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Zusammenfassung

Multiple Sklerose ist eine der haufigsten neurologischen Erkrankungen junger Erwachsener. Es
handelt sich um eine Autoimmunerkrankung, bei der autoaggressive Lymphozyten die
Myelinschicht von Nervenzellen im Gehirn angreifen. Innerhalb dieser Entziindungsherde sowie
in der Zerebrospinalfllssigkeit (Liquor) sind expandierte B-Zellklone nachzuweisen. Deren
Immunglobulin-Transkriptrepertoire zeigt somatische Hypermutationen als Zeichen einer
Antigen-induzierten Affinitéatsreifung.

Ein wichtiges diagnostisches Kriterium von Multiple Sklerose ist der Nachweis ,,0ligoklonaler
Banden“ im Liquor von Patienten. Die Banden reprasentieren expandierte und reife Antikorper,
welche wahrend des gesamten Krankheitsverlaufs produziert werden. Obwohl die oligoklonalen
Banden erstmals vor mehr als 50 Jahren beschrieben wurden, konnte deren Funktion bis heute
nicht aufgeklart werden. Vor allem deren Zielstrukturen sowie die B-Zellen, welche diese
markante Antikorperpopulation produzieren, sind immer noch unbekannt. Das Ziel der
vorliegenden Arbeit war deshalb, diese elementaren Fragen zu beantworten.

Aufbauend auf vorlaufigen Ergebnissen der Diplomarbeit konnte zu Beginn bestétigt werden,
dass Liquor-residente Zellen der B-Zelllinie an der Produktion der oligoklonalen Antikdrper
beteiligt sind. Die zugrunde liegende Technologie beruht auf dem direkten Vergleich von
Patienten-spezifischen Immunglobulin-Transkriptomen der B-Zellen mit Immunglobulin-
Proteomen der oligoklonalen Banden.

Auch im Gehirn von Patienten sind affinitétsgereifte B-Zellen nachzuweisen. Durch Anwendung
der eben genannten Technologie wurde gezeigt, dass die Antikérper im Liquor das
B-Zellrepertoire der Entziindungsherde im Hirngewebe in groem Umfang widerspiegeln. Diese
Beobachtung bestérkt die Relevanz der Antigensuche mit Liquor-Antikdrpern, da diese einen
direkten Einblick in die immunpathologischen Prozesse im Gehirn gewéahren.

Zudem gelang es zum ersten Mal, Antigene zu identifizieren, welche eindeutig den Antikérpern
der oligoklonalen Banden zuzuordnen sind. Hierfur wurde eine neue Methode entwickelt, welche
die Bestimmung zusammengehdriger schwerer und leichter Immunglobulinketten einzelner
oligoklonaler Antikorper aus Liquor erlaubt. Insgesamt konnten auf diese Weise fiinf individuelle
Antikorper von drei verschiedenen Patienten identifiziert und exprimiert werden. Diese wurden
im Anschluss in zahlreichen Experimenten zur Antigensuche eingesetzt. Flr zwei Antikorper
wurden Sulfatide als Zielstrukturen nachgewiesen. Interessanterweise handelt es sich dabei um
Glykolipide, welche wichtiger Bestandteil der Myelinschicht sind.

Die Ergebnisse der Arbeit tragen entscheidend dazu bei, die Rolle der oligoklonalen Banden bei
Multipler Sklerose zu entschlisseln und er6ffnen insbesondere erstmals die Mdglichkeit,
Antigene einzelner oligoklonaler Antikorper zu untersuchen.
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1. Einleitung

1.1 Das Immunsystem

Organismen sind stindig vielféltigen Einfliissen aus der Umwelt ausgesetzt, welche dem
Korper schaden konnen. Die hiufigsten Krankheitserreger sind Bakterien, Pilze, Parasiten
und Viren. Auch Toxine beispielsweise pflanzlichen Ursprungs haben schiadigende Wirkung,
indem sie essentielle Stoffwechselprozesse von Zellen stéren. Den Organismus davor zu
schiitzen oder eingedrungene Erreger zu bekdmpfen, ist Aufgabe des Immunsystems.

Als erste Front der Abwehr dient die angeborene Immunantwort. Sie umfasst verschiedene
Zelltypen wie Makrophagen, natiirliche Killerzellen und Granulozyten sowie das
Komplementsystem. Pathogene, welche die dulleren Barrieren des Korpers wie Haut oder
Schleimhédute iiberwunden haben, werden direkt angegriffen, wodurch Infektionen im
Vorfeld verhindert werden. Vom angeborenen Immunsystem werden jedoch nicht alle
fremden Mikroorganismen oder Substanzen erkannt. Dies ist insbesondere dann der Fall,
wenn neue oder verdnderte Erreger den Korper angreifen.

Im Gegensatz zur angeborenen Immunabwehr zeichnet sich das adaptive Immunsystem durch
die Fahigkeit der laufenden Anpassung an neue Situationen aus. Hierfir hilt jedes
Individuum ein grofes Repertoire an B- und T-Lymphozyten bereit, die mit jeweils
einzigartiger Spezifitit Epitope korperfremder Substanzen erkennen. Zusétzlich spielen
Antigen-prasentierende Zellen, unter anderem dendritische Zellen und Makrophagen, eine
entscheidende Rolle. Letztere gehdren wiederum dem angeborenen Immunsystem an. Sie
phagozytieren die Erreger und présentieren den Lymphozyten prozessierte Bestandteile. Die
Lymphozyten werden daraufhin aktiviert und greifen die Pathogene gezielt an.

Letztendlich wird durch das enge Zusammenspiel beider Mechanismen der Immunabwehr
gewihrleistet, dass Erkrankungen vom Eindringen des Erregers bis zu dessen vollstdndiger
Eliminierung im Allgemeinen innerhalb weniger Tage abklingen. Das immunologische
Gedéchtnis sorgt zudem dafiir, dass bei einer erneuten Infektion mit einem bereits bekannten

Pathogen die Immunreaktion unmittelbar einsetzen und effizienter ablaufen kann.



1.2 Entstehung der Diversitidt von Immunglobulinen

Im Fokus der vorliegenden Arbeit standen B-Lymphozyten und Antikérper als wichtige
Bestandteile des adaptiven Immunsystems. Neben ihrer Aufgabe als Antigen-prasentierende
Zellen sind B-Lymphozyten, kurz B-Zellen genannt, fiir die humorale Immunantwort
zustdndig. Nach vollzogenem Reifungsprozess sezernieren sie als Plasmazellen eine Vielzahl
verschiedener und hochspezifischer Antikorper (Immunglobuline, Ig). Jedes Individuum
besitzt ein immenses Repertoire von mehr als 10'" unterschiedlichen Antikérpern, welches
auf DNA-Ebene der B-Zellen codiert wird [94]. Diese enorme Vielfalt kann offensichtlich
nicht durch alleinige Vererbung der Ig-Loci entstehen. Erst diverse Mechanismen auf
somatischer Ebene sorgen im Verlauf der B-Zellreifung fiir die hohe Variabilitit. Diese

werden im Folgenden ndher beleuchtet.

Die verschiedenen Stadien der B-Zellreifung sind in Abbildung 1-1 zunéchst in einer

Ubersicht zusammengefasst.
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Abb. 1-1: Uberblick iiber die verschiedenen Stadien der B-Zellreifung

Die B-Zellreifung beginnt im Knochenmark ausgehend von hidmatopoetischen Stammzellen. Im
Verlauf der V(D)J-Rekombination werden die einzelnen Stadien der Pro- und Pra-B-Zellen erreicht.
Als unreife B-Zellen, welche den B-Zellrezeptor (BZR) auf ihrer Zelloberfliche exprimieren,
verlassen sie das Knochenmark und gelangen in periphere lymphatische Organe, beispielsweise die
Milz. Bindet der BZR ein Antigen, so wandern die reifen B-Zellen in Lymphfollikel. Dort bilden sie
Keimzentren, in denen sie die Affinititsreifung durchlaufen. Positiv selektionierte Klone
proliferieren stark und differenzieren zu Plasmablasten und B-Gedéchtniszellen. Plasmazellen haben
ausschlieBlich die Aufgabe, hochaffine IgG-Antikorper in groer Menge zu produzieren. Einige
davon entwickeln sich zu langlebigen Plasmazellen, welche ins Knochenmark wandern und zum
immunologischen Gedichtnis beitragen.



1.2.1 Kombinatorische Diversitait

B-Zellen haben ihren Ursprung in pluripotenten hidmatopoetischen Stammzellen und
beginnen ihre Entwicklung als sogenannte Pro-B-Zellen im Knochenmark. Die Grundlage fiir
die hohe Variabilitit des Ig-Repertoires wird durch die Organisation des Ig-Locus und den
Mechanismus der V(D)J-Rekombination geschaffen. Darauf basiert die kombinatorische
Diversitit.

Insgesamt gibt es drei verschiedene Arten von Ig-Ketten: die schwere Kette (H-Kette; heavy)
sowie zwei verschiedene leichte Ketten (L-Kette; /ight), unterteilt in Kappa- (k) und Lambda-
(1) Ketten. Jeder Typ von Ig-Kette ist im menschlichen Genom innerhalb eines Locus auf
verschiedenen Chromosomen organisiert. Der Locus fiir die H-Kette befindet sich auf
Chromosom 14, der k-Locus auf Chromosom 2 und der A-Locus auf Chromosom 22. Die
einzelnen Loci beinhalten jeweils Gruppen von verschiedenen Gensegmenten in
unterschiedlichen Kopienzahlen: V-Segmente (variabel), J-Segmente (joining) und im Fall
der H-Kette zusitzliche D-Segmente (diversity). Jede einzelne Kopie unterscheidet sich von
allen anderen in ihrer Keimbahnsequenz.

Im Verlauf der V(D)J-Rekombination wird von der VDJ-Rekombinase im Fall der H-Kette
zundchst ein D- mit einem J-Segment (friihe Pro-B-Zelle) und im Anschluss zufdllig mit
einem V-Segment verkniipft (spite Pro-B-Zelle). Erst dann folgt die Zusammenfiihrung eines
V-Segments mit einem J-Segment der k- beziehungsweise A-Kette (Pra-B-Zelle). Das
gebildete V(D)J-Exon wird im Anschluss auf mRNA-Ebene durch einen Spleilvorgang mit
dem C-Segment (constant) verbunden. Es folgt die Translation am Ribosom und die
Kombination einer H- mit einer L-Kette. Nur bei einer produktiven Genumordnung kann die
Prd-B-Zelle den ndchsten Schritt im Entwicklungsprozess gehen. Dabei exprimiert sie als
sogenannte unreife B-Zelle ihr Immunglobulin als membranstindiges IgM-Molekiil, welches

auch als B-Zellrezeptor bezeichnet wird.

1.2.2 Junktionale Diversitit

Bei der V(D)J-Rekombination ist ein weiterer Mechanismus von Bedeutung, welcher zur
Ig-Variabilitit beitrdgt. Dies betrifft insbesondere die H-Ketten bei der Verkniipfung des
D-Segments mit dem V- beziechungsweise J-Segment. Exonukleasen entfernen dabei
Nukleotide, Desoxynukleotidyltransferasen fiihren zusitzliche Nukleotide ein. Weniger stark
ausgepragt spielt sich dieser Prozess auch bei den L-Ketten zwischen V- und J-Segment ab.
Da der zugrunde liegende Mechanismus einem Zufallsprinzip folgt, weist dieser Sequenz-

abschnitt eine enorm hohe Variabilitdt auf und wird deshalb auch hypervariabler Bereich



(CDR3, complementarity determining region 3) genannt (siche Abschnitt 1.2.8). Er stellt

einen einzigartigen Fingerabdruck im Ig-Repertoire dar.

1.2.3 Negative Selektion autoreaktiver B-Zellen

Zu diesem Entwicklungszeitpunkt hatten die B-Zellen noch keinen Kontakt zu einem Antigen
und werden somit als unreife B-Zellen bezeichnet. Aufgrund der kombinatorischen und
junktionalen Diversitit weisen sie bereits ein enormes Ig-Repertoire mit mannigfaltiger
Spezifitit auf. Zufillig kann es dabei auch zu Reaktivititen gegen korpereigene Epitope
kommen. Um solche potentiell autoreaktive B-Zellen zu eliminieren bevor sie in den
Lymphkreislauf gelangen, werden deren Spezifitidten noch im Knochenmark tiberpriift. Wird
eine autoreaktive B-Zelle detektiert, so wird sie entweder durch Apoptose beseitigt (Deletion)
oder inaktiviert (Anergie). Um diesen Mechanismen zu entgehen, kann die B-Zelle auch
versuchen, durch erneute Umlagerung des V- und J-Segments der L-Kette ihre Antigen-
spezifitit zu dndern (receptor editing).

Die Uberpriifung ist nicht immer effizient, sodass einige autoreaktive B-Zellen trotzdem in
das néchste Stadium der Entwicklung eintreten. Sie verlassen das Knochenmark und wandern

iiber den Blutkreislauf in die peripheren lymphatischen Organe wie Milz und Lymphknoten.

1.2.4 Affinititsreifung und klonale Expansion

Im peripheren Lymphgewebe treffen die unreifen B-Zellen {iber follikuldre dendritische
Zellen moglicherweise auf ihr Antigen. Ist dies der Fall, so werden sie aktiviert und in diesem
Stadium als reif bezeichnet. Die Aktivierung erfolgt zuerst iiber die Quervernetzung des BZR
auf der Oberfliche. Dann internalisieren die reifen B-Zellen das Antigen und présentieren
prozessierte Peptide iiber MHC-Klasse-II-Molekiile. Daran binden CD4" T-Helferzellen mit
der Spezifitét fiir dieses Peptid. Durch die Wechselwirkung werden costimulatorische Signale
ausgeschiittet, woraufhin T- und B-Zellen zu proliferieren beginnen. Alle anderen B-Zellen
erhalten keine Uberlebenssignale. Sie sterben durch Apoptose oder werden in den
Lymphkreislauf zuriickgefiihrt. Aktivierte B-Zellen wandern in die Lymphfollikel und bilden
Keimzentren.

In den Keimzentren setzt der nichste entscheidende Mechanismus in der Entstehung der
Diversitit des Ig-Repertoires ein: die somatische Hypermutation (SHM). Es kommt dabei zu
einer Anhdufung von Punktmutationen in den Ig-Loci. Die Mutationsrate ist um ein

10°-faches héher als in anderen somatischen Zellen [100]. Das verantwortliche Enzym ist die



Aktivierungs-induzierte Deaminase (AID) [93]. Fiithren Mutationen zufillig zu einer hoheren
Affinitdt zum Antigen als mit dem urspriinglichen BZR, so wird diese B-Zelle positiv
selektioniert. Deshalb wird die SHM auch als Affinitétsreifung bezeichnet. Insbesondere die
drei CDR-Regionen von H- und L-Kette sind von diesen Mutationen betroffen, da diese
unmittelbar an der Antigenbindung beteiligt sind (siche Abschnitt 1.2.7). Im Verlauf der
SHM entstehen auch viele unproduktive B-Zellrezeptoren: Stopcodons, Mutationen, welche
die Faltung beeintriachtigen, oder Mutationen, die zu einer verringerten Affinitdt fiihren. Ein
Grofiteil der B-Zellen stirbt aus diesem Grund im Keimzentrum ab. Die wenigen positiv
selektionierten reifen B-Zellen hingegen beginnen mit einer ausgeprigten Zellteilung

(klonale Expansion).

1.2.5 Antikorperproduktion und immunologisches Gedichtnis

Klonal expandierte B-Zellen mit der hochsten Affinitidt flir ein bestimmtes Antigen
differenzieren zu Plasmablasten. Diese sind weiterhin teilungsfihig und sezernieren durch
den vollzogenen Klassenwechsel von IgM zu etwa IgG den hochaffinen 16slichen Antikorper.
Je nachdem, welches C-Segment exprimiert wird (Cp fiir IgM, C8 fiir IgD, Cy1/2/3/4 fiir
1gG1/2/3/4, Cal/2 fiir IgA1/2 und Ce fiir IgE), verfiigt das generierte Ig-Molekiil iiber
bestimmte Effektorfunktionen, beispielsweise die Aktivierung des Komplementsystems (IgM
und IgG), die Neutralisation von Toxinen (IgG) oder der Schutz vor Pathogenen in den
Schleimhéuten (IgA).

Plasmablasten entwickeln sich weiter zu Plasmazellen, welche ausschlieBlich die Aufgabe
haben, Antikorper zu produzieren. Kurzlebige Plasmazellen haben eine Halbwertszeit von
wenigen Tagen und stellen groBe Antikorpermengen bereit. Langlebige Plasmazellen
wandern ins Knochenmark und produzieren dort iiber mehrere Monate bis Jahre den
hochaffinen Antikorper in kleineren Mengen. Sie tragen dadurch zum immunologischen
Gedichtnis bei. Langlebige B-Gedéchtniszellen haben die Antikdrperproduktion eingestellt,
konnen aber bei erneutem Auftreten desselben Antigens innerhalb kiirzester Zeit reaktiviert

und zur erneuten Antikdrperproduktion stimuliert werden.

1.2.6 Molekularer Aufbau eines IgG-Antikorpers

Ein IgG-Molekiil besteht aus vier Polypeptidketten: zwei H-Ketten mit einem
Molekulargewicht von je etwa 50 kDa und zwei L-Ketten mit je etwa 25 kDa. Die einzelnen

Polypeptidketten sind in Ig-Doménen aus jeweils circa 110 Aminosduren organisiert, wobei



die L-Kette insgesamt aus zwei (V, Cp) und die H-Kette aus vier Ig-Doménen (Vy, Cyl,
Cy2, Cy3) besteht. Die aminoterminalen Ig-Dominen bilden den variablen Abschnitt
(V-Region). Alle anderen Ig-Doménen werden als C-Region bezeichnet. Disulfidbriicken
sorgen fiir Stabilitdt im [gG-Molekdil. Intermolekular werden in der Gelenkregion eines IgG1-
Isotyps zwei Disulfidbriicken zwischen den beiden H-Ketten sowie eine Disulfidbriicke
zwischen H- und L-Kette ausgebildet. Die Cy2-Doméne verfiigt {iber eine konservierte
Glykosylierungsstelle: die Aminosdure Asparagin an Position 297. Die N-glykosidisch
verkniipften Zuckerseitenketten sind unter anderem fiir die Wechselwirkung mit dem

Komplementsystem von Bedeutung.

In Abbildung 1-2 ist der Aufbau eines IgG-Antikdrpers schematisch dargestellt.

Abb. 1-2: Schemazeichnung eines IgG-Molekiils

Ein IgG-Molekiil besteht aus insgesamt vier
Polypeptidketten, wovon jeweils zwei identisch sind:
zwei H-Ketten und zwei L-Ketten. H-Ketten sind aus

Cy 59 vier Ig-Dominen aufgebaut (Vy, Cyl, Cu2, Cu3),
CL . s L-Ketten aus zwei (VL, Cp). VL und Vy bilden
— 207 o zusammen die variable Region (griin), alle

230

C-Dominen gemeinsam die konstante Region (grau).
H- und L-Kette sind mit Cysteinen durch eine
OO 2w Disulfidbriicke (rot) miteinander verbunden: C,y; der
H-Kette mit C,;3 der L-Kette. Zwischen den beiden
H-Ketten wird das Heterodimer in der Gelenkregion
iiber zwei Disulfidbriicken stabilisiert (Cy; und Cpsp).
Asparagin an Position 297 ist die konservierte
Glykosylierungsstelle im IgG-Molekiil.

1.2.7 Faltung eines IgG-Antikorpers und CDR-Regionen

Jede Ig-Domine eines IgG-Molekiils besitzt als strukturelle Basis je sieben antiparallele
B-Stringe. In den Vy- und Vi -Doménen ragen Schleifen aus dem Geriist. Es handelt sich
dabei um die CDR-Regionen. Der variable Teil jeder Ig-Kette enthilt insgesamt drei CDR-
Regionen: zwei in der V-Region (CDR1 und CDR2) und eine weitere an der Verkniipfungs-
stelle zwischen V-, (D)- und J-Segment (CDR3). Sie weisen eine hochst variable Sequenz
auf, insbesondere aufgrund der Anhdufung von Punktmutationen wéhrend der Affinitéts-
reifung (siche Abschnitt 1.2.4). Die CDR3-Region erhédlt ihre Hypervariabilitit
hauptséchlich durch das zufillige FEinfiigen oder Entfernen von Nukleotiden (siehe
Abschnitt 1.2.2). Die stark exponierten Schleifen der CDR-Regionen bilden zusammen die

Antigenbindungsstelle und bestimmen so die Spezifitit des Antikorpers, daher auch ihre



Bezeichnung als ,, Komplementaritéts-bestimmende Region®. Wird ein IgG-Antikdrper mit
der Protease Papain gespalten, so erhédlt man die beiden funktionellen Einheiten ,,Fab* und
,»Fc“. Das Fab-Fragment enthdlt die V-Regionen und ist damit fiir die Bindung von
vielfdltigen Epitopen préadestiniert. Das Fc-Fragment zeigt eine konstante Sequenz und

gewihrleistet die Effektorfunktionen des Antikdrpers.

Sekundérstrukturen im gefalteten IgG-Molekill sowie die Einteilung in strukturelle und

funktionelle Einheiten sind in Abbildung 1-3 zusammengefasst.

Fab = CL+CH1 +V|_+VH

-

Fc= CH2 * CH3

Abb. 1-3: Faltung eines IgG-Molekiils

Jede Ig-Domine weist als stabilisierendes Geriist sieben antiparallele B-Faltblétter auf. Die H-Kette
ist in griin dargestellt und besteht aus vier Domédnen (Vy, Cyxl, Cy2, Cqx3), die L-Kette in blau aus
zweil Dominen (Vy, CL). In rot sind die exponierten Schleifen der CDR-Regionen (CDR1, CDR2,
CDR3) gezeigt, welche gemeinsam die Antigenbindungsstelle bilden. Die kleinste funktionelle
Einheit ist das Fv-Fragment, bestehend aus den beiden variablen Domédnen Vi und V. Nimmt man
die konstanten Domidnen Cyl und Cp hinzu, so entsteht das Fab-Fragment. Die Cy2- und Cy3-
Doménen der beiden H-Ketten repréisentieren das Fc-Fragment. Beim Verdau mit Papain werden
Fab- und Fc-Fragment voneinander getrennt. (modifiziert nach [132])



1.3 Autoimmunerkrankungen

In Abschnitt 1.2 wurde erldutert, wie B-Lymphozyten als Bestandteil der adaptiven Immun-
abwehr reifen und dabei ein enormes Ig-Repertoire generieren. Dabei kann es zufillig zu
Reaktivititen gegen korpereigene Epitope kommen. Es existieren mehrere Kontrollstationen,
welche potentiell autoreaktive Lymphozyten beseitigen. Schlagen diese Kontroll-
mechanismen fehl, so kann dies zum Verlust der Selbsttoleranz und als Folge davon zu
Autoimmunitit fithren.

Autoimmunerkrankungen konnen T-Zell- oder B-Zell-dominiert sein, beruhen aber
vermutlich auf einem Zusammenspiel beider Komponenten des adaptiven Immunsystems.
Psoriasis, eine chronische Entziindung der Haut, ist beispielsweise vorwiegend in der
Infiltration autoreaktiver CD4" und CD8" T-Zellen in die Epidermis und der damit
einhergehenden Schidigung von Keratinozyten begriindet [114]. Beim systemischen Lupus
erythematodes (SLE) differenzieren B-Zellen mit der Spezifitit fiir doppelstrangige DNA zu
Autoantikdrper-produzierenden Plasmazellen [29]. In rheumatoider Arthritis (RA) sind CD4"
T-Zellen und B-Zellen mit Beteiligung von Makrophagen fiir die Zerstérung von Knorpel
und Knochen in der entziindeten Gelenkkapsel verantwortlich [34].

Die Ursachen fiir den Verlust der Selbsttoleranz sowie die Pathomechanismen konnten fiir
die meisten Autoimmunerkrankungen bislang noch nicht vollstindig aufgekldrt werden.
Gleiches gilt auch fiir Multiple Sklerose (MS), eine chronische Entziindung des Zentral-

nervensystems (ZNS).

1.4 Multiple Sklerose

Ende des 19. Jahrhunderts fiihrte der franzdsische Neurologe Jean-Martin Charcot erste
klinische Studien zum Krankheitsbild von MS durch. Er erkannte bereits, dass es sich
pathologisch um eine Demyelinisierung der Nervenzellen handelt. Die entstehenden Léisionen
sind im ZNS verteilt. Da die Myelinschicht der Axone fiir eine schnelle Signalweiterleitung
sorgt, ist deren Schiadigung mit Konsequenzen in zentral gesteuerten Abldufen verbunden.
Abhédngig von der betroffenen Gehirnregion treten unterschiedliche Symptome auf.
Entziindungen im optischen Nerv filhren zu Sehstdrungen. Taubheitsgefiihle sind in
demyelinisierten Herden im sensorischen System begriindet. Auch Lihmungen, schnelle
Ermiidung, unkoordinierte Zuckungen und weitere vielfdltige Beschwerden sind beschrieben

[137]. Die Symptome treten zumeist schubformig auf, dauern einige Tage bis wenige



Wochen an und lassen dann wieder nach. Eine Heilung ist nicht moglich. Derzeit stehen aber
zahlreiche Medikamente zur Verfligung, die die Schubrate giinstig beeinflussen und den

Krankheitsverlauf deutlich verzégern konnen.

1.4.1 Epidemiologie und genetische Priadisposition

Weltweit sind heute rund 2,5 Millionen Menschen von MS betroffen, davon eine Million in
den Industrieldndern [25]. In Deutschland sind nach jlingsten Schétzungen etwa 130.000
Personen an MS erkrankt (Quelle: Internetseite des DMSG Bundesverbands). Frauen sind im
Vergleich zu Minnern doppelt so héufig betroffen [96]. Erste Symptome treten meist
zwischen dem 20. und 40. Lebensjahr auf, wodurch MS nach der Epilepsie als zweithdufigste
neurologische Erkrankung junger Erwachsener gilt [89]. In den Zonen der gemiBigten
Breiten ist die Anfilligkeit fir MS hoher als in der dquatorialen Zone [32]. Bei einer
Migration in Regionen mit geringerer Hiufigkeit von MS sinkt das Risiko deutlich. Diese
Beobachtung zeigt, dass offensichtlich Umwelteinfliisse eine Rolle spielen.

Auch eine genetische Pradisposition hat Anteil am Risiko fiir MS. Wihrend in der Gesamt-
bevolkerung das Erkrankungsrisiko lediglich 0,2% betrigt, so ist dieses fiir Verwandte ersten
Grades um das bis zu 25-fache, fiir monozygotische Zwillinge sogar um das knapp 200-fache
erhoht [31]. Das HLA-Klasse-II-Allel HLA-DRB1*1501 ist in Kombination mit HLA-
DRB1*0801 héufig mit MS assoziiert [9]. Insgesamt wird heute angenommen, dass das
Zusammenspiel mehrerer Risikogene in Abhéngigkeit von ethnischem Hintergrund und

Umweltfaktoren letztlich zur Manifestation von MS fihren.

1.4.2 Infektionshypothese

Die Infektionshypothese bringt verschiedene Viren mit der Atiologie von MS in Verbindung.
Beispielsweise sind nahezu 100% der MS-Patienten seropositiv fiir das Epstein-Barr-Virus
(EBV) im Vergleich zu 90% in der gesunden Bevolkerung [110]. Zudem sind in den
Hirnhduten von MS-Patienten EBV-infizierte B-Zellen nachzuweisen [129]. Neben weiteren
Viren wie Herpes Simplex (HSV) [87] stehen auch bakterielle Erreger wie Chlamydia
pneumoniae [28], in der Diskussion. Moglicherweise spielt molekulare Mimikry eine Rolle:
bei einer Infektion werden zundchst Spezifititen gegen das infektidse Agenz gebildet,
welches dhnliche Epitope aufweist als das im zweiten Schritt angegriffene Autoantigen [101].
Dieser Mechanismus wurde unter anderem fiir das Guillain-Barré-Syndrom (GBS)

beschrieben [3]. Molekulare Mimikry kénnte auch an der Manifestation von MS beteiligt



sein, allerdings fehlten bisher die direkten Beweise. In einigen Studien wurden T-Zellen
identifiziert, welche mit viralen Peptiden und mit Peptiden von Myelinproteinen
kreuzreagieren [50, 86, 144, 162].

1.4.3 Immunpathophysiologie

Das Charakteristikum von MS, die demyelinisierten Herde, auch Léasionen oder Plaques
genannt, zeichnen sich dadurch aus, dass sie eine Vielzahl verschiedenster Immunzellen
aufweisen: expandierte CDS8" T-Zellen [7], darunter auch v/5 T-Zellen [161], Makrophagen
und zu einem geringeren Prozentsatz Zellen der B-Zelllinie [113].

Nach derzeitigem Wissensstand beruht die Demyelinisierung darauf, dass autoreaktive
T-Zellen im ZNS mit Bestandteilen des Myelins reagieren und die Myelinschicht mithilfe
von Makrophagen schiddigen [26]. Kandidatenantigene konzentrieren sich demnach unter
anderem auf das Basische Myelinprotein (MBP) oder das Myelin Oligodendrozyten
Glykoprotein (MOG) [96]. Unterstiitzt wird diese Hypothese durch Studien am Tiermodell
Experimentelle Autoimmune Enzephalomyelitis (EAE). Der Transfer MBP-spezifischer
CD4" T-Zellen induziert eine Lihmung der Hinterbeine, welche dhnlich der Symptome beim
schubformig-remittierenden Verlauf der MS nach wenigen Tagen wieder abklingt [12].
Wihrend den T-Zellen seit langem eine Schliisselrolle in der Immunpathogenese
zugesprochen wird, so gewinnen B-Zellen erst im Laufe der letzten Jahre mehr an Bedeutung
[43, 75, 90]. Der iiberzeugendste Hinweis darauf sind Erfolge im Rahmen einer anti-CD20-
Therapie. Der monoklonale Antikdrper Rituximab fiihrt zu einer Depletion von
B-Lymphozyten, was in einer deutlichen Verringerung der Schubrate resultiert [45]. Sowohl
Plasmazellen als auch Antikorper sind im Gehirn in der Nihe der Plaques nachweisbar [113].
Ein Teil dieser Antikdrper zeigt unter anderem eine Spezifitéit fiir MOG [99]. Auch im Liquor
cerebrospinalis sind affinititsgereifte B-Zellen vorhanden und der Antikorpergehalt ist stark
erhoht [24, 92, 103, 117, 125]. Dies unterstiitzt die Annahme einer Antigen-induzierten
humoralen Immunreaktion bei MS. Die Antikérper im Liquor cerebrospinalis sind als
sogenannte ,,0ligoklonale Banden* (OKB) ein markantes Merkmal von MS und werden im

Folgenden ndher beleuchtet.



1.5 Liquordiagnostik und oligoklonale Banden

Zur Diagnose von MS miissen mehrere Kriterien erfiillt sein, die sich aus Magnet-
resonanztomografie, elektrophysiologischen Tests und Untersuchung des Liquor
cerebrospinalis, kurz Liquor genannt, ergeben. Elvin Kabat zeigte bereits in den 40er Jahren
des 20. Jahrhunderts, dass der Antikorpergehalt im Liquor von MS-Patienten erhoht ist [57,
58]. Er schloss daraus, dass ein betrachtlicher Anteil der Antikoérper im Liquor von einer
intrathekalen Produktion stammt, also innerhalb des ZNS synthetisiert wird. Die Feststellung,
dass diese Antikorper expandierte Ig-Populationen mit limitierter Heterogenitdt darstellen,
gelang erstmals im Jahre 1960 [82] und war damit der erste Nachweis von OKB. Eine
verbesserte Methode, welche eine hohere Auflosung der IgG-Fraktion im Liquor erlaubte,
wurde spdter von Kjellin und Vesterberg vorgestellt [66]. Es war die Einflihrung der
isoelektrischen Fokussierung (IEF), welche noch heute in der klinischen Routine angewandt
wird (siche Abb. 1-5). Der Nachweis von OKB ist bis heute fester Bestandteil in der MS-
Diagnostik. Statistiken zeigen, dass mehr als 95% der MS-Patienten OKB im Liquor
haben [2]. Nach neuesten Studien verfiigen sie auflerdem iiber prognostisches Potential,
sowohl den Schweregrad des Kranheitsverlaufs betreffend [6], als auch in Bezug auf den
Therapieerfolg bei OKB-positiven versus OKB-negativen MS-Patienten [14, 84]. Bis heute

gelang es jedoch nicht, die Rolle der OKB in der Immunpathogenese von MS aufzukléren.

1.5.1 Zusammensetzung und Zirkulation des Liquors

Liquor ist eine klare, farblose Korperfliissigkeit, welche hauptsichlich Stofftransportfunktion
hat und durch die schwimmende Lagerung das Gehirn vor Erschiitterungen schiitzt [18].
Gebildet wird Liquor an der Blut-Liquor-Schranke, welche aus spezialisierten Epithelzellen
des Plexus choroideus aufgebaut ist. Hier kommt es zur Ultrafiltration des Blutplasmas [122].
Die relative Proteinkonzentration ist von der Konzentration im Plasma und von der Molekiil-
groBBe abhingig. Je groBer der hydrodynamische Radius eines Proteins, desto langsamer
gelangt es in den Liquor und desto kleiner ist seine relative Konzentration [33]. Aufgrund der
hohen Selektivitit der Blut-Liquor-Schranke enthélt Liquor lediglich 0,2% des Proteingehalts
des Blutplasmas [122]. Liquor zirkuliert im Ventrikelsystem des Gehirns und dem Zentral-
kanal des Riickenmarks sowie dem Subarachnoidalraum. Die Resorption in den Blutkreislauf
erfolgt an den Arachnoidalzotten im Gehirn und im Riickenmark. Im Laufe eines Tages wird
Liquor bis zu dreimal vollstindig erneuert [121]. Dadurch wird gewéhrleistet, dass

Metaboliten aus dem Gehirn schnell und effizient entfernt werden.



In Abbildung 1-4 ist der Liquorraum im anatomischen Kontext dargestellt.
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Abb. 1-4: Liquorraum

Der Liquor cerebrospinalis entsteht an der Blut-Liquor-Schranke. Diese wird von spezialisierten
Epithelzellen des Plexus choroideus gebildet, welche sich unter anderem an beiden Lateralventrikeln
und am dritten Hirnventrikel befinden. Liquor zirkuliert im Ventrikelsystem und im Zentralkanal
des Riickenmarks sowie im Subarachnoidalraum zwischen Pia mater und Arachnoidea. Dadurch
wird das gesamte ZNS inklusive Riickenmark umspiilt. Die am Liquorraum beteiligten
Hirnstrukturen sind in blauer Schrift gekennzeichnet. (modifiziert nach [42])

1.5.2 Liquordiagnostik

Der Liquor von MS-Patienten ist pathologisch verdndert und wird im Rahmen der klinischen
Diagnostik auf verschiedene Parameter untersucht. Um hierfiir Liquor vom Patienten zu
gewinnen ist eine Lumbalpunktion notwendig. Mit einer Hohlnadel wird zwischen dem
vierten und fiinften Lendenwirbel in den Zentralkanal des Riickenmarks eingestochen und
passiv zwischen einem und zehn Milliliter Fliissigkeit entnommen, je nach momentaner
Zirkulationsrate des Liquors.

MS-Patienten weisen 10 bis 20 Zellen pro Mikroliter Liquor auf [27]. Es handelt sich zu 90%
um Lymphozyten [27] und davon wiederum zu 5% um Zellen der B-Zelllinie [90].

Der Gehalt an IgG gilt ab 40 pg/ml als erhoht [27]. Im Vergleich zur Absolutmenge ist
jedoch der Quotient aus dem IgG-Gehalt im Liquor zu Serum (IgG?) von klinischer
Bedeutung. Je hoher IgGY, desto geringer ist der Anteil von Serum IgG am Gesamtgehalt der
IgG im Liquor.

OKB werden mittels IEF und anschlieBender Immunfixierung mit Anti-IgG-Antiserum

nachgewiesen. Wie Abbildung 1-5 zeigt, sind im Liquor auf einem Kontinuum einer



polyklonalen IgG-Hintergrundpopulation distinkte Banden expandierter Antikdrper zu
detektieren. Sie reprdsentieren affinititsgereifte = Komplement-aktivierende IgGl-
Antikorper [149] und stammen demnach von einer Antigen-induzierten Immunantwort ab.

Da die Banden im Serum fehlen, handelt es sich folglich um eine intrathekale IgG-Synthese.

a b
Eo :'fﬂm % Liquor my Liquor
pH3 pH 10 pH 3 pH 10
B Serum T Serum

Abb. 1-5: Nachweis oligoklonaler Banden in der MS-Diagnostik

Bei Verdacht auf MS wird dem Patienten Blut und Liquor entnommen. Der IgG-Gehalt wird vor der
Durchfiihrung der IEF auf die gleiche Konzentration eingestellt. Die Detektion der Antikorper
erfolgt iiber Immunfixierung mit Anti-IgG-Antiserum. (a) Im Liquor sind expandierte Antikorper
als OKB nachweisbar. Da diese im Serum fehlen, stammen sie von einer intrathekalen IgG-
Produktion. (b) Im Liquor sind keine Banden, sondern ausschlieBlich ein Kontinuum einer
polyklonalen IgG-Population zu detektieren, welcher aus Serum an der Blut-Liquor-Schranke
infiltriert wird. Wéhrend sich der Verdacht auf MS in (a) erhértet, ist MS in (b) mit grofer
Wahrscheinlichkeit auszuschlieBen. (Bildquelle: Institut fiir Klinische Chemie, Klinikum
GroBhadern, Miinchen)

1.5.3 Bislang identifizierte Antigene von Liquor-Antikorpern

Bei den meisten entziindlichen ZNS-Erkrankungen richten sich die intrathekalen Antikdrper
gegen das infektiose Agenz, zum Beispiel Treponema pallidum bei Neurosyphilis [37]. Die
bislang beschriebenen Zielstrukturen der Antikorper bei MS hingegen sind auBerordentlich
divers [90]. Eine Art Biomarker von MS stellt die MRZ-Reaktion dar. Es handelt sich dabei
um die polyspezifische Reaktivitit von Liquor-Antikérpern gegen Masern-, Roteln- und
Varizella Zoster-Viren. Dies ist bei 89% aller MS-Patienten der Fall [123]. Reaktivititen
gegen EBV [20], HSV [87] und Chlamydia pneumoniae [28] sind ebenso beschrieben. In
weiteren Studien wurden intrazelluldre Antigene wie Stoffwechselenzyme [69, 80] oder
DNA [158] nachgewiesen. Auch Lipide werden als Antigene diskutiert [52, 61].

