus der
zweiten PCR auf ein 2%iges Agarosegel aufgetragen.

Um die DNA spater im Gel sichtbar zu machen, wird zu 50 ml Gel 5pL Roti-GelStain
(Roth) bei 65°C hinzugefiigt. Nach Aushérten des Gels konnen die Proben aufgetragen
werden.

Dafiir wird sie mit 5pL loading buffer gemischt und in die Taschen des Gels gefiillt.
Die anschlief3ende Elektrophorese wird bei 110V fiir ca. 40 Minuten durchgefiihrt.
Danach kann die Bande bei ca. 280bp (unter UV Licht sichtbar) ausgeschnitten

werden. Diese Bande ist deutlich von der NTC zu unterscheiden.

2.8.4 DNA Gel-Eluation

Aus der ausgeschnittenen Gelbande wird im Anschluss die cDNA eluiert mit dem
MinElute Gel Extraction Kit (Quiagen). Hierzu miissen die Gelstiicke zunachst
gewogen werden, da sie im Anschluss mit dem dreifachen des Volumens mit Puffer
QG gemischt werden und fiir 10 Minuten bei 50° unter standiger Bewegung gelost
werden. Nach Hinzugeben des einfachen Volumens des Gels an Isopropanol, werden
maximal 700pL auf die Sdule gegeben und 1min bei 13.000g zentrifugiert. Der

Durchfluss wird verworfen. Sollte noch Volumen tibrig sein, wird der Rest ebenfalls
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auf die gleiche Saule gegeben und die Zentrifugation wiederholt, der Durchfluss wird
wieder verworfen. Im Anschluss werden 500uL Puffer QG auf die Sdule gegeben und
wieder 1 min bei 13000g zentrifugiert und der Durchfluss wird verworfen. Nun
werden 750uL PE Puffer auf die Sdule gegeben und fiir 3 Minuten inkubiert, sodass
kiirzere DNA Fragmente und Primerreste gelost werden konnen. Nach den 3 Minuten
wird erneut bei 13.000g 1 min zentrifugiert und der Durchfluss verworfen. Nun wird
die Sdule zum Trocknen nochmals bei 13.000g fiir eine Minute zentrifugiert und im
Anschluss in ein neues Reaktionsgefaf3 gestellt. Die an der Sdule gebundene DNA wird
nun durch Hinzufiigen von 10pL Puffer EB und Inkubation von 1 min. gelést. Danach
wird noch ein weiteres Mal bei 13.000g fiir eine Minute zentrifugiert. Im Anschluss
wird die Saule verworfen. Der Durchfluss enthdlt die zuvor amplifizierten T-Zell-

Rezeptor-f3-Sequenzen.

2.8.5 Quantifizierung der cDNA-Menge

Bevor nun die Sequenzierung starten kann, muss zunachst die cDNA-Menge in den
Proben quantifiziert werden. Dazu wird das PerfeCTa NGS Quantification Kit
(Quantabio) benutzt. Dazu werden die Proben zuerst mit 1xPuffer in drei Schritten
auf 1:10.000 verdiinnt. Hierfiir wird zunachst 1uL Geleluat mit 9uL 1xPuffer verdiinnt,
sodass eine Verdiinnung von 1:10 entsteht, danach wird diese Verdiinnung weiter auf
1:1000 verdiinnt (1pL DNA und 99puL Puffer) und diese Verdiinnung wird ein
weiteres Mal auf 1:10.000 verdiinnt (5uL DNA und 45pL Puffer). Fiir den PCR Ansatz
werden nun 10pL PerfeCta Sybr Green Supermix, 0,6 uL [llumina Primer Mix (10uM),
5,4uL nukleasefreies Wasser und 4pL der zuvor verdiinnten DNA. Zusatzlich fiir die
Quantifizierung werden verschiedene 5 Standards benutzt, um spater die genaue
DNA Menge der Probe ermitteln zu konnen.

Schema der durchgefiihrten PCR:
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Tabelle 2.5 Zyklische Einstellungen der PCR zur Quantifizierung der cONA-Menge

Temperatur [°C] Zeit Wiederholungen
95 S5min
95 20sek
60 30sek 35x
72 45sek

Die Ergebnisse der Amplifikation wurden mit der ABI 7900 HT detektiert. Die
Baseline wurde dabei standartmaf3ig zwischen 3 und 8 und der Schwellenwert
(threshold) immer auf 0,2 gesetzt. Mit Hilfe der Standards konnte von jeder
amplifizierten Probe die Rohkonzentration berechnet werden. Daraus wurde, laut
Herstellerangaben, die Library-Konzentration wie folgt berechnet:

auf die Grofe korrigierte Konzentration (pM)

Fragmentlange Standards(bp)

= Rohkonzentration (pM) « Fragmentlange Amplikons (bp)

Dabei entspricht die Fragmentlange der Standards bei dem benutzten PerfeCTa NGS
Quantifikation Kit 426bp und fiir die der Amplikons, wie in Absatz 2.7.3 beschrieben,
280bp. Somit ergibt sich:

auf die Grofde korrigierte Konzentration (pM) = Rohkonzentration (pM) * 1,52

Unter Einbeziehung des Verdiinnungsfaktors ergab sich folgende Berechnung der

Library-Konzentration:

Library Konzentration (nM)

= auf die Grofle korrigierte Konzentration (pM) = 10.000

2.8.6 Herstellen einer Library

Die T-Lymphozytenrezeptor--Sequenzen werden mit dem Illumina MiSeq System
analysiert. Es konnen bei dem System immer bis zu 6 verschiedene Librarys
gleichzeitig sequenziert werden, da sie jeweils eine verschiedene Indexsequenz

haben.
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Fir die Herstellung einer Sequenzier-Library wird zunéchst eine 0.2 N Losung
Natronlauge (NaOH) hergestellt, dazu wird 1.0N NaOH Loésung auf 1:4 mit
nukleasefreiem Wasser verdiinnt.

Die einzelnen Proben werden auf 2nM mit Tris/HCL verdiinnt.

Nun werden 5uL von jeder Probe in ein Reaktionsgefafd pipettiert, sodass es zur
Mischung aller Proben kommt. Nun werden 5pL von dieser Mischung mit 5puL der
zuvor verdiinnten NaOH vermischt und 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.,
um die DNA zu denaturieren.

Im Anschluss wird zu der denaturierten DNA 990uL Hybridisierungspuffer (HT1)
hinzugegeben, sodass man eine Konzentration der Library von 10pM erhalt.

Fir die Sequenzierung wird eine Konzentration von 7,5pM benutzt, daher wird die
10pM Library nochmals mit HT1 verdiinnt. Und zwar werden dazu 450uL 10pM
DNA-Library mit 150uL HT1 vermischt.

Als Kontrolle der Cluster-Generierung wird eine dem Gerat bekannte Kontrolle einer
Nukleotidsequenz dazugegeben (PhiX). So wird die Nukleotidabfolge diverser, und
das Gerat kann die einzelnen Cluster besser voneinander trennen. Dieses muss
zundchst auf 12,5pM verdiinnt werden. Dazu wird die vom Hersteller gelieferte 10pM
PhiX-Library zunachst auf 4 nM verdiinnt. Dazu werden 2L PhiX mit 3puL 10 mM
Tris-Cl, pH 8.5 with 0.1% Tween 20 vermischt. Nun erfolgt ebenso eine
Denaturierung der PhiX-Library mit 0,2 N NaOH. Dazu werden jeweils 5uL
zusammengegeben und flir 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.

Die nun in ihre Einzelstrdange aufgetrennt PhiX-Library wird nun auf 20pM verdiinnt.
Dazu werden 10pL der PhiX-Library mit 990uL HT1 vermischt.

Diese wird fiir die Sequenzierung weiter auf 12,5pM verdiinnt (375uL 20pM PhiX-
Library und 225 HT1).

2.8.7 Durchfiihrung der Sequenzierung

Zum Auftragen auf die Cartridge muss nun die verdiinnte PhiX-Library mit der zuvor
hergestellten Proben-Library vermischt werden. Hierzu werden 15% PhiX zu der
Proben-Library gegeben, also 90pL PhiX (12,5 pM) und 510pL Proben-Library
(7,5pM). Dieses wird nun komplett auf die Cartridge geladen und kann sequenziert

werden.
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Fir die Sequenzierung wird der MiSeq™ V2 benutzt. Es wird eine 150bp paired end
Sequenzierung dazu genutzt, d.h. es werden 150 bp von jedem der beiden Striange
(Vorwarts- und Riickwartsstrang) sequenziert, wobei das Ende der beiden Striange
tiberlappt, so wird das sequenzierte Stiick insgesamt langer. Die
Sequenzierungsdaten werden als FASTQ Daten generiert und auf Grund der PhiX-
Sequenzierungsqualitat, der Dichte der Cluster und Clusterpassfilter bewertet. Dabei
werden Sequenzierungsldufe mit einer Clusterdichte von 750k/mm?2+150 und einer

Clusterpassfilterrate von >90% als erfolgreich gewertet.

2.8.8 Aufbereitung der Sequenzierungsdaten

Die erfolgreichen Sequenzierungsldufe ergaben zwei getrennte FASTQ-Dateien, die
die jeweiligen Ergebnisse fiir den Vorwarts- bzw. Riickwartsstrang beinhalteten. Die
folgende Datendemultiplexierung, Datenverarbeitung und TZR-p-Zuordnung erfolgte
mit dem Programm ClonoCalc 2.1.72

Das Programm sortiert zunachst die sechs verschiedenen Proben, die in einem
Sequenzierlauf zusammen sequenziert wurden, auseinander. Dieses wird anhand der
,MTBI" Primer, die die einzelnen Proben nach ihrer probenspezifischen
Indexsequenz demultiplexieren, durchgefiihrt. Im Anschluss werden zu den
Vorwartsstrangen die entsprechenden Riickwartstrange herausgesucht, dieses wird
mit dem Programm KIEL gemacht, welches die Strange anhand ihrer Koordinaten
auffindet. Danach werden durch das Programm PEAR die an den Enden
korrespondierenden Strange gesucht und zusammengefiigt.”2 Um den Fehler bei der
Zusammenfligung der Strange moglichst niedrig zu halten, werden die einzelnen
Phred-Qualititswerte der Reads erhoben, und bei einem Wert von <30 werden die
Reads verworfen.”4 Die so erhaltenen zusammengefiigten Reads werden durch das R
package ,MiTCR" mit der imgt Datenbank verglichen, dem internationalen
ImMunoGeneTics information system®, dabei werden die erhaltenden Reads durch
Sequenz-Mapping gegen den murinen T-Lymphozytenrezeptor-§-Genlocus
identifiziert.

Es werden dabei aufserdem zu der entsprechenden CDR3 Region die genutzten V, D
und ] Segmente zugeordnet. Dadurch wird eine Tabelle mit den detaillierten TZR[3
Informationen generiert. Diese Tabelle beinhaltet somit die Anzahl der Reads, die

Frequenz der Reads, die CDR3-Aminosduresequenz, die VDJ-Gen-Segment Zuordnung
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und die Anzahl der Nukleotidinsertionen. Die daraus abgeleiteten TZRB-Klonotypen

entsprechen jeweils einer individuellen CDR3-Aminosduresequenz.

2.8.9 Auswertung der Sequenzierungsdaten

Die Auswertung der Daten erfolgte mit Hilfe von RStudio und basiert auf dem tcR-
Paket oder Funktionen aus Clono Suite. 757672 Dabei wurden nur TZRB-Klonotypen
berticksichtigt, bei denen die Anzahl der Kopien >2 entsprach.’” Um die
Wahrscheinlichkeit fiir Sequenzierungsfehler durch zum Beispiel PCR-Fehler’8 oder
durch andere fehldetektierte T-Lymphozytenpopulationen moglichst gering zu halten,
wurden in die spezifischen Analysen des Rezeptorrepertoires nur Klonotypen, die in
ihrer Haufigkeit iiber dem Median liegen, einbezogen. Lediglich fiir die Analyse der
Frequenzen, wurden alle Klonotypen berticksichtigt. Tabelle 7.8 gibt iiber die

einzelnen Prozessierungsschritte der Klonotypen Aufschluss.

2.8.10 Berechnung der Indices

Fir die Analyse des TZRB-Repertoires werden verschiedene Indices berechnet. Um
die Gleichmafiigkeit der Haufigkeitsverteilung zu bewerten, wurde der Gini-
Koeffizient benutzt. Dies ist ein statistisches Maf? fiir die Ungleichverteilung und kann
dabei Werte von 0 (2vollige Gleichverteilung, in diesem Falle also, dass alle
Klonotypen gleich Haufig vorkommen) bis 1 (£maximale Ungleichverteilung, in
diesem Falle, dass ein Klonotyp das gesamte Repertoire abbildet) annehmen. Der
Gini-Koeffizient leitet sich dabei aus der Lorenzkurve (L(x)) ab.”®

Und wird wie folgt berechnet:
1
G = 1—2f L(x)dX
0

Als weiterer Index wurde der Jaccard-Index berechnet. Dieser ist ein
Ahnlichkeitsmaf? fiir Mengen und korrigiert dabei unterschiedliche MengengréfRen.
Somit berechnet er das Verhaltnis von gleichen Klonotypen zu individuellen
Klonotypen zwischen den einzelnen Mausen.89 Der Jaccard-Index kann dabei Werte
von 0(2 keine gleichen Klonotypen zwischen den Mausen) bis 1 (£ komplett gleiches
Repertoire zwischen den Mausen) annehmen.

Berechnet wird er wie folgt:
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|A N B|
|A U B|

A= Klonotypen von Maus A

B2 Klonotypen von Maus B

Zusatzlich zu dem Jaccard-Index wurde auch noch der Morisita-Horn-Index berechnet.
Er korrigiert nicht nur die verschiedenen Probengréfien, sondern bewertet zusatzlich
die haufig vorkommenden iiberlappenden Klonotypen starker. Somit ist dieser Index
starker auf die Gleichheit der hochfrequenten Klonotypen konzentriert.8! Er nimmt
dabei Werte von 0(£ keine gleichen Klonotypen) bis 1(2vdllige Gleichheit des
Repertoires zwischen den Mausen)

Er wurde dabei wie folgt berechnet:

Coo— 2 X1 XY
MH — S y2 s 2
( i=1 X i=1yi>XY
X2 Y2

xiZ Anzahl der Klonotypen in Maus X
yiZ Anzahl der Klonotypen in Maus Y

s Anzahl von einmalig vorkommenden Klonotypen

2.8.11 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung wurde mit GraphPad Prism 6 durchgefiihrt. Dabei sind
die Abweichungsbalken jeweils als Mittelwert + Standardabweichung (SD) angegeben.
Als statistisch signifikant wurden Werte von *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001,
*H**p<0,0001 bewertet.