Unklar ist, wie es zu dieser Polyreaktivitdt von Liquor-Antikérpern kommt und ob die
Immunantwort der B-Zellen bei MS moglicherweise nur als Nebeneffekt der T-Zell-
vermittelten Entziindungsreaktion zu interpretieren ist. In der vorliegenden Arbeit wurden die
oligoklonalen Antikorper sowie die B-Zellpopulation im Liquor eingehend charakterisiert,

um eine mogliche Rolle der humoralen Immunantwort bei MS néher zu beleuchten.



1.6 Fragestellung

Seit den 40er Jahren des 20. Jahrhunderts ist bekannt, dass bei MS innerhalb des ZNS
Antikorper produziert werden. Sie stellen eine oligoklonal expandierte Population reifer
IgG1-Antikorper dar, welche in der klinischen Routine als OKB nachgewiesen werden. Bis
heute sind OKB in Ergénzung zu bildgebenden Verfahren und elektrophysiologischen Tests
ein entscheidendes Kriterium fiir die Diagnose von MS. Ob OKB auch an der Immun-
pathogenese beteiligt sind, ist nach wie vor unklar. Um diese elementare Frage zu kldren,
miissen die Zielstrukturen der oligoklonalen Antikorper identifiziert werden. Zwar wurden in
zahlreichen Studien potentielle Antigene diskutiert, sie verfehlten jedoch die eindeutige
Korrelation mit Antikérpern der OKB. Denn bislang war es noch nicht gelungen, das
irrelevante  polyklonale Repertoire vom expandierten oligoklonalen Repertoire zu
unterscheiden.

Im Fokus der vorliegenden Arbeit stand deshalb die Entwicklung einer Methode, mit der
einzelne OKB-Antikorper aus Liquor rekonstruiert werden konnen. Antigene, welche
darauthin mit rekombinant exprimierten monoklonalen Antikorpern identifiziert werden, sind
dadurch eindeutig den OKB zuzuordnen.

Um diesen Teil der Arbeit zu ermdglichen, musste zundchst die Abstammung der OKB-
Antikorper bestimmt werden. Im Liquor von MS-Patienten ist die Zahl an Zellen der
B-Zelllinie erhoht. Diese B-Zellen hatten aufgrund ihres somatisch hypermutierten
Ig-Transkriptrepertoires offensichtlich Antigenkontakt. Auch die Antikdrper im Liquor
stammen von einer Antigen-induzierten Immunantwort ab, da sie SHM enthalten und
hauptsédchlich den Komplement-aktivierenden IgGl-Isotyp reprisentieren. Mithilfe einer
Kombination aus cDNA-Klonierung und Massenspektrometrie sollte durch Vergleich der
Patienten-spezifischen Ig-Transkripte mit Peptiden der OKB-Antikorper gekliart werden, ob
diese B-Zellpopulation die OKB-Antikorper im Liquor produziert.

Auch im Bereich der demyelinisierenden Herde im Gehirnparenchym sind affinititsgereifte
Zellen der B-Zelllinie lokalisiert. Ob auch diese zur Produktion der Antikérper im Liquor
beitragen und Liquor damit als Spiegelbild der Entziindungsreaktionen im Gehirn angesehen
werden kann, wurde in einem weiteren Projekt untersucht.

AnschlieBend musste die oben genannte Methode weiterentwickelt werden, um die
Charakterisierung einzelner OKB-Antikdrper aus einer insgesamt sehr heterogenen
Antikdrperpopulation im Liquor zu ermoglichen. Diese sollten als monoklonale Fab-
Fragmente rekombinant exprimiert werden mit der Perspektive, deren Antigene zu

identifizieren.



2. Material und Methoden

2.1

Material

2.1.1 Chemikalien und Verbrauchsmaterial

Chemikalien stammten, falls nicht anders angegeben, von den Firmen Merck (Darmstadt)

und Sigma-Aldrich (Taufkirchen). Verbrauchsmaterial wie Pipettenspitzen, Reaktionsgefif3e,

Zentrifugenrohrchen und Mikrotiterplatten wurden von den Firmen Biozym (Hess,
Oldendorf), Eppendorf (Hamburg) und Becton Dickinson (Heidelberg) bezogen. Bei Bedarf

wurden spezielle Pipettenspitzen und Reaktionsgefédfle aus Polypropylen verwendet, um die

Adsorption von Nukleinsduren und Proteinen an die GefiBlwand zu minimieren. Diese

stammten von den Firmen Biozym und Eppendorf.

2.1.2 Oligonukleotide

Alle Oligonukleotide wurden von der Firma Metabion (Martinsried) synthetisiert, mit

Ausnahme der Random Hexamer Primer und M13 Primer (Invitrogen, Karlsruhe). Die

Sequenzen sind im Anhang Teil I aufgelistet.

2.1.3 Antikorper

Spezifitit Kopplung  Klon Spezies/  Konzentration Bezugsquelle
Isotyp
Maus CD3e - 145-2C11 Hamster/ 0,5 mg/ml eBioscience (Frankfurt)
IgG
6x His - HIS.H8 Maus/ 1,0 mg/ml Abcam (Cambridge, UK)
IgG2b
Polyhistidin HRP HIS-1 Maus/ 8,2 mg/ml Sigma
IgG2a
C-term. His HRP GG11-8F3.5.1 Maus/ nicht bekannt Miltenyi Biotech
IgGl1 (Bergisch-Gladbach)
Maus FITC polyklonal Ziege/ 1,0 mg/ml Dako (Hamburg)
F(ab'),
Maus Alexa polyklonal Ziege/ 2,0 mg/ml Invitrogen
Fluor 488 F(ab'),
MOG - 8-18C5 Maus/ 2,4 mg/ml Tobias Derful3
IgGl1 (AG Meinl, MPI fiir
Neurobiologie)
Isotypkontrolle - X40 Maus/ 50 pg/ml Becton Dickinson

IgG1




2.1.4 Patientenmaterial

Fiir das Projekt wurden Liquor- und zum Teil Serumproben zur Verfligung gestellt. Den
Patienten wurde nach den heute allgemein anerkannten Kriterien schubférmig-remittierende
Multiple Sklerose diagnostiziert [111]. Proben der Patienten HM-03, HM-63, JN-02, NS-16
und NS-52 stammten vom Institut fiir Klinische Neuroimmunologie am Klinikum
GroBhadern, Miinchen (PD Dr. Tania Kiimpfel) und wurden zum Zeitpunkt der Erstdiagnose
entnommen. Die Lumbalpunktion des Patienten 1039 erfolgte am Department of Clin ical
Neuroscience des Karolinska University Hospitals, Stockholm, Schweden (Prof. Tomas
Olsson) nach zwolfmonatiger Behandlung mit Natalizumab. Liquorproben der Patienten
MS-4 sowie MS-B2A wurden vom Center of Neurologic Disease der Harvard Medical
School, Boston, MA, USA (Dr. Kevin O’Connor) wéhrend der Autopsie entnommen. Von
einem weiteren Patienten, L-296, wurde vom Institut fiir Neuropathologie der Georg-August-
Universitédt in Gottingen ein Formalin-fixiertes Gewebsstiick einer Hirnldsion zur Verfiigung
gestellt (Prof. Wolfgang Briick). Die parallele Liquorprobe stammte von einer Punktion nach
Kortisontherapie. Die fiir das Projekt relevanten Daten der Liquordiagnostik sind in

Tabelle 2-1 zusammengefasst.

ID Liquormenge IgG IgG* Zellzahl  B-Zellen Ausgangsmaterial der
[ml] [g/] [/ml] [/ml] Zellen

HM-03 2,330 54 4,7 11.000 530 Sediment in RLT-Puffer

HM-63 2,720 146 14,7 40.700 2.030 Sediment in RLT-Puffer

IN-02 2,830 176 13,3 18.300 920 Sediment in RLT-Puffer

NS-16 5,080 104 8,6 12.300 620 Sediment in RLT-Puffer

NS-52 1,580 57 49 7.000 350 Sediment in RLT-Puffer

1039 2,600 51 5,5 3.000 150 cDNA

L-296 9,830 71 8,1 1.000 50 Sediment in Trizol®-Reagent

MS-4 5,400 262 19,3 k.A. - -

MS-B2A 5,000 72 11,9 k.A. - -

Tab. 2-1: Liquordiagnostische Daten der Patienten

In Spalte 1 sind die Patienten-Identifikationen (ID) aufgelistet. Es folgen die zur Verfligung
stehende Gesamtmenge an Liquor, IgG-Gehalt und IgG-Quotient IgG". Dieser wird berechnet aus
[1gG]Liguor X 10° / [TgGlserum- Weiterhin sind die Gesamtzellzahl und die Zahl an Zellen der B-Zell-
linie angegeben. Letztere wurde aus der Gesamtzellzahl berechnet, da bei der Liquordiagnostik nicht
zwischen verschiedenen Zelltypen unterschieden wird. Der B-Zellanteil im Liquor betrdgt maximal
5% [90]. Es ist vermerkt, ob das Zellsediment in RLT-Puffer (Qiagen) oder Trizol®-Reagent
(Invitrogen) bereitgestellt wurde. Von Patient 1039 erhielt man cDNA. (k.A. keine Angabe)

In der klinischen Routine wird Liquor direkt nach der Lumbalpunktion zentrifugiert und der
16sliche Proteinanteil bei -80 °C gelagert. Die sedimentierten Zellen werden in 350 pul RLT-
Puffer (Qiagen, Hilden, Zusammensetzung unbekannt) oder in 500 pl Trizol®-Reagent
(Invitrogen) aufgenommen und ebenso bei -80 °C aufbewahrt. Im Fall von Patient 1039

wurde nicht das Zellsediment selbst, sondern cDNA zur Verfiigung gestellt [95].



2.1.5 Allgemeine Gerite

Brutschrank Jouan EB 53 Thermo Fisher Scientific, Schwerte
Dampfsterilisatoren Varioklav Typ 500 H+P Labortechnik, Oberschleiheim
Webeco Typ AS Webeco, Selmsdorf
Geldokumentation Gel Doc™ XR Bio-Rad, Miinchen
Quantity One® Basic Software Bio-Rad
Perfection 4990 Photo Epson, Meerbusch
Heizblock Thermomixer Comfort 5436  Eppendorf
Inkubationsschiittler ~ HT Infors, Bottmingen, CH
LT-V Adolf Kiihner, Birsfelden, CH
Magnet-/Heizriihrer Ikamag RCT IKA® Werke, Staufen
Netzgerite EPS 500/400 Amersham Pharmacia, Miinchen
EPS 2A200 Hoefer, San Francisco, CA, USA
pH-Meter pHS521 Bruno Kummer, Freiburg
Pipetten Pipetman® P Gilson, Middletown, USA
Research® Eppendorf
Plattformschiittler Unimax 2010 (rotierend) Heidolph Instruments, Schwabach
Duomax 1030 (wippend) Heidolph Instruments
Waagen Prézisionswaage L2200P Sartorius, Gottingen
Analysenwaage 2001 MP2 Sartorius
Wasserbad MA 6 Lauda, Lauda-Kdnigshofen
Wasseraufbereitung Milli-Q Advantage Millipore, Schwalbach
Vortexer Vortex Genie 2 Scientific Industries, New York, NJ, USA
UV-Transilluminator 312 nm Bachofer Laborgerite, Reutlingen
Zentrifugen Tischzentrifuge 5417 C Eppendorf
Tischzentrifuge 5417 R Eppendorf
Rotanta/R Hettich, Tuttlingen
Heraeus® Megafuge 1.0R Thermo Fisher Scientific
Sorvall RC-5C PLUS Thermo Fisher Scientific

Ultrazentrifuge L8-15 M/E Beckman, Palo Alto, CA, USA

Spezielle Gerite, welche nur bei einzelnen Methoden zum Einsatz kamen, sind im jeweiligen

Abschnitt in Anfithrungszeichen angegeben.



2.2 Mikrobiologische Methoden

2.2.1 Herstellung von elektrisch kompetenten E.coli Bakterien

Fiir die Transformation von Bakterien durch Elektroporation wurden elektrisch kompetente
Zellen hergestellt. Zu Beginn wurde vom E.coli Stamm ,,MAX Efficiency® DH5aF'TQ"™«
(Invitrogen) eine Vorkultur in zweimal 10 ml LB-Medium mit 50 pg/ml Kanamycin
angeimpft und iiber Nacht bei 37 °C im Schiittler inkubiert. Mit je 6 ml Vorkultur wurden
dann zwei weitere Fliissigkulturen im Halbliter-MaBstab angeimpft und kultiviert, bis eine
optische Dichte von 0,5 erreicht war. Die Wachstumskurve wurde am Spectrophotometer
,UV-160A“ (Shimadzu, Duisburg) bei einer Wellenldnge von 600 nm verfolgt. Sie beruht auf
der Extinktion E = Ig (Io/I) mit I als einfallender und I als austretender Strahlung. Die Zellen
wurden durch viermalige Zentrifugation (Rotor SLA-1500: 4.000 rpm, 5 min, 4 °C) und
Resuspension der Sedimente in sterilem 10%-igem Glycerin pH 7,0 (Carl Roth, Karlsruhe)
schrittweise von 1000 ml auf 2 ml Endvolumen konzentriert. Die kompetenten Zellen wurden
schlieBlich zu je 50 pl aliquotiert und bei -80 °C gelagert. Die Transformationseffizienz jeder
neuen Charge wurde mit 10 pg pUC DNA (Invitrogen) pro 50 pl-Aliquot wie in
Abschnitt 2.2.2 beschrieben iiberpriift. Diese ist definiert als die Zahl der gewachsenen
Kolonien pro Mikrogramm DNA und ergab Werte zwischen 10® und 10°.
+  Bakterienstamm “MAX Efficiency® DH50F'TQ™ Competent Cells (Invitrogen):

Genotyp: F-p80/acZAMI15 A(lacZY A-argF) U169 recAl endAl hsdR17 (tk-, mk+) phoA
supE44 - thi-1 gyrA96 relA1/F’ proAB+ laclqZAM15 zzf::TnS [KmR]

+ LB-Medium (Luria-Bertani):
1% (w/v) Bacto Trypton (Becton Dickinson), 0,5% (w/v) Hefeextrakt (Becton Dickinson),
0,5% (w/v) NaCl; autoklaviert

2.2.2 Transformation durch Elektroporation

Elektrokompetente DH5a-Bakterien aus Abschnitt 2.2.1 wurden durch Elektroporation mit
Plasmid-DNA transformiert. Dabei wird die Zellmembran durch Anlegen eines elektrischen
Feldes kurzzeitig permeabilisiert und dadurch die DNA in die Zellen eingeschleust. Zu einem
50 pl-Aliquot elektrokompetente Zellen wurden 1,8 ul DNA eines Ligationsansatzes
pipettiert und luftblasenfrei in eine vorgekiihlte Elektroporationskiivette mit 0,2 cm
Elektrodenabstand (Bio-Rad) iiberfiihrt. Nach dem Elektroschock am ,,Gene Pulser 11 (Bio-
Rad) (Einstellungen am Gerit: 2,5 kV, 25 uFD, 200 Q) wurden die Zellen in 1 ml LB-
Medium fiir 1 Stunde bei 37 °C im Schiittelinkubator regeneriert. AnschlieBend wurden die

Bakterien auf LB-Agarplatten mit Ampicillin zur Selektion positiver Klone ausplattiert und



tiber Nacht bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Als Positivkontrolle diente pUC DNA, als
Negativkontrolle geschnittener Vektor ohne zu ligierendes DNA-Fragment.
+ LB-Agar (+Amp):

LB-Medium mit 1,5% (w/v) Bacto Agar (Becton Dickinson); autoklaviert;
(+ 100 pg/ml Ampicillin)

2.2.3 Transformation durch Hitzeschock

Fiir die TOPO-TA-Klonierung wurde der chemisch kompetente E.coli-Stamm ,,One Shot®
TOP10” eingesetzt. 2 ul DNA wurden zu einem Aliquot Bakterien pipettiert und fiir 30
Minuten auf Eis inkubiert. Dabei heftet sich die Plasmid-DNA an die Zellmembran der
Bakterien an. Die kurzfristige Permeabilisierung der Zellmembran erfolgte durch
Hitzeschock fiir 30 Sekunden bei 42 °C im Wasserbad. Nach einer zweiminiitigen Inkubation
auf Eis wurden die transformierten Bakterien in 250 pl vorgewédrmtem S.0.C.-Medium
(Invitrogen) fiir 60 Minuten bei 37 °C im Schiittelinkubator regeneriert. Klone wurden im
Anschluss tliber das Ampicillin-Resistenzgen des pCR®2.1-TOPO-Vektors selektiert. Fiir die
zusitzliche Blau-Weil-Selektion wurde auf LB(+Amp)-Agarplatten 40 pl X-Gal-Stamm-
16sung aufgetragen. X-Gal (5-Brom-4-Chlor-3-indoxyl-p-D-galactopranosid) wird durch
B-Galactosidase, einem Enzym codiert durch das lacZ-Gen, zu Galactose und Indoxyl
umgesetzt. Indoxyl oxidiert zu einem blauen Indigo-Farbstoff, wodurch sich das Zytoplasma
der Zellen blau farbt. Durch die Insertion des PCR-Produkts in den pCR®2.1-TOPO-Vektor
wird das lacZ-Gen unterbrochen. Positive Kolonien erscheinen damit weiB3.
+ Bakterienstamm “One Shot® TOP 10 (Invitrogen):

Genotyp: F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZAM15 AlacX74 deoR recAl endAlaraA139
A(ara, leu) 7697 galU galK A- rpsL(StrR) nupG

+ X-Gal-Stamml6sung (40 mg/ml):
400 mg X-Gal in 10 ml Dimethylformamid (DMF); steril filtriert

2.2.4 Aufbewahrung als Glycerinkulturen

Zur langfristigen Aufbewahrung positiver Klone wurde Fliissigkultur mit sterilem Glycerin

im Verhéltnis 1:1 gemischt und die Bakterien bei -80 °C eingefroren.



2.3 Zellbiologische Methoden

Im vorliegenden Projekt wurde mit Zellen der HEK293E-Linie gearbeitet. Es handelt sich
dabei um modifizierte humane embryonale Nierenzellen (human embryonic kidney cells),
welche als Suspensionszellen in Serum-freiem Medium wachsen. Sie sind stabil mit einem
Plasmid codierend fiir das nukledre EBV-Antigen 1 (EBNA-1) transfiziert. Zum dauerhaften
Erhalt in den Zellen trégt das Plasmid eine Geneticin (G-418)-Resistenz. EBNA-1 wird fiir
die episomale Replikation von Plasmiden bendtigt, welche den EBV-spezifischen
Replikationsursprung ,,oriP* tragen [47]. Beim hier verwendeten pTT5-Vektor ist dies der
Fall. AuBlerdem enthidlt der pTT5-Vektor einen Promotor des humanen Cytomegalovirus
(CMV). Dadurch werden hohe Expressionsraten gewéhrleistet, da auch das adenovirale
Protein Ela konstitutiv exprimiert wird. Letzteres transaktiviert den CMV-Promotor [41].
Alle Schritte im Rahmen der Zellkultur wurden in der ,,LaminAir®‘“ Sterilwerkbank
(Heraeus, Hanau) durchgefiihrt.
+ Zelllinie “HEK293E Large Scale Transient Expression System‘:

patentiert von Yves Durocher, NRC Biotechnology Research Institute, Ottawa, Ontario, CA;
zur Verfiigung gestellt von Dieter Jenne (Lizenzinhaber), MPI fiir Neurobiologie

+ pTT5-Vektor (NRC Biotechnology Research Institute):
4401 bp, Amp", Vektorkarte siche Abbildung II-2 im Anhang Teil II;
patentiert von Yves Durocher, NRC Biotechnology Research Institute;
zur Verfiigung gestellt von Dieter Jenne (Lizenzinhaber), MPI fiir Neurobiologie

2.3.1 Einfrieren und Auftauen

Um Zellen einzufrieren wurden je 10’ HEK293E-Suspensionszellen sedimentiert (Rotor
2704: 1.200 rpm, 5 min, 10 °C), in 1 ml vorgekiihltem Einfriermedium resuspendiert und
bei -80 °C eingefroren. Dimethylsulfoxid (DMSO) wirkt dabei als Gefrierschutzmittel, indem
es die Ausbildung von Eiskristallen und das damit verbundene Absterben der Zellen
verhindert. Aufgetaut wurden die Zellen bei 37 °C im Wasserbad. Da DMSO auch ein
Zellgift ist, wurde dessen Konzentration umgehend mit 10 ml vorgewirmtem FreeStyle™
293 Expression Medium (Invitrogen) verdiinnt, die Zellen zentrifugiert (Rotor 2704:
1.200 rpm, 5 min, 10 °C) und der Uberstand abgesaugt. AnschlieBend wurde das Sediment in
Kultivierungsmedium resuspendiert und dabei eine Zelldichte von 0,5x 10° Zellen/ml
eingestellt.
+ Einfriermedium:
GIBCO® FreeStyle™ 293 Expression Medium mit 10% (v/v) DMSO; steril filtriert

+ Kultivierungsmedium:
GIBCO® FreeStyle"™ 293 Expression Medium mit 0,1% (v/v) Pluronic® F-68 (Invitrogen) und
25 ng/ml G-418 Sulfat (PAA Laboratories, Colbe)



2.3.2 Kultivierung

HEK293E-Zellen wurden im Inkubationsschiittler ,,Multitron® (Infors) bei 37 °C, 5% CO,,
70% Luftfeuchtigkeit und 90 rpm in Erlenmeyerkolben aus Polycarbonat mit Beliiftungs-
deckel (Corning, Amsterdam, NL) kultiviert. Das im Kultivierungsmedium enthaltene
Pluronic® F-68 wirkt schaumddmpfend und verhindert, dass Zellmembranen durch
hydrodynamische Scherkrifte verletzt werden. Das Antibiotikum G-418 sorgt fiir den
Selektionsdruck zum Erhalt des EBNA-1 codierenden Plasmids. Beim Kultivieren und
Expandieren der Zellen wurde darauf geachtet, dass die Zelldichte immer mindestens
0,1x 10° Zellen/ml und maximal 3x 10° Zellen/ml betrug. Das Verdiinnen der Zellsuspension
ging mit dem Zihlen von Passagen (P) einher. Zellen aus P >30 sollten nach

Herstellerangaben nicht mehr verwendet werden.

2.3.3 Bestimmung der Lebendzellzahl

Zur Bestimmung der Lebendzellzahl und des Anteils toter Zellen wurde die Zellsuspension
im Verhélntnis 1:1 mit Trypanblaulosung gemischt und in eine Neubauer improved
Zahlkammer iberfithrt. Der Farbstoff Trypanblau dringt in abgestorbene Zellen mit
beschédigter Zellmembran ein und fiarbt deren Zytoplasma blau. Farblose Zellen aus vier
GroBquadraten wurden unter einem Lichtmikroskop (,,Biomed“, Leitz, Wetzlar) gezihlt,
daraus der Mittelwert errechnet, mit dem Verdiinnungsfaktor 2 multipliziert und um den
konstanten Faktor der Zahlkammer 10* korrigiert. Der erhaltene Wert gibt die Zellzahl pro
Milliliter an.

+ Trypanblaulésung (0,1%):
0,4% Trypan Blue solution 1:4 in PBS pH 7,4 (Invitrogen); steril filtriert

2.3.4 Transfektion und transiente Proteinexpression

HEK293E-Zellen wurden fiir die Expression rekombinanter Proteine transient mit Plasmid-
DNA transfiziert [30]. Eine Stunde vor der Transfektion wurden die Zellen mit
vorgewarmtem Kultivierungsmedium auf eine Zelldichte von 10° Zellen/ml eingestellt. Die
Menge an zu transfizierender Plasmid-DNA wurde durch das Volumen der Zellsuspension
vorgegeben: pro Milliliter Zellen war ein Mikrogramm Plasmid-DNA nétig. Die Produktion
groler Mengen rekombinanter Proteine wurde im Halbliter-MaBstab durchgefiihrt. Pro
heterodimerem Fab-Fragment wurden demnach 500x 10° Zellen mit 500 pg Plasmid-DNA
cotransfiziert, das heiit je 250 ug Plasmid-DNA der H-Kette und 250 pg der L-Kette.
Unmittelbar vor der Transfektion wurde die Plasmid-DNA mit Ethanol gefillt und steril in
H,0O aufgenommen (siche Abschnitt 2.4.2.4).



Als Transfektionsreagenz wurde lineares Polyethylenimin (PEI) in einer Endkonzentration
von 2 pg/ml Zellsuspension verwendet [15]. PEI bindet aufgrund seiner positiven Ladung das
negativ geladene Phosphat-Riickgrat der Plasmid-DNA. Diese Komplexe werden im
Anschluss iiber Endozytose in die Zellen eingeschleust [39]. Vor der Transfektion wurde
1 ml PEI mit 4 ml OptiPro™ SFM (Invitrogen) verdiinnt. Parallel dazu wurde Plasmid-DNA
mit OptiPro™ SFM auf ein Endvolumen von 5 ml eingestellt. AnschlieBend wurde PEI zu
DNA pipettiert und der Ansatz 30 Minuten bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. Laut
Herstellerangaben wird die Ausbildung von PEI/DNA-Komplexen in OptiPro™ SFM
erleichtert. Die Transfektion der Zellen erfolgte durch tropfweise Zugabe des PEI/DNA-
Ansatzes zu den Zellen. Fiir eine optimale Verteilung wurde die Zellsuspension dabei von
Hand leicht geschiittelt.
24 Stunden nach der Transfektion wurde 0,5% (w/v) Trypton zugesetzt. Diese tryptischen
Proteinhydrolysate werden durch Proteasen in freie Aminosduren zersetzt und kdnnen so
direkt fiir die Proteinbiosynthese verwendet werden [46]. Zudem kdnnen sie im ersten Schritt
der Reinigung leicht aus dem Zelliiberstand entfernt werden [107].
Der Zelliiberstand wurde 120 Stunden nach der Transfektion geerntet, indem die Zellen fiir
5 Minuten mit 1.500 rpm bei 4 °C (Rotor 4394) sedimentiert wurden. Die weitere Protein-
reinigung ist im Abschnitt 2.5.2.2 beschrieben.

+ PEI-Stocklésung (1 mg/ml):

500 mg 25 kDa linear PEI (Polysciences Inc. Warrington, Eppelheim) in H,O bei pH 2 gel6st,
mit NaOH auf pH 7 eingestellt; mit H,O auf 500 ml aufgefiillt; steril filtriert

+ Trypton-Stammldsung (5%):
50 g Bacto TC Lactalbumin (Becton Dickinson) in 1 1 H,O; steril filtriert



2.4 Molekularbiologische Methoden

2.4.1 Isolierung von RNA

Wihrend der RNA-Priparation wurden samtliche Schritte in einer institutseigenen Werkbank
durchgefiihrt, welche zur Sterilisation {iber Nacht mit UV-Licht bestrahlt wurde. In allen

Reaktionsansitzen wurde RNase-freies ultraPURE-Wasser eingesetzt (Invitrogen).

2.4.1.1 RNA-Isolierung durch Phenolextraktion [21]

Das Zellsediment aus Liquor des Patienten L 296 lag in 500 ul Trizol®-Reagent vor. Zu den
lysierten Zellen wurde 100 pl Trichlormethan gegeben, per Hand 15 Sekunden geschiittelt
und das Gemisch aus wéalriger und organischer Phase 2 Minuten bei RT inkubiert. Um die
Phasentrennung zu beschleunigen, wurde der Ansatz fiir 15 Minuten mit 11.000 rpm bei 4 °C
zentrifugiert (5417 R). Die obere wilBrige Phase mit der extrahierten RNA wurde
anschlieBend mit 250 pl 2-Propanol prézipitiert (Inkubation 10 min RT; 5417 R: 11.000 rpm,
10 min, 4 °C), das RNA-Sediment mit 500 ul 80% Ethanol gewaschen (5417 R: 7.000 rpm,
5 min, 4 °C) und getrocknet. Dann wurde die RNA in 10 pl Wasser gelost. Um Sekundér-

strukturen zu verhindern, folgte im letzten Schritt eine zehnminiitige Inkubation bei 55 °C.

2.4.1.2 RNA-Isolierung mit ,,RNeasy Micro Kit*

Bei Zellsedimenten aus Liquor in RLT-Puffer wurde das Protokoll des ,,RNeasy Micro Kit*
(Qiagen) nach Herstellerangaben fortgesetzt. Dabei wurde die RNA auf eine Séule gebunden,
gewaschen und in 14 pul H,O eluiert. Das Zelllysat wurde mit 5 pl Trager-RNA (4 ng/ul)
versetzt, da die erwartete Zellzahl weniger als 5.000 Zellen betrug (siche Tab. 2-1).

2.4.1.3 RNA-Isolierung aus Formalin-fixiertem Hirngewebe

Das Formalin-fixierte und in Paraffin eingebettete (FFPE) Hirngewebe des Patienten L-296
mit einem Durchmesser von 1,5 mm wurde mithilfe eines Mikrotoms (,,Supercut 2065,
Leica Reichert-Jung, Wetzlar) in 80 10 pm diinne Schnitte geteilt. Je 20 Schnitte wurden in
einem Reaktionsgefdll vereint. Fiir die Deparaffinisierung und RNA-Isolierung wurde das
»High Pure FFPE RNA Micro Kit“ (Roche, Mannheim) nach Herstelleranweisung
verwendet. Das Material wurde auf eine Siule gebunden, gewaschen und in 20 pl

Endvolumen eluiert.



2.4.2 Priparation von DNA

2.4.2.1 Isolierung von Plasmid-DNA aus E.coli

Um Plasmid-DNA aus E.coli-Kulturen im kleinen Mal3stab von 1 bis 3 ml zu isolieren, wurde
fir einzelne Priparationen das ,,QIAprep Spin Miniprep Kit“ (a) verwendet. Fiir
Préparationen mit hohem Durchsatz war das ,,DirectPrep 96 Miniprep Kit*“ (b) ideal, da
dieses die parallele Aufarbeitung von 96 individuellen Bakterienklonen erlaubt. Grof3e
Plasmidmengen aus bis zu 500 ml Bakterienkultur wurden mit dem ,,Plasmid Maxi Kit“ (c)
isoliert. In allen Fillen beruht die Aufarbeitung auf dem Prinzip der alkalischen Lyse der
Bakterien. Es wurde nach Firmenprotokoll verfahren. Die Endvolumina der einzelnen
Préparationen betrugen 30 pul (a), 50 ul (b) bezichungsweise 200 bis 300 ul (c) EB-Puffer
(10 mM Tris, pH 7,5-8,5, Qiagen).

2.4.2.2 Agarosegel-Elektrophorese

Im elektrischen Feld wandert DNA aufgrund der negativ geladenen Phosphatreste zur Anode.
Dies macht man sich zunutze, um DNA-Fragmente unterschiedlicher Gréfe in einer
Gelmatrix voneinander zu trennen. Die in TBE-Puffer gekochte und geloste Agarose wurde
vor dem Giellen des Gels mit Ethidiumbromid (0,5 pug/ml Endkonzentration) versetzt, ebenso
der TBE-Laufpuffer. Dieser organische Farbstoff interkaliert in die Doppelhelices der DNA
und fluoresziert bei Anregung mit UV-Licht (A =254 bis 366 nm). Kurze DNA-Stringe
wurden in einem hoherprozentigen Gel aufgetrennt (bis zu 2,5%), ldngere Stringe in einem
niederprozentigen Gel (1 bis 1,2%). Um die Grofe der DNA-Fragmente zu bestimmen,
wurden DNA-Léngenstandards mit Abstdnden von 50 bp (PeqLab, Erlangen), 100 bp oder
1 kb (New England BioLabs, Frankfurt) eingesetzt. Vor dem Auftrag wurden die Proben mit
der entsprechenden Menge an DNA-Probenpuffer gemischt.

Die angelegte Spannung betrug bei Gelen mit 250 ml Volumen 180 V, bei Gelen mit 35 ml
Volumen 90 V. Alle verwendeten Elektrophoreseapparaturen wurden von der institutseigenen
Werkstatt hergestellt.

+  DNA-Probenpuffer (6x):

50% (v/v) Glycerin, 0,02% (w/v) Bromphenolblau (Serva, Heidelberg),
0,02% (w/v) Xylencyanol (Bio-Rad), 10 mM Tris, pH 7,5

+ TBE-Puffer (10x):
0,89 M Tris, 0,89 M Borsdure, 0,02 M EDTA (Bio-Rad), pH 8,0

+ Ethidiumbromid-Stammldsung (1 mg/ml):
1% Ethidiumbromidlésung (Carl Roth) 1:10 in HO



2.4.2.3 Extraktion von DNA aus Agarosegelen

PCR-Produkte und DNA nach Restriktionsverdau wurden nach der Gelelektrophorese unter
einem UV-Transilluminator mit einem Skalpell ausgeschnitten. Zur Extraktion aus der
Gelmatrix wurde entweder das ,,Easypure® DNA Purification Kit“ von Biozym (10 pl
Elutionsvolumen) oder das ,,QIAquick Gel Extraction Kit“ von Qiagen (30 ul Elutions-

volumen) nach Herstellerangaben angewendet.

2.4.2.4 Fallung von DNA

Bei kleinen DNA-Mengen wurde zur Féllung ,,Pellet Paint® Co-Precipitant* (Novagen) nach
Herstellerangaben eingesetzt. Es bietet den Vorteil der Visualisierung des Sediments durch
Coprézipitation mit einem roten Farbstoff.

Bei gentigend grolen DNA-Mengen wurde eine Ethanolprézipitation durchgefiihrt. Zunéchst
wurde die DNA mit 1/10 Volumen an 3 M Natriumacetat gemischt und im Anschluss durch
Zugabe des 2,5-fachen Volumens an 100%-igem Ethanol und einer 30-miniitigen Inkubation
bei -80 °C gefillt. Nach Zentrifugation (5417 R: 14.000 rpm, 30 min, 4 °C) wurde der
Uberstand unter der Sterilwerkbank entfernt, das Sediment dort fiir 5 Minuten getrocknet und
die DNA schlieflich im gewiinschten Volumen ,,ultraPURE“-Wasser in Losung gebracht.
Sterile DNA wurde im Anschluss in HEK293E-Zellen transfiziert.

2.4.2.5 Anwendung weiterer Reagenzienpakete zur DNA-Priparation

Fiir das Umpuffern zwischen verschiedenen Restriktionsverdaus stand als Alternative zur
Féllung das ,,MinElute PCR Purification Kit*“ von Qiagen zur Verfiigung. Dabei wurden die
DNA-Fragmente nach Herstellerangaben auf eine Siule gebunden, gewaschen und letztlich
in 10 pl Endvolumen eluiert.

Falls bei einem Restriktionsverdau lediglich Uberhangnukleotide entfernt werden mussten,
konnten diese mithilfe des ,,QiaQuick Nucleotide Removal Kit*“ von Qiagen iiber eine Séule
vom grofleren Fragment abgetrennt werden. Das gereinigte DNA-Fragment lag nach der

Elution von der Saule letztlich in einem Endvolumen von 30 pl vor.

2.4.2.6 DNA-Konzentrationsbestimmung

In den meisten Fillen wurde die Konzentration von DNA photometrisch bestimmt. Das
Messprinzip beruht auf deren Absorptionsmaximum bei 260 nm. Als Messgerite standen die
Photometer ,,GeneQuant II“ (Pharmacia Biotech) und ,,NanoDrop 1000“ (PeqLab) zur
Verfiigung.



Die photometrische Messung bei A = 260 nm ist ungenau, wenn die Probe Verunreinigungen
beispielsweise nach Anwendung des ,,Easypure® DNA Purification Kit“ enthélt. Eine
Alternative bot die Abschitzung der DNA-Menge iiber Ethidiumbromidfarbung. Die DNA-
Probe und ein parallel aufgetragener DNA-Mengenstandard wurden {iber ein Agarosegel mit
0,5 pg/ml Ethidiumbromid getrennt. Unter dem UV-Leuchtschirm wurde dann die Probe mit
bekannten DNA-Mengen verglichen und anhand des Féarbegrads die Menge abgeschitzt.

2.4.3 Enzymatische Behandlung von DNA

2.4.3.1 Reverse Transkription

Um DNA vervielfaltigen zu konnen, muss einzelstrangige RNA zunichst von einer Reversen
Transkriptase in eine komplementire einzelstringige DNA-Sequenz (cDNA) iibersetzt
werden. Die hier verwendeten Random Hexamer Primer, ein Gemisch aus kurzen
Nukleotiden unterschiedlicher Sequenz, hybridisieren mit jeder beliebigen Stelle der RNA,
was zu einer Transkription der Gesamtheit aller RNA-Molekiile fiihrt. Vorversuche in der
Diplomarbeit zeigten, dass beim alleinigen Einsatz von Random Hexamer Primern die
H-Ketten gegeniiber den L-Ketten weniger effizient umgeschrieben werden. Deshalb wurde
der Reaktionsansatz um einen Primer spezifisch fiir die H-Kette (,HG-RT 1) ergénzt.
AuBerdem wurden zwei verschiedene RNase-Inhibitoren eingesetzt. Als Matrize wurde das
gesamte Eluat von 10 pl aus der RNA-Isolierung eingesetzt. Die Reaktion wurde fiir
90 Minuten im ,, T personal Thermocycler* (Biometra, Gottingen) bei 37 °C durchgefiihrt.
+ Reaktionsansatz (ad 20 pl):

0,5% (v/v) IGEPAL CA-630, 250 uM dNTP (10 mM) (GE Healthcare, Freiburg), 10 mM DTT

(100 mM) (Invitrogen), 12 u RNasin®Plus RNase Inhibitor (40 u/ul) (Promega, Mannheim),

6,6 u Prime RNase Inhibitor (30 u/ul) (Eppendorf), 150 ng Random Hexamers (3 pg/ul),

0,25 uM HG-RT1 (100 puM), 1x First Strand Buffer (5x) (Invitrogen), 50 u SuperScript VIl RT
(200 u/pl) (Invitrogen)

2.4.3.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion ist ein Verfahren zur Amplifikation von DNA. Oligo-
nukleotide flankieren eine bestimmte DNA-Sequenz (forward und reverse Primer), welche in
mehreren Zyklen aus Hybridisierung, Amplifikation und Denaturierung vervielfaltigt wird.