Es wurde dabei fiir die statistische Auswertung eine biometrische Beratung von dem
Institut fiir Medizinische Biometrie und Statistik der Universitit zu Liibeck in

Anspruch genommen.
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3 Ergebnisse

3.1 Etablierung der Methode: Mduse in Versuchsgruppe erkranken an EBA
Zur Klarung der Frage, wie sich das Tth-Lymphozytenrezeptor-3-Repertoire bei
Autoimmunitét verandert, waren C57BL/6s Mause mit einem Autoantigen, dem von
Willebrand Faktor A-like Domaine 2 (VWFAZ2), plus einem Adjuvants immunisiert
worden. Eine Kontrollgruppe war mit einer Salzlésung (Phosphat-gepufferte
Salzl6sung=PBS) mit Adjuvants identisch behandelt. Das Adjuvants Titermax (TM)
diente dabei dazu, um auch bei der Kontrollgruppe eine Immunreaktion auszulésen.
In der dritten Woche begannen die Krankheitssymptome bei der Versuchsgruppe. Es
kam zur Blasenbildung an Ohr und Schnauze, und das Fell fiel den Mdusen in diesen
Regionen aus. Die Mduse wurden einmal wéchentlich untersucht, und zur
Quantifizierung wurde die Schwere und Ausbreitung der Symptome in einem Score
festgehalten (Abb. 3.1 B). Auch nach fiinf Wochen waren in der Kontrollgruppe keine
Symptome der EBA zu erkennen (Abb. 3.1 C), die Versuchsgruppe hingegen zeigte die
typischen Symptome (Abb. 3.1 D), sodass das Experiment wie geplant beendet
werden konnte und die Mause getotet und die linken und rechten poplitealen
Lymphknoten sowie die Ohren, entnommen wurden. Abbildung 3.1 A gibt tiber den
genauen Ablauf Aufschluss.

Die Ohren wurden entnommen, um daran EBA zu diagnostizieren. Dieses wurde tiber
das Anfarben der gebundenen Autoantikorper in der Haut gemacht. Aufierdem
wurden die popliteale Lymphknoten von beiden Seiten einzeln entnommen, da diese

die kompletten Hinterldufe drainieren und somit hier die Inmunreaktion beginnt.



43

A
Wochen 0 1 2 3 4 5
Immunisierung Scoring Scoring Scoring Scoring
Tétung und
Erzeugenvon  Entnahme von
Kratzerosionen = Ohren und pop.
Lymphknoten
B 54
- PBS/TM
44
- VWFA2/TM

w
1

N
h

-
1

o
L
L

betroffene Kérperoberflache [%]

o
-
N
w
IS

Abb 3.1 Aufbau des Experimentes mit Auftreten von Symptomen der EBA
C57BL/6s Mause wurden in den linken und rechten Hinterlauf mit vWFA2 in
Titermax als Versuchsgruppe und PBS in Titermax als Kontrollgruppe immunisiert.
A) Eine Woche vor Beendigung des Experimentes wurde allen Mdusen eine
Kratzerosion an den Ohren zugefiligt. Nach 5 Wochen wurde das Experiment
beendet und die beiden poplitealen Lymphknoten entnommen.

B) Einmal wochentlich wurde die Schwere und Ausbreitung der Krankheit mit
einem Score erhoben. Die Versuchsgruppe zeigte ab der dritten Woche
progrediente Symptome. C) Beispielhaft eine C57BL/6s Maus, wie sie in der
Kontrollgruppe bei Beendigung des Experimentes aussah und D) Maus nach
vWFA2 /TM Immunisierung mit Fellverlust an Schnauze und Ohren und
Blasenbildung. Abbildung C und D) aus Iwata et al. (2015).58

3.1.1 Kratzerosion fordert Entziindungsreaktion

Um sowohl in der Versuchs- als auch in der Kontrollgruppe den Einfluss einer
Entziindungsreaktion miteinzuschlief3en, wurde beiden Gruppen eine Woche vor
Beendigung des Experimentes eine von Grofde und Wundtiefe vergleichbare
Kratzerosion an der Innenseite des Ohres zugefiigt. Dieses wurde am Ohr
durchgefiihrt, da dieses eine Pradilektionsstelle fiir die Blasenbildung bei an EBA
erkrankten Mausen ist.

So kam es unabhingig von der Immunisierung in der Nahe der Erosion zu einer
Entziindungsreaktion und damit zur Aktivierung des angeborenen Immunsystems
mit Einwanderung von neutrophilen Granulozyten und Schwellung der Epidermis
und Dermis. Doch nur in der Versuchsgruppe kam es zum Ablosen der

dermoepidermalen Junktionszone und somit zur Blasenbildung(Abb. 3.2).
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HE GR-1

A Haut gesund

B PBS/TM mit
angrenzender
Kratzerosion

C VWFA2/TM mit
angrenzender
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Abb 3.2 Entziindungsreaktion, hervorgerufen durch Zufiigen von
Kratzerosion

C57BL/6s Mause wurden in den linken und rechten Hinterlauf mit PBS in
Titermax in der Kontrollgruppe und vWFA2 in Titermax in der Versuchsgruppe
immunisiert. Eine Woche vor Beendigung des Experimentes wurde allen Mausen
eine Kratzerosion an den Ohren zugefiigt. Durch diese Kratzerosion kommt es
unabhangig von der Immunisierung zu einer Entziindungsreaktion, wie hier zu
sehen ist.

Zu sehen ist jeweils eine Farbung mit HE und GR-1 eines Ohres einer Maus. In A)
ist jeweils gesunde Haut zu sehen. Die Epidermis (E) liegt der Dermis (D) direkt
an und beide Schichten sind nicht geschwollen. In der GR-1 Farbung sind keine
neutrophilen Granulozyten zu sehen. In B) sieht man die Haut einer mit PBS/TM
immunisierten Maus in der Nahe einer angrenzenden Kratzerosion. Durch das
Zufiigen dieser Kratzerosion kommt es sowohl zur Verbreiterung der Epidermis
und Dermis als auch zur Einwanderung von neutrophilen Granulozyten, zu sehen
in der GR-1 Farbung. In C) sieht man die Haut einer mit vWFA2/TM
immunisierten Haut in der Nahe der Kratzerosion. Hier kommt es neben der
Verbreiterung der Schichten noch zusatzlich durch die Immunisierung zur
Blasenbildung (B) zwischen Epidermis (E) und Dermis (D). Auch hier kommt es
zur Einwanderung von neutrophilen Granulozyten. Maf3stab250um
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3.1.2 Autoantikérperbildung und Aktivierung des Komplementsystems in der
Versuchsgruppe: Die Mduse sind an EBA erkrankt
Zum Nachweis, dass es tatsachlich zur Autoantikérperbildung gekommen ist und die
Mause an EBA erkrankt waren, wurde eine direkte Immunfloreszenz gemacht. Es kam
nur in der Versuchsgruppe zur Ablagerung von Autoantikérpern an der dermal-
epidermalen Junktionszone. Bei naiven Mausen und der Kontrollgruppe waren
keinerlei Ablagerungen zu erkennen. Auch die Aktivierung des Komplementsystems
fand nur bei der Versuchsgruppe statt (Abb.3.3). Damit konnte nachgewiesen werden,
dass die Mduse in der Versuchsgruppe an EBA erkrankt waren und sich

Autoantikorper gebildet hatten.

IgG C3

naiv

PBS/TM

VWFA2/TM
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Abb. 3.3 Ablagerung von Autoantikérpern und Aktivierung des
Komplementsystems in der Versuchsgruppe

C57BL/6s Mause wurden in den linken und rechten Hinterlauf mit PBS in
Titermax in der Kontrollgruppe und vWFAZ2 in Titermax in der Versuchsgruppe
immunisiert. Eine Woche vor Beendigung des Experimentes wurde allen Mausen
eine Kratzerosion an den Ohren zugefiigt. Durch diese Kratzerosion kommt es
unabhéangig von der Immunisierung zu einer Entziindungsreaktion.

Der Nachweis der Autoantikorperbildung wurde mittels direkter
Immunfloreszenz durchgefiihrt. IgG lagert sich ausschliefilich in der
Versuchsgruppe an der DE]J ab. Aufderdem wird das Komplementsystem
aktiviert. Zellen in blau mit DAPI gefarbt, IgG in griin (links) und C3 in griin
(rechts). Maf3stab 2 50pm

3.2 Bildung von Keimzentren

Fir die Bildung dieser Autoantikérper war eine Keimzentrumsreaktion im
Lymphknoten notwendig. Es ist im Lymphknoten durch die Immunisierung zur
Aktivierung von B-Zellen gekommen, die dann ein Keimzentrum gebildet haben,
indem sie proliferieren und zu autoantikorper-produzierenden Plasmazelle
heranreifen konnten. Ohne die Hilfe von autoreaktiven Tfh-Zellen ware diese
Differenzierung allerdings nicht méglich gewesen (vgl. Kap. 1.1.1). Es miissten daher
Tfh-Zellen in der Versuchsgruppe aktiver und vermehrt zu finden sein.

Um dieses zu quantifizieren und herauszufinden, ob es noch zu weiteren
Unterschieden in den einzelnen T-Zellsubpopulationen zwischen der Versuchs- und
der Kontrollgruppe gekommen ist, wurden mittels g-PCR von Lymphknotenschnitten
zum einen die jeweils verschiedenen Markerzytokine fiir die Subpopulationen
bestimmt, und die entsprechenden Marker-Transkriptionsfaktoren, die bei der

Differenzierung in eine Subpopulation gebildet werden (vgl. Kap. 1.2.4).

3.2.1 Tfh spezifisches Zytokin vermehrt bei Autoimmunitit exprimiert

Zu dieser Quantifizierung wurde g-PCRs von ganzen Schnitten der Lymphknoten
durchgefiihrt. Dabei kam heraus, dass nur ein signifikanter Unterschied bei den
einzelnen Markerzytokinen und Marker-Transkriptionsfaktoren der einzelnen T-
Zellsubpopulationen zu finden war (Abb. 3.4 A und B). Und dieses war Interleukin-21,
das Zytokin, das besonders von Tth Zellen exprimiert wird. Dieses war in der
Versuchsgruppe signifikant erhoht (Abb. 3.4A.) Das unterstiitzt die Hypothese, dass
durch das Autoantigen in der Versuchsgruppe vermehrt Tth-Zellen ausreifen, um den

B-Lymphozyten bei ihrer Ausreifung zu Plasmazellen helfen. Dieses wird noch
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dadurch unterstiitzt, dass auf3erdem die aktivierungsindizierte Cytidin-Desaminase
(AiD), welches ein Enzym ist, das wahrend des Klassenwechsels der B-Lymphozyten
vermehrt exprimiert wird, in der Versuchsgruppe signifikant erhoht zu finden war
(Abb. 3.4 C).

Diese Ergebnisse lassen die Vermutung aufkommen, dass es nur in der

Versuchsgruppe zur Bildung von Keimzentren gekommen ist.
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Abb.3.4 Quantitative Echtzeit PCR der Lymphknoten zeigen Unterschiede
der Tfh- und B-Lymphozyten-Aktivitit

C57BL/6s Mause wurden in den linken und rechten Hinterlauf mit PBS in
Titermax in der Kontrollgruppe und vWFA2 in Titermax in der Versuchsgruppe
immunisiert. Fiinf Wochen nach Immunisierung kommt es zur Beendigung des
Experimentes. Fiir die q-PCR werden 10 Kryoschnitte ganzer Lymphknoten
verwendet. Hiermit werden die mRNA Mengen von spezifischen
Markertranskriptionsfaktoren von einzelnen T-Zellsubpopulationen und
teilweise die dazugehorigen Markertranskriptionsfaktoren bestimmt. Zur
Quantifizierung werden sie mit einem Normalisierungsfaktor verrechnet und ins
Verhaltnis zur Kontrollgruppe gebracht, bei der der Mittelwert auf 1 gesetzt
wurde. A) Zeigt die relative Genexpression verschiedener Markerzytokine und B)
die teilweise entsprechenden Transkriptionsfaktoren. C) Zeigt die relative
Genexpression der aktivierungsinduzierte Cytidin-Desaminase im drainierenden
Lymphknoten. N=6, n=6, Daten sind dargestellt als Mittelwert+SD, *p<0,05,
Mann-Whitney-U-Test

3.2.2 Keimzentren sind in den Lymphknoten beider Gruppen auszumachen
Um diese Frage zu klaren, wurden die poplitealen Lymphknoten mit Kryodissektion
auf Objekttrager gebracht und immunhistochemisch gefarbt. In beiden Gruppen sind
Keimzentren zu erkennen (Abb. 3.5 A und B). Allerdings scheint die Dichte an
Keimzentren in der Versuchsgruppe hoher zu sein. Um trotzdem im Anschluss bei der
Repertoireanalyse moglichst eine Vergleichbare Ausgangssituation und damit
moglichst auch vergleichbare Tfh-Zellzahlen zu erhalten, wurden mit Hilfe der
Lasermikrodissektion in beiden Gruppen vergleichbare Volumen an Keimzentren
ausgeschnitten. In der Kontrollgruppe 3,69x107um?3+1,42 und in der Versuchsgruppe
3,45x107um3+1,40 (Abb. 3.5 C). Dabei wurde nach rechtem und linken poplitealen

Lymphknoten unterschieden und diese getrennt voneinander ausgeschnitten.
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Abb. 3.5 Es kommt in beiden Gruppen zur Bildung von Keimzentren
C57BL/6s Mause wurden in den linken und rechten Hinterlauf mit PBS in
Titermax in der Kontrollgruppe und vWFAZ2 in Titermax in der Versuchsgruppe
immunisiert. Fiinf Wochen nach Immunisierung kommt es zur Beendigung des
Experimentes und Kryoschnitte der drainierenden Lymphknoten werden
angefertigt.