In der vorliegenden Arbeit wurden unterschiedliche Variationen der PCR-Technik
angewendet, die im Folgenden ndher erldutert werden. Bei allen Ansdtzen wurde eine

Negativkontrolle mit durchgefiihrt, bei der die DNA-Matrize durch H,O ersetzt wurde. Die



Reaktionen wurden im ,,GeneAmp PCR System 9600 Thermocycler” (Perkin Elmer,
Wellesley, USA) oder im ,,T personal Thermocycler durchgefiihrt. Uberpriift wurden die
Ergebnisse iiber Agarosegel-Elektrophorese.

2.43.2.1 Kolonie-PCR
Die Kolonie-PCR diente dazu, den Erfolg der Ligation eines DNA-Fragments in einen

Vektor zu iiberpriifen. Einzelne Bakterienklone wurden mit einer Pipettenspitze von einer
LB-Agarplatte gepickt und in den vorgelegten PCR-Reaktionsansatz iiberfiihrt. Die
Primerpaare flankierten das eingefiigte DNA-Fragment im Vektor: ,,M13 Forward (-20)* und
,»M13 Reverse” beim pCR®2.1-TOPO-Vektor und ,,pTT5-for seq* und ,,pTT5-rev seq“ beim
pTT5-Vektor. Der PCR-Reaktionsansatz und das PCR-Programm setzten sich wie folgt
zusammen:

+ PCR-Reaktionsansatz (ad 20 pl):

Ix PCR-Puffer (10x) (Roche), 200 pM dNTP (10 mM), 0,5 uM forward Primer (100 pM),
0,5 uM reverse Primer (100 uM), 1 u Tag-Polymerase (5 u/pul) (Roche)

+ PCR-Programm: 3 Minuten 94 °C Denaturierung
1 Minute 94 °C Denaturierung
1 Minute 53 °C Hybridisierung 25 Zyklen
1 Minute 72 °C Elongation
10 Minuten 72 °C Elongation

2.43.2.2 Nested PCR
Um Ig-V(D)J-Transkriptdatenbanken aus Liquor-B-Zellen zu erstellen, wurde eine Nested
PCR (verschachtelte PCR) durchgefithrt. Durch die hohere Spezifitit wird die

Vervielfiltigung nicht gewiinschter DNA-Sequenzen weitgehend ausgeschlossen.

“for-out” “for-in"

— — “rev-in"  “rev-out”
[——3 [——3
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Sequenz 1g-V(D)J-Region C-Region

Abb. 2-1: Prinzip der Nested PCR

Die Nested PCR diente der Erstellung von Ig-V(D)J-Transkriptdatenbanken aus Liquor-B-Zellen. In
einer ersten PCR-Reaktion wurde mit out Primern eine Voramplifizierung durchgefiihrt. Die Primer
der zweiten PCR-Reaktion hybridisierten weiter innen auf dem in der ersten Runde generierten
Amplikon (in). Die forward (for) Primer lagen am variablen 5’-Ende. Aus diesem Grund wurden
parallel mehrere Primer eingesetzt. Im Fall der reverse (rev) Primer war je H-, k- und A-Kette ein
Primer ausreichend, da diese in der konstanten Region lagen.

Die reverse Primer hybridisierten im C-Teil der Ig-Ketten, sodass pro Reaktion fiir H-, k- und
A-Kette jeweils ein einziger Primer ausreichend war. Im Gegensatz dazu mussten die forward

Primer die Amplifikation moglichst vieler verschiedener Ketten erlauben, da diese in der



Leader-Sequenz und am 5’-Ende der zahlreichen V-Regionen hybridisierten [156]. Deshalb
wurden Mischungen aus mehreren Oligonukleotiden oder degenerierte Primer eingesetzt.

Der Reaktionsansatz entsprach dem der Kolonie-PCR, wobei als DNA-Matrize fiir die erste
PCR (out) 3 pl ¢cDNA und fiir die zweite PCR (in) 2 ul des resultierenden PCR-Produkts

eingesetzt wurden. Das PCR-Programm wurde wie im Folgenden angegeben angepasst.

+ PCR-Programm: 3 Minuten 94 °C Denaturierung
30 Sekunden 94 °C Denaturierung
30 Sekunden 55°C Hybridisierung 50 Zyklen
55 Sekunden (out)
45 Sekunden (in) 72 °C Elongation
10 Minuten 72 °C Elongation

2.4.3.2.3 Semi-Nested PCR

Fir die Amplifikation von Ig-Ketten aus Hirngewebe wurde eine Semi-Nested PCR
durchgefiihrt. Beim Ausgangsmaterial handelte es sich um FFPE-Gewebe einer Hirnldsion
von Patient [-296. Dadurch musste mit einer unzureichenden RNA-Qualitdt gerechnet
werden, die es nicht erlaubte, die gesamte Lénge der gewiinschten Ig-V(D)J-Sequenzen zu
amplifizieren. Die eingesetzten Primer mussten deshalb folgende Voraussetzungen erfiillen:
1) kurzes Amplikon (50 bis 100 bp), 2) charakteristisches Amplikon (SHM oder CDR3-
Region) 3) Primer mit mutiertem Nukleotid am 3‘-OH-Ende. Zudem wurde versucht, fiir jede
Kette zwei charakteristische DNA-Sequenzen in zwei unabhéngigen PCR-Reaktionen zu

amplifizieren.

“for” ‘rev-in"  “rev-out’ “for” “rev-in" “rev-out’
—> &a & [ — pe— I —
SHM Ig-V(D)J-Region CDR3

Abb. 2-2: Prinzip der Semi-Nested PCR

Wie auch bei der Nested PCR wurden zwei PCR-Reaktionen durchgefiihrt, jedoch zweimal mit dem
gleichen forward (for) Primer. Beim reverse (rev) Primer wurde zwischen out und in unterschieden.
Es wurden Klon-spezifische Primer mit einem somatisch hypermutierten Nukleotid am 3’OH-Ende
erstellt. Sie erlaubten die Amplifikation einer kurzen charakteristischen Sequenz (SHM und CDR3
in rot) der Ig-V(D)J-Region (griin).

Der Reaktionsansatz entsprach dem der Nested PCR. Die Elongationszeit wurde aufgrund der
kiirzeren Amplikons auf 30 Sekunden reduziert. Fiir die erste PCR wurde eine weniger
stringente Hybridisierungstemperatur gewéhlt (53 °C) als in der zweiten PCR (55 °C). Damit
sollte zunéchst die Chance auf Amplifikation erh6ht werden, um dann in der zweiten Runde

eine geniigend hohe Spezifitit zu gewéhrleisten.



+ PCR-Programm: 3 Minuten 94 °C Denaturierung

30 Sekunden 94 °C Denaturierung

30 Sekunden 53 bzw. 55 °C Hybridisierung 40 Zyklen
30 Sekunden 72 °C Elongation

10 Minuten 72 °C Elongation

2.43.2.4 Mutagenese-PCR

Um DNA-Fragmente in Vektoren klonieren zu konnen, werden kompatible Nukleotid-
sequenzen bendtigt, die von Restriktionsendonukleasen erkannt und geschnitten werden.
Diese konnen gezielt durch Mutagenese-PCR eingefiihrt werden ohne dabei die resultierende
Aminosauresequenz zu verdandern (stille Mutagenese).

Die Mutagenese-PCR wurde bei der Konstruktion von pTT5-Vektorkonstrukten eingesetzt.
In Abbildung 2-3 ist die Klonierungsstrategie dargestellt. Zunéchst wurde die Leader-
Sequenz der L-Kette (VkI-O12) sowie die Sequenzen der C-Region fiir die H-Kette (Cyl-
Doméne) und L-Kette (IgKC) aus cDNA amplifiziert. Fiir die Leader-Sequenz der k-Kette
wurde das Primerpaar ,,Kappal.eadl EcoRI for“/“Kappal.eadl HindBss rev verwendet, fiir
die C-Region der k-Kette das Primerpaar “CKappa HindKas for*/“CKappa BamHI rev”’ und
fiir die Cyl-Domine der H-Kette das Primerpaar ,,CHeavy Hind Sal for“/“Hinge His Bam
rev. Bei letzterem wurde gleichzeitig die Sequenz codierend fiir das C-terminale Hisg)-
Peptid eingefiihrt (CACCATCACCATCACCAT). Die Leader-Sequenz der H-Kette
(VH4-04) wurde von der Firma Metabion synthetisiert (“Heavy-Lead4 Link for”/“Heavy-
Lead4 Link rev”). Beide Leader-Sequenzen enthielten direkt vor dem Startcodon die Kozak-
Sequenz CACC, welche eine wichtige Rolle in der Initiation des Translationsprozesses spielt.
Als Matrize flir die Mutagenese-PCR der V(D)J-Sequenzen fungierten die jeweiligen
pCR®2.1-TOPO-Vektorkonstrukte, welche bei der Erstellung der Ig-V(D)J-Transkript-
datenbanken generiert wurden (siche Abschnitt 2.4.3.3). Fiir alle H-Ketten wurde der reverse
Primer “CHeavy Sall rev” eingesetzt, um die Sa/l-Schnittstelle einzufithren. Die Sequenzen
der forward Primer mussten an die verschiedenen VH-Subfamilien angepasst werden. Im Fall
von Fab-1039-s1 und Fab-NS52 wurden demnach “VHeavy4-39 Sacll for” und fiir Fab-
HM63-s2, -s8 und -s9 “VHeavy3-07 Sacll for” verwendet, wodurch die Sacll-Schnittstelle
eingefiihrt wurde. Die Sequenzen der L-Ketten wurden mithilfe des reverse Primers “Kappa-
V,C Kasl rev” mit der Kasl-Schnittstelle versehen, ausgenommen Fab-HM63-s2. Hierfiir
wurde “Lambda V,C Kasl rev* eingesetzt. Unter Beriicksichtung der verschiedenen VL-
Subfamilien wurde die Sequenz von Fab-1039-s1 mit ,,Kappa-VK2 BssHII for”, Fab-HM63-
s8 und Fab-NS52 mit “Kappa-VK1 BssHII for”, Fab-HM63-s9 mit “Kappa-VK3L2 BssH
for” und Fab-HM63-s2 mit “Lambda-VL3 BssH for” mit einer BssHII-Schnittstelle

mutagenisiert.



Alle PCR-Komponenten wurden in den gleichen Konzentrationen eingesetzt wie bereits bei
allen bislang beschriebenen PCR-Techniken. Allerdings wurde das Endvolumen auf 50 pl
erhoht, um eine ausreichende Menge fiir die nachfolgenden Klonierungsschritte zu erhalten.
Das PCR-Programm entsprach dem der Semi-Nested PCR, jedoch wurde bei jeder Reaktion
die Temperatur des Hybridisierungsschritts an die verwendeten Primer angepasst. Diese
errechnete sich aus der Sequenz der einzelnen Primerpaare (2 °C fiir A/T, 4 °C fiir G/C)

abziiglich 5 °C ausgehend von der niedrigeren Schmelztemperatur.

2.4.3.3 TOPO-TA-Klonierung

Fir die Erstellung der Ig-V(D)J-Transkriptdatenbanken aus Liquor-B-Zellen wurde das
»TOPO-TA Cloning® Kit“ der Firma Invitrogen verwendet. Das Prinzip dieser
Klonierungsmethode beruht auf der Beobachtung, dass die Tag-Polymerase eine Transferase-
Aktivitdt besitzt, mit der sie am 3’-Ende von PCR-Produkten ein einzelnes Desoxyadenosin
anhédngt. Der linearisierte pCR®2.1-TOPO®-Vektor besitzt entsprechende 3’-Desoxy-
thymidin-Uberhénge. Die Ligation von PCR-Produkt mit Vektor erfolgte durch fiinfminiitige
Inkubation bei RT. Dabei wurde nach Herstellerangaben verfahren. Die anschlieende
Transformation in ,,One Shot® TOP10” E.coli Bakterien durch Hitzeschock ist im
Abschnitt 2.2.3 beschrieben.

+ pCR®2.1-TOPO®-Vektor (Invitrogen):
3908 bp, Amp", Kan" Vektorkarte siche Abbildung II-1 im Anhang Teil I

2.4.3.4 Spaltung mit Restriktionsenzymen

Restriktionsenzyme sind Endonukleasen, welche spezifisch Sequenzen in doppelstringiger
DNA erkennen und dort die Phosphodiesterbriicke spalten. Im Fall von kompatiblen 5°- oder
3’-Uberhiingen konnen DNA-Fragmente im Anschluss gerichtet ligiert werden.

Eine Einheit (u) eines Restriktionsenzyms ist definiert als diejenige Menge, die benotigt wird,
um unter Beriicksichtigung optimaler Puffer- und Temperaturbedingungen ein Mikrogramm
eines bestimmten DNA-Substrats, iiblicherweise A-DNA mit 48,5 kb, innerhalb einer Stunde
vollstindig zu verdauen. Die hier eingesetzte Enzymmenge musste entsprechend an Grofe,
Menge und Anzahl der Schnittstellen in der eigenen DNA-Matrize angepasst werden. Alle
Restriktionsverdaus wurden in einem Endvolumen von 25 bis 50 pl angesetzt und, falls der
Reaktionspuffer kompatibel war, ein gleichzeitiger Verdau mit zwei Restriktionsenzymen
durchgefiihrt. Da die Enzyme in 50% Glycerin gelagert werden, war insbesondere bei
Doppelverdaus darauf zu achten, dass die Glycerin-Endkonzentration im Ansatz 5% nicht

iiberschritt. Alle Restriktionsenzyme stammten von der Firma New England BioLabs.



Die Klonierungsstrategie zur Erstellung der pTT5-Vektorkonstrukte ist in Abbildung 2-3

veranschaulicht.
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Abb. 2-3: Klonierungsstrategie

Im ersten Schritt wurden zwei Kassettenvektoren erstellt, welche die Leader-Sequenzen (orange)
und die konstanten Regionen (grau) der H- beziehungsweise L-Kette enthielten. Die Leader-
Sequenzen wurden iiber die EcoRI- und Hindlll-Schnittstelle in das Riickgrat des pTT5-Vektors
(schwarz) eingefligt, die konstanten Regionen iiber die HindlIlI- und BamHI-Erkennungssequenzen.
In diese beiden Kassettenvektoren konnten im zweiten Schritt die einzelnen VDJ-Sequenzen der
H-Kette (blau) beziehungsweise VJ-Sequenzen der L-Kette (griin) kloniert werden. Im Fall der
H-Ketten geschah dies mithilfe der Restriktionsenzyme Sacll und Sall, firr die L-Ketten mit BssHII
und Kasl. Die flankierenden Schnittstellen wurden im Vorfeld iber Mutagenese-PCR eingefiihrt.

Zunéchst wurden die Leader-Sequenzen VH4-04 der H-Kette und VkI-O12 der L-Kette iiber
die EcoRl- und HindllI-Schnittstellen in den pTT5-Vektor kloniert. Dann wurde das
Konstrukt aus pTT5-Vektor und Leader-Sequenz um die C-Regionen ergénzt. Dies war
moglich iiber die Hindlll- und BamHI-Erkennungssequenzen. Die Cy1-Doméne der H-Ketten
war um die Sequenz codierend fiir das carboxyterminale Hise)-Peptid verldngert. Damit
waren die Kassettenvektoren ,,pTT5-H* und ,,pTT5-L* fertiggestellt (Vektorkarten siche
Abb. 1I-3 im Anhang Teil II).

Es folgte die Klonierung der V(D)J-Fragmente. Mithilfe der Mutagenese PCR waren bereits
direkt 5° vor der HindlIlI-Schnittstelle der Leader-Sequenzen fiir die H-Kette eine Sacll- und
fir die L-Kette eine BssHII-Erkennungssequenz eingefiihrt worden. Die Sequenzen der
C-Regionen wurden durch stille Mutagenese direkt 3’ nach der HindlII-Schnittstelle mit einer
Sall-Schnittstelle fiir die H-Kette und mit einer Kasl-Erkennungssequenz fiir die L-Kette
versehen. Diese Schnittstellen wurden nun im zweiten Schritt fiir die Klonierung der
verschiedenen V(D)J-Sequenzen verwendet. Denn diese waren ihrerseits von Sacll-/Sall- im
Fall der H-Kette und von BssHII-/Kasl-Erkennungssequenzen im Fall der L-Ketten flankiert
und konnten so in die entsprechenden Kassettenvektoren eingefiigt werden (Vektorkarten am
Beispiel von Fab-1039-s1 siche Abb. 1I-4 im Anhang Teil II).



2.4.3.5 Ligation

Nach Restriktionsverdau wurden DNA-Fragment und Vektor ligiert. Das Enzym T4 DNA
Ligase (Invitrogen) katalysiert dabei die Reaktion aus einem freien 3’-Hydroxylende mit
einem freien 5°-Phosphatrest zu einer Phosphodiester-Briicke. Diese Reaktion benétigt ATP,
welches im Ligase-Puffer (Invitrogen) mit einer Endkonzentration von 1 mM enthalten ist.
Um die Eigenligation des Vektors und damit die Bildung von Konkatemeren weitgehend zu
vermeiden, wurde das DNA-Fragment im vierfachen molaren Uberschuss zugegeben.

Jeder Ligationsansatz mit einem Endvolumen von 20 pl enthielt 1 u T4 DNA Ligase, 100 ng
Vektor und die entsprechende molare Menge DNA-Fragment in 1x T4 Ligase-Puffer. Parallel
dazu wurde mit einer Negativkontrolle ohne DNA-Fragment die Eigenligation des Vektors
tiberpriift. Die Inkubation erfolgte tiber Nacht bei 16 °C. 1,8 pl des Ligationsansatzes wurden
anschlielend in elektrokompetente DH5a-Bakterien transformiert (siche Abschnitt 2.2.2).

2.4.3.6 Gensynthese

Die V(D)J-Sequenzen des Antikorpers ,,8-18C5% [22, 76, 78] wurden von der Firma GeneArt
(Regensburg) synthetisiert.

2.4.3.7 DNA-Sequenzierung

DNA-Sequenzierungen wurden von den Serviceeinrichtungen des MPI fiir Biochemie

(Martinsried) und des Biozentrums der LMU (Miinchen) durchgefiihrt.

2.44 Auswertung von DNA-Sequenzen

Mit dem Programm ,,Chromas‘ Version 1.45 wurde das Chromatogramm der Sequenzierung
angezeigt (Urheber: Griffith University Australia). Die detaillierte Auswertung der DNA-
Sequenzen von Ig-Ketten erfolgte mit ,IMGT/V-Quest* Version3.2.14 unter
Hhttp://imgt.cines. fr/IMGT_vquest/vquest?livret=0&Option=humanlg“ (Urheber: [International
ImMunoGeneTics Information  System®)[17]. Mit dem ,Translate Tool“ auf
Hhttp://www.expasy.ch/tools/dna.html“ (Urheber: Swiss Institute of Bioinformatics) wurden
DNA- in Aminosduresequenzen tiibersetzt. Informationen iiber Keimbahnsequenzen waren
iiber ,http://vbase.mrc-cpe.cam.ac.uk” erhéltlich (Urheber: MRC Centre for Protein

Engineering). Damit wurden alle Nukleotidaustausche infolge von SHM identifiziert.



2.5 Proteinanalytik

2.5.1 Proteinbestimmung

2.5.1.1 Bicinchoninsdure-Test (BCA-Test) [134]

Der BCA-Test basiert auf der sogenannten Biuret-Reaktion, bei der Cu*" zu Cu" reduziert
wird. Die Peptidbindung selbst, sowie die Aminosduren Tyrosin, Tryptophan und Cystein
spielen dabei die Rolle des reduzierenden Agenz. Bicinchoninsiure bildet mit Cu'-Ionen im
alkalischen Milieu einen violetten Farbkomplex, welcher kolorimetrisch bei einer
Wellenlénge von 550 nm gemessen werden kann.

Der BCA-Test wurde mit dem ,,Pierce® BCA Protein Assay Kit*“ (Thermo Fisher Scientific)
im Mikrotiterplattenformat nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Als Vergleichsprotein
diente eine Verdiinnungsreihe bekannter Konzentrationen von Rinderserumalbumin (BSA).
Die resultierende BSA-Standardkurve wurde dazu verwendet, die Proteinkonzentration der
Proben in Duplikaten zu bestimmen. Als Blindprobe wurde der Probenpuffer PBS eingesetzt.
Die Messung der Absorption bei 550 nm erfolgte am Photometer ,.Dynatech MR 4000
(Dynatech, Denkendorf).

+ PBS (10x):
18,8 mM NaH,PO, x H,0, 83,8 mM Na,HPOy, 1,5 M NaCl

2.5.1.2 Photometrische Messung

Zur Konzentrationsbestimmung eines gereinigten Proteins bietet sich die photometrische
Messung an. Ublicherweise wird die Absorption bei A =280 nm gemessen, zu der
hauptséchlich die aromatische Aminoséure Tryptophan und zu einem geringeren Anteil auch
Tyrosin und Phenylalanin beitragen. Fiir die exakte Konzentrationsbestimmung miissen das
Molekulargewicht sowie der molare Extinktionskoeffizient eines Proteins einbezogen
werden, da der Anteil der absorbierenden Aminosduren stark schwanken kann. Dieser ldsst
sich aus der Aminosduresequenz berechnen [38] und wurde mithilfe des ,,ProtParam Tools*
auf , http://www.expasy.ch/tools/protparam.html* des ,,ExXPASy Proteomics Servers* bestimmt
(Urheber: Swiss Institute of Bioinformatics). Die Messung der Absorption bei 280 nm wurde
am Spektrophotometer ,,NanoDrop 1000 durchgefiihrt.



2.5.2 Proteinreinigung

2.5.2.1 Protein G-Affinitdtschromatographie

Zur Reinigung von IgG-Antikorpern aus Liquor- und Serumproben von MS-Patienten wurde
die Protein G-Affinititschromatographie mit Dynabeads® Protein G (Invitrogen)
angewendet. Rekombinantes Protein G, welches an einer Matrix immobilisiert ist, bindet den
Fc-Teil von IgG-Antikorpern. Alle anderen Proteine im Liquor binden nicht und befinden
sich im Uberstand.
Vor der Verwendung wurden die Dynabeads® Protein G dreimal in Waschpuffer gereinigt.
Da das Protein G irreversibel an magnetische Kiigelchen gekoppelt ist, kann der Uberstand
bequem abgenommen werden, indem das Reaktionsgefil an einen Dynal® Magneten
(Invitrogen) gehalten wird. Je Mikrogramm IgG wurden 2 pl Dynabeads® Protein G-
Suspension eingesetzt und der Ansatz fiir 60 Minuten bei RT geschiittelt. AnschlieBend
wurde der Uberstand abgenommen und die Dynabeads® Protein G wurden dreimal
gewaschen.
Die Elution der IgG-Antikorper aus Liquor und Serum der Patienten HM-03, JN-02, NS-16
und NS-52 erfolgte in zweimal 50 pl Harnstoff-haltigem Puffer, welcher dem Probenpuffer
der IEF entspricht. Die Eluate mit einem Endvolumen von je 100 ul wurden demnach direkt
im Anschluss in die IEF eingesetzt (siche Abschnitt 2.5.3.2).
Zur Elution von IgG-Antikorpern der Patienten HM-63, 1039, MS-B2A, MS-4 und L-296
wurden die Dynabeads® Protein G in 10 pl 1% (w/v) SDS (Carl Roth) resuspendiert, kurz
gevortext und anschlieBend fiir 2 Minuten bei 37 °C inkubiert. Das Eluat wurde in ein neues
Reaktionsgefal iiberfithrt und der Elutionsschritt wiederholt. SDS bewirkt die Auffaltung der
Proteine, wodurch die Bindung zwischen Adsorbent und Ligand aufgeldst wird.

+ Dynabeads®-Waschpuffer:

0,1 M Na-Acetat, 150 mM NaCl, pH 5,0

+ IEF-Probenpuffer:
6 M Urea, 2 M Thiourea, 4% (w/v) CHAPS, 40 mM Tris

2.5.2.2 Ni-NTA-Affinitatschromatographie

Rekombinant exprimierte Proteine wurden mittels Ni-NTA-Affinitdtschromatographie aus
dem Uberstand von HEK293E-Zellen gereinigt. Der Komplex aus Nitriloessigsiure (NTA)
mit Ni*"-Ionen gekoppelt an eine Agarose-Matrix bildet die stationire Phase. Proteine mit
einem His)-Peptid in der mobilen Phase binden mit hoher Affinitit an die Ni-NTA-Matrix,
da Histidin iiber einen Imidazol-Ring verfiigt. Die Elution erfolgt mit einem Uberschuss an

Imidazol, wodurch Proteine mit His)-Peptid von der Matrix verdringt werden.



Die Reinigung wurde im Sdulenverfahren durchgefiihrt (1,5 x 10 cm Luer-Lock-Sdulen mit
Durchflussadapter von Sigma). 5 ml Bettvolumen der Ni-NTA-Agarose (Qiagen) wurden
zundchst mit 10 Sdulenvolumen H,O gewaschen, um das Ethanol im Ausgangsmaterial
restlos zu entfernen. AnschlieBend wurde die Sdulenmatrix mit PBS/10 mM Imidazol, pH §,0
dquilibriert. Der Zelliiberstand wurde nach der Sedimentation der Zellen von Zelltrimmern
befreit (Rotor SLA-1500: 12.500 rpm, 30 min, 4 °C). Daran schloss sich ein weiterer
Zentrifugationsschritt in der Ultrazentrifuge (UZ) an, um auch unlsliche Membran-
bestandteile abzutrennen (Rotor Typ 60 Ti: 40.000 rpm, 45 min, 4 °C). Der gereinigte
Uberstand wurde mit 1 M Tris pH 8,6 auf einen pH-Wert von 7,5 justiert und mit 100 uM
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF), einem Proteaseinhibitor, versetzt. AuBlerdem wurde
eine Endkonzentration von 1x PBS fiir die nétige lonenstirke und 10 mM Imidazol
eingestellt. Die geringe Konzentration an Imidazol im Aquilibrierungspuffer der Siule und
im Zelliiberstand sollte unspezifische Bindungen reduzieren. 500 ml Zelliiberstand wurden
mit einer Flussrate von 1,5 ml pro Minute auf die Séule geladen. Dann wurde mit 50 ml
PBS/20 mM Imidazol, pH 8,0 gewaschen. Die Elution der Hise)-Proteine erfolgte mit
PBS/200 mM Imidazol, pH 8,0 an der nachfolgend beschriebenen FPLC-Apparatur. Alle

Puffer wurden mit einem 0,2 pm Filter (Millipore) filtriert, um Kleinstpartikel zu entfernen.

2.5.2.3 Fast Protein Liquid Chromatography (FPLC)

Die FElution der iiber Ni-NTA-Affinitdtschromatographie gereinigten Proteine wurde an
einem FPLC-System von Amersham Pharmacia Biotech durchgefiihrt. Da an der Apparatur
ein UV-Detektor (,,Uvicord SD*) angeschlossen ist, kann die Elution durch Messung bei
A =277 nm basierend auf der Absorption der aromatischen Aminoséuren verfolgt werden.
Das FPLC-System besteht aus zwei Pumpen. Eine davon wird mit PBS, die andere mit
PBS/200 mM Imidazol versorgt. Dem System wird iiber eine Kontrolleinheit
(,LCC-501 Plus*) vorgegeben, zu welchen Anteilen die Puffer gemischt werden sollen.
Zundchst wurde an der FPLC-Apparatur der Waschschritt mit PBS/20 mM Imidazol solange
fortgesetzt, bis keine unspezifisch gebundenen Proteine mehr von der Séule eluierten. Dann
wurde die Imidazolkonzentration auf 200 mM erhoht. Nach 6 ml Ausschlussvolumen stieg
die Absorption am UV-Detektor an und das Eluat wurde gesammelt. Es folgten
Konzentrierung, Dialyse gegen PBS und Proteinbestimmung. Die Lagerung erfolgte in PBS,
0,07% Natriumazid und 100 uM PMSF bei 4 °C.



2.5.2.4 Dialyse

Miissen Pufferbestandteile aus der Probe entfernt werden oder ginzlich umgepuffert werden,
so wird die Probe dialysiert. Gemidl3 des Konzentrationsunterschiedes diffundieren kleine
Molekiile durch eine Dialysemembran, wéhrend grole Molekiile an der Membran mit
entsprechender MolekulargewichtsausschlussgroBe (MWCO) zuriickgehalten werden.

Fiir kleine Volumina von maximal 200 pl wurden ,,D-tubeTM Dialyzer Mini*“-Geféle
verwendet, fiir Volumina bis zu 3 ml ,D-Tube™ Dialyzer Maxi“-Gefale (Novagen,
Darmstadt), beide mit MWCO von 12 bis 14 kDa. Dialysen gegen 6 M Urea wurden bei RT,
Dialysen gegen PBS im Kiihlraum unter Rithren durchgefiihrt.

Um im Fall der IgG-Antikdrper aus Liquor vor der IEF das negativ geladene SDS aus dem
Deglykosylierungspuffer restlos zu entfernen, wurde ein Dialyseschritt durchgefiihrt, der
durch Elektrophorese getrieben wird. Die ,,D-tube™ Dialyzer Mini“-GefiBe wurden nach
Herstellerangaben in eine Tragerkammer eingespannt und in einer horizontalen
Elektrophoresekammer platziert. Die Kammer wurde mit 6 M Urea gefiillt. Durch Anlegen
einer Spannung von 50 V fiir 15 Minuten kam es zur gerichteten Wanderung der negativ
geladenen SDS-Molekiile in den Puffer, wohingegen die Proteine an der Membran

zuriickgehalten wurden.

2.5.2.5 Konzentrierung durch Ultrafiltration

Um Proteine in ihrer nativen Form zu konzentrieren, wurden spezielle Zentrifugations-
rohrchen der Firma Millipore verwendet (,,Amicon®). Zur Konzentrierung gereinigter Fab-
Fragmente (50 kDa) wurden Membranen mit einem Ausschluss von 30 kDa gewéhlt. Fiir
Proben mit einem Ausgangsvolumen von 0,5 bis 1 ml waren ,,Amicon® Ultra-0.5“ ideal,
welche in einer Tischzentrifuge mit 6.000 rpm zentrifugiert wurden, bis das gewiinschte
Endvolumen von 15 bis 30 pl erreicht war. Bei groBeren Ausgangsvolumina wurden
,»Amicon® Ultra-4“ verwendet, welche ein Fassungsvermodgen von 4 ml haben. In diesem

Fall wurde in der Heraeus® Megafuge 1.0R mit 4.000 rpm (Rotor 2704) zentrifugiert.

2.5.2.6 Féillung mit Aceton

Die Fillung von Proteinen kann zur Reinigung und zur Konzentrierung von Proben genutzt
werden. Zur Probe wurde das zehnfache Volumen eiskaltes Aceton (100%) gegeben und fiir
10 Sekunden gemischt. Die Fallung erfolgte entweder liber Nacht bei -20 °C oder fiir
mindestens 1 Stunde bei -80 °C. Die gefillten Proteine wurden sedimentiert (5417 R:

14.000 rpm, 45 min, 4 °C) und mit eiskaltem Aceton (80%) gewaschen. Nach einem zweiten



Zentrifugationsschritt (5417 R: 14.000 rpm, 30 min, 4 °C) wurde der Uberstand verworfen

und das Sediment bei RT getrocknet, bis das Aceton vollstindig verdampft war.

2.5.2.7 Aufschluss eukaryotischer Zellen

Zur Reinigung intrazelluldrer Proteine unter nativen Bedingungen wurde ein Sediment von
Jurkatzellen mit 5 g Nassgewicht zur Verfiigung gestellt (Martina Soélch, AG Dornmair).
Zunichst wurden die Zellen lysiert, indem sie in 50 ml destilliertem Wasser resuspendiert
wurden. In dieser hypotonischen Umgebung kommt es zu einem starken Anschwellen der
Zellen durch den osmotischen Einstrom von Wasser, wodurch die Zellen letztlich platzen.
Um die Denaturierung von Proteinen durch die reduzierte Ionenstirke zu verhindern, wurde
das Zelllysat unmittelbar auf 50 mM Tris, 200 mM NaCl, pH 7,5 eingestellt. Der
Zellaufschluss wurde durch 15-miniitiges Beschallen mit dem ,,Sonifier 450 (Branson, Genf,
CH) auf Eiswasser unter Riihren unterstiitzt. Das Lysat wurde von Zelltrimmern und
weiteren unldslichen Bestandteilen getrennt (Rotor SS-34: 17.500 rpm, 30 min, 4 °C; Rotor
Typ 60 Ti: 40.000 rpm, 45 min, 4 °C). Proteine im Uberstand dienten als mobile Phase in der
Affinitidtschromatographie (siche Abschnitt 2.6.2).

Um intrazelluldre Proteine unter denaturierenden Bedingungen zu reinigen, wurde ein
Sediment der Zelllinie ,,Fe-EBV* mit 700 mg Nassgewicht (zur Verfiigung gestellt von Klaus
Dornmair) in 5 ml eines Lysepuffers resuspendiert. Der Lysepuffer basierte auf dem
Rehydrierungspuffer fiir die IEF. Das Zelllysat wurde wie oben beschrieben 15 Minuten
beschallt und unlésliche Bestandteile wurden durch zwei Zentrifugationsschritte abgetrennt.
Im Anschluss wurde das Zelllysat auf eine Endkonzentration von 2% (v/v)
Pharmalyte™™ 3-10 (GE Healthcare) eingestellt und mit einer Spatelspitze Bromphenolblau
versetzt, um die IEF-Gelmatrix {iber Nacht darin quellen zu lassen (siche
Abschnitt 2.5.3.2.1).

+ Lysepuffer:
8 M Urea, 2 M Thiourea, 2% (w/v) CHAPS, 10 mM DTT

2.5.3 Gelelektrophorese

Das Prinzip der Gelelektrophorese beruht auf der Wanderung geladener Teilchen im
elektrischen Feld. In einer pordsen Gelmatrix wird die grolenabhéngige Trennung erreicht,
da kleine Molekiile schneller wandern als groBe. Im Gegensatz zu DNA, welche aufgrund
ihrer Phosphatreste negativ geladen ist, weisen Proteine ein weites Spektrum an Netto-

ladungen auf. Deshalb konnen Proteine auch abhéngig von ihrer Ladung getrennt werden.



2.5.3.1 SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese (SDS-PAGE)

Um Proteine nach Grofe zu trennen, miissen deren Eigenladungen iiberdeckt werden. Hierfiir
wird das Proteingemisch mit einem Uberschuss des anionischen Detergenz Natriumdodecyl-
sulfat (SDS) versetzt. Aulerdem bewirkt SDS die Auffaltung von Sekundérstrukturen. Die
Trennung héngt dadurch weder von der Ladung noch von der Faltung, sondern ausschlieflich
von der Grof3e ab.
Fiir die SDS-PAGE wurden Novex® Tris-Glycine Minigele (8 cm x 8 cm x 1 mm) der Firma
Invitrogen mit unterschiedlichen Acrylamid-Prozentsdtzen (10%, 12%, 4-20%) verwendet,
abhingig von der Komplexitit des zu trennenden Proteingemischs. Als Molekulargewichts-
standard wurde der ,,Wide Range SigmaMarker™ eingesetzt. Die Proben wurden entweder
mit reduzierendem oder nicht-reduzierendem Auftragspuffer versetzt. Der reduzierende
Puffer enthilt B-Mercaptoethanol, wodurch Disulfidbriicken aufgebrochen werden. Proteine
zerfallen in ihre Untereinheiten, welche dann getrennt im Gel laufen. Die vollstindige
Reduktion und Denaturierung wurde durch fiinfminiitiges Erhitzen auf 95 °C unterstitzt.
Die Elektrophorese wurde in der ,,Mighty Small“-Apparatur (Hoefer) mit SDS-Laufpuffer bei
einer konstanten Spannung von 130 V fiir 90 Minuten durchgefiihrt.

+ SDS-Laufpuffer (10x):

1% (w/v) SDS, 0,24 M Tris, 1,92 M Glycin

+ Auftragspuffer, nicht-reduzierend (5x):
0,2 M Tris-HCI pH 6,8, 7,5% (w/v) SDS, 20% (v/v) Glycerin, 0,02% (w/v) Bromphenolblau

+ Auftragspuffer, reduzierend (3x):
0,15 M Tris-HCI pH 6,8, 15% (w/v) SDS, 45% (v/v) Glycerin, 0,01% (w/v) Bromphenolblau,
6% (v/v) B-Mercaptoethanol

2.5.3.2 Isoelektrische Fokussierung (IEF)

Zur ladungsabhingigen Trennung von Proteinen dient die IEF. Die Eigenladung eines
Proteins setzt sich zusammen aus der Summe der Ladungen aller Aminosiureseitenketten
und deren Modifikationen. Wenn sich Proteine entlang eines pH-Gradienten bewegen, so
dndern sich je nach Anzahl geladener Aminosduren sowie den pK-Werten der Amino- und
Carboxylgruppen ihre Nettoladungen. Am isoelektrischen Punkt erreicht die Nettoladung den
Wert Null, das Protein bleibt vom elektrischen Feld unberiihrt und wird fokussiert.

2.5.3.2.1 Rehydrierung der Gelmatrix und Probenapplikation
Als Triagermedium fiir die IEF wurden 7 cm beziehungsweise 24 cm lange Polyacrylamid-

gelstreifen mit immobilisiertem pH-Gradienten (IPG) eingesetzt: ,,ReadyStrip IPG Strips®,



pH 3-10, 7 cm (Bio-Rad) und ,,Jmmobiline™ DryStrip*, pH 3-10, 24 cm (GE Healthcare).
Die Gelmatrix musste zunéchst iiber Nacht quellen. Dies geschah entweder zwischen zwei
Glasplatten, deren Hohlraum mit 20 ml Rehydrierungspuffer befiillt war, oder das zu
fokussierende Proteingemisch wurde direkt mit dem Rehydrierungspuffer versetzt und die
IPG-Streifen mit Probe in einer Trigerkammer nach Herstellerangaben gequollen. Bei allen
Liquorproben wurde der IPG-Streifen ohne Probe rehydriert und das Proteingemisch in IEF-
Probenpuffer mithilfe eines Trogs (GE Healthcare oder institutseigene Werkstatt) auf den
IPG-Streifen geladen. Bei den Patientenproben HM-03, JN-02, NS-16 und NS-52 wurde noch
nach Herstellerangaben verfahren und der Trog am alkalischen Ende des Gels platziert.
Wihrend der Protokolletablierung wurde die Position variiert, um die optimalen
Bedingungen zu bestimmen. Letztlich stellte sich die Probenapplikation zwischen pH 4,5
und 5 als optimal heraus.