A) Kompletter poplitealer Lymphknoten der PBS/TM und vWFA2/TM
immunisierten Mause mit einer immunhistochemischen Farbung der B-
Lymphozyten (blau=B220), T-Lymphozyten (braun=bTCR[) und proliferierende
Zellen (rot=Ki-67).

B) Vergrofierung eines Keimzentrums in der B-Zell-Zone des Lymphknotens.
Maf3stabsbalken A2200um, Mafdstabsbalken B&A50um

Aus diesen wurden zur weiteren Analyse mit Hilfe von Lasermikrodissektion die
Keimzentren aus jeweils des rechten und linken poplitealen Lymphknotens
einer Maus getrennt ausgeschnitten.

C) Dafiir wurden vergleichsweis gleiche Volumen ausgeschnitten.

N=3, n=6 Daten sind dargestellt als Mittelwert+ SD, Mann-Whitney-U-Test

3.3 Analyse des Tfh-Lymphozytenrezeptor--Repertoire bei EBA

Aus den mittels Lasermikrodissektion gewonnenen Ausschnitten der Keimzentren
der jeweils linken und rechten poplitealen Lymphknoten wurden im Anschluss mit
Hilfe von multiplex PCR und NGS die einzelnen T-Lymphozytenrezeptor-f3-

Klonotypen der extrahierten Tfh-Zellen ermittelt.

3.3.1 Kein Unterschied in der Anzahl der Klonotypen beider Gruppen

Es konnten dabei fiir die Kontrollgruppe 23024985 Klonotypen und fiir die
Versuchsgruppe 1961+985 Klonotypen ermittelt werden, die somit in die spatere
Analyse eingehen. Das heif3t, es besteht kein signifikanter Unterschied in der Anzahl
der erhaltenden Klonotypen zwischen der Versuchs- und der Kontrollgruppe (Abb.
3.6). Allerdings schwanken in beiden Gruppen die Zahlen der Klonotypen zwischen
den Mausen.

In diese Analyse gingen nur die Klonotypen mit ein, die in ihrer Haufigkeit iiber dem
Median lagen, um Fehler méglichst gering zu halten. Dieses soll im Folgenden noch
weiter verdeutlicht werden. Dafiir wurde die Haufigkeitsverteilung aller Klonotypen

naher betrachtet.
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Abb. 3.6 Anzahl an Tfh-Lymphozytenrezeptor--Klonotypen fiir beide
Gruppen gleich

Fiinf Wochen nach Immunisierung mit PBS/TM in der Kontrollgruppe oder
VWFAZ2/TM in der Versuchsgruppe wurden die poplitealen Lymphknoten
entnommen. Kryoschnitte wurden immunhistochemisch gefarbt, um die
Keimzentren mit Hilfe der Lasermikrodissektion zu isolieren. Durch multiplex PCR
und NGS wurden die Tfth-Lymphozytenrezeptor-§-Klonotypen bestimmt. Die
erhaltende Anzahl an Tth-Lymphozytenrezeptor-f3-Klonotypen unterscheidet sich
nicht zwischen der Kontroll- und der Versuchsgruppe. Doch in beiden Gruppen
zeigen sich starke Unterschiede in der Anzahl der Klonotypen N=6, n=9 Daten sind
dargestellt als Mittelwert+ SD, Mann-Whitney-U-Test

3.3.2 Haufigkeitsverteilung zeigt ungleiche Verteilung in allen Mdusen sowohl
in Versuchs- als auch Kontrollgruppe

Bereits durchgefiihrte Repertoireanalysen von T-Zellen habe gezeigt, dass die

Haufigkeitsverteilung der Klonotypen sehr ungleich ist. Es gab dabei immer einzelne

Klonotypen, die sehr haufig vorkommen und zahlreiche Klonotypen, die nur sehr

selten oder sogar nur einmal vorkommen.8? Dieses Verteilungsmuster zeigt sich auch

hier fiir die Tth-Zell-Klonotypen gewonnen aus den Keimzentren der poplitealen

Lymphknoten jeweils einer Maus. Es zeigen sich auch hier einzelne Klonotypen, die

sehr haufig vorkommen und viele, die nur selten vorkommen.

Um Verteilung der Frequenzen der Klonotypen zu quantifizieren, wurde der Gini-

Koeffizient bestimmt. Dieser zeigt das Maf3 an Ungleichverteilung an und kann dabei

zwischen 0 bei Gleichverteilung und 1 bei maximaler Ungleichverteilung liegen.

Es konnte hiermit kein signifikanter Unterschied bei der Haufigkeitsverteilung

zwischen beiden Gruppen festgestellt werden (Abb. 3.7 A).
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Dieses gibt auch der Vergleich der relativen Frequenzen der hochfrequenten
Klonotypen aus den Keimzentren der einzelnen Mause miteinander her. Hierbei
variiert die relative Frequenz der hochfrequenten Klonotypen sowohl in der
Versuchs- als auch in der Kontrollgruppe sehr stark (Abb. 3.7 B und C). Die relative
Frequenz wurde dabei als Anzahl der einzelnen Klonotypen nach Normalisierung auf
die Gesamtzahl aller Klonotypen einer Maus berechnet.

In diese Analyse wurden alle ermittelten Klonotypen miteingeschlossen. Um bei den
weiterfiihrenden spezifischeren Analysen aber eventuelle Fehler durch die multiplex
PCR oder durch andere T-Lymphozytensubpopulationen moglichst gering zu halten,
beziehen sich die weiteren Analysen der Klonotypen, nur auf die Klonotypen, die in

ihrer Haufigkeit iiber dem Median liegen.
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Abb 3.7 Median und maximal Werte der relativen Frequenzen der Tfh-
Lymphozyten-f3-Rezeptoren streuen in beiden Gruppen sehr, aber keinen
signifikanter Unterschied zwischen beiden Gruppen

Flinf Wochen nach Immunisierung mit PBS/TM oder vWFA2/TM wurden die
poplitealen Lymphknoten entnommen. Kryoschnitte wurden
immunhistochemisch gefarbt, um die Keimzentren mit Hilfe der
Lasermikrodissektion zu isolieren. Mit Hilfe von multiplex PCR und NGS wurden
die Tfth-Lymphozytenrezeptor-§-Klonotypen bestimmt.

A) Quantifizierung der Verteilung der Frequenz mit Hilfe des Gini-Koeffizienten.
Dabei wurde nach Klonotypen aus den Keimzentren des rechten und linken
poplitealen Lymphknotens einer Maus unterschieden. B) Die relativen
Frequenzen der einzelnen Klonotypen der jeweiligen Mause wurden fiir die
Kontrollgruppe und C) fiir die Versuchsgruppe nach Normalisierung auf die
Gesamtzahl der Maus aufgetragen. Dabei sind in den Box-Plots der minimale und
der maximale Wert aufgetragen, sowie der Median. Zu A) N=6,n=9 Daten sind
dargestellt als Mittelwert+ SD, p=0,11, Mann- Whitney-U-Test

3.3.3 Akkumulation von Tfh-Klonotypen, die das V2-Segment benutzen unter
Autoimmunitat
Bei einer spezifischeren Repertoireanalyse konnen typische Merkmale des TZR
angeschaut werden. Hierzu zadhlt zum Beispiel die Lange der CDR3-Regionen, also der
Region im T-Zell-Rezeptor, die fiir die Antigenbindung zustédndig ist. Es ist dabei z.B.
interessant festzustellen, ob durch das Autoantigen die CDR3-Lange der T-
Rezeptoren verandert ist. Aufderdem kénnen die Benutzung der V- und J-Segmente
des TZR bestimmt werden. Hier kdnnten sich durch Verschiebungen in der

Benutzung akkumulierende und damit eventuell autoreaktive Zellen zeigen.

In die im Folgenden durchgefiihrten Analyse gingen alle Tfth-Klonotypen, die oberhalb
des Medians liegen und aus den Keimzentren aller Mause pro Gruppe stammen mit
ein. Diese Analyse des Tfh-Lymphozytenrezeptor-B-Repertoires zeigt, dass es nicht zu

signifikanten Anderungen der CDR3-Linge in der Versuchs- und Kontrollgruppe
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kommt. In beiden Gruppen reicht die CDR3-Lange von 6-18 Aminosauren mit einem
Haufigkeitsgipfel von 12 Aminosduren (Abb 3.8 A).

Bei der Benutzung der V-Segmente wird deutlich, dass einige Segmente, wie V12-1,
V13-3,V20,V23,V24,V29 und V30 kaum bis gar nicht genutzt werden, wahrend V1
und V19 tiber 10% in beiden Gruppen zu finden sind.

Auffallig ist, dass das V2-Segment hochsignifikant haufiger von der Versuchsgruppe
genutzt wird. In der Kontrollgruppe wird dagegen signifikant haufiger das V5-
Segment benutzt (Abb 3.8 B). Es akkumulieren also nach Immunisierung besonders
Tth-Lymphozyten, die das V2-Segment benutzen. Es kommt hier also zu einer
deutlichen Verschiebung der V-Segment Benutzung. Dieses fiihrt zu der Hypothese,
dass sich hierunter besonders die autoreaktiven Tfh-Zellen befinden, die durch die
Immunisierung mit vVWFA2 akkumulieren.

Die relative Frequenz der verschiedenen J-Segmente ist ebenfalls unterschiedlich.
Beide Gruppen nutzen besonders J2-1, J2-5 und J2-7.]J1-5 wird von beiden Gruppen
hingegen kaum benutzt.

J2-7 wird von der Kontrollgruppe signifikant haufiger benutzt, allerdings konnte kein
J-Segment ausfindig gemacht werden, dass in der Versuchsgruppe vermehrt zur

Benutzung kommt (Abb. 3.8 C).
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Abb 3.8 spezifische Analyse des Tfh-Lymphozytenrezeptor--Repertoires
ergibt keine Anderung in der CDR3-Liinge, erstaunliche Unterschiede in
der Benutzung der V-Segment und kleiner Unterschied in der Benutzung
der J-Segmente

Fiinf Wochen nach Immunisierung mit PBS/TM oder vWFA2/TM wurden die
poplitealen Lymphknoten entnommen. Kryoschnitte wurden
immunhistochemisch gefarbt, um die Keimzentren mit Hilfe der
Lasermikrodissektion zu isolieren. Mit Hilfe von multiplex PCR und NGS wurden
die Tfth-Lymphozytenrezeptor-b-Klonotypen bestimmt. A) Darstellung der
Aminosduren-Lange der CDR3-Region der Klonotypen mit entsprechender
relativen Frequenz B) Darstellung der relativen Frequenz der Klonotypen in der
Benutzung der verschiedenen V-Segmente und C) J-Segmente der beiden
Gruppen. N=6, n=9, Daten dargestellt mit Mittelwert+SD, *p<0,05, ****p<0,0001,
Mann-Whitney-U-Test, Abbildung B und C, vgl. Niebuhr et al. (2021).63
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3.3.4 Diversitit nimmt unter Autoimmunitit ab

Nachdem schon deutliche Verschiebungen in der V-Segment Benutzung der Tth-
Lymphozytenrezeptor-f-Klonotypen aus den Keimzentren aller Mduse gefunden
wurden. War ein nachster interessanter Punkt in der Analyse herauszufinden, ob
unter Autoimmunitat auch die Diversitdt der Klonotypen zwischen den Mausen
abnimmt, also genauer gesagt, ob vermehrt 6ffentliche Klonotypen, also identische
Klonotypen, die in mehreren Mausen vorkommen, in der Versuchsgruppe gefunden

werden konnen.

Um dieses zu untersuchen, wurden zunachst die 6ffentlichen Klonotypen einzelner
Mause miteinander verglichen. Dabei fillt auf, dass es in der absoluten Anzahl mehr
offentliche Klonotypen in der Versuchsgruppe als in der Kontrollgruppe gibt. Dieses
ist hier einmal beispielhaft fiir drei Mduse in einem Venn-Diagramm gezeigt. Es ist zu
sehen, dass fast doppelt so viele 6ffentliche Klonotypen sowohl nur zwischen zwei
Mausen, als auch zwischen allen dreien in der Versuchsgruppe zu finden sind (Abb.
3.9 A).

Um dieses nun zu quantifizieren, wurden zwei Indices benutzt. Zum einen der
Jaccard-Index, welcher auf die verschiedenen Probengrofien korrigiert. Dieses ist
sinnvoll, da die Anzahl der Klonotypen in den einzelnen Mdusen beider Gruppen stark
variiert (vgl. Abb. 3.6). Und zum anderen der Morisita-Horn-Index, welcher die
hochfrequenten Klonotypen starker wichtet. Dieses ist auf Grund der starken
Ungleichverteilung der hochfrequenten Klonotypen sinnvoll (vgl. Kap. 3.3.2).

Der Jaccard-Index zeigt dabei Werte in der Kontrollgruppe von 0,0037+0,0010 und in
der Versuchsgruppe von 0,0049+0,0015 (Abb 3.9 B). Das entspricht einem
signifikanten Unterschied.

Der Morisita-Horn-Index nimmt in der Kontrollgruppe die Werte von 0,0023+0,0036
und in der Versuchsgruppe von 0,0408+0,0875 an und zeigt somit einen starken
signifikanten Unterschied zur Kontrollgruppe (Abb 3.9 C).

Somit stiitzt das die Hypothese, dass das Repertoire der Tfth-Lymphozyten bei der
Immunisierung durch den vVWFA2/TM ahnlicher wird und es zur Akkumulation von

identischen Klonotypen kommt.
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Abb 3.9 GréRRere Ubereinstimmung und Akkumulation der Tfh-
Lymphozytenrezeptor-3-Klonotypen unter Autoimmunbedingungen

Flinf Wochen nach Immunisierung mit PBS/TM oder vWFA2/TM wurden die
poplitealen Lymphknoten entnommen. Kryoschnitte wurden
immunhistochemisch gefarbt, um die Keimzentren mit Hilfe der
Lasermikrodissektion zu isolieren. Mit Hilfe von multiplex PCR und NGS
wurden die Tth-Lymphozytenrezeptor-f-Klonotypen bestimmt. A)
Venndiagramme der Klonotypen der Kontroll- und der Versuchsgruppe
exemplarisch mit 3 Mausen. B) Jaccard-Index und C) Morisita-Horn-Index. N=6,
n=15, Daten sind dargestellt als Mittelwert+ SD, **p<0,01, ***p<0,001, Mann-
Whitney-U-Test

3.3.5 Offentliche Klonotypen benutzen vermehrt das V2-Gen-Segment bei EBA

Es konnte also bisher gezeigt werden, dass es in der Versuchsgruppe zur

Akkumulation von Tfh-Zellen kommt, die in ihrem Rezeptor das V2-Segment

benutzen. Und es konnte gezeigt werden, dass es in der Versuchsgruppe vermehrt

offentliche Tfh-Zellen gibt, die in mehreren Mausen pro Gruppe zu finden sind.

Daraus ergibt sich nun die Frage, ob diese 6ffentlichen Tfth-Zellen besonders haufig

das V2-Segment in der Versuchsgruppe benutzen.
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Dazu wurden die verschiedenen V-Gen-Segmente der Klonotypen ermittelt, die in
drei Mdusen zu finden sind. Bei der Analyse (Abb. 3.10) wird sofort deutlich, dass bei
den 6ffentlichen Klonotypen in der Versuchsgruppe iiber 40% das V2-Gen-Segment
in ihrem Rezeptor tragen. Die Kontrollgruppe benutzt dagegen die verschiedenen V-
Gen-Segmente im Verhaltnis eher ausgeglichen und das V2-Segment fehlt vollig.
Dieses stiitzt weiter die Hypothese, dass es besonders diese offentlichen Tfh-Zellen
mit V2-Segment sind, die nach Immunisierung mit vWFA2 akkumulieren und somit

autoreaktiv sind.
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Abb. 3.10 Ubereinstimmende Klonotypen benutzten hauptsichlich das V2-
Gen-Segment bei EBA

C57BL/6s Mause wurden in den linken und rechten Hinterlauf mit vWFA2 in
Titermax als Versuchsgruppe und PBS in Titermax als Kontrollgruppe
immunisiert. Kryoschnitte wurden immunhistochemisch gefarbt, um die
Keimzentren mit Hilfe der Lasermikrodissektion zu isolieren. Mit Hilfe von
multiplex PCR und NGS wurden die Tth-Lymphozytenrezeptor-3-Klonotypen
bestimmt. Es wurden Klonotypen ausgewahlt, die in drei Mdusen vorhanden
waren, und ihre entsprechenden V-Gen-Segmente bestimmt. Angegeben ist jeweils
das Verhaltnis der Klonotypen, die ein bestimmtes V-Gen-Segment nutzen,
bezogen auf alle libereinstimmenden Klonotypen einer Immunisierungsgruppe.
Bei A) wurden die Tiere mit PBS/TM und bei B) mit vVWFA2/TM immunisiert.
Herausgehoben ist das V2-Gen-Segment. N=3

3.3.6 Im Seitenvergleich akkumulieren die gleichen Klonotypen bei
Autoimmunitat
Bisher wurden die Tfh-Lymphozytenrezeptor-§-Klonotypen immer zwischen
mehreren Mausen verglichen, um zu gucken, ob hier akkumulierende Tfh-Zellen
ausgemacht werden kdnne, die damit ein Hinweis auf autoreaktive Zellen sein
konnen.
Es war aber aufderdem noch spannend zu erfahren, wie es sich mit den Tth-
Klonotypen in einer Maus verhalt. Hier liefde sich jetzt eine dhnliche Frage
formulieren. Wenn die Klonotypen zwischen den Mdusen o6ffentlicher werden, wie
sieht es dann mit den Tth-Klonotypen der Keimzentren in einer Maus aus.
Akkumulieren auch hier identische Klonotypen?
Fir diese Analyse, wurden die Keimzentren der poplitealen Lymphknoten vom
rechten und vom linken Hinterlauf entnommen. Es wurden getrennt voneinander die
Tfth-Klonotypen bestimmt. Vergleicht man die gewonnenen Klonotypen der beiden
Seiten aus einer Maus miteinander, fallt auf, dass auch hier durch die Inmunisierung
mit vVWFA2 mehr identische Klonotypen zu finden sind. Dieses wurde zunachst
wieder mit dem Morisita-Horn-Index quantifiziert (Abb. 3.11 A). Diese Werte liegen
in der Kontrollgruppe bei 0,10+£0,02 und in der Versuchsgruppe bei 0,44%0,09, und
zeigen somit einen signifikanten Unterschied zwischen Kontroll- und Versuchsgruppe.
Um dieses noch weiter zu spezifizieren, wurden jeweils von einer Maus je Gruppe, die
20 hochfrequenten Klonotypen der Keimzentren der poplitealen Lymphknoten der
rechten Seite nach ihrer relativen Frequenz aufgetragen und mit denen der linken

Seite der gleichen Maus verglichen. Dabei kommt es in der Kontrollgruppe zu
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wenigen identischen Klonotypen. Fiihrt man das gleiche allerdings bei einer Maus der
Versuchsgruppe durch, ist die Ubereinstimmung enorm.

Dieses ist hier beispielhaft bei einer Maus je Gruppe gezeigt. Es kommt beim
Vergleich der 20 hochfrequenten Klonotypen zu sieben identischen Klonotypen in der
Kontrollgruppe. Bei einer Maus der Versuchsgruppe sind es hingegen 15 gleiche
Klonotypen (Abb. 3.11 B).

Und noch etwas fallt bei dieser genauen Betrachtung der 20 hochfrequenten
Klonotypen im Seitenvergleich auf. Es sind nicht nur deutlich mehr identische
Klonotypen zu finden, sondern auch die relativen Frequenzen, mit denen die
libereinstimmenden Klonotypen vorkommen, sind sich dhnlicher. Dieses ist daran zu
erkennen, dass die schwarzen Punkte in Abb. 3.11 B bei der Versuchsgruppe auf Hoéhe
der entsprechenden roten Punkte zu finden sind.

Dieses unterstiitzt zum einen die Hypothese, dass nach Immunisierung mit vVWFA2
identische Klonotypen in beiden Seiten akkumulieren. Zum anderen kdnnte die
deutliche Ubereinstimmung der relativen Frequenzen aber auch dafiir sprechen, dass

es vielleicht einen Austausch zwischen beiden Seiten gibt.
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Abb. 3.11 Starke Ubereinstimmung und Akkumulation der Tfh-
Lymphozytenrezeptor-3-Klonotypen des rechten und linken poplitealen
Lymphknotens bei Autoimmunitat

Flinf Wochen nach Immunisierung mit PBS/TM oder vWFA2/TM wurden die
poplitealen Lymphknoten entnommen. Kryoschnitte wurden
immunhistochemisch gefarbt, um die Keimzentren mit Hilfe der
Lasermikrodissektion zu isolieren. Mit Hilfe von multiplex PCR und NGS wurden
die Tfth-Lymphozytenrezeptor-§-Klonotypen bestimmt. A) Morisita-Horn-Index
B) Die 20 hochfrequenten Klonotypen des linken poplitealen Lymphknotens der
beiden Gruppen (oben PBS/TM, unten vVWFA2/TM) wurden in ihrer relativen
Frequenz aufgetragen (rot) und mit der rechten Seite vergleichen (schwarz).
Sind die gleichen Klonotypen auch in dem rechten poplitealen Lymphknoten zu
finden, erhalten sie einen Punkt, gibt es sie nicht, ist dieses mit einem Kreuz
gekennzeichnet. N=3, n=6, Daten sind dargestellt als Mittelwert+ SD, **p<0,01,
Mann-Whitney-U-Test, Abbildung A, vgl. Niebuhr et al. (2021).63
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3.4 Zusammenfassung der Ergebnisse

Es lassen sich also folgende Ergebnisse zusammenfassen. Es lasst sich bei der Analyse
des Tth-Lymphozytenrezeptor-3-Repertoire nach einer Immunisierung mit vWFA2
im Vergleich zu einer gesunden Kontrollgruppe eine Akkumulation von Klonotypen
feststellen, die signifikant hdufiger das V2-Gensegment benutzen. Aufierdem kann
eine Abnahme der Diversitait gezeigt werden. Diese dufiert sich darin, dass vermehrt
offentliche Klonotypen zwischen den Mausen nach Immunisierung zu finden sind.
Interessanterweise wird von diesen offentlichen Klonotypen bei der Versuchsgruppe
auch deutlich haufig das V2-Gensegment benutzt.

Aufderdem konnte bei der Analyse der Tfh-Zellen aus dem Keimzentren der
kontralateralen poplitealen Lymphknoten einer Maus vermehrt identische

Klonotypen im Vergleich zu der Kontrollgruppe ausgemacht werden.
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4 Diskussion

Die Ergebnisse dieser Arbeit sind, dass es in dem aktiven Modell der EBA mit

Immunisierung mit dem von-Willebrand-factor-A-like-domaine-2

(D zu Veranderungen im Tth-Lymphozytenrezeptor-f-Repertoire gegeniiber
einer gesunden Kontrollgruppe kommt, da eine Akkumulation von
Klonotypen ausgemacht werden konnte, die besonders das V2-Gen-
Segment benutzen,

(I)  die Diversitdt des Tfh-Lymphozytenrezeptor-3-Repertoires gegeniiber der
Kontrollgruppe abnimmt. Es konnte dabei gezeigt werden, dass das
Repertoire unter Autoimmunitat dhnlicher wird, indem vermehrt

offentliche Klonotypen zu finden sind.

AufRerdem zeigte sich eine starke Ubereinstimmung der Klonotypen im
Seitenvergleich der Lymphknoten innerhalb einer immunisierten Maus. Dabei
wurden identische Klonotypen in beiden Seiten aufgefunden, die zusatzlich eine

ahnliche relative Frequenz der einzelnen Klonotypen aufwiesen.

Diese Arbeit zeigt damit, dass trotz der bisher angenommenen enormen Diversitat
des T-Zellrezeptorrepertoires spezifische Tth Zellen nach Immunisierung mit vWFA2
ausgemacht werden kénnen, die akkumulieren und somit wahrscheinlich autoreaktiv
sind.

Im Folgenden soll ndher diskutiert werden, was diese Ergebnisse fiir das Verstdandnis
von Tfh-Zellen und den Reaktionen im Keimzentrum bedeuten, und wie man daraus

Erkenntnisse fiir die weitere Forschung ziehen kann.

4.1 Veranderungen im Tfh-Lymphozytenrezeptor-B-Repertoire bei
Immunisierung mit vVWFA2

Tfth-Zellen erscheinen besonders fiir eine Repertoireanalyse unter Autoimmunitat

geeignet. Sie sind eine Subpopulation der CD4+-T-Helferzellen. Sie sind im

Keimzentrum der sekundar lymphatischen Organe wie dem Lymphknoten zu finden

und leisten dort Hilfe bei der Entwicklung von der GC-B-Zelle hin zur hochaffinen

antikorperprasentierenden Plasmazelle.® Diese Tth-Zellen sind Ausgangspunkt bei
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Autoimmunerkrankungen hin zur Produktion von Autoantikérpern. Es ist bereits
bekannt, dass ihre Differenzierung stark von der TZR-Signalstirke abhdngt und daher
angenommen wird, dass diese Zellen antigenspezifisch sind.!1

Daher erscheinen speziell diese Zellen dafiir geeignet, eine Repertoireanalyse
durchzufiihren und die Frage zu klaren, ob es nach Immunisierung mit dem vWFA2
zu Verschiebungen im Repertoire kommt, und ob antigenspezifische Zellen

ausgemacht werden kdénnen.

4.1.1 Voraussetzungen fiir die Analyse des Tfh-Lymphozytenrezeptor-§-
Repertoires
Um bei einer Repertoireanalyse antigenspezifische Zellen ausmachen zu konnen, war
es wichtig, dass die Mause sicher an EBA erkrankt waren. Es gibt bereits zwei
etablierte Methoden, um aktiv in der Maus diese Erkrankung auszuldsen. Bei der
ersten Methode wird die Immunisierung mit mCOL7c ausgeldst, welches aus
Peptidfragmenten aus der NC1-Domane des Kollagen VII besteht und noch mit einem
xenogenen GST-Fusionsprotein verbunden ist.>° Bei der zweiten Methode wird mit
einem rekombinant hergestellten murinen vVWFA2 immunisiert. Dieses Peptid liegt
ohne jegliches Fusionsprotein vor.®0 Da fiir die Analyse eine moglichst spezifische
Immunreaktion gewollt ist, wurde sich fiir die zweite Methode entschieden, um
mogliche nicht-autoreaktive Reaktionen moglichst gering zu halten.
Durch den Ausbruch der Erkrankung kam es im Verlauf des Experimentes bei den
Mausen zu Blasenbildung besonders an der Ohrhaut. Durch diese Wundenbildung in
der Haut kann es zum Eindringen von Krankheitserregern kommen, die eine
generelle Entziindungsreaktion hervorrufen. Auch wenn zu der durchgefiihrten
Analyse die Tfh-Zellen aus den Keimzentren der poplitealen Lymphknoten gewonnen
wurden, sollten zur besseren Vergleichbarkeit der Ergebnisse der Kontroll- und der
Versuchsgruppe moglichst gleiche Bedingungen vorliegen. Daher wurde bei beiden
Gruppen eine von Grofde und Wundtiefe vergleichbare Kratzerosion an der Innenseite
des Ohres zugefiigt. So kam es in beiden Gruppen zu einer Entziindungsreaktion.
Um nachzuweisen, dass die Mause tatsachlich an EBA erkrankt waren, wurden die
Autoantikérper mit Hilfe einer direkten Immunfloreszenz sichtbar gemacht. Somit

konnte sicher nachgewiesen werden, dass eine Autoimmunreaktion des Korpers mit
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Bindung von Autoantikérpern spezifisch gegen Kollagen VII stattgefunden hatte und
die Mause an EBA erkrankt waren.