+ Rehydrierungspuffer:

8 M Urea, 2 M Thiourea, 2% (v/v) PharmalyteTM 3-10, Bromphenolblau

+ IEF-Probenpuffer:
6 M Urea, 2 M Thiourea, 10% (v/v) Glycerin, Bromphenolblau

2.5.3.2.2 Fokussierungsprotokolle

Zur Durchfiihrung der IEF standen zwei verschiedene Apparaturen zur Verfiigung: Das
»~Multiphor II Electrophoresis System® (Amersham Pharmacia) und der ,,Agilent 3100
OFFGEL Fractionator (Agilent Technologies, Boblingen).

Zur Fokussierung gereinigter [gG-Antikorper der Patienten HM-03, JN-02, NS-16 und NS-52
wurde die ,,Multiphor“-Apparatur nach Firmenangaben angewendet und das folgende
Fokussierungsprotokoll bei 20 °C (,,Multi Temp™™ III Thermostatic Circulator”, Amersham

Pharmacia) durchgefiihrt:

Netzgerit “EPS 3501 XL” Netzgerit “LKB 2297 Macrodrive”
(Amersham Pharmacia): (Pharmacia):

lh 300 V —> 15 min 3500 V
15 min 600 V 15 min 4000 V
15 min 900 V 15 min 4500 V
15 min 1200 V ad24 h 5000 V
15 min 1500 V

15 min 1800 V

15 min 2100V

15 min 2500V

15 min 3000V ——

Das optimierte IEF-Protokoll, welches auf die Patientenproben HM-63, 1039, MS-B2A,
MS-4 und L-296 angewendet wurde, beinhaltete die Durchfiihrung der Fokussierung am



»Agilent 3100 OFFGEL Fractionator®. Grundsdtzlich wurde nach Firmenangaben im in-gel
Modus verfahren, es wurden jedoch folgende Parameter angepasst. Das mit IEF-Probenpuffer
versetzte Probengemisch wurde mithilfe eines Trogs (8 x 2 mm, konisch, institutseigene
Werkstatt) im schwach sauren pH-Bereich zwischen pH 4,5 und 5 auf rehydrierte IPG-
Streifen geladen. Das Fokussierungsprotokoll wurde so programmiert, dass wéhrend der
gesamten Elektrophorese maximal 8.000 V. und 50 pA erlaubt waren. In den ersten
30 Minuten war die Spannung auf 500 V und dann nochmals fiir 30 Minuten auf 1000 V
limitiert, um einen langsameren Spannungsanstieg zu gewahrleisten. Die Elektrophorese war
beendet, sobald 120 kVh erreicht waren.

IPG-Streifen wurden nach der Fokussierung entweder gefirbt (siche Abschnitt 2.5.3.4) oder

in die nachfolgend beschriebene zweite Dimension der Proteintrennung eingesetzt.

2.5.3.3 Zweidimensionale Gelelektrophorese

Zur hochaufléosenden Trennung von Proteinen dient die 2D-Gelelektrophorese. In der ersten
Dimension werden die Proteine nach ihrem isoelektrischen Punkt aufgetrennt, in der zweiten

Dimension folgt die Trennung nach Molekulargewicht mittels SDS-PAGE.

2.5.3.3.1 24 cm IPG-Streifen/SDS-Maxigele

Gereinigte IgG-Antikdrper aus Liquor der Patienten HM-63, 1039, MS-B2A, MS-4 und
L-296 wurden im groBen Malistab zweidimensional getrennt. Hierfiir wurden zundchst
mithilfe der ,Ettan DALTsix Gel Caster“-GieBvorrichtung (Amersham Biosciences,
Freiburg) nach Herstellerangaben 9%-ige Polyacrylamidgele gegossen und iiber Nacht
polymerisiert. Die IEF wurde mit 24 cm langen ,,Jmmobiline™ DryStrip“, pH 3-10, im
»Agilent 3100 OFFGEL Fractionator nach oben beschriebenem optimiertem Protokoll
(siche Abschnitt 2.5.3.2.2) durchgefiihrt. Nach beendeter IEF wurden die IPG-Streifen fiir
20 Minuten in Aquilibrierungspuffer geschwenkt. Dies diente dazu, die Proteine mit SDS zu
sattigen, um im Anschluss die Trennung ausschlieBlich nach Molekulargewicht zu
ermOglichen. Das Bromphenolblau im Puffer erzeugt eine sichtbare Lauffront wiahrend der
SDS-PAGE. Die équilibrierten IPG-Streifen wurden kurz in SDS-Laufpuffer eingetaucht und
luftblasenfrei auf den geradlinigen Abschluss des Polyacrylamidgels gelegt. AnschlieBend
wurde am rechten dufleren Ende des Gels ein kleines Stiick Filterpapier appliziert, auf das
zuvor der ,.Broad Range Marker” (Bio-Rad) aufgetragen worden war. Der IPG-Streifen
wurde mit 60 °C heifler 0,5%-iger Agaroselosung in SDS-Laufpuffer iiberschichtet und
dadurch auf dem SDS-Gel fixiert. Die Pufferkammern (institutseigene Werkstatt) wurden mit
SDS-Laufpuffer gefiillt. Die Elektrophorese wurde zundchst fiir 1 Stunde bei 10 mA



durchgefiihrt, damit die Probe am Ubergang zwischen IPG-Streifen und SDS-Gel langsam
einlaufen kann. Uber Nacht wurde die Stromstirke auf 30 mA erhdht und die Kammer
mithilfe des Durchlaufkiihlers ,,Paratherm® (Julabo, Juchheim) gekiihlt.

+ Losung fiir 9%-ige Polyacrylamidgele (600 ml, ergibt 5 Maxigele):

270 ml H,O, 150 ml Trenngelpuffer, 180 ml 30%-ige Acrylamid/Bisacrylamid-Losung (Serva),
gelost; entgast; 300 pl Temed (Amersham Pharmacia) und 3 ml 10%-ige APS-Losung zugegeben

+ Trenngelpuffer:
1,5 M Tris, 0,4% (w/v) SDS, pH 8,8

+ Agquilibrierungspuffer:
6 M Urea, 4% (w/v) SDS, 30% (w/v) Glycerin, 50 mM Trenngelpuffer, Bromphenolblau

2.5.3.3.2 7 cm IPG-Streifen/SDS-Minigele
Im kleinen Maf3stab wurden 7 cm lange ,,ReadyStrip IPG Strips“, pH 3-10, in Kombination
mit ,Novex® 4-20% Tris-Glycine ZOOM®*“ Gelen, § cmx 8§ cm x 1 mm (Invitrogen)
verwendet. Die IPG-Streifen wurden in Trigerkammern mit je 125 pl ,,Fe-EBV*“-Zelllysat
(siche Abschnitt 2.5.2.7) iiber Nacht gequollen. Die Fokussierung wurde im ,,Agilent 3100
OFFGEL Fractionator” im in-gel Modus nach unten angegebenem Protokoll durchgefiihrt.
Die Stromstirke wurde wihrend der gesamten Elektrophorese auf 25 uA limitiert. Nach
beendeter Fokussierung wurden die IPG-Streifen wie oben beschrieben fiir die zweite
Dimension vorbereitet und die Elektrophorese fiir 90 Minuten bei 125 V durchgefiihrt. Als
GroBenstandard wurde der ,,Full Range Rainbow Marker* (GE Healthcare) verwendet.
+ Fokussierungsprotokoll: 30 Minuten 150 vV
30 Minuten 300V
30 Minuten 500V

90 Minuten 1500 V
3000 V bis 10 kVh erreicht

2.5.3.4 Proteinfarbung in Gelen

2.5.3.4.1 Coomassie®-Brilliant-Blau-Farbung

Die Farbung mit Coomassie®-Brilliant-Blau wurde gewahlt, wenn mindestens 500 ng des
nachzuweisenden Proteins zu erwarten waren. Zudem ist mit dieser Farbemethode eine
weiterfithrende Identifizierung iiber Massenspektrometrie moglich.

Novex® Minigele wurden fiir 30 Minuten, groBe 2D-Gele fiir 2 Stunden in Coomassie®-
Farbelosung geschwenkt. Die Essigsdure féllt dabei das Protein, wodurch es im Gel fixiert
wird. Zur Entfernung unspezifischer Hintergrundfirbungen wurde in Entfarbelosung

gewaschen.



+ Coomassie®-Firbelosung:
0,1% (w/v) Coomassie® Brilliant-Blue R-250, 40% Methanol, 10% Essigséure

+ Entfarbeldsung: 50% Methanol, 7% Essigsdure

2.5.3.4.2 Kolloidale Coomassie-Farbung

IPG-Streifen nach eindimensionaler IEF wurden mit Roti®-Blue (Carl Roth), einer
kolloidalen Coomassie-Losung, gefirbt. Dadurch soll laut Herstellerangaben die
unspezifische Farbung der Gelmatrix minimiert und eine Empfindlichkeit von 30 ng erreicht
werden. Gefdrbte Proteinbanden konnen im Anschluss einer massenspektrometrischen
Analyse unterzogen werden.

Die Fixierung der Proteine im IPG-Streifen erfolgte fiir 30 Minuten in 12% (w/v) Trichlor-

essigsdure. Die Féarbe- und Entfarbeprozedur entsprach dem Firmenprotokoll.

2.5.3.4.3 Silberfirbung nach Heukeshoven [48]

Silberfairbungen zeigen eine weitaus hohere Empfindlichkeit als die Féarbung mit
Coomassie®-Brilliant-Blau. Proteinmengen von 5 ng und weniger sind nachweisbar.

Die Proteine wurden zunéchst fiir 30 Minuten im Gel fixiert und anschlieBend fiir 1 Stunde
sensitiviert. An dieser Stelle sei erwdhnt, dass die quervernetzende Wirkung von
Glutaraldehyd eine weiterfilhrende Analyse liber Massenspektrometrie ausschlieft. Nach
dreimaligem Waschen mit Wasser wurden die Gele fiir 45 Minuten gefirbt. Ag'-Ionen
binden dabei an die Proteine. Danach wurde das Gel erneut kurz mit Wasser gewaschen. Die
Entwicklung erfolgte in einer alkalischen Losung, wodurch die Silberionen zu metallischem
Silber reduziert wurden. Die Proteinbanden farbten sich braun bis schwarz. Sobald der

gewliinschte Farbegrad erreicht war, wurde die Reaktion gestoppt.

+ H-Fixierlosung: 40% Ethanol, 10% Essigséure

+ H-Sensitivierungslosung:
0,2% (w/v) Natriumthiosulfat, 0,5 M Natriumacetat, 0,5% (v/v) Glutaraldehyd, 30% Ethanol

+ H-Farbelosung: 0,1% (w/v) Silbernitrat, 0,02% (v/v) Formaldehyd
+ H-Entwicklerlosung: 0,01% (v/v) Formaldehyd, 2,5% (w/v) Natriumcarbonat
+ H-Stopplosung: 1,5% (w/v) EDTA

2.5.3.4.4 Silberfirbung nach Shevchenko [131]
Die Silberfiarbung nach Shevchenko basiert auf Rabilloud ez al. [118], verzichtet aber auf das
quervernetzende Agenz Glutaraldehyd und ist dadurch mit Massenspektrometrie kompatibel.

Die Nachweisgrenze liegt bei circa 5 ng.



Nach der Fixierung der Proteine fiir mindestens 20 Minuten wurden die Gele fiir je
10 Minuten in 50% Methanol und Wasser geschiittelt. AnschlieBend wurden die Gele fiir
1 Minute sensitiviert und dreimal mit Wasser gewaschen. Wiahrend der Férbung fiir
20 Minuten im Kiihlraum sorgte die Vorbehandlung mit Natriumthiosulfat dafiir, dass
unspezifisch gebundene Silber-lonen in 16slichen Komplexen abgefangen wurden. Vor der
Entwicklung wurden die Gele zweimal mit Wasser gewaschen. Sobald sich die
Entwicklerlosung gelblich verfarbte, wurde sie durch eine neue ersetzt. Durch Absenken des

pH-Werts wurde die Reaktion schliellich gestoppt.

+ S-Fixierlosung: 50% Methanol, 5% Essigséure

+ S-Sensitivierungslosung: 0,02% (w/v) Natriumthiosulfat

+ S-Firbelosung: 0,1% (w/v) Silbernitrat; gekiihlt

+ S-Entwicklerlosung: 0,04% (v/v) Formaldehyd, 2% (w/v) Natriumcarbonat
+ S-Stopplosung: 5% Essigsdure

2.5.3.5 Elektroblotting

Beim FElektroblotting werden Proteine aus Gelen durch Elektrophorese auf eine Membran
iibertragen, um sie fiir die weitere Analyse zu immobilisieren.

Als Apparatur wurde ein Semi-dry-System verwendet. Auf der anodischen Plattenelektrode
wurden drei in Anodenpuffer getrinkte Whatman-Filterpapiere (GE Healthcare) gelegt und
darauf die Blotmembran aus Polyvinylidenfluorid (Hybond-P PVDF-Membran, GE
Healthcare) platziert. Die Membran wurde kurz in Methanol aktiviert, mit Wasser gewaschen
und anschlieBend in Anodenpuffer angefeuchtet. Auf die Membran wurde dann das
Polyacrylamidgel gelegt. Mit drei weiteren Whatman-Filterpapieren, welche in
Kathodenpuffer aquilibriert wurden, und mit der kathodischen Plattenelektrode war das
Blotsandwich abgeschlossen. Durch Anlegen eines elektrischen Feldes wanderten die negativ
geladenen Proteine aus der Gelmatrix in Richtung Anode, sprich zur Membran. Der Transfer
erfolgte bei 35 mA fiir 3 Stunden.

+ Anodenpuffer:
50 mM Borséure, 20% Ethanol, pH 9,0

+ Kathodenpuffer:
50 mM Borséure, 5% Ethanol, pH 9,0



2.5.4 Enzymatische Behandlung von Proteinen

2.5.4.1 Deglykosylierung

IgG-Antikorper besitzen eine konservierte N-Glykosylierungsstelle im Fc-Teil. An dessen
Zuckerreste konnen Sialinsduren gebunden sein, welche den isoelektrischen Punkt eines
Antikdrpers beeinflussen konnen. Zur Reduktion der Heterogenitéit des Antikorpergemischs
aus Liquor wurde deshalb vor der IEF eine Deglykosylierung durchgefiihrt.

Als Enzym wurde N-Glycosidase F eingesetzt, welche alle N-Glykane vom Asparagin-
Peptidriickgrat des Proteins abspaltet. Vor der Reaktion wurden die Antikorper in 1% (w/v)
SDS fiir 1 Minute bei 95 °C gekocht, um das Protein zu entfalten und die Glykosylierungs-
stellen zugénglich zu machen. Hierfiir wurden die Antikorper nach dem Reinigungsschritt mit
Dynabeads® Protein G (siche Abschnitt 2.5.2.1) direkt in 50 bis 100 ul 1% (w/v) SDS
eluiert. AnschlieBend wurde die Probe 1:1 mit Deglykosylierungspuffer versetzt und fiir
2 Minuten mit 3.300 rpm zentrifugiert (5417 C). Das nicht-ionische Detergenz MEGA-10
unterstiitzt in Ergdnzung zu SDS die Entfaltung des Proteins und damit die Zugénglichkeit
der Zuckerreste [98]. Nach Zugabe von 100 u/ml N-Glycosidase F recombinant (1 u/ul,
Roche) wurde die Reaktion fiir 3 Stunden bei 37 °C durchgefiihrt.

+ Deglykosylierungspuffer:
PBS mit 1% (w/v) MEGA-10, pH 7,2

2.5.4.2 Tryptische Spaltung in einer Gelmatrix

Vor jeder massenspektrometrischen Analyse wurden die Proteine nach Gelelektrophorese
proteolytisch verdaut. Die Endopeptidase Trypsin hydrolysiert die Peptidbindung nach Lysin
und Arginin. Spaltstellen, an denen carboxyterminal ein Prolin folgt, entfallen.
Coomassie-gefarbte Proteine konnten direkt tryptisch verdaut werden. Gele nach Silber-
farbung hingegen mussten zundchst entfdrbt werden [36]. 30 mM Kaliumferrocyanid und
100 mM Natriumthiosulfat wurden zu gleichen Teilen gemischt, davon pro Gelstiick 120 ul
pipettiert und der Ansatz bei RT geschiittelt. Sobald die Gelmatrix entfarbt war, wurde die
Reaktion durch fiinfmaliges Waschen mit H,O gestoppt. Es folgte die Inkubation fiir
20 Minuten in 200 mM Ammoniumbicarbonat, gefolgt von weiteren fiinf Waschschritten mit
H,0. Dann wurde das Protokoll mit dem tryptischen Verdau nach Shevchenko et al.
fortgesetzt [131].

Durch abwechselnde Inkubation in 50 mM Ammoniumbicarbonat, pH 8,5 und 100%
Acetonitril wurden die Gelstiicke gewaschen. In Acetonitril schrumpft die Gelmatrix, sodass

beim erneuten Quellen Puffer und Reagenzien ins Innere aufgesogen werden. Zur Reduktion



von Disulfidbriicken wurden die Gelstiicke zunichst fiir 30 Minuten bei 60 °C in 20 pl
10 mM DTT inkubiert. Um die entstandenen freien Cystein-Seitenketten zu stabilisieren,
wurden durch Zugabe von 20 ul 50 mM Iodacetamid fiir 15 Minuten bei RT alle
Thiolgruppen alkyliert. Die Reagenzien wurden durch erneutes Waschen mit 10 mM
Ammoniumbicarbonat und zweimal 100% Acetonitril entfernt. Mit 1 pl Trypsin modified
(0,1 pg/ul, Roche) in 20 pul 10 mM Ammoniumbicarbonatpuffer, pH 8,5 wurde die Reaktion
iiber Nacht bei 37 °C durchgefiihrt.

2.5.5 Massenspektrometrie

Mit der Massenspektrometrie werden Molekiilmassen bestimmt. Das Prinzip beruht darauf,
dass Molekiile zunidchst in die Gasphase iiberfithrt und ionisiert werden, um im Anschluss
durch ein elektrostatisches Feld beschleunigt zu werden. Die Beschleunigung ist abhingig
von Masse (m) und Ladungszustand (z). Ein Detektor nimmt das Massenspektrum auf,
welches die analysierten Ionen unterschiedlicher m/z-Quotienten und deren relative
Héufigkeit in der Probe abbildet.

MALDI-TOF-Messungen wurden von Monica Zobawa durchgefiihrt (MPI fiir Biochemie,
Abteilung Proteinanalytik), LC-ESI-Messungen von Ignasi Forne (Zentrallabor fiir
Proteinanalytik, ~Adolf-Butenandt-Institut, Miinchen). Mit MALDI-TOF generierte
Massenspektren wurden selbst ausgewertet (siche Abschnitt 2.5.5.2). Die Auswertung der

LC-ESI-Daten wurde vom Zentrallabor fiir Proteinanalytik {ibernommen.

2.5.5.1 MALDI-TOF Massenspektrometrie

In den meisten Féllen wurde im vorliegenden Projekt die MALDI-TOF-Technik angewendet:
Matrix assisted Laser desorption/ionization - Time of Fl ight. Das Massenspektrometer
»Proteomics Analyzer 4700 MALDI-TOF/TOF* nutzt als Protonendonor eine Matrix, hier
a-Cyano-4-hydroxyzimtsdure, bestehend aus kleinen organischen Molekiillen. Wird die
Spaltlosung des tryptischen Verdaus im Verhéltnis 1:1 mit der Matrix gemischt und auf
einem metallischen Probenteller (targef) appliziert, so werden die Peptide wéhrend des
Trocknens in die Matrix eingebettet. Durch kurzzeitiges Bestrahlen des Matrix-Proben-
Kristalls mit einem Laser werden Teile des Kristalls vom festen in den gasférmigen Zustand
tiberfithrt und durch Anlagerung eines Protons ionisiert. Die Molekiilionen werden dadurch
einfach geladen (MH"). Die Matrix hat neben ihrer Funktion als Protonendonor auch die

Aufgabe, die Energic des Lasers zu absorbieren, da ansonsten die Analytmolekiile zerstort



wiirden. Im elektrostatischen Feld des Hochvakuums folgt die Beschleunigung der lonen im
TOF-Analysator hin zum Detektor. Leichte Ionen erreichen den Detektor schneller als
schwere Ionen. Die verstrichene Zeit wird gemessen und in ein Massenspektrum konvertiert.

Zum Teil ist es moglich, zusdtzlich zur Masse auch die Aminosiuresequenz der Peptide zu
bestimmen. Dies geschieht iiber Tandem-Massenspektrometrie, auch als MS/MS oder
MALDI-TOF/TOF bezeichnet. Hierbei werden zunichst Peptide, die sequenziert werden
sollen, ausgewdhlt (precursor ion). Eine Ablenkelektrode (precursor ion selector) sorgt
dafiir, dass nur Ionen dieser Masse erneut durch einen Laser, jedoch mit héherer Energie,
beschossen werden. Dabei zerfallen die Peptide durch Briiche im Peptidriickgrat in kleinere
Fragmente. Sie werden ionisiert, beschleunigt, im TOF-Analysator getrennt und detektiert.
Das resultierende MS/MS-Spektrum mit den Massen der Fragment-Ionen eines bestimmten

Peptids ermdglicht letztlich die Rekonstruktion der Aminosiuresequenz.

2.5.5.2 Auswertung von MALDI-TOF-Daten

Mit der ,,Data Explorer Software™ wurden Massenlisten der Massenspektren erstellt und in
das Programm ,Mascot Peptide Mass Fingerprint“ im Fall von MALDI-TOF-Spektren,
beziehungsweise ,,Mascot MS/MS Ion Search® bei MALDI-TOF/TOF-Spektren kopiert
(Matrix Science, London, UK). Als Datenbanken fungierten die Patienten-spezifischen
Ig-V(D)J-Transkriptome aus Liquor-B-Zellen, wenn Liquor-Antikdrper analysiert wurden.
Unbekannte Proteine wurden mit der Proteindatenbank von NCBI (National Center for
Biotechnology Information) analysiert. In der Suchmaske wurde vermerkt, dass alle Cysteine
aufgrund der Behandlung mit Iodacetamid eine um 57 Da groflere Masse aufwiesen. Es war
zu beachten, dass bestimmte Aminosduren potentiell Modifikationen tragen konnten. Fiir
Histidine, Tryptophane und Methionine war eine Oxidation moglich (plus 16 Da),
N-terminales Glutamin bildete eventuell einen Ringschluss (minus 17 Da). AuBerdem wurde
vorgegeben, dass die Peptidionen einfach geladen waren (MH"). Beim Programm , Peptide
Mass Fingerprint* wurde eine Massentoleranz von 100 ppm sowie eine Fehlspaltung erlaubt,
bei ,MS/MS Ion Search® wurde die Toleranz fiir Fragment-lonen auf 0,6 Da gesetzt.
Ubereinstimmende Peptidmassen wurden in der ,Data Explorer Software® nochmals

iiberpriift, da es oftmals zu falschen automatischen Annotationen der Signale kam.

2.5.5.3 LC-ESI Massenspektrometrie

Spots aus 2D-Gelen gereinigter [gG-Antikorper der Patienten MS-B2A, MS-4 und L-296
wurden zur Hélfte mit LC-ESI Massenspektrometrie analysiert. Diese Methode kombiniert

Elektrospray als lonisationsquelle (ESI: Electrospray Ilonisation) mit einer vorgeschalteten



Trennung der zu analysierenden Peptide iiber Reversed Phase Fliissigkeitschromatographie
(LC: Liquid Chromatography). Das Eluat der Siule wird iiber eine sehr feine Kapillare in das
,LTQ Orbitrap* Massenspektrometer (Thermo Fisher Scientific) injiziert, dabei ionisiert und
in die Gasphase tiberfiihrt. In einer lonenfalle werden die Massen analysiert. Zundchst
werden Ubersichts-Massenspektren von 300 bis 2000 Da aufgenommen. Jeweils sechs
Signale mit der hochsten Intensitit werden fiir eine Fragmentierung zur Erstellung eines
MS/MS-Spektrums weitergeleitet. Davon ausgeschlossen wurden Peptide aus der C-Region
von Ig-Ketten sowie von Trypsin und humanem Keratin. Fiir die Auswertung der Daten

dienten wiederum die Patienten-spezifischen Ig-V(D)J-Transkriptdatenbanken.

2.5.6 Circulardichroismus-Spektroskopie

Mit der Circulardichroismus (CD)-Spektroskopie wurde {iiberpriift, ob die rekombinant
exprimierten Fab-Fragmente (rFab) korrekt gefaltet sind. Die Methode beruht auf der
optischen Aktivitdt von Proteinen aufgrund des chiralen a-C-Atoms aller Aminosduren aufler
Glycin. Ubergeordnete Strukturen wie a-Helices oder B-Faltblitter tragen ebenso zur
optischen Aktivitdt eines Proteins bei. Dadurch wird in Abhdngigkeit von der Wellenldnge A
des eingestrahlten Lichts circular polarisiertes Licht unterschiedlich absorbiert. Die
Messgrofle in einem CD-Spektrum wird Elliptizitdt 6 genannt. Sie beruht auf der Differenz
der Absorption von links (g1) und rechts (er) circular polarisiertem Licht mit
Berticksichtigung der Konzentration ¢ der Probe und der Schichtdicke d der verwendeten
Kiivette: O (\)=(eL-er) - c-d

Die Aufnahme und Auswertung der CD-Spektren aller rFab-Fragmente wurden unter
Anleitung von Elisabeth Weyher-Stingl von der Microchemistry Core Facility am MPI fiir
Biochemie durchgefiihrt. Am ,J-715“-Spektrometer (Jasco, Gross-Umstadt) wurde die
Absorption zwischen 195 und 260 nm bei 4 °C mit einer Geschwindigkeit von 50 nm/min
gemessen. Fiir jedes Protein wurden acht Einzelspektren kumuliert. Als Referenz wurde der
Probenpuffer PBS verwendet und dessen Eigenabsorption vom Spektrum der Proben
abgezogen. Mithilfe des Programms ,,Spectra Manager CDpro Analysis“ (Jasco) wurde im
Anschluss der Anteil an a-Helices, [-Faltbldttern, Schleifen sowie ungefalteten
Polypeptidketten durch den  Vergleich mit 56 Referenzproteinen (,,Contin
SMP56) berechnet [115].



2.6 Immunologische Methoden

2.6.1 Durchflusszytometrie (FACS)

Um die Funktionalitit des rFab-Fragments Fab-8-18C5 zu testen, wurden TE671-Zellen
(,TE671 Subline 2 Human Medullablastoma®) zur Verfiigung gestellt, welche mit MOG-
cDNA im pRSVneo-Plasmid transfiziert waren (Petra Sperl, AG Meinl, MPI fiir
Neurobiologie). Sie exprimieren MOG auf ihrer Oberflache. Fab-8-18C5 enthélt im variablen
Teil die Sequenz des MOG-spezifischen Antikorpers ,,8-18C5“ [22, 76, 78]. Mittels
Durchflusszytometrie konnte damit {iberpriift werden, ob das rFab-Fragment spezifisch MOG
bindet.

Je 10.000 TE671-Zellen wurden mit 1,5 pg Fab-8-18C5 in 50 ul PBS/2% BSA inkubiert. Als
Isotypkontrolle diente Fab-1039-s1. Nach zwei Waschschritten in je 200 pl PBS (Rotor 2704:
1.200 rpm, 5 min, 10 °C) wurde als sekundérer Antikorper ein anti-Polyhistidin-Antikdrper
aus der Maus (Klon HIS-1) in einer 1:50-Verdiinnung in PBS/2% BSA =zugegeben.
Wiederum wurde zweimal in PBS gewaschen. Zur Detektion wurde ein FITC-markierter
anti-Maus-Antikorper aus der Ziege im Verhiéltnis 1:150 in PBS/2% BSA eingesetzt. Nach
weiteren zwei Waschschritten in PBS wurde die Fluoreszenz unter Anleitung von Martina
S6lch (AG Klaus Dornmair) am ,FACScalibur“-Spektrometer (Becton Dickinson,
Heidelberg) gemessen. Als Positivkontrolle dienten 0,5 pg des ,,8-18C5“-Antikdrpers. Die
entsprechende Isotypkontrolle war ein IgG1l-Antikorper aus der Maus (Klon X40). Als
Negativkontrolle wurde auf die jeweiligen priméren Antikdrper verzichtet, um zu tiberpriifen,
ob die sekundéren Antikorper unspezifisch an die Zellen binden. In allen Féllen wurden die
Antikorper fiir 30 Minuten auf Eiswasser inkubiert. Als Totfarbstoff wurde Propidiumiodid
1:500 in PBS verwendet. Die Auswertung der FACS-Daten erfolgte mit der ,,FlowJo
Software* (Tree Star, OR, USA).

2.6.2 Affinititschromatographie

Ob rFab-Fragmente intrazelluldre Proteine in ihrer nativen Konformation erkennen, wurde
mittels Affinitdtschromatographie getestet.

Zu diesem Zweck wurde Lysat aus Jurkat-Zellen hergestellt (siche Abschnitt 2.5.2.7). Fab-
Fragmente sowie Neurofascin-155 (NF-155) wurden an 5 ml Ni-NTA-Agarose gebunden und
mit PBS/20 mM Imidazol, pH 8,0 gewaschen (siche Abschnitt 2.5.2.2). Davon wurden je
1 ml Sdulenmatrix in ein 15 ml Zentrifugationsrohrchen tiberfithrt und mit je 10 ml Zelllysat

bei 4 °C im batch-Verfahren inkubiert. Dabei werden Ligand und Adsorbent kontinuierlich



tiber ein Drehrad vermischt. Nach 45 Minuten wurde der Ansatz in eine Siule iiberfiihrt und
mit PBS/20 mM Imidazol gewaschen. Die Elution erfolgte an der FPLC-Apparatur mit
Detektion bei A =277 nm und einer Flussrate von 1 ml/min (siche Abschnitt 2.5.2.3). Dort
wurde auf 200 mM Imidazol erhéht und Fraktionen a 1 ml gesammelt. Zur weiteren Analyse
wurden je 500 pl der dritten Elutionsfraktion geféllt, um die Proben zu konzentrieren (sieche
Abschnitt 2.5.2.6). Die Sedimente wurden in reduzierendem SDS-Probenpuffer gelost, die
Proteine liber SDS-PAGE getrennt (siche Abschnitt 2.5.3.1) und interessante Banden mit
MALDI-TOF Massenspektrometrie identifiziert (siche Abschnitt 2.5.5.1).

2.6.3 Western Blot

2.6.3.1 Detektion des His)-Signalpeptids

Der Nachweis von rFab-Fragmenten nach Elektroblotting (siche Abschnitt 2.5.3.5) erfolgte
iiber die Detektion des His)-Signalpeptids.

Unspezifische Bindungsstellen wurden zundchst fiir 2 Stunden mit Blockierungspuffer
abgesittigt. Dann wurde die Membran mit einem anti-Polyhistidin-Antikorper (Klon HIS-1)
1:1.000 in Blockierungspuffer fiir 1 Stunde inkubiert (RT). Es folgte ausgiebiges Waschen in
PBS-T fiir insgesamt 45 Minuten mit fiinfmaligem Wechseln der Waschlosung. Zur
Detektion diente das ECL-System (enhanced chemiluminescence). An den Polyhistidin-
spezifischen Antikorper ist das Enzym Peroxidase gekoppelt. Peroxidase oxidiert in
Anwesenheit von Wasserstoffperoxid das in der ECL A-Ldsung enthaltene Luminol und
erhoht somit dessen Energiezustand. Bei der Riickkehr in den Grundzustand wird die
freigewordene Energie in Form von Licht emittiert. Der Rontgenfilm wird dort geschwirzt,
wo sich auf der Membran ein Polyhistidin-Protein befindet. Zur Verstiarkung des Lichtsignals
enthdlt die ECL B-Losung p-Hydroxycoumarinsidure. Pro Membran wurden 10 ml ECL A-
Losung mit 3,1 pl 30% H»O, aktiviert und mit 100 ul ECL B-Losung versetzt. Das Gemisch
wurde auf der Membran verteilt und fiir I Minute inkubiert. Dann wurde die Membran in
eine lichtgeschiitzte Filmkassette gelegt und der Rontgenfilm (Amersham Hyperfilm ECL,
GE Healthcare) im Dunkelraum entwickelt (,, OPTIMAX®*, Protec, Oberstenfeld).

+ Blockierungspuffer:
5% (w/v) Milchpulver, blotting grade (Bio-Rad) in PBS-T (= PBS mit 0,05% (v/v) Tween-20)

+ ECL A-Losung:
0,25% (w/v) Luminol in 1M Tris pH 8.6

+ ECL B-Losung:
0,11% (w/v) para-Hydroxycoumarinsdure in DMSO



2.6.3.2 Immunoblot

Intrazelluldre Proteine als mogliche Antigene wurden neben der Affinititschromatographie
auch iiber Immunoblot getestet.

Zelllysat der ,,Fe-EBV*“-Zelllinie wurde unter denaturierenden Bedingungen hergestellt (siche
Abschnitt 2.5.2.7) und die Proteine wurden iiber 2D-Gelelektrophorese getrennt (siehe
Abschnitt 2.5.3.3.2). Nach dem Transfer auf eine PVDF-Membran (siche Abschnitt 2.5.3.5)
wurden unspezifische Bindungsstellen mit PBS-T/2% BSA fiir 2 Stunden blockiert. Im
Anschluss wurden die Membranen mit je 30 ug rFab-Fragment, welche im weniger
stringenten Puffer aus PBS mit 0,01% Tween-20 und 0,4% BSA verdiinnt wurden, inkubiert.
Dabei wurde das Volumen moglichst klein gehalten (5 ml, in Folie eingeschweilit) und die
Inkubation iiber Nacht bei 4 °C durchgefiihrt. Nach kurzem Waschen in PBS-T wurde der
Peroxidase-gekoppelte Polyhistidin-spezifische Sekundérantikorper (Klon HIS-1) zugegeben,
welcher zuvor 1:1.000 in PBS/0,01% Tween-20/0,4% BSA verdiinnt wurde. Nach 1 Stunde
(RT) wurde fiir 45 Minuten mit fiinfmaligem Pufferwechsel in PBS-T gewaschen. Die

Detektion erfolgte iiber Chemilumineszenz wie in Abschnitt 2.6.3.1 erldutert.

2.6.4 Kombinatorischer Glycolipidarray

Um Lipide als Antigene der rFab-Fragmente zu testen, wurde ein kombinatorischer
Glycolipidarray angewendet [124]. Die bendtigte Ausstattung wurde von Prof. Hugh J.
Willison am Biomedical Research Center der Universitit von Glasgow zur Verfligung
gestellt. Die Durchfiihrung erfolgte zunichst unter Anleitung von Dr. M. Kathryn Brennan
und wurde im Anschluss eigenstindig wiederholt.

Die Lipide Sulfatid (Sul), Galactocerebrosid (GalC), Ceramid (Cer), Cardiolipin (Cardio),
D-Sphingosin (SS), Sphingomyelin (SM), Cholesterin (Chol), Digalactosyldiglycerid (Dgdg),
Monogalactosyldiglycerid (Mgdg) und Phosphatidylcholin (PC) in Methanol wurden vor
threr Verwendung 2 Minuten in einem Wasserbad beschallt. Des Weiteren wurden
Glasobjekttrager (VWR International, Darmstadt) im Vorfeld mit 20 mm x 25 mm grof3en
PVDF-Membranen beklebt und an Luft getrocknet. Mithilfe des ,,Automatic TLC sampler 4
(Camag, Berlin) und der ,,winCATS Software* (Camag) wurden die Lipide auf einer PVDF-
Membran immobilisiert. In der hier angewendeten Anordnung werden die Lipide sowohl
einzeln als auch in 1:1-Kombinationen aus jeweils zwei Lipiden getestet (Abb. 2-4). Die
Felder enthalten je 10 ng Lipid. Als Negativkontrolle wurde in einer diagonal verlaufenden

Reihe Methanol auf die Membran aufgebracht.



_o, é . =388, Abb.24 Kombinatorik Glycolipidarray
® 0009 ®»Oa =8 Aufeinem kombinatorischen Glycolipidarray befinden
- sich die Lipide sowohl einzeln als auch in 1:1-
Sul = Mischungen mit einem zweiten Lipid auf der PVDF-
GalC - Membran. Auflerdem werden alle Lipide in Duplikaten
Cer - getestet. Als Negativkontrolle befindet sich in einer
Cardio - diagonal verlaufenden Reihe Methanol (,.-,,).
SS - Sul = Sulfatid, GalC = Galactosycerebrosid,
SM = — Cer = Ceramid, Cardio = Cardiolipin,
Dc;r:z — SS = Sphingosin, SM = Sphingomyelin,
Mgdg — Chol = Chplesterin, PC = Phgsphatidylcholin,
pC —| Dgdg = Digalactosyldiglycerid,

Mgdg = Monogalactosyldiglycerid

Nach der Immobilisierung der Lipide wurden die Membranen fiir 10 Minuten (RT)
getrocknet. Unspezifische Bindungsstellen wurden fiir 1 Stunde bei 4 °C mit PBS/2% BSA
blockiert und die Membranen kurz mit PBS gespiilt. Die rFab-Fragmente wurden in
PBS/0,1% BSA auf eine Endkonzentration von 10 ug/ml verdiinnt und insgesamt 250 ul auf
die Membran pipettiert. Die Inkubation erfolgte fiir 1 Stunde bei 4 °C. Anschlieend wurden
alle nicht gebundenen rFab-Fragmente entfernt, indem zweimal fiir 5 Minuten in einer
Kiivette mit PBS gewaschen wurde. Als Sekundirantikdrper wurde ein Peroxidase-
gekoppelter Antikorper gegen das C-terminale Hise)-Signalpeptid (Klon GG11-8F3.5.1) in
einer 1:5.000-Verdiinnung in PBS/0,1% BSA eingesetzt. Davon wurden 250 pl auf die
Membran pipettiert und fiir 30 Minuten bei 4 °C inkubiert. Nach zweimaligem Waschen in
PBS wurden die Membranen fiir 10 Minuten (RT) getrocknet. Die Detektion erfolgte iiber
Chemilumineszenz mit ,,ECL Plus™ Western Blotting Detection Reagents* (GE Healthcare)

nach Firmenangaben. Die Expositionszeiten betrugen zwischen 1 Sekunde und 16 Stunden.

2.6.5 Immunfluoreszenz

Mit Immunfluoreszenz wurde getestet, ob die rFab-Fragmente Antigene auf beziehungsweise
in Zellen oder Geweben erkennen. Es wurden indirekte Immunfluoreszenzfirbungen

durchgefiihrt, bei denen mit Fluoreszenz-markierten Sekundérantikdrpern detektiert wird.