Auch in der Diagnostik beim Menschen wird diese Methode angewandt. Dazu werden
perildsionale Hautbiopsien entnommen und mittels direkter Inmunfloreszenz
lineare IgG- oder C3-Ablagerungen nachgewiesen. Es kann auch ein serologischer
Nachweis durchgefiihrt werden, doch nur bei ca. 50% lassen sich zirkulierende
Antikorper nachweisen. Dieses kann dann aber bei positivem Befund als Nachweis
fiir die Schwere der Erkrankung dienen.3

Es ware hier also wiinschenswert, wenn ein serologischer Nachweis mit hoher
Spezifitiat und Sensitivitat entwickelt werden wiirde. So miissten den Patienten nicht
zwangslaufig Hautbiopsien entnommen werden. Auch hier kénnten
Repertoireanalysen dazu beitragen, so ein Diagnostik-Tool zu entwickeln. Es konnten
bereits Ergebnisse gezeigt werden, die darauf hindeuten, dass der TZR bei SLE und
RA als ein guter serologischer Biomarker dienen konnte.*4

Lief3en sich bei EBA also sicher autoreaktive Zellen ausmachen und lief3en sich diese
dann auch im Blut feststellen, konnte man diese auch zu diagnostischen Zwecken

oder eventuell zur Verlaufskontrolle oder zum Therapieerfolg identifizieren.

4.1.2 Bildung von Keimzentren in der Kontroll- sowie in der Versuchsgruppe
Da die Bildung und Bindung von Autoantikérpern nachgewiesen wurde, musste es
zur Differenzierung von B-Zellen zu Antikorper-produzierenden Plasmazellen
gekommen sein. Diese Differenzierung beginnt dabei in den Keimzentren der
Lymphknoten. Dabei scheint als ein wichtiger Mechanismus fiir die Differenzierung in
diese GC-B-Zelle die kostimulatorischen Signale von Tfh-Zellen zu sein (vgl 1.1.1).

Um zunichst einen Uberblick iiber die Reaktionen im Lymphknoten, bezogen auf die
verschiedenen Subpopulationen der T-Zellen zu erhalten, wurden die Markerzytokine
mittels gPCR bestimmt.

Bei der Quantifizierung der Markerzytokine der einzelnen Subpopulationen der T-
Zellen in den Lymphknoten, zeigte sich dann auch eine signifikante Zunahme des IL-
21 in den Lymphknoten der Versuchsgruppe. IL-21 gilt als ein von Tfh-Zellen
produziertes Signalmolekiil. Es soll Einfluss auf die Differenzierung von B-Zellen zu
Plasmazellen haben.!! Alle anderen untersuchten Markerzytokine und entsprechende

Transkriptionsfaktoren zeigten keinen Unterschied zwischen den Gruppen. Dieses
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Ergebnis lasst sich damit erkldren, dass durch das Autoantigen vermehrt Tth-Zellen
ausreifen und aktiviert werden, um den B-Zellen Hilfe zu leisten. Auch ist die
aktivierungsindizierte Cytidin-Desaminase (AiD), welches ein Enzym ist, das wiahrend
des Klassenwechsels der B-Lymphozyten vermehrt exprimiert wird, in der
Versuchsgruppe signifikant erh6ht. Der Unterschied zwischen der Versuchs- und der
Kontrollgruppe scheint also besonders in der Aktivierung der Tfh-Zellen und des
Klassenwechsels der B-Zellen zu liegen. Eine Erklarung dafiir ist die Produktion der
Autoantikorper, bei der durch die Hilfe der Tth-Zelle die B-Zelle zur Antikorper-
produzierenden Plasmazelle ausreift. Da dieses in den Keimzentren geschieht, konnte
das auch heifden, dass es eventuell nur in der Versuchsgruppe zur Bildung von
Keimzentren gekommen ist.

Es zeigte sich allerdings in den immunhistologischen Farbungen der Lymphknoten,
dass es auch in der Versuchsgruppe zur Bildung von Keimzentren gekommen ist (vgl.
3.2.2).

Eine Erklarung dafiir, dass es auch in der Kontrollgruppe zur Ausbildung von
Keimzentren gekommen ist, ware durch die lokalen Entziindungsreaktion gegeben,
die durch die Injektion von TiterMax (TM) ausgeldst wird. TM ist ein Wasser-in-0l
Adjuvants, welches neben anderen Komponenten auch Squalen enthalt, aber keine
Peptide. Somit kann TM alleine keine T-Zellen aktivieren. Die Aktivierung von T-
Zellen lasst sich aber dartiber erkldren, dass durch die Injektion des Adjuvants eine
lokale Entzlindungsreaktion mit Nekrosen entsteht und es zur Freisetzung von
endogenen Peptid-Epitopen kommt, die dann anschlief3end den T-Zellen prasentiert
werden und die Keimzentrumsbildung auslésen.®384 Und in der Tat konnte man nach
der Immunisierung in beiden Gruppen deutlichen Entziindungsreaktionen der
Hinterldufe beobachten.

Es scheint aber, dass die Dichte mit der die Keimzentren im Lymphknoten auftreten,
geringer ist und die Keimzentren scheinen kleiner (vgl 3.2.2). Somit kénnten die in
Kap.3.2.1 beobachtete Zunahme an IL-21 und AiD tber die erhéhte Dichte an
Keimzentren zustande gekommen sein. Fiir die zur Quantifizierung genutzte qPCR
wurden gleiche Mengen an Schnitten von Lymphknoten eingesetzt. Und somit ware
es moglich, dass auch in den Schnitten der Versuchsgruppe die Dichte an
Keimzentren hoher war und die quantitativ erhohte Expression von 11-21 und AiD in

der Versuchsgruppe dartber zu erklaren ware.
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Dass es tiberhaupt zu diesem Unterschied in der Dichte und Gréfde der Keimzentren
kommt, konnte daran liegen, dass es durch die beschriebene Entziindungsreaktion,
zur Freisetzung von endogenen Peptid-Epitopen in niedriger Konzentration kommt.
Die Immunisierung mit vVWFA2 musste aber, um zur Autoimmunitét zu fiihren, in
vergleichsweise hohen Dosen injiziert werden. Es wurde bereits gezeigt, dass die
Entstehung von Keimzentren und die Aktivierung von Tfh-Zellen auch auf einem
Wettbewerb um Antigenkontakt beruht.8> Daher konnte die erh6hte Dichte an
Keimzentren in der Versuchsgruppe, dariiber zu erklaren sein, dass in der
Versuchsgruppe das Angebot an Antigen durch den entstandenen

Konzentrationsunterschied grofier ist.

4.1.3 Gleiche Anzahl von Tfh-Lymphozytenrezeptor-p-Klonotypen in den
Keimzentren der drainierenden Lymphknoten gefunden
Um durch diesen Unterschied in der Dichte der Keimzentren die Analyse der Tth-
Lymphozytenrezeptor-p-Klonotypen nicht zu verzerren, wurden bei der
Mikrodissektion gleiche Volumen der Keimzentren ausgeschnitten. Fiir eine sinnvolle
Analyse des Repertoires ist eine gleiche Menge an Klonotypen wichtig, da es sonst auf
Grund der verschiedenen Verhaltnismafigkeiten und der grofden Vielfalt zu
Unterschieden in der Diversitat kommen konnte.
Die gleiche Anzahl an Zellen ist dabei entscheidend fiir die Richtigkeit der
Repertoireanalysen, da es nur moglich ist, Vergleiche anzustellen, wenn die T-Zellen
unabhangig, zufallig und mit der gleichen Nachweiswahrscheinlichkeit entnommen
wurden.?> Somit wurde sichergestellt, dass die Proben vergleichbar sind und
quantitative und qualitative Analysen sinnvoll durchgefiihrt werden kénnen.
Die Ergebnisse in 3.3.1 zeigen, dass es zu keinem Unterschied in der Anzahl der

detektierten Tfh-Klonotypen in beiden Gruppen kommt.

4.1.4 Ungleiche Haufigkeitsverteilung in allen Mdusen sowohl in Versuchs- als
auch in Kontrollgruppe

Bei der Auswertung der relativen Frequenzen der einzelnen Mause der

verschiedenen Versuchsgruppen untereinander fiel auf, dass es sowohl in der

Kontroll- als auch in der Versuchsgruppe sehr wenige Klonotypen gab, die

hochfrequent vorkommen, die grofse Mehrheit kam dabei nur vereinzelt vor (vgl.
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3.3.2). Die Frequenzen der hochfrequenten Klonotypen schwankten in beiden
Gruppen stark. Diese Verteilung konnte so auch bereits in Versuchen mit naiven
Mausen detektiert werden.8286 Dieses spricht fiir die grof3e Diversitat und Vielfalt des
Rezeptorrepertoires.

Es konnte durch die Immunisierung mit vVWFA2 auch kein signifikanter Unterschied
in der relativen Frequenz der Klonotypen mit Hilfe des Gini-Koeffizienten zwischen
den Gruppen gezeigt werden.

Dieses war zu erwarten, da bisherige Analysen der Tfh-Zellen ebenfalls eine
spezifische Antwort auf ein spezifisches Antigen nur schwer detektieren konnten.
Dieses liegt vor allem daran, dass die Anzahl an nicht autoantigenspezifischen sog.
Bystander-T-Zellen, also T-Zellen die durch andere Antigene aktiviert werden und
daraufhin proliferieren, enorm ist.#? Das Immunsystem scheint nicht immer nur
spezifisch zu antworten.

In diesem Fall lief3e sich diese Erkenntnis besonders iiber zwei Mechanismen
erklaren. Zum einen wurde beiden Gruppen bei der Inmunisierung das Adjuvants
TiterMax injiziert. Wie schon in 4.1.2 beschrieben kam es daraufthin zu einer
Entziindungsreaktion in den Hinterldufen der Mause. Es kam zur Ausbildung von
Nekrosen und gestressten Zellen, die endogene Peptide freisetzten. So wurden in
beiden Gruppen auch T-Zellen durch diese freigesetzten endogenen Peptid-Epitope
aktiviert. Somit fand auch in der Versuchsgruppe eine nicht nur spezifische
Immunreaktion auf das Autoantigen statt, sondern auch eine Bystander-Aktivierung
auf diese prasentierten endogenen Peptid-Epitope,

Es zweiter Mechanismus kann dazu fiihren, dass es zur Aktivierung und Proliferation
von vielen verschiedenen Tfh-Zellen gekommen ist. Das injizierte Autoantigen
VWFAZ2 besteht aus fast 200 Aminosauren®® und ist damit immer noch relativ grof3.
Die Peptide, die normalerweise auf einem MHCII prasentiert werden, sind 13-25
Aminosduren lang.87 Somit ist es durchaus vorstellbar, dass das Autoantigen aus
mehr als einem Epitop besteht und somit auch verschiedene Tfth-Zellen aktiviert
wurden.63

Es lasst sich also alleine durch diese zwei Mechanismen erklaren, warum nicht nur
spezifisch autoreaktive Zellen proliferieren und es in beiden Gruppen zu einzelnen

hochfrequenten Klonotypen gekommen ist.
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Es lassen sich also alleine mit der Haufigkeitsverteilung keine Hinweise auf
autoreaktive Zellen erkennen. Deshalb wurde das Tth-Lymphozytenrezeptor-§3-

Repertoire genauer analysiert, um autoreaktive Zellen zu identifizieren.

4.1.5 Akkumulation von autoreaktiven spezifischen Tfh-
Lymphozytenrezeptor--Klonotypen

In der genaueren Analyse des Tfth-Lymphozytenrezeptor-f3-Repertoires wurden

bestimmte Merkmale des T-Zell-Rezeptors untersucht, um hierdurch Hinweise auf

akkumulierende Zellen mit bestimmten Merkmalen zu erhalten, die damit fiir eine

Autoreaktivitdt sprechen.

Dabei fallt bei dem Vergleich der Tfth-Lymphozytenrezeptor-3-Repertoires der beiden

Gruppen miteinander kein Unterschied in der CDR3-Lange auf (vgl. 3.3.3) Somit ist es

nicht moglich, iiber die CDR3-Langen-Verteilung auf eine Antigenspezifitat zu

schlieflen.

Allerdings ist eine Verschiebung in der Benutzung der V-Segmente aufgefallen. (vgl.
3.3.3) In der Versuchsgruppe wird das V2-Gen-Segment hochsignifikant haufiger
benutzt.

Solche vermehrte Nutzung von einzelnen V-Gen-Segmenten ist bereits bei SLE und
RA in menschlichen Blutproben entdeckt worden.#4 Ahnliches wurde auch bei Proben
der Synovia aus Kniegelenken bei Patienten mit RA gefunden. Auch hier fielen eine
vermehrte Nutzung bestimmter V-Gen-Segmente auf.88

Auch schon bei der Immunisierung mit mCOL7c-GST konnte bereits eine
Verschiebung in der Benutzung der V-Segmente gezeigt werden. In dem Fall kam es
allerdings zu einer Akkumulation von Tfh-Zellen, welche das V3-Gen-Segment
vermehrt benutzt haben.6263

Diese unterschiedliche V-Segment Akkumulation konnte durch folgenden
Hintergrund zu erklaren sein. Fiir die Immunisierung mit vVWFA2 wurden C57BL/6
Mause verwendet, da dieser Stamm auch bei der Etablierung dieser Methode
verwendet wurde.®? Bei diesem Stamm wurde die H2s MHC-Klasse Il des S]JL/]
Stammes eingefiigt eingefiigt.

Bei der Immunisierung mit mCOL7c-GST wurden hingegen SJL/J-Mause verwendet,

die eine genomische Deletion innerhalb des V-Segment-Locus des [3-Rezeptors
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haben.8° Somit ist die Anzahl an V-Segmenten bei diesem Stamm kleiner. Allein dieser
Unterschied der Maus-Stamme kénnte zu diesem abweichenden Ergebnis gefiihrt
haben.

Dazu kommt, dass bei der Inmunisierung mit mCOL7c-GST ein anderes Antigen
verwendet wurde, welches zusatzlich mit einem xenogenen GST-Fusionsprotein
verbunden ist. Durch das andere Antigen und das zusatzlichen Xenogen lasst sich
vermuten, dass auch andere Tfh-Zellen aktiviert wurden und somit auch eine

unterschiedliche V-Segment Nutzung denkbar ist.