2.6.5.1 Immunfluoreszenzfarbung von Hirngewebe

Es standen 10 um diinne Gefrierschnitte von Hirngewebe auf Glasobjekttrigern zur
Verfiigung (Ingrid Eiglmeier, AG Dornmair). Das Gewebe wurde zunéchst in 4% Paraform-

aldehyd (PFA) in PBS/2% BSA fiir 30 Minuten in einer Kiivette fixiert und anschlieBend



dreimal fiir 2 Minuten mit PBS gewaschen. Dann wurden fiir 1 Stunde unspezifische
Bindungsstellen mit PBS/2% BSA abgesittigt. Auf die Gewebefliche von etwa 2 mm’
wurden je 2,5 ng rFab-Fragmente in 100 pl PBS/2% BSA pipettiert und iiber Nacht bei 4 °C
inkubiert. Es folgte ein Waschschritt in PBS und anschlieend die Inkubation fiir 1 Stunde
(RT) mit einem Polyhistidin-spezifischen Antikérper (Klon HIS-1), welcher zuvor 1:400 in
PBS/2% BSA versetzt mit 1% Maus-Serum (Dako) verdiinnt wurde. Maus-Serum blockiert
dabei potentielle Bindungsstellen am Fc-Teil des HIS-1-Antikorpers aus der Maus. Der
Waschschritt in PBS wurde wiederholt. Zur Detektion wurde ein anti-Maus Alexa Fluor 488-
markierter Antikdrper in einer 1:100-Verdiinnung in PBS/2% BSA verwendet und
lichtgeschiitzt fiir 1 Stunde (RT) inkubiert. Nach einem weiteren Waschschritt in PBS wurden
die Gewebeschnitte mit Eindeckmedium und Deckglas versehen und am Fluoreszenz-
mikroskop ,,Axiophot2“ (Carl Zeiss, Jena) mit der ,,AxioVision 4 Software (Carl Zeiss)

ausgewertet.

2.6.5.2 Immunfluoreszenztests der Firma Euroimmun

Die Firma Euroimmun (Liibeck) bietet eine Reihe standardisierter Immunfluoreszenztests an.
Die Reaktivitidt gegen Masern-, Roteln- und Varizella Zoster-Viren, HSV-1 und -2 sowie
EBV wurde mithilfe fixierter infizierter Zellen untersucht. Zum Test auf Zellkerne standen
humane Epithelzellen zur Verfiigung. AuBlerdem wurde getestet, ob die rFab-Fragmente
gegen Antigene des bakteriellen Erregers Chlamydia pneumoniae gerichtet sind.

In allen Féllen wurden die Positiv- und Negativkontrollen der Firma in Form von IgG-
Antikorpern nach Herstellerprotokoll durchgefiihrt. Bei den rFab-Fragmenten musste das
Protokoll angepasst werden. Pro Testfeld wurden dquimolare Priakomplexe aus je 0,5 ug
rFab-Fragment mit 0,75 ug des Hise)-spezifischen Antikorpers (Klon HIS.HS) durch
Inkubation fiir 30 Minuten (RT) gebildet. Die einzelnen Testfelder (circa 25 mm?) wurden fiir
30 Minuten mit den Prikomplexen inkubiert. Nach fiinfminiitigem Waschen in einer Kiivette
mit PBS-Tween (Euroimmun) wurde ein anti-Maus FITC-markierter Antikérper 1:100 in
PBS-Tween verdiinnt und lichtgeschiitzt fiir 30 Minuten inkubiert. Das Waschen in PBS-
Tween wurde wie oben beschrieben wiederholt, Eindeckmedium und Deckglas aufgebracht
und das Ergebnis am Fluoreszenzmikroskop ,,AxioVert 200M*“ (Carl Zeiss) und der
,MetaMorph® Software™ (Molecular Devices, Downingtown, PA, USA) ausgewertet. Als
Negativkontrollen wurden der HIS.H8-Antikorper sowie der FITC-markierte Antikorper

jeweils ohne rFab-Fragmente eingesetzt.



3. Ergebnisse

3.1 Ursprung der oligoklonalen Antikorper

Antikdrper in Form von oligoklonalen IEF-Banden sowie eine erhdhte Zahl an Zellen der
B-Zelllinie sind wichtige diagnostische Merkmale im Liquor von MS-Patienten. Vorldufige
Ergebnisse aus der Diplomarbeit zeigten anhand von Liquorproben zweier Patienten (NS-52,
IN-02), dass diese B-Zellen an der Produktion der OKB-Antikorper beteiligt sind. Hierfiir
wurde eine Methode etabliert, mit der Ig-Transkriptome und -Proteome korreliert werden
konnen. Sie besteht darin, Patienten-spezifische Ig-V(D)J-Transkriptdatenbanken aus RNA
von Liquor-B-Zellen zu erstellen, um dann mittels Massenspektrometrie nach
iibereinstimmenden ,,charakteristischen” Peptiden in den Liquor-Antikorpern zu suchen.
Charakteristische Peptide zeichnen sich dadurch aus, dass sie Aminoséureaustausche infolge
von SHM beinhalten oder in der hypervariablen CDR3-Region liegen. Nur diese
Sequenzbereiche sind aufgrund ihrer zufélligen Entstehung im Gegensatz zu Keimbahn-
codierten Abschnitten Patienten-spezifisch und damit signifikant.

Um das Ergebnis der Diplomarbeit zu stiitzen, wurden im ersten Teil der vorliegenden Arbeit
Liquorproben von zwei weiteren MS-Patienten analysiert (HM-03, NS-16). Zur Ubersicht
sind die Ergebnisse aller vier untersuchten Patientenproben gezeigt (Abschnitt 3.1.1). Als
Kontrollexperiment wurden &quivalent IgG-Antikérper aus Serum derselben Patienten
analysiert (Abschnitt 3.1.2). AuBBerdem wurde ein wichtiger Spezifititstest entwickelt, um zu

zeigen, dass die Zuordnung von Peptiden signifikant war (Abschnitt 3.1.3).

3.1.1 B-Zellen im Liquor sind an der Produktion von OKB-Antikorpern beteiligt

3.1.1.1 Erstellen von Patienten-spezifischen Ig-V(D)J-Transkriptomen

Liquorproben der Patienten HM-03, JN-02, NS-16 und NS-52 bestanden jeweils aus 1,5 bis
Sml zellfreiem Liquoriiberstand und dem Zellsediment. Aus dem Zellsediment wurde
Gesamt-RNA isoliert, in cDNA umgeschrieben und mittels PCR spezifisch Ig-V(D)J-

Transkripte von H-, k- und A-Ketten amplifiziert.



Fiir alle vier Patienten konnte fiir jede Art von Ig-Kette ein Amplikon der erwarteten Grof3e
nachgewiesen werden (hier nicht gezeigt). H-Ketten zeigten eine Gréfle von 450 bis 500 bp.
Diese Variation ist begriindet in den unterschiedlichen Langen der hypervariablen CDR3-
Region. «-Transkripte waren circa 350 bp und A-Transkripte etwa 400 bp lang. Die
Negativkontrollen mit Wasser statt cDNA-Matrize waren in allen Féllen negativ.
PCR-Produkte wurden in den pCR®2.1-TOPO®-Vektor kloniert. Pro Patient und pro H-, k-
und A-Kette wurden bis zu 60 Klone fiir die Sequenzierung in Auftrag gegeben. Zunédchst
wurden die Transkripte den verschiedenen Ig-Allelen zugeordnet, um dann alle Aminoséiure-
austausche infolge von SHM durch den Vergleich mit den Keimbahnsequenzen zu
identifizieren. Die erstellten Patienten-spezifischen Ig-V(D)J-Transkriptdatenbanken
bestanden insgesamt aus 131 Sequenzen fiir Patient HM-03 (44x H, 49x «, 38x i), 129
Sequenzen fiir Patient NS-52 (46x H, 47x «, 36x A), 101 Sequenzen fiir Patient JN-02 (34x H,
40x K, 27x A) und 116 Sequenzen fiir Patient NS-16 (39x H, 36x «, 41x A).

3.1.1.2 Analyse der Patienten-spezifischen Ig-V(D)J-Transkriptome

Das detaillierte Ergebnis der Sequenzanalyse ist in den Abbildungen 3.1-1 bis 3.1-4
gemeinsam mit den Ergebnissen der Massenspektrometrie dargestellt. In Spalte 1 ist gezeigt,
wie oft ein bestimmtes Ig-V(D)J-Transkript detektiert wurde. Einige Sequenzen kamen
mehrfach vor, wohingegen die meisten Transkripte nur jeweils einmal nachgewiesen wurden.
In manchen Fillen gab es dominante Ketten infolge von klonaler Expansion. Ein Beispiel ist
VkI-A20/a von Patient NS-52 mit 24 aus 47 analysierten Bakterienklonen (Abb. 3.1-2¢)
Auch VH4-b/e des Patienten HM-03 ist mit 18 aus 55 Transkripten klonal expandiert
(Abb. 3.1-1b). Die Sequenzen sind nach Subfamilien geordnet (Spalte 2). Bei allen Patienten
waren die VH3- und VH4-Subfamilie der H-Kette sowie die VkI- und VxIII-Subfamilien der
k-Ketten am hiufigsten.

Alle Aminoséduren, welche durch V(D)J-Rekombination und SHM eingefiihrt wurden, sind
rot markiert. Sie waren {iber die gesamte V-Region verteilt, hduften sich jedoch zum Teil in
den CDR-Regionen. In der J-Region waren SHM selten zu beobachten. Ketten mit
identischer CDR3-Sequenz unterschieden sich hédufig durch einzelne Aminosdureaustausche
in der V-Region. Fiir die H-Ketten war es anhand der Position des reverse Primers moglich,
die Expression verschiedener IgG-Subtypen zu quantifizieren. Es stellte sich eine deutliche
Dominanz von IgG1 heraus: NS-52 91%, JN-02 100%, NS-16 97% und HM-03 98%.

In der Diplomarbeit wurde in diesem Zusammenhang ein Kontrollexperimt mit B-Zellen aus
Blut eines gesunden Probanden durchgefiihrt. Hier war zum einen eine deutlich heterogene
Verteilung mit IgG2 als dominantem Subtyp zu beobachten. Zum anderen lie3 sich im Blut

erwartungsgemél} weder eine klonale Expansion noch ausgepriagte SHM nachweisen.



3.1.1.3 Isoelektrische Fokussierung von Liquor-Antikérpern

IgG-Antikdrper wurden mit Protein G aus Liquor isoliert und iiber IEF getrennt. Aquivalent
wurde mit korrespondierenden Serumproben verfahren, deren IgG-Gehalt vor der
Elektrophorese an die Konzentration im Liquor angepasst wurde. Bei Patient HM-03 zeigte
das IEF-Gel keine scharfen Banden (Abb. 3.1-1a). Hier waren die Antikorper iiber den
gesamten pH-Bereich verteilt. Bei drei der vier Patienten waren im Liquor jedoch deutlich
OKB zu sehen (Abb. 3.1-2a, Abb. 3.1-3a und Abb. 3.1-4a). Insbesondere von pH 5 bis pH 8
war die Trennung in distinkte Banden effizient. Am alkalischen Ende aller vier IEF-Gele der
Liquorproben fiel eine starke Farbung in Form eines breiten Schmiers auf. [gG-Antikorper

aus Serum waren bei allen Patienten als polyklonales Kontinuum nachzuweisen.

3.1.1.4 Analyse der IgG-Proteome und Vergleich mit den Ig-V(D)J-Transkriptomen

OKB wurden, wie in den Abschnitten a der Abbildungen 3.1-1 bis 3.1-4 gezeigt, aus den
IEF-Gelen ausgeschnitten. Bei Patient HM-03 wurde aufgrund fehlender Banden der gesamte
Streifen in 30 Abschnitte geteilt. Es folgte die tryptische Spaltung und die Analyse der
Spaltpeptide mit MALDI-TOF Massenspektrometrie. Die Zuordnung von Peptidmassen zu
Aminoséuresequenzen erfolgte mithilfe des Programms ,,Mascot“. Hier waren die Patienten-
spezifischen Ig-V(D)J-Transkriptdatenbanken aus Abschnitt 3.1.1.1 hinterlegt, welche in
silico mit Trypsin verdaut wurden. Peptide, fiir welche {ibereinstimmende Massen aus
Ig-Transkriptom und -Proteom ermittelt wurden, sind in Abbildungen 3.1-1b,c bis 3.1-4b,c
blau markiert. Es sind jeweils die Ergebnisse fiir die H- und k-Ketten gezeigt. Die Ig-V(D)J-
Transkriptome der A-Ketten wurden durch kein einziges Peptid aus Liquor-Antikérper
abgedeckt. Aus diesem Grund ist dieser Teil der Analyse hier nicht gezeigt.

Bei allen vier Patientenproben konnte eine Vielzahl an iibereinstimmenden Peptiden
identifiziert werden. Daraus resultierte eine ausgeprigte Uberlappung zwischen dem
Antikorperrepertoire und dem Ig-V(D)J-Transkriptrepertoire. Eine signifikante Zahl an
identifizierten Peptiden enthielten Aminosdureaustausche infolge von SHM oder lagen in der
hypervariablen CDR3-Region. Diese Sequenzabschnitte waren einzigartig fiir das Ig-V(D)J-
Transkriptom eines Patienten, das heil}t, sic wiederholten sich nicht im Repertoire eines
anderen Patienten. Sie werden deshalb als charakteristisch bezeichnet. Peptide mit
Keimbahnsequenzen sind nicht charakteristisch, da sie in jedem Individuum vorkommen. Mit
Ausnahme von Patient NS-16 konnte fiir den Grofiteil der Ig-V(D)J-Transkriptome jeder
Kette mindestens ein charakteristisches Peptid zugeordnet werden. Das Ergebnis fiir die
H-Ketten von Patient NS-16 fiel durch eine geringere Ausbeute an iiberlappenden Peptiden
aus dem Rahmen (Abb. 3.1-4b).



Ergebnisse
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AEEsess——s D Liquor
|

Serum
pH 3,5 pH 10

Klon-  V-H
anzahl Familie

CDR3

1 1-02a \VYBCAR . DGTSWTFDE. . .
1 1-02b 3 \VYECAR . DGTSWTFDE. . .
1 102 VY {LRSDOTRAVYYCAR . EAVDYSNQYYFD!
2 315a EVQLVESGGGLVKPGGSLR1ECAR 3R 1KSNPDGETTDYANBVEGRF I T KNTLYTQMNNERAEDTAVYYEAT . DTYYFGSGSYSGGON. . . F
1 315b EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAA. 31 KSNPDGGTTDYARPVKGRE KNTLYLOMNNLKAEDTRVEYCAT . DTYYFGSGSYSGGDN. . . |
1 315 EVOLVESGEGLVKPGGSLR1.SCAASGFDENN . . VMNWVROAPGEGLEWVGR | KSNRDGGTTDYARPVKGRF I 1 SRODSKNTLYLOMNNIKAEGTAVYYCAT . DTYYFGSGSYSGGDN. . . FDYRBOGTLVTVSSASTH
1 4-28m QVQLOESGPGLVKPSETLSLTESVSGYS 1556, YYWDWI ROPPGKGLENIGTIY S 1L YSGS T YNPSLKSRVIMSVDTSKNOFSINLRSVTAADTAVYYCAR . EGADCSGGDCYGDAS . . . . DINGOGTIVIVSSASTK
1 4.304/a QVOLQI ¥YWSWIROPPGKGLEWIGNIF. . . YSGSTYYNPSLKSRVI I SVDTSNNQFSLK YCAR . DLWGMITFGGLTGM. . . . FDYWG(
1 4304/ QVQLQ! YWTWIRQPPGKGLEWIGFIY. . . HIGRTFYNPALKSRUSHSTDTSKNEFSLK YCAR HITFGMVIMYY. . ... .. FDPREC
1 431a AFDIWGQGTMVTVSSASTK
1 4-3%a AR .HPAITLFGEVTFYYFE. . . . YNGOGTLAT STK
1 4-39b AR . EXDYTHGTERYTFDS . . . FD 1 3
1 4390 AR . YYDYINGTERYTFDS . . . FIY K
1 4-39d R . YYDYTHGTFRYTFDS . . . FD
1 4-59a ¥. . .YSASIYYNPSLQSRUTTSIDTSKNOLS LKETSVTAADTAVYYCAR . EGADCSGGDCYGD. . . . AFDINGOGT
1 459b - - HEGSTTYNPSLKGRVTMAVDTSKBQFSLKVT SV TAADTAVEYCAS . GDCTGONCISKN, . . . . AFDINGOGT
1 4-bla | EQPPGKGLEWIGSIY. . . HTERTYYNPSLKSRVIISVDTSKNQFSLNLRSVTAADTAVYYCAR . EGADCSGGDCFGD. . .
1 4-bhb 1FQPPGKGLEWIGSIY. . . HTEHTYYNPSLKSRVTISVDTSKNAF S LNLRSVTAAI
4 4-ble (W1 HQPPGKGLEWIGSTY . . . HTERTY YNPSLKSRVT ISVDTSKNHFSLK LS5V TA
1 4bid + HSGTTY YKSSLKSRVITSVDTSKNHFSLK % . DLWGMITEFGGLTGM. . . . FDYRGOGT:
18 4-ble LKSRVTISVDTSKNOFSLNLRSVTAADTAVY¥CAR . EGADCSGGDCYGD. . .
1 4-bit LKSRVTISVDTSKNQFSLSLRSVTAADTAVYYCAR . EGADCSGGDCYGD
1 4-big 5 LK SRVTTSVDTSENQFSLELRSVTAADTAVYYCAR . EGADCSGGDCYGD. .\ .\
c
Klon-  Vk
anzahl Familie CDR3
31 |-012a . QONYSPL. . LTFGGE
2 012 C.QQNYSPL. . LTFGG
1 1-012ic .QONYSPL. . LTFG
1 O12id .QONYSPL. . LTFG
4 |-08/018/a .QQYDDL. . . ISFGGE
1 1-OB/O18D YC.QHYDHL. . . YTFG
2 -08/018/c - QHYDH! T
5 -A27/a APGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLE PEDSAVYYC . QQYGNPPR. . LTFGGGTKVELK
1 N-AZTD APGIPDRESGSGSGTDFTLTISRI SAVYXC .QQYGN. .. .. LTFGGGIKVEIK
1 IvV-B3a .BQYFSVP. . . KTEGOBTKLETK

Abb. 3.1-1: Uberlappung von Ig -V(D)J-Transkriptom und - Proteom im Liquo r des MS -
Patienten HM-03

(a) IPG-Streifen nach IEF von IgG-Antikdrpern aus Liquor und Serum. Die gekennzeichneten
Bereiche des Gels wurden ausgeschnitten und die Antikdrper mit MALDI-TOF
Massenspektrometrie analysiert. (b,¢) Daten aus Transkriptom- und Proteomanalyse fiir die H-Kette
(b) und «-Kette (c). In Spalte 1 ist aufgelistet, wie oft ein bestimmtes Ig-V(D)J-Transkript bei der
Sequenzdatenanalyse aus Liquor-B-Zellen detektiert wurde. Insgesamt wurden 44 H- und 49 «-
Ketten analysiert. Spalte 2 zeigt die Zuordnung der Ketten zu Subfamilien. Ein zusitzlicher
Buchstabe unterscheidet Ketten der gleichen Subfamilie mit unterschiedlicher Sequenz. In Spalte 3
sind die Aminosduresequenzen aufgefiihrt. Keimbahn-codierte Aminosduren sind schwarz,
Aminoséureaustausche infolge von SHM sowie die hypervariable CDR3-Region rot. Die Sequenzen
sind anhand konservierter Aminoséuren (grau) ausgerichtet: zwei Cysteine in der V-Region, das
WG-Motiv in der J-Region der H-Kette und das FGXG-Motiv in der J-Region der k-Kette (X stellt
eine beliebige Aminosdure dar). Die Positionen von CDR1-, CDR2- und CDR3-Region sind als
Boxen eingezeichnet [59].

Diese Abbildung befindet sich auch auf einer der Arbeit beigefiigten Cd (siche Anhang Teil VI).



Ergebnisse

pH 3,5

Klon-
anzahl

@ -

-ty

[ Sy 1Y

Klon-
anzahl

dassassanan® N

-

Abb.

V-H
Familie

1-18ia
1-18/b
1-18ic

3-11ja
3-20/a
3-30/a
3-33/a

3-66/a
3-86/b
3-86/c
3-66/d

3-74/a
3-T4lb
3-Taic
3-7aid

Vex
Familie

O8I0 18/a

-A20/a
-A20/b
I-A20/c
-A20/d
-A20/e
-AZ0H
-A20/g
1-A20/h
-A20/i
FA20/k
A201
A20/m

La/a

FL12/a
L2

-Att/a
W-A11/6
-L2/L16/a
W-L2/L18/b
H-L2/L18/c

li-Léfa

3.1-2:

e Serum
pH 10

coR corz coms

QVQLVQSGAEVKKPGTSVEVSEK PS. QGRVTMITDTSTSTAYMELRSLTSDDTAVYYCAR . DRYYGSGTYWG . . . WFDPRGOGTLVSVSSASTE
QVQLVQSGAEVKKPGTSVE JGRVTMITDTSTSTAYMELRSL TAVYHGAR . DRYYGSGTYWG . . . HEDPRGRGTLVSVSSASTE
QVOLVQSGAEVRKPGTSVKYSCKASGY RS . .COITHVRQAPGQGLEWMGHTTAYNGNTNYAQKFOGRY TMT TDT STSTAYMELRSL TSDDTAVYYCAR . DRYYGSGTYWG . . - HFDPHGQGTLVSVSSASTK

RL SYFLSWIROAPGKGLEWISYLSNSGNTIYYADTVKGRETVSRDNAKNSEFLOMNSTIRAEDTAVYYCAG . GGEDAFDL. . . . ... ... WGOGTMVTVSSASTK
EVQLVESGGSVVRPGGSLRVSCAASGFTFGD. . YGM: QA NWNGRS IGYADSVEGRETL, LYLOMNSLEVEDTALY¥CAK . AHLWLGTHYYYGMG, . . VNGOGTTVTVSSASTE
QVQLVESGGSLVQPGRSLRLSEAASGETFSD . . SAMHWVRQTPGNGLEWVAVISYDGSNREYAASVEGRETT YCAK . ATYYGSGSYYGCFD . . . HRGOGTLVSVSSASTH
QVOLVESGGGLVQPGRSLRLSEARSGENESG . . YGMHWVROAPGKGLEWVARIWY DGSEEF YAGSVKGRETT YYCAR T....YWGOGTLVIVSSASTK
EVQLVESGGSLVQPGGSLRLSEAASGFTVSS , . NEMTWVRQAPGKED TY.1GGTTY T v YECVR . DLSSFSDL. WEOGTLVTVSSASTK
EVQLVESGGSLVQPGGSLRLSCAASGFTVSS . . NHMTWVRQAPGKGL 1¥.IGGTTY I DLSSFSDL WGQGTLVSVSSASTE
EVQLVESGGSLVQPGGSLELSCAASGETVSS . . NHMTWVRQAPGKGLEWVSVIY . IGGTTYYADSVKGRFS I SEONSKNTVY LYMGSLRVEDTAVYFCVR . DLSSFSDL. WGOGTLVSVSSASTE
EVQLVES LVOPGRSLRLSCAASGEFTVSS . . NHMTWVROA PGKGLENVSVIY . IGGTTY I v YFC. . .VRDLSSFSDL. ....... WGOGILVSVSSASTK
EVGLVESGGGLVQPCESLRLSEAASCFTSGA. . YWMHWVRQPPCKCLVWVSRINIDGSSRAYADSVEGRET YYCAR « . YRGOGTLVTVSSASTK
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTSGA . . YRMHWVRQPPGKGLVWYSRINIDGS SRAYADSVKGRFTVSRONAKNMLYLOMNSLRADDTAVYYCVR . SQITGYDY . . . YRGOGTLVTVSSASTK
EVQLVESGGGLVOPGGSLRLSCAASGFTSGA . . YHMHWVROPPGKGLVWVSRINIDGSSRAYADSVEGRET AVY TGYDY. . . YRGOGTLITVSSASTK
EVOLVESGGGLVOPGGSLRLSCAAPGFTSGA . . YWMHWVROPPGKGLVWVSRINIDGS SRAYADSVKGRET DTAVYYCVR . SQITGYDY . YRGOGTLVTVSSASTE
QVQLQESGPGLVQPSGTLSLTESVSGESISSS. GETY VTMSVDKSRNQSSLKLSSVTAADTAVIECAR . RYYYGSGTY. . . . . AFDINGOGTMVTVSSASTK

OVQLOESGPGLVKPSQTLSLTET VSuuslrsus‘rmbmoslﬁKGlmﬂls ATGSTNYNPSLWSRVTLSVDTSKNQFSLK LTSVTAADTA

QVQLOESGPGLVRPSQTLSLTE TROPAGKGL VWISIDTSTNQFSLKLLSVTAADTAVYYCAR . GSYDSSVSYEM?FDQ WGOGTLVTVSSASTE
QVQLQESGPGLVKPSQTLSLTETVSGGS 1TSGSY YWNWI ROS PGKGPEWIGY IL. DIGSTRYNPSLKSRVTISIDT v YFGL.......DVWGQGTTVIVSSASTK
OLOLQESGPGLVKPSETLSLTETVSGGSTSSENYYWGWT RQPPCxmur.ysss-rmpm-;nvm-;vnT-;ksxrtu.u.ssmnm Y
QLOLGESGPRLVKPSETLSLACTVSGGS 1SSENY YWGHIRQPPGK TMSVDT

QLOLQESGPGLVKPSETLSLTETVSGGS ISSENY YWGWI RO ] CIY.YSGSTYYD X .\rsvDTstqul..m.ssv’rmnmwvrw

QLOLOESGPGLVNPSETLSLTETVSGGSIS555Y YWGWIRQPPGKGLEWIGSAY . YAGSTYYN PSLK‘:F-VTV‘?VDTSKHOFSI RLSSVTAADTAVYYCAR , EGKLLWEGDGNNWI , . D?‘mcnv‘rvs:as‘rz

OVQLQESGPGLVKPSETLSLTETVS RESTESNINYWIWTROP PGKGLEWIGY TY . YSGTTHYNPSLKSRVTTSVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVEBGAR . RYYYGSGTY . . . . . AFDTWGBOGTMVTVSSASTK
QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSRGSISS. . XYWIWIRQPPGKRLEWIGYTY . Y SGTTHYNPSLKSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTARDTAVYECAR . RYYYGSGTY . AFDIWGOGTMVTVSSASTK
QVQLOESGPGLVKPSETLSLTETVSGVSISS. . YYWIWIRQPPGKGLEWIGYIL. n:'usmmPsLﬁsRv‘lIsm‘tsxnovsi..mmmm !wmunw.uwm
QVQLOESGPGLVKPSETLSLTETVSGGSMID . . YYWNW I ROSPGKGPEWIGY IL. DIGSTNYNPSLKSRVTISIDTSKNQ! TAADTAVYYCAR

OVQLQESCPGLVKPSETLSLTCTVSGEEMIN, . ¥YWNWI ROSPGKCPEWIGY TL, DTGSTHYNPSLKSRVTI SIDTSKN VTAADTAVYYCAR .
QVQLOESGPGLVRPSETLSLTETVSGGSMIN. . YYWNWIRQ IGYIL.DIGSTNYNPSLEKSRVTTSIDTSKNG ve
QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSMIN. . Y YWNWIROSPGKGPEWIGY L. DIGSTNYNPSLKSRVTLSIDTSKNQ!
QVQLOESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSMIN, . YYWSWIRQPPGKGLEWIAYVH. YSGTTNENPSLESRVIVSVDTSKNOLSVK

QVQLQESGPGLVKPSETLSLTETVSGVSISK. . YYWSWI RQPPGKGLEWTAYVH. YSGTTNENPSLKSRVTVSVDTSKNQLSVK AVY
QVQLOESGPGLVKPSETLSLTCSVSGSPFSS . . FYWSWIROSPGKELEWIAYVH. YSGTTNENPSLKSRVTVEVDT
QVOLQESGPGLVKPSETLSLTES 55, FYWSWIR 1GY 1L, DTGSTNYNPSLKSRVTISIDTSKNOVS LKMRSVIAADTAVY YCAR . EGD!

REYFGL, e
OVQLQESGPGLVKPSETLSLTESVSGSPESS . . FYWSWIRQSPGKELEWIGNTH. YTGATNYNPSLKGRVRISADMSNNLVSLKLNSVTAADTAVY YCAR . DIGLGSGCLCDN

coR1 coR2 cors

DIQMTQSPSSLSASVGDSVTITEOASQDISN . YLNWYQOK PGKAPK LLI¥DASNIBNGVESRFSGSGSATDFIFT1SSLOPEDIATYEC . QOYDNLP. . . ITEGOBTRLEIK

DIQMTQSPSSLSASVGDRVS [ 7CRASQGISN . YLARYQOKPGKY P KL ST 3G5GIGTDE LOPEDVA . d :
DIQMTQSPSSLSASVGDRVS | TCRASQGISN. YLAWYQQKPGK\ PKLL] GVPSRFSGSGSGTDFTLTITSLOPEDVATYYC . QQ' .. . YTRGOGTKLEIK

FGOGTKVEIR

DluMTOqPbSLSAmeHVSLNWK-WKVEKWSWNmmfsm?mmm

nmmemmvsrmwm . YLAWYQOKPGKY PKLLIYAASTLESGI P S RFSGSGSGTDFT!
DIQMTQSPSSLSASVGDRYS | TCRASQGISN, WmvpxmmswpsmcscbmnnmlrsL.QpE.WA
K: 'wysamscsc'rnrﬂ..rlrswpr.n\mmc
m-;m\'? A GVPSRFSGSGSATDFTLTISSLOPEDVATYYC . Qm_
201 PKLL] £ VP « « .RTFGOGTKVETK
PSRESGSGSGTDFTLTISSLOSEDFATEYC. WIFGOGTKVETK

DIQMTQSPSSLSASVGDRYTI TGRASQGISN . YLAWYQQI FGKPFRLL I YAASTLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTLS 5 LOPEDVAT KYG . HRENSVE

DIQMTOSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISN. YLAWYQQIFGKPPRLL I YARSTLOSGVPS RESGSGSGTDFTLTITSLOPEDVATY YC IQRYYSTR

DIQLTQSPSFLSASVGDRVTITERASQS TSI . WLAWFOOK PGKAPKLLIYKASNLESGVPSRFSGSGSGTEFTLT INSLOPEDFATYYE . LOQHNSDL. . . LTEGGETKVETK

DIQMTQSFSTLSASVGDRVSIT ” TEFTLTISSLQFDDFATYYC.QOYNSSP. . . YTEGQGTKLEIK
DIOMTQSPSTLSASIGDRVTITEQASOGISN., YL?NYQOKFFKAV L] 15 S SGSGTEFTLTISSLOPDDFATYYC . QOYNSSP. . . YTEGOGTKLEIK

EIVLTQSPATLSVS PGETATLSGRASQSVSSSY LAWYQOK PGLAPRLLIY DASSRATG I PORFSGSGSGTDRTLTISRLEPEDFAVEYE . QOYGSSP . . . YTEGOGTKLEIK
EIVLTQSPATLSVSPGERATLSCRASQSVSS . NLAWYQOK PGLAPRLLI ¥ DASSRATG 1 PORFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVEYC . QOYGSSP. . . YTFGOGTKLELK

EIVMTQSPATLSVS FGETATLSCRASQSVEN: RELTYDNSTRATGI PARFSGSGSGTEFTLTISSLOSEDFATYNE . QQDNDWRPA . FTFGPETKLDIK
E1VMTQSPATLSVSPGETATL NSQS VL QKPGQAPRL DASTRATG L PARFSGSGSGTEFTLTISSLOSEDFAT . QQDNDWPPA . FTFGPETKLDIR
EIVMTOSPATLSVSPGERATL TGIPARFSGSGSGTEFTLT 1SS LOSEDFATYYC . QQDNDWRPA , FTFGPGTKLDTK

ETVLTQSPATLSVSPGERATLSCRASQS VI NEARY QUK PCOAPRLLTYGASTRA T

Uberlappung von Ig-V(D)J-Transkriptom und -Proteom im Liquo r des MS-

Patienten NS-52

(a-c) Legende entspricht Abbildung 3.1-1. Insgesamt wurden 46 H- und 47 k-Ketten analysiert.
Diese Abbildung befindet sich auch auf einer der Arbeit beigefligten Cd (siche Anhang Teil VI).
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Ergebnisse