Dass es liberhaupt zu einer vermehrten V2-Gen-Segment-Nutzung gekommen ist,
konnte dadurch zustande gekommen sein, dass naive T-Lymphozyten, die das V2-
Gen-Segment benutzen, das Autoantigen erkennen, daraufhin gepragt werden und
klonal expandieren. Man konnte daher die Hypothese aufstellen, dass unter diesen
Tfh-Zellen, die das V2-Gensegment benutzen, die autoreaktiven Zellen zu finden sind
und sie somit zu einen erheblichen Teil zur Pathogenese der EBA beitragen.

Um diesen Zusammenhang zu verifizieren, ware es spannend, monoklonale
Antikorper zu entwickeln, die speziell gegen das V2-Gen-Segment des TZRp gerichtet
sind, den TZR blockieren und somit die Pragung der T-Lymphozyten ausbliebe.
Dadurch wire es denkbar, dass weniger bis keine autoreaktiven Tfth-Lymphozyten
entstehen. Somit wiirde die T-Zell-Hilfe bei der Aktivierung und Differenzierung der
autoreaktiven B-Zelle wegfallen, und es gibe weniger oder keine Autoantikérper.
Somit wiirde das zu der Hypothese fiihren, dass bei der aktiven Immunisierung mit
dem vWFAZ2 bei Blockung der T-Zell-Rezeptoren, die das V2-Gen-Segment benutzen,
durch monoklonale Antikérper die Mause wesentlich weniger und schwachere
Symptome zeigen oder im besten Falle keine Krankheitssymptomatik aufweisen.
Sollte sich diese Hypothese bestéitigen lassen, konnten sich hieraus eventuell neue
individuelle Therapiekonzepte fiir den erkrankten Patienten ableiten lassen. Die
bisherigen Therapieansatze der EBA bestehen aus lokalen oder bei schweren
Verlaufen systemischen immunsuppressiven Therapieschemata. Es werden zumeist
systemische Glukokortikoide als erste Wahl eingesetzt. Oft werden zusatzlich oder,
um Steroide zu sparen, weitere Immunsuppressiva wie, wie z.B. Azathioprin,

Cyclophosphamid, Colchizin, Methotrexat und weitere eingesetzt. Aufderdem wurden
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weitere therapeutische Optionen wie hochdosoiert intravenéses Immunglobulin oder
Plasmapherese und Immunabsorption beschrieben.83

Insgesamt sind die bisherigen Ansatze allerding sehr unspezifisch und fiihren somit
auch zu erheblichen Nebenwirkungen. Somit wiirden Therapieansatze, bei denen
durch ein Immunmonitoring sehr individuell autoreaktive Zellen ausfindig gemacht
werden konnen und dann eventuell ausgeschaltet werden kdnnen, zu einem enormen
Vorteil fiir den Patienten fiihren. Die Nebenwirkungen ware wahrscheinlich deutlich
geringer, da eine solche individuelle Therapie nur einzelne autoreaktive Zellen
angreifen wiirde und nicht das gesamte Immunsystem.

Allerdings miisste man dazu zunichst feststellen, ob es eine entsprechende
Korrelation der V-Gen-Segment Benutzung auch bei an EBA erkrankten Patienten gibt.
Es konnte bereits gezeigt werden, dass der Zelloberflachenphanotyp von Tfth-Zellen
bei der Maus und dem Menschen nicht voéllig tibereinstimmen.!! Aufderdem ist auch
die Zusammensetzung des TZR bei der Maus und dem Menschen unterschiedlich.
Besonders variiert auch die Anzahl der V-Gensegmente. Da schon durch den anderen
Mausstamm und/oder das andere Antigen eine abweichende Akkumulation von Tth-
Zellen mit unterschiedlicher Benutzung der V-Segmente gekommen ist, ist es sehr
wahrscheinlich, dass sich auch hier ein abweichendes Muster beim Menschen zeigt.
Insgesamt wirft dieses Ergebnis daher viele weitere Fragen aber auch Ansatzpunkte
fiir weitere Forschung auf und kénnte zum Verstandnis der Pathogenese und daraus

resultierenden neuen Therapieansitzen beitragen.

4.2 Die Diversitit des Tfh-Lymphozytenrezeptor--Repertoires nimmt bei

Autoimmunitit ab

Das T-Lymphozyten-Repertoire ist unglaublich divers. Die Ergebnisse konnten aber
trotzdem einen Riickgang dieser Diversitat zeigen (vgl 3.3.4). Bei dem Vergleich der
Klonotypen von drei Mdusen konnte eine deutlich gréfiere Ubereinstimmung in der
Versuchsgruppe gezeigt werden. Um dieses Ergebnis zu quantifizieren, wurden zwei
Indices benutzt. Dabei wird besonders bei dem Morisita-Horn Index, der die
hochfrequenten Klonotypen stiarker wichtet, deutlich, dass es nicht nur mehr
identische Klonotypen in der Versuchsgruppe gibt und sich das Repertoire somit

ahnlicher wird, sondern besonders auch die hochfrequenten Klonotypen dhnlicher



72

werden. In der Literatur spricht man dabei von privaten TZR-Klonotypen (eng.
private T-cell-receptor clonotypes), die nur in einem oder wenigen Individuen
vorkommen oder von 6ffentlichen TZR-Klonotypen (engl. public T-cell-receptore
clonotypes), die bei einer Inmunantwort in der Mehrheit der Individuen zu finden
sind. Dabei wird davon ausgegangen, dass die meisten Immunreaktionen sowohl
private, wie auch o6ffentliche Klonotypen hervorrufen.#¢ Dabei konnte bisher gezeigt
werden, dass eine ungerichtete Immunisierung keine gréere Ubereinstimmung des

T-Zell-Repertoires zeigt.#¢

Dass in dieser Arbeit eine Abnahme der Diversitat nach Immunisierung mit vVWFA2
gefunden wurde und es zur Akkumulation von 6ffentlichen Klonotypen in der
Versuchsgruppe gekommen ist, konnte dabei auf zwei Mechanismen beruhen. Zum
einen wurden fiir die Analyse das Repertoire von Tfh-Zellen aus den Keimzentren
untersucht. Diese sind bei ihrer Differenzierung stark von der TZR-Signalstarke
abhangig, und zusatzlich werden die Tfh-Zellen bei ihrer Einwanderung in die B-Zell-
Zone im Lymphknoten auf Antigenspezifitit selektiert. Daher geht man davon aus,
dass diese Zellen sehr antigenspezifisch sind.!! Es konnen also nur die Zellen zu Tth-
Zellen differenzieren, die stark an das Antigen binden.

Zusatzlich kommt dazu, dass in der Versuchsgruppe mit einem Autoantigen
Immunisiert wurde. Es wurde schon gezeigt, dass vermehrt 6ffentliche Klonotypen
bei Autoimmunitat gefunden werden.?®

Somit wurden nach der Immunisierung deutlich mehr 6ffentliche Tfh-Zellen in allen
Mausen selektiert, als in der Kontrollgruppe. Man kénnte die Hypothese aufstellen,
dass hierunter besonders die Tfh-Zellen zu finden sind, die besonders gut an das
prasentierte Autoantigen gebunden haben. Da dieses Autoantigen in allen Mdusen der
Versuchsgruppe gleich ist, scheinen hier auch trotz der riesigen Diversitat der Zellen
die identischen Tfh-Zellen aktiviert zu werden.

Trotzdem ist es auch zu einer privaten Inmunantwort gekommen. Dieses ist dadurch
zu erkldren, dass durch die Immunisierung mit TM endogene Peptide freigesetzt
wurden. Diese zufillige Prasentation von endogenen Peptid-Epitopen hat dann in
jeder Maus auch fiir eine private Akkumulation von Tfh-Zellen gesorgt.

Das wiirde bedeuten, dass unter den 6ffentlichen Klonotypen auch besonders

autoreaktive Klonotypen zu finden sein miissten.
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Diese Annahme wird nochmal verstarkt, wenn man das Ergebnis der Analyse in 3.3.5
in Betracht nimmt. Hier wurden die 6ffentlichen Klonotypen, die zwischen 3
verschiedenen Mausen gefunden wurden, naher hinsichtlich ihrer V-Segment-
Nutzung analysiert. 40% dieser 6ffentlichen Klonotypen benutzen in ihrem TZR die

V2-Sequenz.

Dieses fiihrt zur Hypothese, dass es besonders diese 6ffentlichen Tfth-Zellen mit V2-
Segment sind, die nach Immunisierung mit vWFA2 akkumulieren und somit

autoreaktiv sind.

Um aus diesen Klonen aber die genauen antigenspezifischen Klonotypen
herauszufinden, braucht es noch weitere Versuche.

Man konnte dafiir bereits etablierte Methoden benutzen, bei denen man losliche,
kiinstlich designte MHC II-Komplexe herstellt, sogenannte MHC II-Tetramere. Diese
kann man dann mit der gesuchten Antigenbindungssequenz beladen und die
entstehenden Komplexe aus MHC-Tetramer und T-Zell durch ein Farbung mit Hilfe
von Durchflusszytometrie herausfiltern.”! Weitere Versuche dazu haben ergeben,
dass es durch diese Methode sogar moglich ist, die T-Zellen durch das MHC-Tetramer
zu aktivieren.?? So ware es moglich herauszufinden, ob unter den detektierten
Klonotypen, wirklich autoreaktive Tfh-Zellen stecken. Hatte man diese identifiziert,
wiirde dieses vollig neue Moglichkeiten fiir Therapieoptionen bieten. So ware es zum
Beispiel vorstellbar, dass die entsprechenden Tetramere dazu eingesetzt werden
konnten, die autoreaktiven T-Zellen gezielt zu zerstoren®3 , oder es lief3en sich

monoklonale Antikérper gegen die autoreaktiven T-Zellen entwickeln.

4.3 Uniformitat des Tfth-Lymphozytenrezeptor-B-Repertoires in
kontralateralen Lymphknoten bei EBA

Dain den Analysen gezeigt werden konnte, dass das Repertoire zwischen

verschiedenen Mausen 6ffentlicher wird und vermehrt identische Klonotypen

akkumulieren, war es auch interessant zu erfahren, wie sich das Repertoire in einer

Maus verhalt. Dafiir wurden die Tfh-Zellen aus den Keimzentren der poplitealen

Lymphknoten beider Seiten getrennt voneinander analysiert und verglichen.
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Es zeigen sich dabei sehr viele identische Klonotypen, die akkumulieren, und
zusatzlich fallt auch auf, dass diese sich diese auch noch in ihrer relativen Frequenz
ahneln (vgl. 3.3.6).

Es verringert sich also durch die Immunisierung mit vVWFAZ2 die Diversitit des Tth-
Zellrepertoires innerhalb einer Maus. Daher kann man darauf schlief3en, dass die
Anzahl der Tfth-Zell-Klone, die fiir das Autoantigen spezifische sind, pro Maus
begrenzt ist. Dieses wird auch durch frithere Arbeiten unterstiitzt, die zeigen, dass die
Haufigkeit von T-Zell-Vorlaufern, die spezifisch fiir ein Autoantigen sind, in einem
Individuum eher gering sind.?*

Es lassen sich mehrere Szenarien vorstellen, wie es zu der Akkumulation von
identischen Klonotypen gekommen ist.

Die Mause wurden in beiden Hinterldufen immunisiert. Da die poplitealen
Lymphknoten jeweils nur eine Seite drainieren, konnte es in beiden Lymphknoten
unabhéangig voneinander zu der entsprechenden Immunantwort gekommen sein.
Eine weitere Erklarung ware es, dass die Tth-Zellen sich zwischen den
kontralateralen Lymphknoten austauschen. Dazu miissten die Tth-Zellen zunachst
das Keimzentrum verlassen, um dann iiber das Blut in den anderen Lymphknoten zu
gelangen. Bisher konnte gezeigt werden, dass die Tfh-Zellen zwischen den
verschiedenen Keimzentren eines Lymphknotens wandern konnen® , und es wurden
bereits bei anderen bullésen Autoimmundermatosen Tfh-Zellen im Blut
detektiert?697. Es scheint also mdglich zu sein, dass die Tth-Zellen im Kérper wandern.
Und so ware es auch vorstellbar, dass sie in den kontralateralen Lymphknoten
wandern, und somit die grof3e Ubereinstimmung auf diesen Austausch
zuruckzufihren ist. Es ware auch vorstellbar, dass identische Vorlauferzellen ins Blut
ausgeschwemmt werden und so in den kontralateralen Lymphknoten gelangen. Dort
konnten sie dann niedrigaffine Konkurrenten verdrangen und sich im Anschluss zu
ausgereiften Tth-Zellen entwickeln.®3

Um diese Hypothese der wandernden Tfth-Zellen oder Vorlauferzellen zu verifizieren,
wire es eventuell moglich, die intravitale Mikroskopie (IVM) einzusetzen. Bei dieser
ist es moglich, Zellen in vivo zu mikroskopieren. Dabei ist es auch schon gelungen,
Migrationen von Zellen zu verfolgen?8. Schafft man es, speziell die Tfh-Zellen in vivo
zu farben, konnte es moglich sein zu schauen, ob diese Zellen wirklich ins Blut und

entsprechend auch in den kontralateralen Lymphknoten wandern.
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Kdme es wirklich zur Wanderung, ware dieses als ein weiterer
Selektionsmechanismus anzusehen. Die Tth-Zellen wiirden nicht nur mit den Tfh-
Zellen aus demselben Lymphknoten um das Antigen konkurrieren, sondern auch mit
denen aus anderen aktivierten Lymphknoten. Das wiirde bedeuten, dass durch diese
weitere Selektion hochaffinere Tfh-Zellen hervorgehen, die dann B-Zell-Hilfe leisten.
Damit wiirden dann auch hochaffinere Antikorper gebildet werden konnen. Wenn
sich dieses bestatigen lief3e, konnte dieses eine Bedeutung fiir Impfstrategien haben.
Es lief3e sich daraus die Hypothese aufstellen, dass bei einer beidseitigen Impfung
durch diesen starkeren Konkurrenzdruck auch deutlich hochaffinere Antikérper

gebildet werden wiirden.®3
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5 Zusammenfassung

Follikuldre T-Helferzellen (Tfh-Zellen) sind eine Subpopulation der CD4+-T-
Helferzellen. Sie sind im Keimzentrum der sekundéar lymphatischen Organe zu finden
und leisten dort Hilfe bei der Entwicklung von der GC-B-Zelle hin zur hochaffinen
antikorperproduzierenden Plasmazelle. Diese Tfh-Zellen sind Ausgangspunkt bei
Autoimmunerkrankungen. Es ist bereits bekannt, dass ihr Differenzierung stark von
der T-Zell-Rezeptor-Signalstarke abhangt, und daher wird angenommen, dass diese
Zellen antigenspezifisch sind. Sie erscheinen durch diese Antigenspezifitit besonders
gut geeignet, um Veranderungen des Lymphozyten-Repertoires bei Autoimmunitéat
nachzuweisen und Hinweise zur Identifizierung von autoreaktiven Zellen zu erhalten.
Im Falle der EBA konnte bereits in einem aktiven Modell gezeigt werden, dass es bei
Autoimmunitat zu Akkumulation von spezifischen Tfth-Lymphozyten-Rezeptor-f3
Klonotypen zwischen einzelnen Individuen kommt. Hierbei wurde zur
Immunisierung das Peptid mCOl7¢c-GST benutzt, welches nicht nur aus dem
Selbstpeptid (mCol7c), sondern auch aus einem GST-Fusionsprotein besteht. In
fritheren Arbeiten wurde gezeigt, dass GST-spezifische T-Zellen besonders effizient
aktiviert werden, daher war nicht auszuschliefden, dass die Verdnderungen im
Repertoire auf diesen GST-Tag zuriickzufiihren waren.