a
- ¥ k- Liquor
- Serum
pH 3,5 pH 10
b
Kion-  V-H
anzahl Familie
1 30%a EVOLVESGGGLVOPGGSLRLSCARSGETINN . . YWMSWY ROA Y RAEDTSFYYEAS . GGFNYASGSYPLDY . RGTLVTVSSASTK
1307 EVOLVESGGRVVOPGGSLRLSEAASGETFNN . . YWMSWVRQT Y DCGSGSCYQTNYYYGMA . VWGOGTTVTVSSASTK
1 307 EVOLVESGGGIVOPGGSIKLSCAASGFSLSG . . YWMSWVROAPGRGLEWVANT KQDGSEQHY LGSVKGRFTTFRONFKNTLY LOMNS LRPEDTALYYCAK . DCYGGTPRCDP. . . . . FDIWGOGTMVTVSSASTK
2 307d mﬂmmsmssrn‘sl FWLTWV YVDSVKGRFLI SRONAKNSLYLOMNSLRVEDTAVYYCAR . SVWFRSHLDH. . . .. ... . WEOGTLVTVSSASTK
1 307 1.SEARSGFIFSN, LOMNSLRAEDTALYYCAR QTHYYYGMA . VHGOGTTVTVSSASTK
1 3074 EVOLVESGGGLVOPGGSTRVSCARSGFTLSG . . YWMSWVROAPGRGPEWVATINLDGSEEY Y ADSVKGRETISRONARNSMY LOMNS LRAEDTALYYCAR . DCGSGSCYQTNYYYGMA . VRGOGTTVTVSSASTK
1 3-07g EVOLVESGGGLVQPGGSLR1.5CTASGFTLSG . .vmmvam TINLDGSEEYYADSVKGRE LOMNSLRAEDTALYYCAR . DCGSGSCYQTNYYYGMA . VNGOG TTVTVSSASTK
1 3-07h SETASGFTLSG . > INLDG: YADSVKGRFT1S] MOMNS LRTEDTALYYCAK . ERSYGDYI. . . . . . . . FOYHGQGTQVTVSSASTK
1307 EVOLVESGGGLVQPGGSLR1.SETASGFTLSS . vmmwacm TINLE YADSVKGRE LOMNSLRADDTAVEYCAR . TASSWYAAD v HBOGTLVTVSSASTK
1 307k EVOLVESGGGVVOPGRSLRLSETASGSTLSG . . YWMSWVROA PGRGPEWVAT INLDGSEEY YADSVKGRET LOMNSLRADDTAVYYCAR . IASSWYAAD . . WEOGTLVTVSSASTK
2 323 EVOLLESGGRVVOPGGSLRLSGARSGFTFSD . . YYIHWVROAPGKGLEWVSAT SGSGGSTEY SVSVKGREFTISRDNSKNTVEMOMNS LRTEDTALYYCAK .ERSYGDYIFDE . . . . . . . . WGQGALVTVSSASTK
1 323 EVOLLESGGRVVQPGGSLRLSCARSGFTFSD . . YYTHWVROAPGKGLEWVSAI SGSGESTFYSVSVKGRFTISRONSKNTVEMOMNS LRTEDTALYYCAK . ERSYGDYT . . . FDYNGOGTQVTVSSASTK
1 323 EVOLLESGGRVIQPGGSLRLSGAASGFTFSD . . YYIHWVROAPGKGLEWVSAT SGSGGSTEYSVSVKGRFTTSRONSKNTVEMOMNS LRTEDTALYYCAK . ERSYGDYT . . . FDYWGQGTQVTVSSASTK
2 3303a QVOLVESGGGVVQPGRSLRLSEAASGET FRENIYAMANVROA PGKGLERVALTNDRGNAE Y AEA L KGRFT 1 SRODSKNTLLLOMNGLRPDDTAVEYGAR . SDDSSNYYSI. . . . . . MOVHGPGTTVTVSSASTK
1 431a QVOLOESGPGLVQPSQTLSLTENVSGGSVSSFGCHWTWY 1Y SDGREYYNPSLKSRAATSLDTSKTOFSLKLTSVTAADTAVEYCVR . ECTVTPGDWFFDV . . .. . . WGRGTLVTVSSASTK
1 439/ QLOLOESGPGLVKPSETLSLTETVSGGS 1SS555YWGH 1 ROPPGKGIEWIGS LY ¥SGTTYYNPSLKSRY T 1 SLOTSKNOFSLKLSSVTTADTAVYYEAR . PL 0000 L
2 4-39b QLOLOESGPGLLKPSQTLSLTETVSGGS ISIGDYFWSWI ROPPGKGLEWIGYTY . YSGSAYYNPSLKSRLTLSVDTSKNQFSLKVTSVTAADTAVYYCVR . 1. v
1 4390 QLOLOESGPGLVKPSETLSLTETVSGGS 1SSGDY YWSWI ROPPGKGLEWIGY 1Y . SNGNTYYNPSLKSRLT ISVDTSNNHFSLNLRSVTVADTAVYFCAR 5 WG ASTK
1 4-39d QLOLOESGPGLVKPSETLSLTGRVSGGS 1SSGDY YWSHI ROPPGKGLENIGYTY . SNGNTYYNPSLKSRLTISVDTSNNHFSLNLRSVTVADTAVYECAR 000 WGC SSASTK
1 439/ QLOLOESGPGLVRPS! LTESVSGDS I TNINY YWDW I RQP PGKGLEWLGTIY . YSGTAYYNPSLKSRLT 1 SVDTSNNHFSLNLRSVTVADTAVYFCAR WGC K
1 4-394 QLOLOESGPGLVKPSETLSLTEAVSGGS IRPTSYYLAIRQP PGKGLEWIGSAY . YSGSTEYNPSLKSRVT1SVDTSRNQTSLNLNSLTANDTAMEYEAT . KGGDCGGDSCEVWT . . FOLWGRGTLVTVSSASTK
1 459/ QVOLOESGPGLVKPSETLSLTEPVSGASISD . . YYWTWIROPPGKGLEWIGY 1Y . DSGSTSYNPSLKSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCAS . ELYRSGWYG. . -WEDPRGOGTLVTVSTASTK
1 4590 QVOLOESGPGLVKPSETLSLTGTVSGDSINS . . YYWNWVROAPGKGLEWIGHT Y . YSGTTNYNPSLKSRVTISVDTSKKOFSLSLNSLTAADTAVYYCVR . GGRPGHWDDHFYYYGMY . VHGPGTTVTVSSASTK
2 481/a QVOLOESGPGLVKPSETLELTERVSGGSVSTCSY YWSWI ROPPGREPEWI SYVY . YNGHTNYNPSLKERRTISTDTSOROFSLKLT TVIAADTAVEYCAR . GRSVWLEPSGP. . . . . FOYHBOGS LVTVSSAL
1 481b QVQLOESGPGLVKPSEALSLTERVSGGSVSTGSY YWSHI ROPPGREPEWL SYVY . YNGHTNYNPSLKSRATISIDTSONOFSLKLITVIAADTAVYYCAR . GQSVWLEPSGP . . . . . FDYWGOGSLVTVSSASTK
1 461/c QVOLOEWGAGLLKPSETLSLTETVSGGSVS SSSHYWSWIROSPGKGLEWIGYVY . ¥ SGTTTYNPSLKSRVSI SMDRSKSQFSLKLTSVTTADTALYYCAS . LRFRDSFN. . . . +MDVHGOGTAVTVSSASTK
1 481d QVOLOESGPGLVRPSQTLSLTETVSGASVSSGYY YWSWI ROLPGKGLEWIGY 1Y . SNGNTFYTPSLKSRLT 1 SLDTSQNOFSLELNSVTAADTAVYYCAK . EPHYGDYVVS . . . . . . . . .WGOGTLVIVSSASTK
1 4-6ile QVOLOESGPGLVKPSETLSLTEPVSGGS ISSTLHYWAW ROLPGKGLEWIGYTY . SNGNTEYTPSLKSRLTISLOTSQNOFSLELNSVTAADTAVYYCAR . EPHYGDYWVS . WGOGTLVTVSSASTK
1 4811 OVOLOEWGPGLVKPSETLSLTETVSASSNY . . . . WWNWVRQPPGKGLEWIGELS . PGGSTTYNPSLKSRATISIDTSONOFSLKL ITVTARDTAVYYCAR . GOSVWLEPSGP. . . . .FD\'mGS LVTVSSASTK
c
Klon-  V-k J
anzahl Familie
1 wm&vmwnmxumsn YLNWYQOKPGKA| SGSGSGTDFTFTISSLOPEDIATYNC . LTRGGGTKVE K
1 ITEQASQAISK. YLNWYHOTPGKAPKLLIYEASTLETGVPSRFSGSGSGTDFVETTSSLOPEDLGTYYC . GRYDSEL L+ s PEFGOGTRVETK
1 wmimswms PELLISD /PSRFSGSGSGTHFTFTINS LOPEDVATYYC . COFNDLP. . . LTFGGGTKVEIK
1 ATQLTY ITGRASQGISS . ALAWYQQK PGKAPK ASTI NESRF5GSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYHG . QRENTYW. . . LTRGGGTKVEIK
2 ATQLTQSPS ITERASQGISS . ALAWYOQKPGKAPKLLVY DASSLDSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLRPEDFATYYC . COFKSER ML ITFGOG!
1 ATQLTQSPSSLEASVEDRVT I TCRASOCISS . ALAWYQOK POKAPKLLVY DASSLDSGVPSRPSGSGSCTDFTLT ISSLRPEDFATYYC . QOYN. . . . . .GNFGOGTRLETK
1 LLiZia DIOMTOSPSSLSASVGDRVT I TCRASOGTSS . ALAWY! GGGSGTEFTLTISSLOPDDFATYYC . QQYNSFS . . .WTEGOGTKVETR
1 NIl-A27/a EIVLTQSPGTLSLSPGERATL AWYQQ) PRLLIY( { GSATDFTLPISRLEPEDEAVIYC . QQYGSSP. . . LTEGGGTKVEIK
2 N-A27b EIVLTQSPGTLSSSPGERATLSCRASQSY QKD GIPDH G IFTLTISRLEPEDFAVIYE . QOYGSSP. . . LTFGGGTKVEIK
1 N-A27/c EIVLTQSPGTLSSSPGERATLSGRTSQSVS SNY LAWY Q0K PGOAF] 1 EPEDFAVEYC . LTPGGGTKVE LK
1 W-A27d EIVL.TOSP(.‘I'I..SBSI’GEIU\TMPWMWMME‘&GS&%TDHLHSSLEPEDH\IWC VTFGGGTKVEIK
1 lI-A2Ve EIVLTQSPGTLSSSPGERANLSCRASOSVSS . TLANY QUK PGOAPRLLIYGASNRATG PGRESGE FOFTLTISRLEPEDFAVIYG . m!sssm L ITEGOGTRLEIK
1 NI-A274 EIVLTQSPGTLSVSPGERATLSEGRASONIGS . QLAWY QOK PGOAPRLLI¥GVSTRATGIPD | “’EDFM‘W . . .GTEGOGTKVEIK
2 l-L2L16fa BIVMTQSPATLSVSPGERAT i . IQQKPC LIYGASARATGI PARFSGEGSGTEFALTISSLOSEDFAVYYC . QQYNNWE, . . RTFGOGTKVEIK
1 L2160 EIVMTQSPATLS! n-aRA'.I' ASQS """mm“ ISTRAAGI PARFSGSGSGTEFTLTISSLOSEDFALYYC . QOYDDWR., . . YSPGOGTKLEVK
1 N-L2L16% SER LYGAYTRAAGVPARFSGSGSGTEFTLTISSLOSEDFGVYYC . QQYNKWPLL S LTFGGGTKVETK
1 L6 mm Tl»SCRA‘;QSWS NL/ HHYQGKPGQM‘RmAWN\_RF<GEG‘WTEPTLTISQLCFEDF’GVHE QQYNKWPL. . LTFGGGTKVEIK
1 N-2L16le  EIVMTQSPATLSVSPGERATLSGRASQSVTS . NLAWYQUKPGOAPRLLIYGAYTRARGIPARF SGSGSGTEFTLTISSLEPEDSAVYYC . QHRSNWPPG , LAFGGGTKVEL T
1 W-L2Les EIVMTOSPATLSVSPGERATLSCRASOSVTS . NLAWY Q0K PGOAPR LEIYGAYTRAAGI PARF 5GSGSGTEFTLT ISSLOSEDFGVYYC . QHYNHWPPK . YTRGUGTKLEIK
1 N-L2L16/g EIVMTOSPATLSVSPGERATLSCRASQSVTS . NLAWYOQKPGOPPRLITYDASTRATGVPARF SGSGSGTEFTLTIDSLOSEDFAVYYC . QHSNNWLL , . FTRGPGTRVDIK
1 H-L21L16M  EIVMTOSPATLSSSPGERATLSCRASOSVNS . NLAWY( HLLIYGA: SGSGTEFTLTISSLEPEDFATIYYC. QHRLAWP. . . VTFGGGTKVEIK
1 NRL2L16A  EIVMTQSPATLSVSPGERATLSCRASONIGS . QLAWYOOKPGOPPRLLIYGASTRATGIPARFSGSGSGTEFTLTITSLESEDFATYYC . QQYNNW. . . . LTRGGGTKVETK
1 N-L2L18K ISPGERATLSGRASESITN. waooxpsmpuusms’rmmtPnnrsca:smsrr:'r[sst.ossnsmn QHRLAWP. . .VTFGGGTKVETK
1 W-L2L1en EIVMTOSPATLSLSPGERATLSERASQFVSN . YLAWYOQKPGO LI SKR E |r.r|uTlSSlOSL[JEAmG mm YTEGOGTKLEIK
1 N-L2L18m PGERVTLSCRTSHSVSS . NFAWYQOKPGO ¥ Tstm\mscscwzmrnnsswsmswm QQYNNWPM. CSFGOGTKLETK
1 l-L&/a EBIVETOSPATLSLSPGERATLSCRASOSVIR. YLAWYQOK PGOAPRELT¥DASNRATGTPARF SGSCSGTDFTLTIGS LEPEDFAVYYC . QORSHWERL L UWTFGOGTRVE 1K
2 N-L6b EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVIR. ¥ LAWY QK PGOAP) TGTPARFSGSGSGTDFTLTIGSLEPEDFAVYYC . QQYDDWR.. . . ¥SFGOGTKLEVK
1 llL6ie EIVLTOSPATLSLSPGERATLSCRASOSVIR, YLANYGOKPGOAP] TGTPARFSGSGSGTDFTLTIGSLEPEDFATYYC . QQRSIWPM, . CSFGOGTKL
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Abb. 3.1-3: Uberlappung von Ig -V(D)J-Transkriptom und - Proteom im Liquo r des MS -
Patienten JN-02

(a-c¢) Legende entspricht Abbildung 3.1-1. Insgesamt wurden 34 H- und 40 k-Ketten analysiert.
Diese Abbildung befindet sich auch auf einer der Arbeit beigefiigten Cd (siche Anhang Teil VI).
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QVOLVESGGGVVQAGRSLRVSCAASGFSFST. . YOMHWVRQAPGKGLEWVALIWNDGSNEFYVDSVKGRFTISRDNAQKSLY LOLNSLRVEDTAVYYCAR . DEGSAYYNN. . . . WGOGTLVTVSSASTK

QVOLOESGPGLVKPSQTLELTETVSDGS I SSGDY YWNWI ROTPGKGLEWIGY IY . YSGSTY YNPSLKSRVTI SLDPSENQFSLRLNSVTAADTAVYFCAR . GQTETSFYESSDAFSTRAL L FDYWGQGTIVTVSSASTR
QVOLOESGPGLVKPSOTLS LTCTVSDGSISSGDY YWNWIROTPGKGLEWIGY 1Y . YSGSTY YNPSLKSRVAISLDPSENQF SLRLNSVTAADTAVYECAR . GQTETSFYETSDSFSTRH. . . FDYWGOGTLVIVSSASTK
QUOLOESGPGLVKPSOTLS LTESVSDGS I SSGDY YWNWI ROTPGKGLEWIGY 1Y . Y SGSTY YNPSLKSRITISLOPSENQFSLRLNSVTAADTAVYFCAR . GOTETSFYDTSDSFSTRH. . -

ESGPGLVKPSOTLS LTCTVSDGS I SSGNY YWNWIROTPGKGLEWIGY 1Y . YSGSTY YNPSLKSRVTISLDPSENQVSLRLNSVTAADTAVYECAR . GQTETSFYDTSDSFSTRH. . . FDYWGOGTLVIVSSASTK
QVOLOESGPGLVKPSQTLSLTCTVSDGS [SSGNY YWNWIRQTPGKGLEWIGY IY . YSGSTYYNPSLKSRVTISLDPSENQVSLRLNSVTAADTAVYFCAR . GQTETAFYDTSDSFSTRH. « .Wl.mssnm
QUOLQESGPGLVKPSQTLS LTCTVSDGS I SSGNY YWNWI ROTPGKGLEWIGY IY . YSGSTYYNPSLKSRVTISLDPSENQVSLRLISVTAADTAVYECAR . GQTETSFYDTSDSFSTRH. . -
QVOLOESGPGLVKPSOTLSLTETVSDGS I SSGNY YWNWI ROTPGKGLEWIGY Y . YSGSTY YNPSLKSRVT ISLDPSENQVSLRLISVTAADTAVYFCAR . GOTETSFYDTSDSFSTRH . FDY\IGQGHvassns‘rK
QVOLOESGPGLVKPSQTLS LTCTVSDGS I SSGNY YWNWIROPPGKGLEWIGY IY . YSGSTY YTPSLKSRVTISLDTSQNOFSLRLNSVTAADTAVYYCAR . GOTETSYYESSAYFSNRH . . . FDYWGOGRLVTVSSASTK
QVOLOESGPGLVKPSQTLSLTETVSDGS I SSGDY YWNWI ROPPGKGLEWIGY 1Y . YSGSTY YTPSLKSRVTISLDTSQNOFSLRLNSVTAADTAVYYCAR . GOTETSYYESSAYFSNRH . . . FDYWGQGRLVTVSSASTE

QLOLQESGPGLVKPSETLSLTCAVSGGSIRSSSNFWGWIRQPPGKGLEWIGSIY . YSGSTY YNLSLKSRVTLSVDT: LRLRSVTAAL sesvr e FDYNGQGTLVAVSSASTE
QLOLOESGPGLVKPSETLS LTGAVSGGS IRSSSNEWGWI RQPPGKGLEWIGS 1Y . Y SVSTY YNLSLKSRVT 1 SVDTSNNQLSLRLRSVTAADSAVIYCAR . (VSFSENYGYS.......... - FDYWGQGTLVTVESASTK
QVOLOESGPGLVKPSETLELTETVSCGSIDS , . YYWIWI ROPAGKGLEWIGRMF , SGGSMNYNPS LKSRVTMSV DT SENQFSLKLTSVTAADTAVI¥EAR . ERDLTGGSCDF . ... v v svass WECCTLYTVSSASTH
DIQMTQSPSTLSASVGDRVT ITEQASQDISN. Y LNWYQO! KLLIYDASNLET DFTFTISSLQPEDIATYYE . QQYDNLL. . . .FTEGOGTRLEIK

DIQMTQSPSTLSASVGDRVTITEOASQDIIN. ¥ LHWYQOKPGKAPKLLIYDASNLETGVPSRFSGSGSGTOFTFTISSLOPEDIATYYC . QQYDDLPR. . . FTEGPGTKVDIR
DIQMTQSPSTLSASVGDRVT I TCQASQDIIN. ¥ LAWYQOKPGKAPKLLI YDASNLETGVPSRFSGSGSGTOFTFTISSLQPEDIATYYC . QHYENLY . . . .FTEGPGTKVEIR
DIQHTOSPSTLSASVGDRVT ITROASQDIZN. YLEWYOOKPGKAFKLL I YDASHLETGYPSRESGSGSGTOFTFTISSLAPEDT ATYY¥C.QHYDHLP, . . . YTEGUGTKLEFK
DIQ TITEQASODIIN, Y LHWYQOKPGKAPKLL YDASNLETGVPSRFSGSGSGTOFTLT ISSLOPEDIATYYC  QHYDNLL . . . . FTFGPGTHVDIR
TITCOASQODIIN. Y LHWYQOKPGKAPKLLIYDASNLETGY PSRFSGSGSGTOFTETINSLQPEDIATYYC . QQFYNLPY. . . YTFGOGTKLEIK
Wﬁmwtmnsomm YLHWYQOKPGRAPKLLIYDASNLETGVPSRFSGSGSGTDFTFTINSLQPEDIATYYC . QQFYNLPP . . . YTEGOGTKLEIK

NLESGVPSR DFTETISSLQPEDTATYYC . QQYDDLPR. . . FIBGPGTKVDIK
NLRSGVPSRFSGSGSGTDFTETISGLOPEDIATYYC . OHYDNLL FTEGPETKVDIR
NLESGVPSRFSGSGSGTDFTFTISGLQPEDIATYYC . QHYDNLL. . . . FTEGPGTKVDIR

X NLKSGVPSRFSGSGSGTDFTETISGLOPEDIATYYC . QRYDNLL. . . . FTEGPGTKVDIR
CQASQDISK. SLHWYQHRKFGQAPELL 1FDASNLRSGYPSRFSGSGSGTOFTFTISGLOPEDIATYYC . QHYDNLL . . . . FTEGPETHVDIR
COASQDISK.SLNWYSHKPGQAI SGSGTDFIFTISGLQPEDIATYYC . QHYDNLL. . . . FTRGPGTKVDIR
COASQDITE. SLNW\’QEKP(:QAP‘I[.LIFDASNLHGVPSRPS(; SGTNETFTISGLOPEDIATYYC . QHYDNLL. . . . FTEGPGTKVDIK

GVPSRFSGSGSGTDFTFTISGLQPEDIATYYC . QHYDNLL. . . . FTEGPGTKVDIR
T SQDIRK . SLNWYQOHKPGQAPKLLIFDASNLESGV PSRFSGSGSGTDETETISSLOPEDIATYYC . QQYDDLPR. . . FTEGPGTKVDIK
DIQHTQGP‘HLSMVFDRVTITWASQDI'§N Y LHWFQOKPGKAPKLL] YDASNLEAGVPSRFSGSGSGTDFTFTINSLQPEDIATYYC . QQFYNLEP. . . YTEGQGTKLDIK

DIQLTQSPSTLSASAGDRVT ITERASRGISR. Y LAWYQOKPGKAFKLL I YTASTLQSGVPSRFSGSDSGTEFTLTISSLQPEDFATYYC . QOLNSYP. . . . LTEGGETKVEIK

DIQMTOSPSTLSASAGDRVTI AW YOO LIYKASSLESGV TEFTLTISSLQPEOVATENG YSG. . .VIFGGGTKVEIK
DIQMTOSPSTLSASVGDRVT I TERASQSISR. UU\W?QOKPGKM*BLLYYKASSLESG\'PSRF;!;SGSGTEFTL‘I‘ISSLQPDDVAT!;C QQYNTYSG. . .VTEGGGTKVEIK
DIQMTQSPSTLSASVGDRVT I TGQASODIIN. YLHWYQOKPGKAPKLLIYDASNLETG TEFTLTISSLQPDUVATIYG YSG. . VTEGGGTKVEIK
AT LSERASORVSSTY LAWYQOKPGOAPRLLI YGA! sm’rmpnmmmupznmvm QQYGSSP. .. .STPGOGTKVEIK
EIVLT‘GSPGTLSLSPGEGATLSCRASQSU‘I‘ES!LI\HYOHKPGQAF Y0 [ISRLEPEDFAVYYC.QQYGSSP. . . .RTEGOGTKVEIK
uvuI'Qspun.:.l.:.pm_anﬂscmwswcssU\w\'oﬁm’b\" L PDRESGSG TISRLEPEDFAVYYC . QQYGSSP. . . .RTEBOGTKVEIK
EIVLTQSPGTLS \TLSEI PRLLI G y EPEDFAVEYC. QQYASSP. . . . YTPGOGTKLEIK
EIVLTOSPGSLSLSPGERATLSCH LL1YDASRRATGIADRFSASGSGTDET sml-‘PmFAvm QQFGTSP. . . .CTEGGGTKVEIK
EIVLTQSPGTLSVSPGERAT LSGRASQSW., SSNLAWYQOKPGOAPRLL 1 FAVYYC.QQYGSSE. . . . STEGOGTKVEIK
EIVLIQSPGTLSVSPGETATLSCRASQS . rssvmucq;xmanm_uvsnssmm1anFsssgsmnnu[nLLPtnmvwe QHYGSSSGYT . WIBGOGTRVEIK
EIVMTQSPATLSVSPGERAT LSGRASQSVNS . NLAWYQOKPGOAPRLLI YDASSRATG I PARE TDFTLTISSLOSEDFAVIYC.Q SYTEBOGTKLEIK
EIVMTQSPATLSVSPGERATLSERASQSVST. NLAWYROKPGOAPRLL I YGTSTRATG I PARFSGSGSGTDFTLT ISSLAPEDFAVEYC . QORRNWL . . . . WAFGOGTKVEIK
EIVMTQSPATLSVSPGEGAT! i (BGOAPRLLIFGASTRATG I PARFSGSGSGTDFTLTISGLOSEDFAVIYC WL, ..
WTIwmwmi&mu.wmsnm‘rrlmmsrsc‘r«rmrﬂﬂ SSLEPEDFAVYYC.QQYDSSE. . . . LTEGGGTKVEIK
VLY \TLSCRASORVSS. LLIYDTSNRATG I PDRFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYC . QQYNDNL . . . . LTEGGGTKVEIK
EIVLTQS! stsPGERATLmsosvssnmmqoxFwnpaLL]msrm\TG1PARFSGSGSGTDHLTISSLENDmxi’t{: QORSNWP. . . . PLEGGGTKVEIK

EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASOGFSSGY LAWYQOKPGOAPRLLI YGVSNRATG L PDRFSGSGSGTEFTLTISRLEPGDFAVYYC . HORDSWP . . . QTEGOGTKLEIK

Uberlappung von Ig-V(D)J-Transkriptom und -Proteom im Liquo r des MS-

Patienten NS-16

(a-¢) Legende entspricht Abbildung 3.1-1. Insgesamt wurden 39 H- und 36 k-Ketten analysiert.
Diese Abbildung befindet sich auch auf einer der Arbeit beigefiigten Cd (sieche Anhang Teil VI).
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3.1.2 Das Repertoire der oligoklonalen Antikoérper ist Liquor-spezifisch

Die ausgeprigte und insbesondere charakteristische Uberlappung der IgG-Proteome mit den
Ig-V(D)J-Transkriptomen aus Abschnitt 3.1.1 zeigen, dass Antikorper der OKB ihren
Ursprung in Zellen der B-Zelllinie im Liquor haben. Um die Spezifitit der Uberlappung im
Liquor zu iiberpriifen, wurden parallel [gG-Antikorper aus korrespondierenden Serumproben
analysiert. Da OKB-Antikorper per Definition intrathekal synthetisiert werden, musste sich
das Peptidrepertoire von Serum-IgG grundlegend vom Peptidrepertoire der Liquor-IgG
unterscheiden.

Sera wurden zundchst auf die gleichen IgG-Konzentrationen der jeweiligen Liquorproben
verdiinnt, IgG-Antikorper iiber Protein G gereinigt und durch IEF getrennt. Serum-
Antikorper wurden an exakt denselben Positionen aus dem IEF-Gel isoliert wie Liquor-
Antikdrper (Abb. 3.1-1a, 3.1-2a, 3.1-3a und 3.1-4a) und die Spaltpeptide mit MALDI-TOF
Massenspektrometrie identifiziert. Fiir die Auswertung mit ,,Mascot dienten zuerst die
Patienten-spezifischen Ig-V(D)J-Transkriptome aus Abschnitt 3.1.1.1 als Datenbanken,
jedoch fiihrte diese Analyse zu keinen iibereinstimmenden charakteristischen Peptiden. Im
zweiten Schritt wurde eine Datenbank verwendet, welche alle Keimbahnsequenzen
umfasste [59]. Dabei stellte sich heraus, dass sich der Grofteil der Peptide von Serum-
Antikorpern aus Keimbahn-codierten Sequenzen zusammensetzte. Sie deckten sich, im
entscheidenden Gegensatz zu Liquor-Antikorpern, nicht mit dem Patienten-spezifischen Ig-
V(D)J-Transkriptom der Liquor-B-Zellen. Auflerdem wurde beobachtet, dass in Serumproben
Peptide aus dem konstanten Teil der H-Ketten iiberwiegend als IgG2-Subtyp identifiziert
wurden, wohingegen OKB-Antikorper hauptsdchlich als IgG1 exprimiert wurden. Letzteres
war ein weiterer Hinweis darauf, dass die Uberlappung von IgG-Proteom und Ig-V(D)J-

Transkriptom Liquor-spezifisch war, da bereits bei den Transkripten IgG1 dominierte.

3.1.3 Das Repertoire der oligoklonalen Antikorper ist Patienten-spezifisch

In einem weiteren Kontrollexperiment wurde iiberpriift, ob die Zuordnungen der Peptide aus
Abschnitt 3.1.1.4 moglicherweise auf falsch positiven Ubereinstimmungen beruhten. Dies ist
moglich, da Peptide mit gleicher Aminosdurezusammensetzung aber unterschiedlicher
Sequenz eine identische Peptidmasse aufweisen. Auflerdem konnen falsch positive
Zuordnungen zustande kommen, wenn sich bei zwei Peptiden mit unterschiedlicher
Aminosdureszusammensetzung innerhalb der Fehlertoleranz zufillig dieselbe Masse ergibt.
Fiir den Spezifitétstest wurden Peptidmassen aus dem IgG-Proteom jeweils eines Patienten
mit Ig-V(D)J-Transkriptomen aller anderen Patienten abgeglichen. Zusitzlich wurden

Peptide, welche den H-Ketten zugeordnet wurden, den Transkriptdatenbanken der k-Ketten



gegeniibergestellt und umgekehrt. Fiir die Analyse wurden ausschlie8lich charakteristische
Peptide herangezogen, da Keimbahn-codierte Peptide ohnehin in jedem Individuum

vorkommen konnen. Das Resultat des Spezifitétstest zeigt Tabelle 3.1-1.

Peptid- JN-02 JN-02 NS-52 NS-52 NS-16 NS-16 HM-03 HM-03

anzahl Ig-H Ig-k Ig-H Ig-x Ig-H Ig-x Ig-H Ig-x
JN-02  Ig-H 17 17 0 0 0 0 0 0 0
IN-02 Igx 26 0 26 0 0 1 2 0 1
NS-52  Ig-H 29 0 0 29 1 1 0 2 0
NS-52 Ig«x 17 1 0 1 17 0 1 2 0
NS-16 Ig-H 4 0 0 0 0 4 0 0 0
NS-16 Ig«x 9 0 0 0 0 3 9 0 0
HM-03 Ig-H 26 0 0 2 0 0 0 26 1
HM-03 Ig-x 10 0 1 0 1 0 0 0 10

Tab. 3.1-1: Spezifititstest

Spalte 1 listet die Patienten sowie den Typ der Ig-Kette (H oder «). Spalte 2 zeigt die Anzahl der
Peptide, welche durch den Vergleich mit der jeweiligen Patienten-spezifischen Ig-V(D)J-
Transkriptdatenbank als charakteristisch identifiziert wurden. Fettgedruckte und eingerahmte Zahlen
in den folgenden Spalten geben die Zuordnungen in ,.korrekten* Datenbanken wieder. Das bedeutet,
dass Peptidmassen aus dem IgG-Proteom beispielsweise von Patient JN-02 entsprechend mit der
Ig-V(D)J-Transkriptdatenbank desselben Patienten verglichen wurden. Diese Ubereinstimmungen
waren erwartet. Alle anderen Zahlen bilden Ubereinstimmungen in ,,falschen* Datenbanken ab, das
heiflt Datenbanken anderer Patienten oder eines anderen Ig-Typs.

Der Spezifititstest liel erkennen, dass Peptide nur in sehr wenigen Féllen auch in ,,falschen
Datenbanken anderen Sequenzen zugeordnet wurden. Da groBtenteils ausschlieBlich die
Masse und nicht die Sequenz der identifizierten Peptide bekannt war, war es in diesen
wenigen Fillen nicht moglich, zwischen ,richtig® und ,,falsch positiv* zu unterscheiden. In
41 der insgesamt 56 Vergleiche war keine einzige falsch positive Ubereinstimmung zu
beobachten. Bei zehn Vergleichen wurde lediglich eine Zuordnung in einer ,falschen*
Datenbank getroffen, in vier Fillen zwei Zuordnungen. Nur in einem Fall, bei Patient NS-16,
wurden drei Peptidmassen der x-Kette auch in der Datenbank der H-Kette desselben
Patienten gefunden. Der Sperzifititstest machte deutlich, dass die als charakteristisch
identifizierten Peptide aus Abschnitt 3.1.1.4 tatsichlich Patienten-spezifisch waren und

offensichtlich groftenteils nicht auf zuféllig identischen Peptidmassen beruhten.

Anhand der ausgeprigten und signifikanten Uberlappung von IgG-Proteomen und Ig-V(D)J-
Transkriptomen konnte erstmals gezeigt werden, dass OKB-Antikdrper ihren Ursprung in
Zellen der B-Zelllinie im Liquor haben. Dennoch ist es denkbar, dass die B-Zellpopulation
im Liquor nicht das gesamte OKB-Repertoire abdeckt, sondern noch weitere B-Zellen zur
Produktion der oligoklonalen Antikorper beitragen. Damit beschiftigte sich das zweite
Projekt der vorliegenden Arbeit (Abschnitt 3.2).



3.2 Vergleich von Immunglobulin-Repertoires in Liquor und Gehirn

Affinititsgereifte Zellen der B-Zelllinie sind bei MS-Patienten nicht nur im Liquor
nachzuweisen, sondern auch nahe der demyelinisierenden Herde im Gehirnparenchym. Ob
auch diese an der Produktion der Antikoérper im Liquor beteiligt sind, wurde durch
Anwendung der in Abschnitt 3.1 vorgestellten Technologie untersucht. Hierfiir wurde
zunichst das IgG-Proteom aus Liquor mittels Massenspektrometrie analysiert und im
Anschluss mit den Ig-V(D)J-Transkriptomen von Liquor und Lisionen im Gehirn verglichen.
Liquor und Hirngewebe desselben Patienten liegen nur duferst selten parallel vor. Fiir diese
Studie stand aber dennoch Material von drei MS-Patienten zur Verfiigung.

Liquor sowie Gehirmaterial der Patienten MS-4 und MS-B2A wurden unmittelbar nach
Entnahme bei Autopsien, welche am Center for Neurologic Diseases am Brigham and
Women’s Hospital (Boston) durchgefiihrt wurden, eingefroren. Die Rohdaten der Ig-V(D)J-
Transkriptomanalyse aus Liquor und Gehirn wurden von der Arbeitsgruppe um Dr. Kevin C.
O’Connor an der Harvard Medical School (Boston) generiert. Die Auswertung dieser
Sequenzen sowie die Analyse des IgG-Proteoms aus Liquor wurden eigensténdig bearbeitet.
Die Ergebnisse sind in den Abschnitten 3.2.1 und 3.2.2 zusammengefasst. Abschnitt 3.2.3
beschiftigt sich mit der Analyse von Patient L-296. Die Arbeiten zu diesem Teil des Projekts
wurden vollstindig selbst durchgefiihrt. Hier war die molekularbiologische Analyse der
Hirnbiopsie, wie spater noch erldutert wird, nur eingeschriankt moglich, da das Material in

Formalin fixiert war.

3.2.1 Einige B-Zellen im Liquor sind mit B-Zellen im Gehirn verwandt

Von Patient MS-4 wurden drei anatomisch voneinander getrennte Plaques untersucht, von
Patient MS-B2A sechs verschiedene Plaques. Die Plaques waren in allen Féllen in der weilen
Gehirnsubstanz lokalisiert. Von der Arbeitsgruppe in Boston wurden aus Gefrierschnitten
sowie korrespondierenden Liquores Gesamt-RNA isoliert, cDNA der Ig-V(D)J-Regionen
amplifiziert und einzelne Ketten sequenziert. Die so generierten Rohdaten wurden mir fiir das
weitere Vorgehen zur Verfiigung gestellt. Aquivalent zum ersten Projekt wurden die
Ig-V(D)J-Transkripte den verschiedenen Subfamilien zugeordnet und durch den Vergleich
mit den Keimbahnsequenzen Aminosdureaustausche infolge von SHM identifiziert. Die
gesamte Ig-V(D)J-Transkriptomanalyse fiir die H-Ketten von Patient MS-4 ist in
Abbildung 3.2-1 gezeigt. Diese Abbildung beinhaltet auch die eigens durchgefiihrte IgG-
Proteomanalyse, in der parallel Liquor-Antikdrper mit Massenspektrometrie untersucht

wurden. Die Ergebnisse dieses Teils der Arbeit werden aber erst in Abschnitt 3.2.2 erldutert.



Transkripte mit identischer oder dhnlicher CDR3-Region sind in Abbildung 3.2-1 gruppiert.
Dadurch wurden bei den H-Ketten von Patient MS-4 Uberlappungen im Ig-V(D)J-
Transkriptom von Liquor und Gehirn erkennbar. Insgesamt vier CDR3-Sequenzen konnten
sowohl im Liquor als auch im Gehirn detektiert werden (VH1-02/a bis m, VH2-05/a bis c,
VH2-05/d bis VH2-26/a, VH3-48/a bis VH3-09/a). Innerhalb einer Gruppe mit
tibereinstimmender CDR3-Region wiesen die Sequenzen ein nahezu identisches SHM-
Muster auf. Interessanterweise gab es innerhalb dieser vier Gruppen drei Sequenzen, welche
in unterschiedlichen Kompartimenten eine exakt gleiche Aminoséuresequenz zeigten:
VH1-02/b (Liquor, Plaques 4 und 10), VH2-05/b (Liquor, Plaque 4) und VH3-48/c (Liquor,
Plaques 5 und 10). Zudem gab es eine Gruppe von Sequenzen, welche mit gleicher CDR3-
Region und &hnlicher V-Region in zwei verschiedenen Lésionen nachzuweisen waren:
VH3-48/h bis VH3-48/0 in Plaques 4 und 10. Die Ketten VH3-48/i und VH3-48/n waren
sogar mit identischer VDJ-Sequenz in beiden Lédsionen zu detektieren. Alle weiteren

H-Ketten des Patienten MS-4 waren spezifisch fiir eine bestimmte Lasion oder fiir Liquor.

Die dquivalente Darstellung der Ergebnisse fiir die L-Ketten von Patient MS-4 sowie fiir
H- und L-Ketten von Patient MS-B2A ist im Anhang Teil III aufgefiihrt.

Bei den L-Ketten von Patient MS-4 konnten drei Gruppen mit gleicher CDR3-Region
definiert werden, welche in beiden Kompartimenten vorkamen: VkI-A20/a bis VkI-L5/a,
VkI-O8/a bis ¢, VkI-O8/e bis V«kIII-A27/c (Abb. III-1). Die Sequenzen der V-Regionen
wiesen jedoch groBle Unterschiede auf. Wie bei der H-Kette gab es auch bei den L-Ketten
eine Lasions-iiberlappende CDR3-Sequenz: VkI-O2/d bis VkI-A20/b in Plaques 4 und 5. Alle
weiteren Sequenzen waren einzigartig fiir Liquor beziehungsweise eine bestimmte Lasion.
Bei Patient MS-B2A war die Uberlappung zwischen den Kompartimenten weniger stark
ausgepragt als bei Patient MS-4. Im Fall der H-Ketten wurden zwei identische CDR3-
Sequenzen im Liquor und Gehirn (VH1-18/a und b, VH1-18/c bis ¢) und weitere drei CDR3-
Regionen detektiert, welche aus verschiedenen Lésionen isoliert werden konnten (VH1-18/f
und g, VH3-07/a, VH3-23/a bis VH3-30/a) (Abb. III-2a). Die H-Ketten VHI1-18/d,
VH1-18/f, VH3-07/a, VH3-23/a und VH3-23/b stimmten mit ihrer gesamten V(D)J-Region
in unterschiedlichen Plaques iiberein. Fiir die k-Ketten ergaben sich ebenso zwei CDR3-
Sequenzen im Liquor und Gehirn (VkI-O2/a bis VkI-L2/b, VkI-A30/a bis VkI-L5/a) sowie
vier CDR3-Regionen in unterschiedlichen Lasionen (VkI-O2/b bis VkI-02/1, VkI-O2/m bis
VkI-L12/c, VkI-O2/r und s, VkIII-A27/a) (Abb. III-2b). In den jeweiligen Gruppen unter-
schieden sich die Mutationsmuster zum Teil stark. Nur in einem einzigen Fall konnten
identische Sequenzen im gesamten V- und J-Teil nachgewiesen werden (VxI-O2/m, Plaques
3, 6 und 7). 17 von 18 analysierten Ig-A-Transkripten waren spezifisch fiir Liquor, VAl-c/a
wurde ausschlieBlich in Plaque 11 nachgewiesen (Abb. III-2c¢).



Ergebnisse

XX XXX XX

CHINYAMTTO J,EOEWHIH E%gmggmgg

2S00 °

<§<.—.:>.._:Lz._.> LANDNY 413 Er EO LAXA'ldd DSHN

*HVIRAAVLUAAN ISS IHWAVLNLE SOV LL

LODON " "MLIOVAMEIE

*H¥D E X STLI:MASQYAXILSSH " * SSTASAMITVH!
" BVDRAAVIAZ M TSNHOTATSHA Y HIHS T LI 4 AASAOUARTLSS .mmuu

- ENOAAAYLAEARTS W01 ATSNAY N HSTLA Y MASAUARILSSH
- WORZAVIAEAQHTS - W0 | ' SNy NOESTII Y O MASAYAHTTSSH
..%gmng_:xas:t 115

T HYORAAVLAFOHT: SUVAE
“HYORZAVIAIONT ﬂMH.mv_.n.ﬁ_., 1V

gﬂﬁ% SNOISTLIMOMASHYAHONSOA

* - AN AAANIGEGETS -1 AT SN ESEEEH IHASI YA T 00N
s UNOARANIAEQYTS sy SNAYNOHSTIIH O HASOYALTLSS

Lot YDA XAVIOEQETS RO TATSNMYNGO ST LI O MASAOYARTISS Y
* - BVOAAANIASAHTS MO T A TSNAYNIHS I LA 1O HASAVARTLESH
- OWDAXAYIAEATTS -HOTATSNAVNIESTIIZH O MASAUAXILSSH
T HNEDAXAVLAZAHTS _.3_>.:.7v<4:mmEx:E§NHhmmxo.mMHHEﬁE‘SE: RE]

Emgsmﬂﬁga

SALALLOODMAG " =" " " L o KRB LU u._".;y_..x ISLASHEUNS * * * J LUV M IVAD IO [ M :
..r_ ATLODBMAQ """ * " ICK SO0EA AR 4 M AT TVTMATYNOdJ0H TMOADADT
¥ 1500054 * ARVIERLVLAATAHNLALTAADNY ALTHSHTSASARNCAOM " * ° AT TVTMATVHDI JOH TMDADAD]

DAL LA AN, I Allw WHU AOH | AL
1Y DERLY LA B AL DI T He A0 1 MEADA!
AH! E_n._r:>aQ.Az._..ah._.._,bgzvf.r‘ ALALTHSHISASAHACCUMN " ° * AL IV IMS' IWVAOd D TH LMOADADL

«_._._ra

@ i

LST784054 190

r>._.> .pJOm!.aC e

(ALALLEDDMAGR
VALALLODOMATH" " ° °
JALALIOODMAGH " " *

" [¥H0d dOH L 3 >t>.

O0dVOHAMNIRR ™ .Eﬂumﬁuabx;uﬁx;msﬂuwg.a&
NIMOHMATE OO0 VOHAMNT AR *GLILADSYHISAY AS VO] HIAZVOSOATOAD
MOAMATEDOAYOHAMNT AR " * QLILADSWEOSAY A S YO HATWOSOATOAD
O v OHAMITAR ® “OLILXOSHHOSA 15 w0 1 » HATNOSOATOAD

- i £O04dVOMAMNIAR ® " OLILADSYHOISAYAS VO d HATYOSOATOAD
*U¥IAAAVIAASIT Juzmﬁn. DIMLANDDAN E IHAMOHMATOO0IVOHAMNTAR ® * GLITADSWHISAY AS VO I HASVOSOATOAD
- OWORAANIAASIT:! “1HkAY.LS LA N LN AME M, _.EOE.A. SHIALEOSY # DA ALY Exgﬂﬂbﬂ
.EEQEQMFEEM‘EMEEE:,E:.E ,.,2.5._._.5 _1(3§H~r..Egm¢vo_>EE.iz.

- ENORARNIGASIT:

SYSSALA LLOOBRAT Y

9450-¢
9/50-¢
B/G0-Z

wzo-L
1120°}

W20 L
yZ0-L

uigo-t
Bizo-L
2oL

3201
Piz0-L
3420}
901
/201
aljiwey
H-A

MM 36 % 3 > M 3 % 3 3 M M *

x
%
X
X
X
x X
X
X
ERRX
X
X
X
x
X
o
X
X X X
%
x
X
X
X
X
X
X
x
X X
X
X
X
X
x
X
x
x
b
X
X X X
X
" ]
sonbi] |- m__h “..mu.r .v. -
N anbeld
woyduysues [-p(@)A-Bl

64



Ergebnisse

(IA IRL Sueyuy 2yaIs) pD u2ldnyos1aq }10qIy Jop JOUId Jne yone YyolIs Jopuljaq sunpiqqy 3saIq

“I-1°€ Sunpqqy Jop apud3aT AYIISs S[1eId(J 2I9IOA\ "UUOLISIoUN puls op1idod oHIZIJLIOA SLIOWOIodSUasseI

-wopuR ], I9q() "1OUYOIOZUUSNSF ©SOI puls uduowniedwos] UapIaq ul o)din[suel], oyosnuap] ‘MobnMew ne[q o)edg UONUI[ IOp UL PUIS ‘OpInm IIAIZYIIUIPI
pudog soyosHSLIaPRIRYD UID SUAJSOPUILE dYI[OM INJ ‘USNAY "MOINB[IS IOYRU 7°7'€ IUYISqQY UL puls Issiuqadig osai( 8opoun nejq puis urodigynuy
-1onbr sne apndod uopdizynuapr swawosedsussse]N JOL-IATVIN MW [y 9pInm 1101)p zuanbag 1p jusuiredwos] woyd[om Ul ds1oms3unta1zaq
uoIseT Joyoom ur ‘ue 1qi3 [ 9yeds ur ,x* ‘yonsioyun sonbejduiryen 1e1p pun tonbr sne oydinjsuei]-H-3[ g0 UOPINM JWESIZSU] "UINI-H IOp 9sA[euy

p-SIN JudnEq UOoA Sanbe[g UdUIPIIYISIIA 13Ip pun tonbry sne udwoydrnsuesL-r(Q)A-S] 3w swodjoad-1onbry sap Sunddeprdqq) :1-7°¢ 'qqVv

L* ' NIALIOSVNOS THISO9dDATHIOSANTONE BiGl-€

UE P! H * - UNDRRAMDATA ' | HNWO' 1 A" |5 N TSI S 0s vy D5 TS DDINATODOSIATOAD L€

M TUAVIRR'IVLUA Smgma * *Qa4L19SYYDSTHISHDd0NTOD9SINTOAT ®i60-¢€

HODMAUIL " " * " UYORAANLOAWHTS SHOTATS 140 it _E’mﬂgthmg. .OxHZQEJsz%OE. *NSATIOSYYOSTHISHOdONTODOSANTOAD ML0-E
D M =7 Ehgﬂnhmmﬁwﬁ = .U:HEEQ&GN‘QEE. " HSILADSYYISTHISD9d0NTO09SIATOAS NLOE
TAISANINYATSVIOON * - SYDRIAVIOEAT LTS HT ) * *HSILIDSYYOSTHISODdOANTHIDSINTOAT niL0-€

e I <M¢UE¢.S§mzL.’qm.ﬂqm§.ﬁ.ﬁmmHE o) * 853 LIDSVYOSTHTSODI0ATOODSANTOAS WL0'E

MSWMA " " S04 VDS | TTSDDdONTDDISANTOAS $/10-€
* *NSALIDSWNISTHISODdONTODOSANTON H10-€
* *NSALIOSWWOSTHISODdONTOD0SANTOA  bil0-¢
- 5§53 LIOSWNOSTHISODd0ATOD9SANTONT 9L0€

* - UNOARANLOAVETSNATIRTSNH: N1 | LAb
..... WM .w?.ur .g..qu ATSOROIATSNA VNS TLIMOMASHHARSTHOA " =
L IHSTLIOAASNHARLISDI " *

..... il * *UVARK IV 1SURDIATISH
i .égdsgmgamﬁ

°TSSJLIDSIVOSTHISEOADATOOOSINTOND  ®/fE-€
*  AVDAAAVIOAVHTSNROTA TSN * 1541406 Y05 THIS9Dd0NTO09SANTOAE 910
* T UNORZANIAAVETSNAOTATS N Neil 13DSYYOSTHTSODdOATOOOSANTOND uio-e
* " HYORZAVIAIVETSNHOTATSN - Nt A £5v9 D5 I HTSODIOA TOAd  WiI0€
| HYDARAVLIAEVHISN mmﬁmzzﬂznmﬂﬁ ) b DSWYOSTHTS99d0NTI99SANTONT 11L0-€
* T UNDRRAVIAAN T S A0 TAT S AAVHAHSTLE =4 o * N3 LIDSVYOSTHTSODAOATHIOSANTOAT AL0-E

* - §53LIDSVYOSTHIS90d0NTO99SANTOAS VL0
* “NS1IIOSWWOSTHISODd0NTOODSANTONT  Yil0€
2 STHTS9DdOATO99SIATOAT  Bi0€
- HISDOJONTOD9SENTOAS HI0E
5| HISODdOATOD9SINTOAT 21L0€

© T HVOXRANIAGIVHTR mﬁﬂxﬂmﬁgm“—
DA SOATS N N |

T HEAIIDSYYOS THISOOAOATHIDSIATOAT PiLOE

Mo M M MM M MM M BN M K M M K M MM MMM MM KK MK KX

O MASUARHLISOA "~ OM INVAMETO * NS IIDSWYISTHISODdONTHEOSANTONE 210-¢
:..m>ma>»uhmm3 %stsma : 9/20°¢
) IMHECAL LN ¢ 2L0€
22 S INSHIAN Pi9z-Z
a 29¢-2
919¢-¢
©/9g-¢
8/G0-2
IR OGS0 "d O O WO HAMEIMA® T SIASXDS95 34 | ¥l Susd ATV SOATONS B/16-G X
A SSTASAMITEHOdVOMAMNI LS * " NNALIDSYYOSTHTSOSdOATODDSHATOAE 28kt X
AL 47 NNALIOSYYOSTITSOOdONTODISANTOAE  Gigp-¢ X
A Eumﬁugmﬁmﬂqumuﬂaﬂmﬁ Bigpt X
o DSV B¢ X
S ®/9¢-Z X
% i 286 1 X
A £ mmuy?ﬁqn.ﬁqmﬁﬁ?:gm eigi-l X
P . .mﬁEr.Smgmmugaﬁum I 2/80-1 x
A 3" B/E0-1 X
; \D /g0l X
. ==a 1 4HAGYOSOATOAD Big0-1 &
Y 5 mEm»umu\u 1 1 HAAYOSONTOAS g/e-g X
A * -~ HVUDRRRNLASY A |6 MO | AV, di ,mgﬂaﬁgaﬁ. 5135195950 HATUYDSOATOAT gje-g X
A i .gugqsgmﬂduuq%nmﬂﬁ MASQVALLISOQ " "ONIHSAMATON=d [OHIMIHMH  ~SSILIOSWVOSTHISOOd0NTO0OSAANTONT  ®ip)-€ X
al|lwe4 . ? ' m _ ,V.
a0 1400 |

65



3.2.2 B-Zellen im Gehirn tragen zum Liquor-Antikorperrepertoire bei

Die eben erlduterte Analyse der Ig-V(D)J-Transkriptome aus Liquor und Gehirn der
Patienten MS-4 und MS-B2A diente als Grundlage fiir den Vergleich mit dem IgG-Proteom
aus Liquor. Antikorper wurden iiber Protein G aus Liquor gereinigt, deglykosyliert, mittels
2D-Gelelektrophorese unter nicht-reduzierenden Bedingungen getrennt und schlieBlich aus
dem Gel isoliert. Die Ausschnitte der 2D-Gele, welche die ausgestanzten Spots fiir die

weiterfilhrende massenspektrometrische Analyse zeigt, sind in Abbildung 3.2-2 aufgefiihrt.
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Abb. 3.2-2: 2D-Gelelektrophorese gereinigter Liquor-Antikorper der Patienten MS-4 und
MS-B2A

Antikorper wurden mit Protein G-Affinitdtschromatographie aus Liquor isoliert, deglykosyliert und
iber 2D-Gelelektrophorese aufgetrennt: in der ersten Dimension durch IEF zwischen pH 3 und 10,
in der zweiten Dimension iiber SDS-PAGE mit einem 9%-igen Polyacrylamidgel. Die Proteine
wurden mit Coomassie-Blau gefirbt. Die markierten Antikorperspots wurden aus dem Gel isoliert,
mit Trypsin verdaut und die Spaltpeptide im Anschluss mit Massenspektrometrie identifiziert.

(a) Patient MS-4 (b) Patient MS-B2A

Wie spéter in Abschnitt 3.3 noch erldutert wird, war trotz nicht-reduzierender Bedingungen
ein partielles Aufbrechen der Disulfidbriicken zwischen H- und L-Ketten zu beobachten.
Dadurch entstanden drei distinkte Reihen unterschiedlicher Molekulargewichte: intakte
Heterodimere bestehend aus zwei H- und zwei L-Ketten (H;L,) mit einem apparentem
Molekulargewicht von circa 200 kDa, Komplexe aus zwei H-Ketten und einer L-Kette (H,L)
mit etwa 150 kDa sowie Homodimere aus zwei H-Ketten (H;) bei ungefiahr 125 kDa. Alle



apparenten Molekulargewichte waren jeweils um 25 bis 50 kDa nach oben verschoben,
sodass beispielsweise die intakten Heterodimere auf einer Hohe von 200 kDa statt bei
150 kDa zu detektieren waren. Dies ist vermutlich darin begriindet, dass die Proteine im
Harnstoff der IEF und des Aquilibrierungspuffers entfaltet werden und demzufolge ein
anderes Laufverhalten zeigen als in ihrer kompakten Konformation.

Aus den 2D-Gelen wurden bevorzugt intakte H,L,-Heterodimere isoliert. Aufgrund der
eingeschrinkteren Heterogenitit und etwas schwicheren Coomassie-Farbung bei Patient
MS-B2A (Abb. 3.2-2b) im Vergleich zu Patient MS-4 (Abb. 3.2-2a) wurden aus dem 2D-
Gel von Patient MS-B2A neben H,L,-Heterodimeren auch H,L- sowie H,-Komplexe
ausgestanzt. Dadurch sollte gewihrleistet werden, dass in beiden Fillen eine ausreichende
Menge an Antikorpern analysiert wurde. Die Antikorper wurden anschlieBend durch
proteolytischen Verdau fiir die Massenspektrometrie vorbereitet. Insgesamt wurden fiir
Patient MS-4 38 Spots und fiir Patient MS-B2A 34 Spots untersucht. Jeweils die Halfte
wurde mit MALDI-TOF analysiert, der Rest alternierend mit LC-ESI.

Die Auswertung der Massenspektrometrie-Daten erfolgte dquivalent zum ersten Projekt.
Hierfir wurden die Patienten-spezifischen Ig-V(D)J-Transkriptdatenbanken aus
Abschnitt 3.2.1 mit allen Sequenzen aus Liquor und den verschiedenen Gehirnldsionen in
das ,Mascot“-Programm eingegeben. Ubereinstimmende Peptide der H-Ketten sind fiir
Patient MS-4 in Abbildung 3.2.1 blau markiert, das Ergebnis der L-Ketten ist im
Anhang Teil III in Abbildung III-1 zu finden. Fiir Patient MS-B2A sind die entsprechenden
Daten im Anhang Teil III in Abbildung III-2 zusammengefasst. Unterstrichene Sequenzen
konnten durch Tandem-Massenspektrometrie verifiziert werden. Die Auswertung ergab fiir
beide Patienten zahlreiche Peptide, welche den Ig-V(D)J-Transkriptomen der
unterschiedlichen Kompartimente zugeordnet werden konnten. Neben Keimbahn-codierten
Sequenzen wurden auch etliche charakteristische Peptide identifziert, welche SHM aufwiesen

oder in der hypervariablen CDR3-Region lagen.

Um die Uberlappung des IgG-Proteoms aus Liquor mit den Ig-V(D)J-Transkriptomen von
Gehirn und Liquor zu quantifizieren, wurden ausschlieBlich charakteristische Peptide zur
Auswertung herangezogen. Es wurden alle Transkripte gezihlt, fiir die aus dem Liquor-
Antikorperrepertoire mindestens ein charakteristisches Peptid identifiziert werden konnte.
Aus der Gesamtzahl der analysierten Ig-Ketten konnte dann der jeweilige prozentuale Anteil,
welcher vom IgG-Proteom aus Liquor abgedeckt wird, berechnet werden. Die

Quantifizierung ist in Abbildung 3.2-3 dargestellt.



Ergebnisse

68

IgG-Proteom
Liquor

IgG-Transkriptom IgG-Transkriptom

Gehirn Ligquor
b Gehirn Liquor ¢ Gehirn Liquor
34
(61%)
:r?:/ 22
(77%) (39%)
d e

Gehirn Liquor Gehirn Liquor

17
(50%)

M 27

(20%)

37
(76%)

O

Abb. 3.2-3: Abdeckung der I g-V(D)J-Transkriptome aus Gehirn und Liquor durch das
Liquor-Proteom von Patient MS-4 und MS-B2A

(a) Prinzip der Analyse. IgG-Transkriptome aus verschiedenen Gehirnldsionen (hellgrauer Kreis)
und Liquor (dunkelgrauer Kreis) wurden iiber cDNA-Klonierung erstellt (Rohdaten von Dr. Kevin
C. O’Connor). Proteomdaten (blauer Kreis) stammten aus eigens durchgefiihrter massenspektro-
metrischer Analyse gereinigter IgG-Antikdrper aus Liquor. Der Anteil der Uberlappung der
Repertoires ist in dunkelblau (Transkriptom aus Gehirn mit Proteom aus Liquor) beziehungsweise
hellblau (Transkriptom aus Liquor mit Proteom aus Liquor) dargestellt. Fiir die Auswertung der
Uberlappung wurden ausschlieBlich charakteristische Peptide herangezogen, das heifit Peptide mit
SHM oder Lokalisation in der hypervariablen CDR3-Region. Transkripte, fiir welche mindestens
ein charakteristisches Peptid aus dem Liquor-Proteom identifiziert wurde, wurden in (b) bis (e) den
iiberlappenden Populationen der Gehirnldsionen (dunkelblau) beziehungsweise Liquor (hellblau)
zugeordnet. Transkripte, welche entweder durch kein Peptid oder ausschliefSlich von Keimbahn-
codierten Peptiden abgedeckt wurden, sind der nicht-iiberlappenden Population der Gehirnldsionen
(hellgrau) beziehungsweise Liquor (dunkelgrau) zugewiesen. Die absoluten Zahlen der Transkripte
sind gemeinsam mit den errechneten prozentualen Anteilen innerhalb der entsprechenden Kreise
aufgefiihrt. (b) Analyse der H-Ketten von Patient MS-4. Die rosa Uberlappung weist auf diejenigen
acht Transkripte hin, welche mit drei identischen VDJ-Sequenzen sowohl im Liquor als auch in
verschiedenen Plaques im Gehirn detektiert wurden (siche Abb. 3.2-1). Alle drei Sequenzen wurden
durch das Liquor-Proteom mit mindestens einem charakteristischen Peptid abgedeckt. (¢) Analyse
der L-Ketten von Patient MS-4. (d) Analyse der H-Ketten von Patient MS-B2A. (e) Analyse der
L-Ketten von Patient MS-B2A.



Bei den H-Ketten des Patienten MS-4 deckten die Liquor-Antikdrper 77% aller Transkripte
aus Gehirnldsionen und 84% aller Transkripte aus Liquor ab (Abb. 3.2-3b). Fiir die {ibrigen
Ig-H-Transkripte konnte entweder kein Peptid oder lediglich ein Peptid mit Keimbahn-
codierter Sequenz bestimmt werden. Interessanterweise waren auch fiir die drei Transkripte
von insgesamt acht Klonen, welche mit der gesamten VDJ-Sequenz sowohl im Liquor als
auch in verschiedenen Plaques nachzuweisen waren, iibereinstimmende charakteristische
Peptide zu finden: VH1-02/b, VH2-05/b und VH3-48/c (in Abb. 3.2-1 und Abb. 3.2-3b rosa
markiert). Fiir die L-Ketten von Patient MS-4 ergaben sich Ubereinstimmungen fiir 39% der
Transkripte aus Gehirn und 62% der Transkripte aus Liquor (Abb.3.2-3¢). In
Abbildung III-1 im Anhang Teil III fillt auf, dass fiir Plaque 10 iiberwiegend nur der
Keimbahn-codierte aminoterminale Sequenzabschnitt identifiziert wurde. Ig-kx-Transkripte
dieser Lasion werden demzufolge von Liquor-Antikérpern nicht abgedeckt.

Fiir Patient MS-B2A stellten sich insgesamt geringere aber dennoch signifikante Prozentsitze
heraus. Im Fall der H-Ketten stimmte fiir 67% aller Transkripte aus Gehirn und 50% aus
Liquor mindestens ein charakteristisches Peptid {iberein (Abb. 3.2-3d). Die L-Ketten wurden
zu 20% fiir Gehirn und zu 24% fiir Liquor von Liquor-Antikdrpern abgedeckt (Abb. 3.2-3e).
Wie Abbildung I1I-2b im Anhang Teil I zu entnehmen ist, waren die meisten
identifizierten Peptide Keimbahn-codiert und erfiillten damit nicht die Voraussetzung fiir eine

charakteristische Uberlappung.

Die Daten zeigten anhand zahlreicher charakteristischer tiberlappender Peptide, dass auch
Zellen der B-Zelllinie, welche direkt aus den entziindlichen Plaques im Gehirn isoliert

wurden, zum Antikorperrepertoire im Liquor beitragen.

3.2.3 Untersuchungen mit Formalin-fixiertem Hirngewebe

Von Patient L-296 stand nur eine Hirnbiopsie zur Verfiigung, welche nach Entnahme mit
Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet wurde. Erfahrungsgemélf ist die Konservierung
der RNA in solchen Féllen unzureichend, um Transkripte von einer Lénge iiber 100
Nukleotiden isolieren zu konnen. Die Ig-V(D)J-Region weist jedoch eine Lange von 350 bis
500 bp auf. Aus diesem Grund standen lediglich kurze charakteristische Sequenzabschnitte
im variablen Teil im Fokus, welche mithilfe Klon-spezifischer Primer aus dem FFPE-

Gewebe amplifiziert werden sollten.



3.2.3.1 Identifizierung klonal expandierter B-Zellen im Liquor

Zunéchst wurde das Ig-V(D)J-Transkriptom von Zellen der B-Zelllinie aus Liquor erstellt.
Nach RNA-Extraktion aus dem Zellsediment und ¢cDNA-Synthese wurden die Ig-V(D)J-
Transkripte mit PCR amplifiziert. Durch den Einsatz eines Primers spezifisch fiir den IgG2-
Subtyp wurde das Repertoire der H-Ketten erweitert. Insgesamt wurden 383 Sequenzen
ausgewertet. Wichtiger Bestandteil war neben der Identifizierung aller SHM die Detektion
klonal expandierter B-Zellen. Es handelte sich um die IgG1-Ketten VH4-39/b (54x aus 106
analysierten Klonen), VH4-59/i (17 aus 106), die IgG2-Kette VH3-74/b (45 aus 96), die
Kappa-Kette VkI-02/012/b (102 aus 116) sowie die Lambda-Kette VA3-h/e (41 aus 65). Das
gesamte [g-V(D)J-Transkriptom des Patienten L-296 befindet sich im Anhang Teil III,
Abbildung I11-3.

3.2.3.2 Klon-spezifische PCR mit Formalin-fixiertem Hirngewebe

Aus Paraffinschnitten wurde Gesamt-RNA isoliert und diese unspezifisch mit Random
Hexamer Primern in cDNA umgeschrieben. Fiir die anschlieBende PCR wurden Klon-
spezifische Primer fiir die in Abschnitt 3.2.3.1 identifizierten Ketten klonal expandierter
B-Zellklone nach folgenden Kriterien entworfen: die Positionen der Primer wurden so
gewdhlt, dass kurze Amplikons von 50 bis 100 bp generiert wurde. Damit das DNA-
Fragment trotz der kurzen Sequenz charakteristisch war, musste das Amplikon SHM
aufweisen oder die hypervariable CDR3-Region umfassen. Um die Spezifitdt der PCR zu
erhohen, endeten die Primer am 5°-Ende mit einem mutierten Nukleotid. Die Taq-Polymerase
konnte dadurch die Elongation nur dann fortsetzen, wenn auch dieses Nukleotid mit dem
komplementdren DNA-Strang hybridisierte. Fiir jede der fiinf Ig-Ketten, die man im
Hirngewebe nachzuweisen versuchte, wurden je zwei charakteristische DNA-Sequenzen
ausgewihlt. Eine der beiden Sequenzen umfasste dabei immer auch die hypervariable CDR3-
Region. Nach Trennung der PCR-Produkte in einem Agarosegel wurden die Banden aus dem
Gel isoliert und sequenziert. Fiir zwei der fiinf Ketten konnten die korrekten Sequenzen fiir
beide unabhidngig voneinander amplifizierten charakteristischen Bereiche nachgewiesen
werden: VH4-59/i (Abb. 3.2-4a) und VkI-O2/b (Abb. 3.2-4b). Fiir die anderen expandierten
B-Zellklone (VH4-39/b, VH3-74/b, VA3-h/e) erhielt man entweder kein PCR-Produkt oder
das Amplikon enthielt eine vollig andere Sequenz als im Liquor. Letztere Beobachtung wies
darauf hin, dass weitere B-Zellen in der Lision vorhanden waren, welche im Ig-V(D)J-

Transkriptom des Liquors nicht enthalten oder nicht klonal expandiert waren.



a VH4-59/i (17/106)

CDR2 bp
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AGGGAAGGGACTGGAGTGGC TTGGGTATATCTC TTATAT T! CCAACTACAACCCCTCC
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CDR3
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CGTGTATTATTGTGTGAG.'I\CjSTATATAGTAGTGGTTATTCGTACTRCTTTGACECCTGGGGCCAGGGAACC R .
—50

VH4-59 CDR3 for VH4-59 CDR3 rev-in

b Vkl-O2/b (102/116)

CDR1
bp
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TCACTTGCCGGGCMGTCTAGCATTAGTAGG ’.I.‘ATTTMATTGGTATCAGQAECCAGGGAMGCCCCTM -
- 50

Vkl-O2 CDR1 for VkI-02 CDR1 rev-in

b
CDR3 P

— —150
P EDVFATY Y CQ QS Y S TP PTTFG?PGGTUEKUVDTIZ KU RTUVAARA

CTGAAGATTTTGCAACTTACTATITGTCAACAGRGTTACAGTACCCCTCCCACTTTCGGCCCTGGGRCCAMGTGGA ATCAAACGAACTGTGGCTGC —1o0

VklI-O2 CDR3 for Vkl-O2 CDR3 rev-in

Abb. 3.2-4: Nachweis iiberlappender Ig-V(D)J-Transkripte in Liquor und Gehirn bei Patient
L-296

Im ersten Schritt wurden expandierte B-Zellklone im Liquor identifiziert. Dann wurde mithilfe
Klon-spezifischer PCR versucht, deren Ig-V(D)J-Transkripte in der Formalin-fixierten Hirnbiopsie
nachzuweisen. Fiir zwei der fiinf untersuchten Ig-Ketten konnten identische Sequenzen in der
Lésion detektiert werden: VH4-59/i (a) und V«I-O2/b (b). Die klonale Expansion ist in Klammern
angegeben. Die H-Kette VH4-59/a wurde im Liquor 17x aus 106 analysierten IgG1-Transkripten
identifiziert, die k-Kette VkI-O2/b 102x aus 116 analysierten k-Ketten. Pfeile markieren die
Positionen der inneren Primer der Semi-Nested PCR. Die Primer endeten, falls mdglich, mit einem
somatisch hypermutierten Nukleotid (rot). Fiir jede Kette wurden zwei unabhingige
charakteristische Sequenzen amplifiziert, wovon eine die hypervariable CDR3-Region umfasste.
PCR-Produkte wurden iiber ein 2,5%-iges Agarosegel getrennt (Bildausschnitt rechts), aus dem Gel
extrahiert und sequenziert. In den mit Pfeilen markierten Banden des Agarosegels konnte jeweils
eine zu 100% identische Nukleotidsequenz nachgewiesen werden.

Fiir die CDR3-Region von VkI-O2/b wurde im Agarosegel ein PCR-Produkt nachgewiesen,
welches groBer war als erwartet: knapp 150 bp statt der errechneten GroBe von 97 bp
(Abb. 3.2-4b) Die Sequenzierung zeigte, dass sich die Primersequenz von
,»VkI-O2 CDR3 for* wiederholte, bevor die einwandfrei lesbare CDR3-Sequenz und die
Sequenz des reverse Primers folgten. Die Sequenzierung der vier PCR-Produkte, welche aus
dem Agarosegel isoliert wurden, ergaben in allen vier Féllen eine zu 100% identische
Nukleotidsequenz inklusive aller SHM. Demzufolge konnte nach Patient MS-4 und MS-B2A

auch bei Patient L-296 gezeigt werden, dass B-Zellen im Liquor und Gehirn verwandt sind.



3.3 Etablierung eines Protokolls fiir hochauflésende Antikorper-
trennung

Das langfristige Ziel des Projekts ist die Identifizierung von Antigenen der oligoklonalen
Antikorper. Um dies zu ermoglichen, war es notwendig ein neues Protokoll zu etablieren, das
die Zuordnung gepaarter H- und L-Ketten eines einzelnen expandierten Antikdrpers erlaubt.
Im Verlauf des ersten Projekts (Abschnitt3.1) wurde festgestellt, dass die bislang
angewandte Methode zur Antikorpertrennung dafiir nicht ausreicht. Lediglich in einem
einzigen Fall konnte durch Anwendung einer semi-quantitativen Auswertung der
Massenspektren bestimmte H- und L-Ketten zugeordnet und damit ein Antikorper
rekonstruiert werden (Abschnitt 3.4.2). In diesem Kapitel sind diejenigen Experimente
gezeigt, welche letztlich zur Etablierung eines allgemein anwendbaren Protokolls fiir hoch-

auflosende Antikorpertrennung gefiihrt haben.

3.3.1 Dissoziation von H- und L-Ketten trotz nicht-reduzierender Bedingungen

Bereits in der Diplomarbeit wurde die Beobachtung diskutiert, dass die IEF eines
monoklonalen Antikérpers (mAk) zu mehreren distinkten Banden fiihrte (Abb. 3.3-1). 10 ug
des Klons ,,145-2C11* wurden nach Firmenprotokoll auf einen IPG-Streifen geladen und fiir
24 Stunden mit dem ,,Multiphor II Electrophoresis System* fokussiert.

Probenapplikation
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Abb. 3.3-1: IEF eines monoklonalen Antikorpers

10 pg des mAk ,,145-2C11* wurden in IEF-Probenpuffer mithilfe eines Trogs am alkalischen Ende
des IPG-Streifens (pH 3-10) geladen (siehe Pfeil) und fiir 24 Stunden mit der Multiphor-Apparatur
fokussiert. Die Proteinfarbung erfolgte mit kolloidalem Coomassie-Blau.

Zundchst wurde angenommen, dass posttranslationale Modifikationen zum gezeigten
Ergebnis fithrten. Sialinisierte Zuckerseitenketten beispielsweise beeinflussen die Netto-
ladung, was mehrere isoelektrische Punkte einer einzigen Antikorperspezies zur Folge hat.
Um die einzelnen IEF-Banden genauer zu charakterisieren, wurden die Proteine zusdtzlich
nach Molekulargewicht getrennt. 25 pg des mAk wurden nach identischem Protokoll wie in
Abbildung 3.3-1 fokussiert. Als zweite Dimension der Proteintrennung folgte eine SDS-



PAGE. Die Prozedur wurde ausnahmslos unter nicht-reduzierenden Bedingungen
durchgefiihrt. Abbildung 3.3-2 zeigt das Silber-gefarbte Gel.
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Abb. 3.3-2: 2D-Gelelektrophorese eines monoklonalen Antikoérpers

25 ng des mAk ,,145-2C11* wurden nach identischem Protokoll wie in Abbildung 3.3-1 zwischen
pH 3 und pH 10 fokussiert. Die zweite Dimension der Trennung erfolgte nach Molekulargewicht
mit einem 9%-igen Polyacrylamidgel. Proteine wurden mit Silber nach Heukeshoven geférbt. Pfeile
kennzeichnen Heterodimere aus zwei H- und zwei L-Ketten (150 kDa), freie H-Ketten (50 kDa) und
freie L-Ketten (25 kDa).

Es zeigte sich, dass die angewandte Fokussierungsmethode zu einer ausgeprigten
Dissoziation von H- und L-Ketten des Antikorpers fithrte. Obwohl keinerlei reduzierende
Reagenzien eingesetzt wurden, kam es offensichtlich zu einer Reduktion intermolekularer
Disulfidbriicken. Die Isolierung intakter Heterodimere war jedoch grundlegende
Voraussetzung fiir die Zuordnung gepaarter H- und L-Ketten. Die partielle Reduktion musste

demnach unbedingt verhindert werden.

3.3.2 Verschiedene Methoden der Probenapplikation

Der erste Teil der Protokolloptimierung beschéftigte sich mit verschiedenen Methoden, die
Probe auf das IEF-Gel zu laden. Hierfiir wurde der Ladetrog in unterschiedliche pH-Bereiche
entlang des IPG-Streifens versetzt. Bislang erfolgte die Probenapplikation nach Firmen-
protokoll bei pH 10. Wurde die Probe stattdessen bei pH 3 geladen, so kam es wie auch in
Abbildung 3.3-2 zu einer ausgeprigten Dissoziation der Antikorperketten. Die Proben-
applikation bei pH 7 fiihrte hingegen dazu, dass auf dem 2D-Gel kein Protein nachweisbar



war. Laut Abbildung 3.3-2 liegen die isoelektrischen Punkte der Heterodimere des
monoklonalen Antikdrpers im neutralen pH-Bereich. Wurde demnach die Probe nahe des
eigenen isoelektrischen Punkts geladen, so blieben die Proteine offensichtlich im Ladetrog in
Losung, da an dieser Stelle die Nettoladung Null betrdgt. Ein Kompromiss bestand in der

Probenapplikation bei schwach saurem pH zwischen 4,5 und 5 (Abb. 3.3-3).
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Abb. 3.3-3: 2D-Gelelektrophorese eines monoklonalen Antikérpers mit Probenapplikation bei
schwach saurem pH

25 pg des mAk ,,145-2C11* wurden nach identischem Protokoll wie in Abbildung 3.3-1 zwischen
pH 3 und pH 10 fokussiert. Der Ladetrog wurde jedoch zwischen pH 4,5 und 5 aufgesetzt (siche
Pfeil). Die zweite Dimension der Trennung erfolgte mit einem 9%-igen Polyacrylamidgel. Proteine
wurden mit Coomassie-Blau geférbt. Antikorper sind als H,L,-Heterodimere sowie nach partieller
Abtrennung von L-Ketten als H,L-Heterodimere und H,-Homodimere gekennzeichnet (siehe auch
vergroferter Bildausschnitt unten).

Es stellte sich heraus, dass mit der Probenapplikation bei schwach saurem pH wenig
Dissoziation zu beobachten war. Das Coomassie-gefirbte 2D-Gel zeigte keine freien Ketten
bei 50 kDa beziehungsweise 25 kDa. Der mAk war ausschlieBlich am oberen Ende des Gels
zu detektieren. Es konnten, wie bereits in Abbildung 3.2-2 erwéhnt, drei distinkte Reihen
unterschiedlicher Molekulargewichte zwischen 100 und 200 kDa sichtbar gemacht werden.
Zur ldentifizierung wurden die Spots mit MALDI-TOF Massenspektrometrie analysiert.

Neben intakten H,L,-Heterodimeren mit einem erwarteten Molekulargewicht von 150 kDa



waren auch H,L-Heterodimere mit nur einer L-Kette (125 kDa) vorhanden. Zu einem weitaus
geringeren Anteil wurden auch H;-Homodimere ohne L-Ketten nachgewiesen (100 kDa).
Alle apparenten Molekulargewichte waren jeweils um 25 bis 50 kDa nach oben verschoben,
sodass beispielsweise H,L,-Heterodimere mit 200 kDa zu detektieren waren. Dies ist
vermutlich damit zu erkldren, dass in Harnstoff entfaltete Proteine weniger weit durch die
porose Gelmatrix wandern als in ihrer kompakten Konformation. Die beiden Disulfidbriicken
zwischen den beiden H-Ketten blieben bei Anwendung dieser Methode erhalten. Freie
L-Ketten befanden sich in unmittelbarer Néhe der Lauffront und waren nur iiber

Silberfirbung nachzuweisen.

3.3.3 Deglykosylierung der Antikorper

IgG-Antikorper besitzen eine konservierte N-Glykosylierungsstelle im Fec-Teil der H-Kette.
Wenn die Zuckerseitenketten sialinisiert sind, kann dies dazu fiihren, dass eine Antikorper-
spezies mehrere isoelektrische Punkte aufweist. Durch verbesserte Probenapplikation wurde
der mAk von urspriinglich 13 IEF-Banden (Abb. 3.3-1) auf sechs Spots reduziert
(Abb. 3.3-3), vorausgesetzt, es werden ausschlieBlich Spots entlang der pH-Achse gezihlt
und unterschiedliche Molekulargewichte auller Acht gelassen. Um die Spotanzahl
moglicherweise weiter zu verringern, wurde die Deglykosylierung eingefiihrt.

Zunichst wurde die Effizienz des Enzyms N-Glycosidase F iiberpriift. Hierfiir wurde der
mAk ,,145-2C11* vor und nach Deglykosylierung iiber eine reduzierende eindimensionale
SDS-PAGE analysiert (hier nicht gezeigt). Das Molekulargewicht der H-Ketten konnte
dadurch sichtbar reduziert werden. Laut Arnold er al trigt die Glykosylierung bei
Antikorpern zu 2 bis 3% des Molekulargewichts bei [5]. Die L-Kette war nicht glykosyliert.
Sie war vor und nach der enzymatischen Behandlung mit 26 kDa nachzuweisen.

Dann wurde untersucht, ob die Deglykosylierung letztlich auch zu einer Abnahme der
isoelektrischen Punkte auf einem 2D-Gel fiihrt. 30 pg des mAk ,,145-2C11* wurden
deglykosyliert und unter nicht-reduzierenden Bedingungen zweidimensional aufgetrennt
(Abb. 3.3-4b). Als Referenz dienten 30 pg des unbehandelten mAk (Abb. 3.3-4a). Auf der
Molekulargewichtsachse zeigten sich bei beiden 2D-Gelen wiederum Spots auf drei
definierten Hohen. Beziiglich der H,L,-Heterodimere waren auf der pH-Achse je vier Spots
sichtbar. Im Fall der H,L- und H,-Komplexe konnte eine Reduktion der Spotzahl erzielt
werden. Dies war insbesondere bei den H,-Homodimeren deutlich und ist darin begriindet,
dass ausschlieBlich die H-Ketten, nicht aber die L-Ketten glykosyliert sind. Die Heterogenitét

der H,-Homodimere konnte auf drei isoelektrische Punkte minimiert werden.
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Abb. 3.3-4: Deglykosylierung eines monoklonalen Antikorpers

30 pg des mAk ,,145-2C11“ wurden (a) direkt oder (b) nach Deglykosylierung iiber 2D-
Gelelektrophorese getrennt (IEF pH 3-10, 9% SDS-PAGE) und die Proteine mit Coomassie-Blau
gefarbt. Es ist der interessante Bereich des Gels zwischen pH 6,5 und pH 7,5 sowie von 90 bis
200 kDa vergroBert dargestellt. Das Protokoll wurde unter nicht-reduzierenden Bedingungen
durchgefiihrt. Antikorper sind als H,L,-Heterodimere, H,L-Heterodimere und H,-Homodimere
gekennzeichnet.

Es ist anzunehmen, dass weitere posttranslationale Modifikationen die Nettoladung des mAk
beeinflussen, da dieser selbst nach erfolgreicher Deglykosylierung mehr als einen
isoelektrischen Punkt aufweist. Eine detaillierte Analyse potentieller Modifikationen war

jedoch im Rahmen dieser Arbeit nicht vorgesehen.

3.3.4 IEF mit dem Agilent 3100 OFFGEL Fractionator

Bislang wurde die IEF am ,,Multiphor II Electrophoresis System durchgefiihrt. Im Verlauf
der Arbeit wurde eine neue Apparatur gekauft, die bessere und reproduzierbarere Ergebnisse
liefern sollte: ,,Agilent 3100 OFFGEL Fractionator. Um dies zu testen, wurden in einem
Experiment beide IEF-Systeme direkt miteinander verglichen. 30 ug des mAk ,,145-2C11“
wurden jeweils mit der Multiphor- und parallel mit der OFFGEL-Apparatur fokussiert. Die
Proben wurden gemiB3 Abschnitt 3.3.2 zwischen pH 4,5 und 5 auf den IPG-Streifen geladen.
Nach anschliefender SDS-PAGE wurden die Gele mit Coomassie-Blau gefiarbt (Abb. 3.3-5).

Der direkte Vergleich beider 2D-Gele machte deutlich, dass mit der OFFGEL-Apparatur
durchaus eine effizientere Fokussierung erzielt werden konnte (Abb. 3.3-5b). Auf der pH-
Achse waren die Antikorper gut voneinander getrennt und bildeten distinkte Spots. Mit der
Multiphor-Apparatur hingegen waren die Spots schlechter aufgeldst, die Proteine waren

demnach noch nicht an ihren isoelektrischen Punkten angelangt (Abb. 3.3-5a).
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Abb. 3.3-5: Vergleich der IEF-Effizienz mit Multiphor- und OFFGEL-Apparatur

30 ug des mAk ,,145-2C11* wurden (a) mit der Mutiphor- und (b) mit der OFFGEL-Apparatur
isoelektrisch fokussiert (pH 3-10). Darauf folgte die Trennung nach Molekulargewicht mit einem
9%-igen Polyacrylamidgel unter nicht-reduzierenden Bedingungen. Die Proteine wurden mit
Coomassie-Blau sichtbar gemacht. Zum besseren Vergleich der Fokussierungseffizienz ist der
interessante Bereich des Gels zusétzlich vergroBert dargestellt. Antikdrper sind als H,L,-
Heterodimere, H,L.-Heterodimere und H,-Homodimere gekennzeichnet.