Um dieses auszuschliefden, nutzt dieses Projekt ein weiteres bereits etabliertes
aktives Modell der Krankheitsinduktion von Mdusen mit dem rekombinant
gewonnenen von-Willebrand-factor-A-like-domaine-2 (VWFAZ2). In diesem Modell
kommt die Antikérperproduktion ohne ein GST-Fusionsprotein aus. Somit soll ein
moglicher Einfluss auf das Repertoire ausgeschlossen werden.

Es werden in der Arbeit die Fragen versucht zu kldaren, ob Veranderungen im Tth-
Lymphozytenrezeptor-p-Repertoire in dem aktiven Modell der EBA bei
Immunisierung mit vVWFA2 gegeniiber einer gesunden Kontrollgruppe festgestellt
werden konnen, und wie sich die Erkrankung auf die Diversitat des Repertoires

auswirkt.

Zur Klarung der Fragen wurden zundchst die Keimzentren mit Hilfe der
Lasermikrodissektion aus den Lymphknoten extrahiert und die darin enthaltenen
Tth-Lymphozyten mit Hilfe einer multiplex PCR und Next-Generation-Sequenzing
(NGS) identifiziert.
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Die Analyse des Tth-Lymphozytenrezeptor-B-Repertoires konnte dabei zeigen, dass
es zu einer Akkumulation von Tth-Lymphozyten, die das V2-Segment benutzten, bei
EBA kommt und dass die Diversitat des Repertoires unter Autoimmunitit abnimmt,
da es zur Akkumulation von identischen Klonotypen zwischen verschiedenen
Individuen kommt. Besonders beim Vergleich der identischen Klonotypen zwischen
verschiedenen Mausen fallt eine deutliche Zunahme des V2-Segmentes auf. Somit
deutet sich an, dass bei der Krankheitsinduktion besonders die Tfth-Lymphozyten, die

das V2-Segment benutzen, beteiligt sind.

Zusatzlich zeigt diese Arbeit, dass der Vergleich des Repertoires der Tfh-Klonotypen,
die aus den Keimzentren der beiden kontralateralen poplitealen Lymphknoten

innerhalb einer Maus gewonnen werden, zu vermehrt identischen Klonotypen fiihrt.

Aus diesen Erkenntnissen kénnen in weiterfiihrenden Studien individuellere
Therapieoptionen gewonnen werden, indem man die autoreaktiven Zellen

identifiziert und gezielt depletiert.
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7 Anhang

7.1 Verwendete Chemikalien und Kits

Fir diese Arbeit wurden die in Tabelle 7.1 genannten Chemikalien und Kits

verwendet.

Tabelle 7.1 Verwendete Chemikalien und Kits

Name Hersteller

Aceton 99,8% Carl Roth GmbH & Co. KG, Deutschland
Agarose peqGold VWR International GmbH, Deutschland
Aquatex Merck KGaA, Deutschland

Bepanthen Augen- und Nasensalbe

Bayer AG, Deutschland

Bovines Serum Albumin (IgG-frei)

Sigma-Aldrich Inc., USA

Bromphenolblau

Sigma-Aldrich Inc., USA

Chloroform 99%

Carl Roth GmbH & Co. KG, Deutschland

Coomassie Brilliant Blue

Sigma-Aldrich Inc., USA

4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI)

Thermo Fisher Scientific, USA

N,N-Dimethylformamid

Sigma-Aldrich Inc., USA

1,4-Dithiothreitol (DTT)

Sigma-Aldrich Inc., USA

5x DNA Loading Buffer Blue

Bioline Reagents, UK

DNAse |

Thermo Fisher Scientific, USA

dNTP Mix 10mM Thermo Fisher Scientific, USA
Einbettmedium Leica Instruments GmbH, Deutschland
Entellan Merck KGaA, Deutschland

Eosin-G 1%

Merck KGaA, Deutschland

Ethanol 99.8%

Carl Roth GmbH & Co. KG, Deutschland

Essigsaure 100

Carl Roth GmbH & Co. KG, Deutschland

ExtrAvidin alkalische Phosphatase

Sigma-Aldrich Inc., USA

ExtrAvidin Peroxidase

Sigma-Aldrich Inc., USA

Fast Blue RR Salt

Sigma-Aldrich Inc., USA

Fast Red RR Salt

Sigma-Aldrich Inc., USA

Formaldehyd 37%

Merck KGaA, Deutschland

Formamid 99%

Sigma-Aldrich Inc., USA
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Glycerol 99.5%

Sigma-Aldrich Inc., USA

Hamalaunlésung (Mayers)

Merck KGaA, Deutschland

HyperLadder 100bp Bioline Reagents, UK
immunPREP RNA Mini Kit Analytik Jena, Deutschland
[sopropanol 99.95% Carl Roth GmbH & Co. KG, Deutschland

Ketanest S (25mg/ml)

Pfizer Inc., USA

Liquid DAB+ Substrate

Agilent Technologies, Inc., USA

2-Mercaptoethanol (98%)

Sigma-Aldrich Inc., USA

Methanol 99.9%

Carl Roth GmbH & Co. KG, Deutschland

Midi Gel Adapter

Thermo Fisher Scientific, USA

MiSeq Reagent Kit v2 300 cycle

[llumina INC, USA

Mowiol 4-88

Sigma-Aldrich Inc., USA

MTBIvc reagent system (i1-18)

iRepertoire Inc., USA

Multiplex PCR Kit

QIAGEN N.V,, Niederlande

Naphthol AS-MX Phosphat

Sigma-Aldrich Inc., USA

Natriumazid (NaN3)

Sigma-Aldrich Inc., USA

Natriumchlorid (NaCl)

Merck KGaA, Deutschland

Natriumchlorid Losung 0,9%

Braun AG, Deutschland

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Thermo Fisher Scientific, USA

Natriumhydroxid (NaOH)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Deutschland

NuPAGE Antioxidant

Thermo Fisher Scientific, USA

NuPAGE 4-129% Bis-Tris Protein Gel

Thermo Fisher Scientific, USA

NuPAGE MES SDS Running Buffer

Thermo Fisher Scientific, USA

OneStep RT-PCR Kit

QIAGEN N.V,, Niederlande

PageRuler Prestained Protein Ladder

Thermo Fisher Scientific, USA

Paraformaldehyd

Carl Roth GmbH & Co. KG, Deutschland

PerfeCTa NGS Quantification Kit

Quantabio, USA

PhiX Control v3

[llumina INC, USA

QIAquick Gel Extraction Kit

QIAGEN N.V,, Niederlande

QuantiFluor RNA System

Promega Corporation, USA

Rompun (20mg/ml Xylazine)

Bayer Vital GmbH, Deutschland

Roti-GelStain

Carl Roth GmbH & Co. KG, Deutschland
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Salzsaure 37%

Sigma-Aldrich Inc., USA

SYBR Green PCR Master Mix

Thermo Fisher Scientific, USA

TagMan Universal PCR Master Mix

Thermo Fisher Scientific, USA

TiterMax classic

Sigma-Aldrich Inc.,, USA

Tris base

Sigma-Aldrich Inc.,, USA

Tween 20

Serva Electrophoresis GmbH,

Deutschland

UltraPure Glycine

Thermo Fisher Scientific, USA

Xylol 99%

Merck KGaA, Deutschland

7.2 Verwendete Losungen und Puffer

Flr diese Arbeit wurden die in Tabelle 7.2 genannten Losungen und Puffer

verwendet.

Tabelle 7.2 Verwendete Losungen und Puffer

Name

Zusammensetzung

APAAP

0.5mM Naphthol AS-MX Phosphat,

250mM N,N-Dimethylformamid, 1mM

Levamisol, Tris-Puffer 0.1M

Coomassie Blue Entfarbelosung

10% v/v Essigsaure, 40% v/v methanol,

aqua dest.

Coomassie Blue Farbelosung

0.2% w/v Coomassie Brilliant Blue, 10%

v/vEssigsaure, 40% v/v Methanol, aqua

dest.

DAPI Farbel6sung

3.5mM DAPI, PBS

Fast blue Farbelosung

3mM Fast Blue RR Salt, APAAP

Fast red Farbelosung

1.5mM Fast Red RR Salt, APAAP

[HC Antikdrper Verdiinnungspuffer

1% w/v BSA (IgG-frei), 0.5% w/v NaN3,

PBS

Laemmli Puffer

25mM Tris, 192mM Glycin, 0.1% w/v
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SDS, 0.01% w/v Bromphenolblau, Aqua

dest.

Library Verdiinnungspuffer

10 mM Tris, 0.1% Tween 20, Aqua dest,
pH eingestellt auf 8.5

NaOH (1M)

1M NaOH, Aqua dest.

Narkosel6sung

100mg/kg Ketanest S, 10mg/kg Rompun,
Natriumchlorid 0.9%

PAGE Lauf-Puffer

5% v/v NuPAGE MES SDS Lauf-Puffer,
0.25% Nu-PAGE Antioxidant (nur in der

Kathodenkammer, Aqua dest.

PAGE Probenverdiinnungspuffer

15mM DTT, 20% v/v Glycerol, 2.5% v/v

2-Mercaptoethanol, 1x Laemmli Puffer

PBS 2.5mM KCl, 1.5mM KH2 PO4, 140mM
NaCl, 6.5mM Nap2HPO4, Aqua dest., pH
eingestellt auf 7.25

TEA-Puffer 40mM Tris base, 20mM Essigsaure, 1mM
EDTA, Aqua dest., pH eingestellt auf 7.6

TBS-Tween mM Tris base, 0,05% Tween 20, 0,8%

NaCl, Aqua dest., pH eingestellt auf 7.6

Tris-Puffer (0.1M)

0.1M Tris base, Aqua dest., pH eingestellt
auf 8.2

7.3 Verbrauchsmaterialien

Flr diese Arbeit wurden die in Tabelle 7.3 genannten Verbrauchsmaterialien

verwendet.

Tabelle 7.3 Verwendete Verbrauchsmaterialen

Material

Hersteller

26/30G Kantilen

Braun AG, Deutschland

96 Well Multiply PCR Plates

Sarstedt AG & Co., Deutschland

CryoPure Tube 1.6ml

Sarstedt AG & Co., Deutschland

Membranobjekttrager NF 1.0 PEN

Carl Zeiss Microscopy GmbH,
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Deutschland

MicroFine Insulinspritzen 1ml

Becton, Dickinson and Company, USA

NuPAGE Novex 4-129% Bis-Tris-Gel
1.0mm, 12well

Life Technologies, USA

Objektrager und Deckglaser

Gerhard Menzel GmbH,Deutschland

Omnifix Feindosierungsspritzen 1ml

Braun AG, Deutschland

PARAFILM M

Sigma-Aldrich Inc., USA

PCR Optical Adhesive Cover

Life Technologies, USA

Reaktionsgefafde 0,2ml, 0,5ml, 1,5ml,
2ml], 5ml

Sarstedt AG & Co., Deutschland

Reaktionsgefafde 15ml, 50ml

Nerbe plus, Deutschland

Pipettenspitzen 10ul, 20pul, 100ul, 200,
1000ul

Nerbe plus, Deutschland

Pipettenspitzen 10ul, 200pul, 1000l

Sarstedt AG & Co., Deutschland

Safe Lock Tubes 1.5ml

Eppendorf AG, Deutschland

Skalpellklingen

Dimeda Instrumente GmbH, Deutschland

Superfrost Plus Adhdsionsobjekttrager

Thermo Fisher Scientific, USA

Thermanox Deckglaser

Thermo Fisher Scientific, USA

7.4 Verwendete Gerate und Instrumente

Fir diese Arbeit wurden die in Tabelle 7.4 genannten Gerate und Instrumente

verwendet.

Tabelle 7.4 verwendete Gerate und Instrumente

Name

Hersteller

ABI PRISM 7900 HT

Applied Biosystems, Deutschland

AccuBlock Digital Dry Baths

Labnet International INC, USA

AxioCamHR Digitalkamera

Carl Zeiss Microscopy GmbH,

Deutschland

AxioCamlC

Carl Zeiss Microscopy GmbH,
Deutschland
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Axiophotl Mikroskop

Carl Zeiss Microscopy GmbH,

Deutschland

Axioskop 2 plus Mikroskop

Carl Zeiss Microscopy GmbH,

Deutschland

Axiovert 200

Carl Zeiss Microscopy GmbH,

Deutschland

Centrifuge 5417R (Rotor: F-45-30-11)

Eppendorf AG, Deutschland

E BOX VX5

VILBER LOURMAT GmbH, Deutschland

Elektrische Nagelpfeile

Tchibo GmbH, Deutschland

Eppendorf Research plus Pipetten

Eppendorf AG, Deutschland

FTSS 355-50

CryLaS GmbH, Deutschland

Galaxy Mini Mikrozentrifuge

VWR International GmbH, Deutschland

Gelelektrophorese Criterion Cell

Bio-Rad Laboratories Inc., USA

Hyrax Kryostat C50

Carl Zeiss Microscopy GmbH,

Deutschland

IKA MS2 Minishaker Vortexer

IKA works INC, USA

Mikrolaser-System SYS63TE/PA7

Carl Zeiss Microscopy GmbH,

Deutschland

MiniSpin Plus Centrifuge (Rotor: F-45-
12-11)

Eppendorf AG, Deutschland

MiSeq System

[llumina INC, USA

Mitsubishi P95DW

Mitsubishi Electric, Japan

Neubauer Zihlkammer

Glaswarenfabrik Karl Hecht GmbH,

Deutschland

N-XBO 75

Carl Zeiss Microscopy GmbH,

Deutschland

Olympus DP72

Olympus Ag, Deutschland

PALM MicroBeam

Carl Zeiss Microscopy GmbH,

Deutschland

PerfectBlue Gel System Mini L

VWR International GmbH, Deutschland

PowerPac Basic Power Supply

Bio-Rad Laboratories Inc., USA

Power Supply LNG 350-6 Economy Line

Heinzinger electronic GmbH,
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Deutschland

Primus 25 Thermal Cycler

Eurofins Genomics GmbH, Deutschland

Primus 96 Plus Thermal Cycler

Eurofins Genomics GmbH, Deutschland

StepOne Plus Real-Time PCR

Thermo Fisher Scientific, USA

Thermomixer comfort

Eppendorf AG, Deutschland

Titramax 100

VWR International GmbH, Deutschland

Quantus Fluorometer

Promega Corporation, USA

Vakuumzentrifuge Konzentrator 5301

(Rotor: F-45-48-11)

Eppendorf AG, Deutschland

Vortex-Genie 2

Scientific Industries INC, USA

7.5 Verwendete Software

Fir diese Arbeit wurden die in Tabelle 7.5 genannte Software verwendet.

Tabelle 7.5 verwendete Software

Name

Entwickler

ABI 7900 HT detection System 2.4

Applied Biosystems, Deutschland

Adobe Photoshop CS6

Adobe Systems Incorporated, USA

AxioVision 4.9.1.2

Carl Zeiss Microscopy GmbH,

Deutschland

AxioVision 6.1

Carl Zeiss Microscopy GmbH,

Deutschland

Clono Suite

Institut fiir Anatomie, University zu

Libeck, Deutschland (Fahnrich et al.”?)

FASTX Barcode splitter Hannon Lab, Howard Hughes Medical
Instute, USA
GraphPad Prism 6 GraphPad Software, Inc., USA

Image] 1.51j

Max Planck Institute of Molecular Cell

Biology and Genetics Germany

(Schindelin et al.)??
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KIEL

Markus Schilhabel, Institut fiir klinische
Molekularbiologie, Universitat

Kiel,Deutschland

Microsoft Excel fiir Mac 2016

Microsoft Deutschland GmbH,

Deutschland

Microsoft Word fiir Mac 2016

Microsoft Deutschland GmbH,

Deutschland

MiTCR

Pirogov russische staatliche
medizinische Universitat, Russland

(Bolotin et al.)100

PALMRobo v4.8.0.1

Carl Zeiss Microscopy GmbH,

Deutschland

Pear 0.9.8 The Exelixis Lab, Heidelberg Institute for
Theoretical Studies, Deutschland (Zhang
etal.)’3

R3.4.4 R Foundation for Statistical Computing,

Osterreich (R Core Team)76

Step One Software v2.3

Thermo Fisher Scientific, USA

tcR

Pirogov russische staatliche
medizinische Universitat, Russland

(Nazarov et al.)75

7.6 Antikorper

Flr die immunhistochemischen Farbungen (IHC) und die Immunfloreszenzfarbungen

(IF) wurden die in Tabelle 7.6 genannten Antikérper verwendet.

Tabelle 7.6: Verwendete Antikérper

Antikorper Klon Hersteller

Biotin Hamster anti-Maus | H57-597 Becton, Dickinson and
TCRB-Kette Company, USA

Biotin Kaninchen anti- polyklonal Southern Biotech, Inc.,
Ratten IgG USA
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Esel anti-Maus IgG FITC polyklonal Jackson ImmunoResearch,
USA

Ratte anti-Maus CD45R RA3-6B2 Becton, Dickinson and

(B220) Company, USA

Ratte anti-Maus Gr-1 RB6-8C5 Becton, Dickinson and

(Ly6G) Company, USA

Ratte anti-Maus Ki-67 16A8 BioLegend, USA

7.7 Verwendete Primer

Fir die quantitative Echtzeit-PCR (qPCR) wurden die in Tabelle 7.7 genannten Primer

fiir die Amplifizierung genutzt.

Tabelle 7.7 Verwendete Primer

Angegeben sind die Sequenzen der Vorwarts- und Riickwartsprimer, sowie wenn

benutzt die Sodensequenz, die verwendete Konzentration und die Referenznummer

der Vorlage, die zur Erstellung des Primers verwendet wurde.

NCBI
Konzen
Accessio
Primer Sequenz tration
n
(mM)
Number
Vorwarts 5'CGTGGTGAAGAGGAGAGATAGTG 25 NM_0096
AID 45.2
Riackwarts | 5-CAGTCTGAGATGTAGCGTAGGAA 25
Vorwarts 5’'GATGCTCCCCGGGCTGTATT 25 NM
BActin 007393
Rickwarts | 5’GGGGTACTTCAGGGTCAGGA 25
Vorwarts 5’ACTCGCATGTTCGCCTAC 90 NM
054039.2
FoxP3 | Riickwarts | 5’'TCCCTTCTCGCTCTCCACTC 90
Sonde 5'CCGCCACCTGGAAGAATGCCATCCG 20
GAPDH Vorwarts 5'GACGGCCGCATCTTCTTGT 90 NM
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Riickwarts | 5’CACACCGACCTTCACCATTTT 90 008084.3
Sonde 5'CAGTGCCAGCCTCGTCCCGTAGA 20
Vorwarts | 5’GGTACTGGGCACTACCTTTG 25 NM
GATA3 008091.3
Riickwarts | 5 TGGTGGTGGTCTGACAGTTC 25
Vorwarts | 5’GCAAGGCGAAAAAGGATGC 90 NM
008337.3
Riickwarts | 5’GACCACTCGGATGAGCTCATTG 90
IFNy
Sonde 5'TGCCAAGTTTGAGGTCAACAACCCAC | 20
AG
Vorwarts | 5’GAGACTCTTTCGGGCTTTTCG 90 NM
021283.2
. Riickwarts | 5’AGGCTTTCCAGGAAGTCTTTCAG 90
IL
Sonde 5'CCTGGATTCATCGATAAGCTGCACCA | 20
TG
Vorwarts | 5’TCCCTGGGTGAGAAGCTGAAG 90 NM
010548.2
IL10 | Riickwarts | 5’CACCTGCTCCACTGCCTTG 90
Sonde 5'CTGAGGCGCTGTCATCGATTTCTCCC | 20
Vorwarts | 5’CCAAGCCAGCCTTCATTCTTG 90 NM
138660.2
MLN51 | Riickwirts | 5TAACGCTTAGCTCGACCACTCTG 90
Sonde 5'CACGGGAACTTCGAGGTGTGCCTAAC | 20
Vorwarts | 5’ACTGGATGCGACAGGAAG 25 NM
T-bet 019507.2
Riickwirts | 5’GCGGCTGGTACTTATGGAG

25




97

7.8 Zusammenfassung der T-Lymphozyten-Rezeptor-f-Klonotypen

Tabelle 7.8 Zusammenfassung der T-Lymphozyten-Rezeptor--Klonotypen
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7.9 Liste der CRD3-Aminosauresequenzen der Tfh-Lymphozyten-Rezeptor-f-
Klonotypen, die von 3 Mausen geteilt werden und das V2-Segment

enthalten.

ASSQEGTGNSDYT
ASSQEGTANSDYT
ASSQEGTDNERLF
ASSQEGTGGDTQY
ASSQTGENTLY
ASSQDGTGDEQY
ASSQDGTGGYEQY
ASSQDLDTQY
ASSQDLGEQY

10. ASSQDPGQAPL
11. ASSQDRDTQY

12. ASSQEGGDQDTQY
13.ASSQEGTANTEVF

0 N o s W=
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7.10 Abkiirzungsverzeichnis

AiD
APC
ARM-PCR
BCL-6
BSA

C

C3

CD
cDNA
CDR
CMP
COL
Ct
CXCR

DAB
DAPI
DC

DE]
DNA
dNTP
EBA
EDTA
FITC
FN
FoxP3
GAPDH
GATA3
GC
GR-1
GST
HCL

aktivierungsindizierte Cytidin-Desaminase
Antigen-prasentierenden-Zelle
Amplikon-rettende multiplex PCR
B-Zell-Lymphom 6

Boviner Serumalbumin-Standard
Kostant

Komplementfaktor C3

Cluster of differentiation
komplementiare DNA
complementarity determining regions
Knorpelmatrixproteindoméane
Kollagen

cycle threshold

C X C Motif Chemokin Rezeptor
Divers

3,3’-Diaminobenzidin
4’,6-Diamidin-2-phenylindol
Dendritische Zellen

Dermalen epidermalen Junktionszone
Desoxyribonukleinsaure (engl. acid)
Desoxynucleotidtriphosphat
Epidermolysis bullosa acquisita
Ethylendiamintetraacetat
Fluoresceinisothiocyanat

Fibronectin

Forkhead box P3
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
Transkriptionsfaktor der GATA-Familie
Keimzentrum (engl. Germinal centre)
Granulocyte-1

Glutathion S-Tranferase

Salzsaure
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HE
HT1
ICOS
IFN
Ig

IL
IVM

Ki-67
mCOL
MHC

MLN51
NaOH
NC
NGS
NTC
PAGE
PCR
PBS

PE

PFA
qRT-PCR

RNA

SD

SLE

Sybr

Taq

Tbet

TBS Tween
TE

Hamatoxylin-Eosin

Hybridisierungspuffer

Inducible costimulator

Interferon

Immunglobulin

Interleukin

intravitale Mikroskopie

Verbindende

Proliferationsmarker (Kiel-67)

murines Kollagen
Haupthistokompatibilitatskomplex (engl. Major
Histocompatibility Complex

Metastatic lymph node 51

Natronlauge

Nicht kollagen

Next-generation-sequenzing

No template control
Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Polymerase Kettenreaktion (engl. polymerase chain reaction)
Phosphat-gepufferte Salzlosung (engl. Phosphate buffered saline)
Phycoerythrin

Paraformaldehyd

Quantitative Echtzeit Polymerase Kettenreaktion (engl
Quantitative real-time polymerase chain reaction)
Rheumatoide Arthitis

Ribonukleinsaure (engl. acid)
Standardabweichung (engl. standard deviation)
Systemischer Lupus erythematodes
Cyanin-Farbstoff

Thermus / Thermophilus aquaticus

T-box expressed in T cells

Tris-buffered saline and tween

Tris-EDTA
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Tth-Zelle
Th

™

TZR
TZRp
TZZ

vWFA2

Follikuldre T-Helferzelle
T-Helferzelle

Titermax
T-Zell-Rezeptor

T- Zellrezeptor-B-Kette
T-Zell-Zone

Variabel

von-Willebrand-factor-A-like-domaine-2



102

7.11 Abbildungsverzeichnis

1.1  Plasmazellen Keimzentrumsreaktionen: Tth Zellen helfen bei der 8
Entstehung von hochaffinen antikérperbildenen Plasmazellen
1.2 Somatische Rekombination der Gene fiir die 3-Kette des murinen T-Zell- 11
Rezeptors
1.3  Differenzierung einiger T-Helferzellen-Subpopulationen 14
1.4  Kollagen VII verankert die dermalen Kollagene in der Basalmembran 18
1.5  Schematischer Aufbau von Kollagen VII und Peptide zur Immunisierung 19
2.1  Diskontinuierliche und denaturierte Polyacrylamid- Gelelektrophorese 24
des rekombinant hergestellten und fiir die Immunisierung benutzten
vWFA2
2.2 Isolierung der Keimzentren durch Lasermikrodissektion 29
3.1 Aufbau des Experimentes mit Auftreten von Symptomen der EBA 43
3.2  Entziindungsreaktion, hervorgerufen durch Zufiigen von Kratzerosion 44
3.3  Ablagerung von Autoantikérpern und Aktivierung des 45

Komplementsystems in der Versuchsgruppe
3.4  Quantitative Echtzeit PCR der Lymphknoten zeigen Unterschiede der Tth- 47
und B-Lymphozyten-Aktivitat

3.5 Es kommt in beiden Gruppen zur Bildung von Keimzentren 49

3.6  Anzahl an Tth-Lymphozytenrezeptor-§-Klonotypen fiir beide Gruppen 51
gleich

3.7  Median und maximal Werte der relativen Frequenzen der Tfh- 52

Lymphozyten-f3-Rezeptoren streuen in beiden Gruppen sehr, aber keinen
signifikanter Unterschied zwischen beiden Gruppen

3.8  Spezifische Analyse des Tth-Lymphozytenrezeptor-f3-Repertoires ergibt 54
keine Anderung in der CDR3-Linge, erstaunliche Unterschiede in der
Benutzung der V-Segment und kleiner Unterschied in der Benutzung der J-

Segmente

3.9 GroRere Ubereinstimmung und Akkumulation der Tfh- 57
Lymphozytenrezeptor--Klonotypen unter Autoimmunbedingungen

3.10 Ubereinstimmende Klonotypen benutzten hauptsichlich das V2- Gen- 58
Segment bei EBA

3.11 Starke Ubereinstimmung und Akkumulation der Tfh- 60

Lymphozytenrezeptor--Klonotypen des rechten und linken poplitealen
Lymphknotens bei Autoimmunitat
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