Wiederum kam es zu einer partiellen Reduktion der Disulfidbriicke zwischen H- und L-Kette
und dadurch zu H,L,-, H,L- sowie Hp-Komplexen. Die 2D-Gelelektrophorese erlaubt jedoch
anhand der Unterscheidung ihrer Molekulargewichte, fiir die weitere Analyse gezielt intakte
H,L,-Antikorper aus dem Gel zu isolieren. In Kombination mit der erzielten hochauflosenden
Antikorpertrennung war es letztlich moglich, in Liquorproben von MS-Patienten H- und

L-Ketten einzelner oligoklonaler Antikorper identifizieren zu kénnen (Abschnitt 3.4).



3.4 Identifizierung gepaarter H- und L-Ketten einzelner OKB-
Antikorper

Das Protokoll zur optimierten Trennung von Antikdrpern unter nicht-reduzierenden
Bedingungen (Abschnitt 3.3) ermoglichte die Identifizierung einzelner oligoklonaler
Antikdrper aus Liquor von MS-Patienten. Da die alleinige Analyse der Antikérper mit
Massenspektrometrie allerdings praktisch nie komplette Proteinsequenzen liefert, wurden in
einem parallelen molekularbiologischen Ansatz jeweils die Patienten-spezifischen Ig-V(D)J-
Transkriptome von Zellen der B-Zelllinie aus Liquor erstellt, welche dann geméil der in
Abschnitt 3.1 erarbeiteten Strategie als Datenbanken dienten.

Mithilfe dieses Protokolls konnten insgesamt vier einzelne OKB-Antikorper aus zwei
verschiedenen MS-Patienten (HM-63 und 1039) identifiziert werden (Abschnitt 3.4.1). Bei
Patient NS-52 fiihrte eine semi-quantitative Analyse von Massenspektren zur Rekonstruktion

eines flinften oligoklonalen Antikorpers (Abschnitt 3.4.2).

3.4.1 Identifizierung von OKB-Antikorpern der Patienten 1039 und HM-63

3.4.1.1 Trennung von Liquor-Antikorpern nach optimiertem Protokoll

IgG-Antikorper der Patienten 1039 und HM-63 wurden mit Protein G aus Liquor gereinigt
und anschlieBend deglykosyliert. In der ersten Dimension der Gelelektrophorese wurde das
Antikorpergemisch durch IEF nach Ladung und in der zweiten Dimension mit SDS-PAGE
nach Grofle getrennt. Die beiden resultierenden Coomassie-gefarbten 2D-Gele sind in
Abbildung 3.4-1 gezeigt.

Die Fokussierung der IgG-Antikorper in distinkte Spots war duBerst effizient. Sie
reprasentierten offensichtlich expandierte Antikorper mit limitierter Heterogenitit und
spiegeln demzufolge OKB wider. Wie bereits mehrfach beobachtet, wurde trotz nicht-
reduzierender Bedingungen ein Teil der L-Ketten abgetrennt. Dadurch entstanden neben dem
intakten H,L,-Heterodimer mit einem apparenten Molekulargewicht von 200 kDa auch H,L-
Komplexe sowie H-Homodimere. Freie H-Ketten wurden nicht detektiert. Freie L-Ketten

wanderten mit der Lauffront (hier nicht gezeigt).
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Abb. 3.4-1: 2D-Gelelektrophorese gereinigter Antikorper aus Liquor der Patienten 1039 und
HM-63

(a) Patient 1039 (b) Patient HM-63. Liquores der Patienten wurden mit Dynabeads® Protein G
inkubiert und die gereinigten IgG-Antikdrper in SDS eluiert. Es folgte Deglykosylierung, IEF
(pH 3-10) und SDS-PAGE (9% Polyacrylamidgel). Die Proteine wurden mit Coomassie-Blau
sichtbar gemacht. Es ist jeweils zundchst der obere Ausschnitt des 2D-Gels zwischen 90 und
200 kDa beziehungsweise pH 4 bis 10 gezeigt. Sie zeigen H,L,-, H,L-Heterodimere sowie H,-
Homodimere. Der hier interessierende Gelausschnitt, welcher die intakten H,L,-Antikdrper enthielt,
ist im jeweils unteren Bildausschnitt vergroBert dargestellt. Die darin enthaltenen Ziffern geben die
Positionen der isolierten Proteinspots an.

3.4.1.2 MALDI-TOF Massenspektrometrie und deren Auswertung

Mit einer Pipettenspitze wurden H,L,-Heterodimere aus dem Gel ausgestanzt. Von Patient
1039 wurden acht Antikdrperspots isoliert (Abb. 3.4-1a). Sie werden im Folgenden als
»OKB-1039-s1° bis ,,0KB-1039-s8 bezeichnet. Bei Patient HM-63 wurden 13 Antikorper-
spots aus dem Gel isoliert (,,OKB-HM-63-s1* bis ,,OKB-HM-63-s13) (Abb. 3.4-1b). Die



Proteine wurden mit Trypsin verdaut und die Spaltpeptide mit MALDI-TOF
Massenspektrometrie identifiziert.

Fir die Auswertung der Massenspektren wurden sehr stringente Bedingungen gewéhlt.
Signalintensitdten im Spektrum geben lediglich die relative und nicht die absolute Héaufigkeit
eines Peptids in der Probe wieder. Dies kommt insbesondere dadurch zustande, dass mit
MALDI Peptide unterschiedlicher Groe nicht mit vergleichbarer Effizienz ionisiert werden.
Vor allem Peptide mit einer Masse grofer 4.000 Da sind zumeist unterreprisentiert, wohin-
gegen Peptide mit 1.500 bis 2.500 Da sehr gut ionisierbar sind und dadurch mit relativ hohen
Signalen abgebildet werden. Aus diesem Grund wurden die Schwellenwerte fiir jeden
Massenbereich individuell angepasst: bis 1.500 Da und zwischen 2.500 und 4.000 Da
mussten die Signale um den Faktor 5 hoher sein als das Hintergrundrauschen. Aufgrund der
guten lonisierbarkeit wurde die Stringenz bei Signalen von 1.500 bis 2.500 Da auf den Faktor
7 erhoht. Fiir Signale tiber 4.000 Da wurde als Schwellenwert Faktor 3 gewahlt.

Zur Auswertung der Peptidmassen diente die jeweilige Patienten-spezifische Ig-V(D)J-
Transkriptdatenbank aus Liquor-B-Zellen. Sie bestanden aus 383 Klonen bei Patient HM-63
(157x H, 152x x, 74x A) sowie 234 Klonen bei Patient 1039 (98x H, 117x «, 19x A). Die
Transkriptome beider Patienten sind im Anhang Teil IV dargestellt. Aminosduresequenzen
iibereinstimmender Peptide wurden, soweit mdoglich, liber Tandem-Massenspektrometrie

iiberpriift.

3.4.1.3 Eindeutige Zuordnungen gepaarter H- und L-Ketten

Spots, fiir welche letztlich eine Zuordnung von H- und L-Ketten getroffen werden konnte,
waren OKB-1039-s1 von Patient 1039 (Abb. 3.4-2) und OKB-HM-63-s9 (Abb. 3.4-3),
OKB-HM-63-s8 (Abb. 3.4-4) sowie OKB-HM-63-s2 (Abb. 3.4-5) von Patient HM-63.

Fiir die eindeutige Zuordnung waren zwei Kriterien limitierend. Erstens mussten mehrere
Peptide mit nur einer bestimmten H-Kette sowie nur einer bestimmten L-Kette aus dem
Ig-V(D)J-Transkriptom iibereinstimmen. Diese Peptide sollten charakteristisch sein, das heifit
SHM enthalten oder in der hypervariablen CDR3-Region liegen. Die gesamten Ig-V(D)J-
Transkriptome der Patienten HM-63 und 1039 inklusive der mittels Massenspektrometrie
identifizierten Peptide sind im Anhang Teil IV aufgefiihrt. Zweitens wurde vorausgesetzt,
dass die Signalintensititen der Peptide aus der V-Region im Vergleich zu Peptiden der
C-Region im jeweiligen geméll Abschnitt 3.4.1.2 definierten Massenbereich dhnlich hoch
sind. Nur wenn beide Kriterien erfiillt waren, konnte gewéhrleistet werden, dass es sich
sowohl um einen einzigen als auch um einen expandierten Antikdrper handelte, der

tatséchlich einen OKB-Antikorper reprasentierte.



3.4.1.3.1 Identifizierung eines OKB-Antikorpers von Patient 1039

Abbildung 3.4-2 zeigt die gelungene Zuordnung einer H- zu einer L-Kette in OKB-1039-s1

nach den oben genannten Kriterien.
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Abb. 3.4-2: Zuordnung von H- und L-Kette in Spot 1 von Patient 1039 (OKB-1039-s1)

(a) MALDI-TOF Massenspektrum von Spot 1 aus Abbildung 3.4-1a. Es ist die Signalintensitit in
Prozent gegen das Masse/Ladungs-Verhéltnis (m/z) aufgetragen. Letzteres entspricht im MALDI-
Spektrum der Masse in Da. Blaue Pfeile kennzeichnen Peptide der H-Kette, griine Pfeile Peptide der
L-Kette. Signale, welche als Peptide der V(D)J-Region identifiziert wurden, sind mit ,,Hv*
beziehungsweise ,,Lv*“ und einer Ziffer benannt. Signale der C-Region sind mit Pfeilen ohne
Bezeichnung versehen. Signale, welche nicht von Ig stammten, sind durch graue Pfeile markiert. Sie
kamen von Keratin (,,K*) oder Trypsin (,,T). (b) Aminoséuresequenzen der H-Kette VH4-39 und
der L-Kette VkII-A3. Die Volllinge-V(D)J-Sequenzen wurden mittels cDNA-Klonierung aus
Liquor-B-Zellen bestimmt. Aminosdureaustausche infolge von SHM sind rot. Graue Balken
kennzeichnen die Positionen CDR-Regionen. Ubereinstimmende Peptide aus (a) sind nummeriert
und fiir die H-Kette in blau, fiir die L-Kette in griin unterlegt. Peptide, deren Sequenzen durch
Tandem-Massenspektrometrie verifiziert wurden, sind unterstrichen.

Diese Abbildung befindet sich auch auf einer der Arbeit beigefiigten Cd (siche Anhang Teil VI).

Die identifizierten Peptide enthielten SHM und umfassten auch die hypervariable CDR3-

Region beider Ketten. AuBlerdem konnte eine beachtliche Sequenzabdeckung von nahezu



100% erreicht werden. Von insgesamt zwolf Peptiden konnte filir sieben die
Aminosduresequenz durch Tandem-Massenspektrometrie bestétigt werden. Jedes Signal im
Massenspektrum konnte entweder der V(D)J-Region, dem C-Teil von Ig-Ketten oder
gewoOhnlichen Kontaminationen durch Keratin oder Trypsin zugeordnet werden. All das
bestitigte, dass es sich in Spot 1 um einen Antikorper der OKB-Population handelte. Dieser
war nicht nur in Spot 1, sondern auch in den Spots 2, 3, 4, 7 und 8 nachzuweisen, vermutlich
aufgrund posttranslationaler Modifikationen. In Spot 5 und 6 konnte auf gleiche Weise ecine

H-Kette bestimmt werden, die zugehorige L-Kette fehlte jedoch im Ig-V(D)J-Transkriptom.
3.4.1.3.2 Identifizierung von OKB-Antikorpern des Patienten HM-63
In Abbildung 3.4-3 ist die Zuordnung von H- und L-Kette in OKB-HM-63-s9 dargestellt.
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Abb. 3.4-3: Zuordnung von H- und L-Kette in Spot 9 von Patient HM-63 (OKB-HM-63-s9)

(a) MALDI-TOF Massenspektrum von Spot 9 aus Abbildung 3.4-1b. (b) Aminosduresequenzen
der H-Kette VH3-48 und L-Kette V«III-L2 aus dem Ig-V(D)J-Transkriptom von Liquor-B-Zellen
des Patienten HM-63. Weitere Details siche Legende der Abbildung 3.4-2.

Diese Abbildung befindet sich auch auf einer der Arbeit beigefiigten Cd (siche Anhang Teil VI).



In OKB-HM-63-s9 konnten etliche Peptide der V(D)J-Region einer einzigen H- und einer
einzigen L-Kette zugeordnet werden. Sie beinhalteten charakteristische SHM oder umfassten
die CDR3-Region, in diesem Fall der L-Kette. Zwar wurden im Massenspektrum auch je
zwei Peptide identifiziert, welche von anderen H- und L-Transkripten stammten, die hohe
Sequenzabdeckung sowie deren insgesamt hoheren Signalintensititen sprachen jedoch
eindeutig fiir VH3-48 und VkIII-L2. AuBlerdem konnten die Sequenzen von acht der zwolf
Peptide mit Tandem-Massenspektrometrie bestdtigt werden. Signalintensititen von Peptiden
der V- und C-Region waren vergleichbar hoch. Der in Spot 9 identifizierte OKB-Antikdrper

wurde zusétzlich auch in Spot 10 und 13 nachgewiesen.

Abbildung 3.4-4 gibt die Identifizierung eines OKB-Antikorpers in OKB-HM-63-s8 wieder.
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Abb. 3.4-4: Zuordnung von H- und L-Kette in Spot 8 von Patient HM-63 (OKB-HM-63-s8)

(a) MALDI-TOF Massenspektrum von Spot 8 aus Abbildung 3.4-1b. (b) Aminosduresequenzen
der H-Kette VH3-07 und L-Kette VkI-O2 aus dem Ig-V(D)J-Transkriptom von Liquor-B-Zellen des
Patienten HM-63. Weitere Details siche Legende der Abbildung 3.4-2.

Diese Abbildung befindet sich auch auf einer der Arbeit beigefiigten Cd (siche Anhang Teil VI).



In Spot 8 fiihrte die Auswertung des Massenspektrums zu einer sehr hohen Sequenz-
abdeckung fiir H-Kette VH3-07 und L-Kette VxI-O2. Zahlreiche SHM machten die
Ubereinstimmung signifikant. Zudem waren in den identifizierten Peptiden fiir beide Ketten
auch die hypervariablen CDR3-Regionen enthalten. Fehlspaltungen beim tryptischen Verdau
fiihrten auBerdem zu einigen {iiberlappenden Peptiden innerhalb der H-Kette, welche
unabhéngig voneinander VH3-07 zugeordnet wurden. Auch hier waren die Signalintensititen
von Peptiden der V- und C-Region dhnlich hoch. Alle hohen Signale stammten von der
V(D)J-Region der identifizierten H- und L-Kette, vom C-Teil der Ig sowie in zwei Fallen von
Trypsin-Peptiden. Keines der Signale {iber dem Schwellenwert war unbekannter Herkunft.
Insgesamt bestétigte dies die Identifizierung eines weiteren OKB-Antikorpers, welcher

ebenso in Spot 11 detektiert wurde.

In Spot OKB-HM-63-s2 wurde ein weiterer Antikdrper identifiziert (Abb. 3.4-5).
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Abb. 3.4-5: Zuordnung von H- und L-Kette in Spot 2 von Patient HM-63 (OKB-HM-63-s2)

(a) MALDI-TOF Massenspektrum von Spot 2 aus Abbildung 3.4-1b. (b) Aminosduresequenzen
der H-Kette VH3-48 und L-Kette VA3-r aus dem Ig-V(D)J-Transkriptom von Liquor-B-Zellen des
Patienten HM-63. Weitere Details siche Legende der Abbildung 3.4-2.

Diese Abbildung befindet sich auch auf einer der Arbeit beigefiigten Cd (siche Anhang Teil VI).



Beim hier identifizierten Antikérper handelt es sich um eine Kombination aus einer H- mit
einer A- statt einer k-Kette. Die Sequenzabdeckung fiir die A-Kette war nicht sehr hoch. Drei
Sachverhalte waren jedoch auffillig. Das VJ-Peptid inklusive der hypervariablen CDR3-
Region hatte eine Masse von 4.100 Da. Die Detektion solch groBer Peptide ist mit der
MALDI-TOF-Technik selten. Insbesondere die fiir diesen Massenbereich verhéltnismaBig
hohe Signalintensitit war aullergewdhnlich. Dies sprach dafiir, dass das Peptid mit hoher
Wabhrscheinlichkeit vom dominanten Antikérper im Spot stammte. Auflerdem konnte die
Sequenz iiber MALDI-TOF/TOF verifiziert werden. Dies war ebenso bemerkenswert, da bei
Peptiden dieser GroBe die effiziente Fragmentierung nur selten gelingt. Dass Signale aus dem
C-Teil der k-Ketten fehlten, stiitzte offensichtlich den Hinweis auf eine A-Kette.

Als korrespondierende H-Kette wurde VH3-48 identifiziert. Hierfiir sprach sowohl die hohe
Sequenzabdeckung mit charakteristischen Peptiden als auch der Nachweis der hypervariablen
CDR3-Sequenz, welche durch Tandem-Massenspektrometrie bestitigt wurde. Die
Fragmentierung des Peptids mit der hochsten Signalintensitét, ,,Hv (N-Terminus)“, ergab eine
Sequenz, welche als N-Terminus einer anderen H-Kette identifiziert wurde. Hier war zu
beachten, dass der innere forward Primer der Nested PCR im 5’-codierten N-Terminus liegt.
Deshalb ist anzunehmen, dass dadurch die Sequenz mutagenisiert wurde und die Peptid-
massen demzufolge nicht tibereinstimmten. Da der N-Terminus allerdings nicht an der

Antigenbindung beteiligt ist, spielte diese Tatsache fiir das weitere Vorgehen keine Rolle.

3.4.2 Identifizierung eines OKB-Antikorpers des Patienten NS-52

Bevor das Protokoll fiir eine hochauflésende Antikdrpertrennung optimiert war, wurde eine
semi-quantitative Auswertung angewendet, um H- und L-Ketten zuzuordnen. Grundlage war
die Beobachtung, dass ein mAk mehrere isoelektrische Punkte aufweist (siche Abb. 3.3-1).
Wenn demnach H- und L-Ketten desselben Antikorpers in unterschiedlichen pH-Bereichen
immer zusammen zu detektieren sind, ldsst dies darauf schlieBen, dass sie von einem
B-Zellklon produziert wurden.

Die zugrunde liegenden Transkriptom- und Proteomdaten von Patient NS-52 wurden in
Abschnitt 3.1.1 beschrieben. Zur Identifizierung gepaarter H- und L-Ketten wurde die
Verteilung von Peptiden entlang des pH-Gradienten im 1D IEF-Gel analysiert. Hierfiir
wurden Quotienten aus Signalintensititen charakteristischer V(D)J-Peptide mit einem Peptid
der C-Region berechnet. Eine Zuordnung erfolgte dann, wenn Quotienten fiir V(D)J-Peptide
einer H- und einer L-Kette eine vergleichbare Verteilung entlang des pH-Gradienten
aufzeigten. Dies war beim Peptid ,, GLEWIGR* von VH4-30.4/a und dem Peptid ,,YYSTPR*
von VkI-A20/a der Fall (Abb .3.4-6).
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Abb. 3.4-6: Zuordnung von H- und L-Kette bei Patient NS-52 (semi-quantitative Auswertung)

Fiir den pH-Bereich zwischen 8 und 10 des IEF-Gels aus Abbildung 3.1-2a sind in der Tabelle die
errechneten Quotienten (Q) der semi-quantitativen Auswertung angegeben und auf die y-Achse
ibertragen. Fiir die Berechnung der Quotienten wurde die relative Signalintensitidt der
charakteristischen V(D)J-Peptide ,,YYSTPR* und ,,GLEWIGR* in jedem Massenspektrum durch
die Signalintensitit eines Peptids der L-Kette beziehungsweise der H-Kette aus dem C-Teil (C)
geteilt. Fiir die beiden V(D)J-Peptide ergab sich dadurch eine vergleichbare Verteilung im pH-
Gradienten. Dies fiihrte letztlich zur Zuordnung der korrespondierenden Ig-Ketten VkI-A20/a und
VH4-30.4/a aus dem Liquor-Ig-V(D)J-Transkriptom (siehe dazu Abb. 3.1-2b,¢).

Zur Berechnung des Quotienten wurden als Peptide der C-Regionen das Cpy-Peptid
»EPQVYTLPPSRDELTK® und das Ck-Peptid ,,SGTASVVCLLNNFYPR* gewihlt. Diese
beiden Peptide waren zuverléssig in allen Massenspektren zu detektieren und représentierten
jeweils fiir H- und L-Kette das Signal mit der hochsten Intensitidt. Dadurch wurden die
relativen Signalintensititen von V(D)J-Peptiden auf die Intensititen der C-Peptide
normalisiert. Die auf diese Weise berechneten Werte zeigten bei den V(D)J-Peptiden
,»GLEWIGR* und ,,YYSTPR* entlang des pH-Gradienten zunéichst einen langsamen Anstieg
und dann eine Stagnation zwischen pH 8 und 9,5. Es folgte ein Maximum der Werte kurz vor
pH 10, um dann am Ende des pH-Gradienten wieder abzufallen.

Laut Ig-V(D)J-Transkriptomanalyse in Abbildung 3.1-2b war das Peptid ,, GLEWIGR* zwar
auch charakteristisch fiir VH4-30.4/b, es wurde jedoch ein weiteres charakteristisches Peptid
von VH4-30.4/a, ,LTSVTAADTAVYYCAR®, identifiziert, welches sich durch einen
Aminoséureaustausch von VH4-30.4/b unterschied. Auch das Peptid der k-Kette ,,YYSTPR*
war in weiteren L-Ketten vorhanden (VkI-A20/c bis VkI-A20/h, VkI-A20/m, siche dazu
Abb. 3.1-2¢). Diese Ketten wiesen jedoch Mutationen auBerhalb der CDR-Regionen auf und
sind deshalb vermutlich irrelevant fiir die Antigenbindung. Demnach waren die Unterschiede
zu vernachlédssigen. AuBlerdem war VkI-A20/a klonal expandiert (24x aus 47 analysierten
Klonen). Ausgehend von dieser Argumentation wurde angenommen, dass die Ketten

VHA4-30.4/a und VkI-A20/a einen weiteren OKB-Antikorper reprisentieren.



3.5 Expression und Charakterisierung von Fab-Fragmenten

In Abschnitt 3.4 wurde erldutert, wie insgesamt fiinf Antikorper identifiziert wurden, welche
von einzelnen OKB aus Liquor von MS-Patienten abstammen. Die entsprechenden
Sequenzen von H- und L-Ketten wurden in den pTT5-Vektor eingefiigt (Vektorkarten siehe
Abb. II-3 und Abb.I1-4 im Anhang Teil IT). AnschlieBend wurden sie in Zellen der
HEK293E-Linie als monovalente Fab-Fragmente exprimiert und dabei durchschnittlich eine
Ausbeute von 1 bis 2 mg erzielt, ausgehend von insgesamt 5x 10° Zellen. Vor ihrer
Verwendung in Experimenten zur Antigensuche wurden alle rekombinanten Fab-Fragmente
eingehend charakterisiert: mit SDS-Gelelektrophorese und Western Blot zur Detektion des
His)-Signalpeptids (Abschnitt 3.5.1), MALDI-TOF Massenspektrometrie (Abschnitt 3.5.2)
sowie Circulardichroismus (Abschnitt 3.5.3). Zudem wurde mit dem nach &dquivalentem
Protokoll hergestellten MOG-spezifischen Fab-8-18C5 {iberpriift, ob die rekombinant

exprimierten Fab-Fragmente prinzipiell Antigene binden kdnnen (Abschnitt 3.5.4).

3.5.1 Validierung des Molekulargewichts und der Reinheit der Priaparation

Um zu tiberpriifen, ob die exprimierten Proteine das erwartete Molekulargewicht aufwiesen ,
wurden von den gereinigten, konzentrierten und dialysierten rFab-Fragmenten je 1 pg mit
nicht-reduzierendem bezichungsweise reduzierendem Probenpuffer versetzt und iiber ein

Gradientengel getrennt. Die Proteine wurden mit Coomassie-Blau geféarbt (Abb. 3.5-1).
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Abb. 3.5-1: SDS-PAGE der gereinigten rFab-Fragmente

Je 1 pg gereinigtes rFab-Fragment wurde unter (a) nicht-reduzierenden und (b) reduzierenden
Bedingungen in einem Gradientengel (4-20%) nach Molekulargewicht getrennt. Die Proteine
wurden mit Coomassie-Blau sichtbar gemacht.



Mittels SDS-PAGE konnte das erwartete Molekulargewicht des Heterodimers
beziehungsweise der Einzelketten bestitigt werden. Fiir die L-Ketten wurde ein theoretisches
Molekulargewicht zwischen 23,1 und 23,9 kDa errechnet. Die H-Ketten schwankten
insbesondere aufgrund unterschiedlicher CDR3-Langen zwischen 24,9 und 26,6 kDa. Daraus
ergab sich unter nicht-reduzierenden Bedingungen ein durchschnittliches Molekulargewicht
von 49 kDa. Freien Ketten bei 25 kDa wurden nicht beobachtet. Demnach wurden in den
HEK293E-Zellen quantitativ intakte Heterodimere gebildet. Wahrend im reduzierten Ansatz
bei fiinf rFab-Fragmenten H- und L-Ketten in einer gemeinsamen Bande zu detektieren
waren, liefen H- und L-Kette von Fab-HM-63-s9 getrennt im Gel (Abb. 3.5-1b). Zudem
zeigte sich, dass bei allen Reinigungen im Ni-NTA-Siulenverfahren eine sehr reine

Préiparation erzielt werden konnte.

Fiir den Western Blot wurden dquivalent je 250 ng Protein {iber SDS-PAGE getrennt, auf
eine PVDF-Membran iibertragen und im Anschluss mit einem HRP-gekoppelten His)-
spezifischen Antikorper (Klon HIS-1) und Chemilumineszenz detektiert (Abb. 3.5-2).
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Abb. 3.5-2: Western Blot zur Detektion des His)-Signalpeptids der rFab-Fragmente

Je 250 ng gereinigtes rFab-Fragment wurde unter (a) nicht-reduzierenden und (b) reduzierenden
Bedingungen in einem Gradientengel (4-20%) nach Molekulargewicht getrennt und auf einer
PVDF-Membran immobilisiert. Die Detektion erfolgte {iber das C-terminale His)-Signalpeptid der
H-Kette mit einem HRP-gekoppelten Hise)-spezifischen Antikdrper und Chemilumineszenz. Die
Expositionszeit betrug 3 Sekunden.

Die Molekulargewichte im Western Blot stimmten mit denen der SDS-PAGE gut iiberein. Es
ist zu beachten, dass Banden im Western Blot unter reduzierenden Bedingungen
ausschlieflich den H-Ketten entsprechen, da nur diese am C-Terminus das Hisg)-

Signalpeptid tragen (Abb. 3.5-2b). Kontaminationen wurden auch hier nicht nachgewiesen.



3.5.2 Bestitigung der Heterodimeritit

Im néichsten Schritt wurde tliberpriift, ob die Banden der Abbildung 3.5-1a tatséchlich intakte
Heterodimere aus H- und L-Ketten repriasentierten. Hierfiir wurden diese aus dem
Polyacrylamidgel isoliert und mit MALDI-TOF Massenspektrometrie analysiert. Zur
Identifizierung wurde eine Datenbank erstellt, welche die Aminosiduresequenzen aller rFab-

Fragmente enthielt (siche Anhang Teil V). Die Massenspektren und die Zuordnung der
Peptide sind in Abbildung 3.5-3 dargestellt.
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Abb. 3.5-3: MALDI-TOF Massenspektrometrie der gereinigten rFab-Fragmente

Gereinigte rFab-Fragmente wurden aus einem Polyacrylamidgel (Abb. 3.5-1a) isoliert, mit Trypsin
verdaut und mit MALDI-TOF analysiert. Signale, welche mit einem blauen Pfeil markiert sind,
kennzeichnen Peptide der H-Kette, griine Pfeile Peptide der L-Kette. Das Signal ,Hise)*
reprasentiert die  C-terminale = Aminosduresequenz SCDKTHHHHHH der H-Ketten.
(a) Fab-1039-s1, (b) Fab-HM-63-s8, (c) Fab-HM-63-s9, (d) Fab-HM-63-s2, (e) Fab-NS-52,
(f) Fab-8-18CS.



Alle relevanten Signale im Massenspektrum konnten jeweils der H- und L-Kette der rFab-
Fragmente zugeordnet werden. Es wurden bei allen Fab-Priparationen nur wenige bis keine
anderen Signale detektiert, die aus Kontaminationen stammen konnten. Dies bestitigte das
Ergebnis aus Abschnitt 3.5-1 einer sehr sauberen Prdparation. Die Beobachtung, dass in
allen Massenspektren Signale sowohl der H- als auch der L-Kette nachzuweisen waren und
diese im Rahmen der iiblichen Schwankungen dhnliche Intensititen aufwiesen, zeigte, dass es
sich bei den rFab-Fragmenten tatsdchlich um Heterodimere handelte. AuBBerdem waren die
Intensitéten derjenigen Signale, welche Peptiden der V-Region zugeordnet wurden, in allen
Massenspektren vergleichbar mit Signalen von Peptiden der C-Region. Auch das Peptid mit
der C-terminalen His)-Sequenz (SCDKTHHHHHH, m/z = 1432,6) wurde identifiziert.

3.5.3 Uberpriifung der Sekundirstruktur

Fiir die Ausbildung einer funktionellen Antigenbindungsstelle ist eine korrekte Faltung des
Proteins Voraussetzung. Mit der CD-Spektroskopie stand eine Methode zur Verfiigung,
welche den Anteil verschiedener Sekundirstrukturen im Protein bestimmt. a-Helices,
B-Faltblatter, Schleifen sowie Zufallskonformationen absorbieren circular polarisiertes Licht
in Abhingigkeit von der Wellenlidnge des eingestrahlten Lichts. Durch den Vergleich der
Messdaten mit Referenzproteinen kénnen im Anschluss die Anteile der Sekundérstrukturen
berechnet werden. Mit dem Programm ,,Spectra Manager CDProAnalysis, Contin SMP56%,
welches insgesamt 56 Proteine mit bekannter Struktur zum Vergleich heranzieht, ergaben

sich fiir die rFab-Fragmente die in Tabelle 3.5-1 angegebenen Werte.

Fab-1039-s1  Fab-HM-63-s8 Fab-HM-63-s9 Fab-HM-63-s2 Fab-NS-52 Fab-8-18C5

B-Faltblatt 47,3% 45,6% 46,7% 44,4% 47,1% 49,7%
a-Helix 2,3% 2,7% 2,3% 2,6% 2,0% 1,7%
Schleifen 19,7% 20,6% 20,4% 21,3% 20,3% 20,1%
ungeordnet 30,6% 31,0% 30,6% 31,5% 30,5% 28,4%

Tab. 3.5-1: Anteile verschiedener Sekundirstruktren in gefalteten rFab-Fragmenten

Mit dem Programm ,,Spectra Manager CDProAnalysis, Contin SMP56* wurden die CD-Messdaten
aller sechs rFab-Fragmente mit 56 Referenzproteinen verglichen und daraus die prozentualen
Anteile verschiedener Sekundérstrukturen errechnet.

In allen sechs rFab-Fragmenten dominierten B-Faltblétter mit einem Gesamtanteil von knapp
unter 50%. o-Helices waren mit weniger als 3% deutlich unterrepriasentiert. Zu 20%
bestanden die rFab-Fragmente aus Schleifen. Die verbleibenden 30% bildeten

Zufallskonformationen oder ungefaltete Polypeptidketten. Die Werte entsprachen den



Erwartungen [145]. Wie in der Einleitung im Abschnitt 1.2.8 erldutert, besteht ein Grofteil
jeder Ig-Doméne aus stabilisierenden B-Faltblattstrukturen. Im V-Teil der H- und L-Kette
sind jeweils die drei Schleifen der CDR-Regionen stark exponiert, welche gemeinsam die

Antigenbindungsstelle bilden.

3.5.4 Funktionstest mit einem MOG-spezifischen rFab-Fragment

Alle bisherigen Charakterisierungen verifizierten die rFab-Fragmente als kontaminationsfreie
Heterodimere mit intakter Sekundérstruktur. Ob sie auch in der Lage sind, Antigene zu
binden, konnte im Vorfeld nicht getestet werden, da ihre Spezifititen unbekannt waren. Ein
Funktionstest war jedoch mit Fab-8-18C5 mdglich. Dessen V(D)J-Sequenzen basieren auf
dem ,,8-18C5“-Antikorper mit MOG als Zielantigen. Mit Durchflusszytometrie wurde
untersucht, ob Fab-8-18C5 spezifisch MOG erkennt.

TE671-Zellen, welche MOG auf ihrer Oberfliche exprimieren wurden mit Fab-8-18C5
inkubiert. Die Detektion erfolgte iiber einen sekundédren His)-spezifischen Antikorper aus
der Maus und einen FITC-markierten tertidren anti-Maus-Antikorper. Die resultierende
Verschiebung der Fluoreszenzintensitit wurde mit dem ,,8-18C5“-Antikorper verglichen.

Abbildung 3.5-4 zeigt das Ergebnis inklusive aller Isotyp- und Negativkontrollen.

100 Fab-8-18C5 Abb. 3.5-4: Funktionstest von Fab-8-18C5 mit
i e Negativkonirolie MOG-exprimierenden TE-Zellen (FACS)
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1039-s1 (griin getont) und Maus-IgGl (blau
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Fluoreszenzintensitat

Die Verschiebung der Fluoreszenzintensitit mit Fab-8-18C5 war vergleichbar mit dem
,»3-18C5%“-Antikorper. Negativkontrollen sowie Isotypkontrollen zeigten erwartungsgemal3
keinerlei Fluoreszenzsignal. Die rFab-Fragmente sind folglich eindeutig in der Lage,
spezifisch Antigene zu binden, womit letztlich alle nétigen Nachweise erbracht wurden, um

mit der Suche nach Antigenen der OKB-basierten rFab-Fragmente beginnen zu kénnen.



3.6 Antigensuche

Nach der eingehenden Charakterisierung der rFab-Fragmente in Abschnitt 3.5 wurde das
Projekt mit der Antigensuche fortgefiihrt. Es wurden zahlreiche Kandidatenantigene getestet,
welche fiir MS bereits in der Literatur beschrieben sind. Das erste Experiment bestand in der
Féarbung von humanem Hirngewebe (Abschnitt 3.6.1). Es folgte der Test auf verschiedene
virale und bakterielle Antigene (Abschnitt 3.6.2) sowie intrazelluldre Proteine und
Zellkernbestandteile (Abschnitt 3.6.3). Auflerdem wurden Lipide als mogliche Antigene
untersucht (Abschnitt 3.6.4).

3.6.1 Humanes Hirngewebe

Um zu tiberpriifen, ob die OKB-basierten rFab-Fragmente Bestandteile von humanem
Hirngewebe erkennen, wurde eine indirekte Immunfluoreszenzfiarbung mit Gefrierschnitten

durchgefiihrt. Das Ergebnis ist in Abbildung 3.6-1 dargestellt.

Abb. 3.6-1: Immunfluoreszenzfirbung an Gefrierschnitten
von humanem Hirngewebe

Gefrierschnitte von Hirngewebe wurden mit rFab-Fragmenten
inkubiert. Die Detektion erfolgte mit einem His)-spezifischen
Antikorper aus der Maus (Klon HIS-1) in Kombination mit
einem Alexa 488-markierten anti-Maus-Antikorper.

(a) Fab-8-18C5 (Positivkontrolle), (b) Fab-1039-s1, (c) Fab-
HM-63-s8, (d) Fab-H-63-s9, (¢) Fab-HM-63-s2, (f) Fab-NS-52,
(g) Klon HIS-1 ohne Primédrantikérper (Negativkontrolle).




Die Gefrierschnitte wurden mit rFab-Fragmenten als primére Antikdrper inkubiert. Als
sekundédrer Antikorper diente ein Antikdrper aus der Maus gegen das His)-Signalpeptid der
rFab-Fragmente. Die Detektion erfolgte mit einem Fluoreszenz-markierten anti-Maus-
Antikorper. Als Positivkontrolle wurde das MOG-spezifische Fab-8-18C5 eingesetzt, als
Negativkontrolle der Sekundérantikorper ohne Fab-Fragment.

Die Positivkontrolle mit Fab-8-18C5 zeigte in der weillen Gehrinsubstanz eine spezifische
Farbung von MOG als Bestandteil der Myelinschicht der Axone (Abb. 3.6-1a). Am
Ubergang zur grauen Substanz, in der sich iiberwiegend die Zellkdrper der Neuronen und
weniger myelinisierte Axone befinden, ist die MOG-Férbung entsprechend schwicher bis
nicht vorhanden (Abb. 3.6-1a). Die Negativkontrolle fithrte zu einer schwachen
unspezifischen Hintergrundfarbung (Abb. 3.6-1g). Ein vergleichbares Muster war auch in
allen fiinf rFab-Fragmenten zu beobachten (Abb. 3.6-1b-f). Mit Immunfluoreszenz konnte
demnach keine Spezifitit der rFab-Fragmente fiir Bestandteile in Hirngewebe nachgewiesen

werden.

3.6.2 Virale und bakterielle Kandidatenantigene

Einige virale und bakterielle Kandidatenantigene wurden mit fiir die klinische Routine
standardisierten Immunfluoreszenztests der Firma Euroimmun untersucht. Néhere
Informationen zu den verwendeten Zelllinien (humane und Affenzelllinien) werden von der
Firma nicht preisgegeben, sie sind Betriebsgeheimnis. Als mogliche Antigene wurden
folgende Viren getestet: Masern, Roteln, Varizella Zoster, Epstein-Barr und Herpes Simplex
Typ 1 und 2. Als bakterieller Erreger wurde Chlamydia pneumoniae untersucht.

Die kommerziellen Tests der Firma enthielten fiir jeden viralen bezichungsweise bakteriellen
Erreger eine spezifische Positivkontrolle und eine korrespondierende Negativkontrolle in
Form von IgG-Antikdrpern. Fab-Fragmente wurden als dquimolare Prakomplexe aus je zwei
Molekiilen rFab-Fragment pro Molekiil Hisg)-spezifischem Sekundédrantikorper eingesetzt.
Letzterer besitzt zwei Antigenbindungsstellen fiir das C-terminale His)-Signalpeptid der
rFab-Fragmente. Durch die Prdinkubation mit monovalenten Fab-Fragmenten werden von
jedem His)-spezifischem Antikorper im Vorfeld je zwei Fab-Fragmente gebunden, wodurch
alle Antigenbindungsstellen des Sekundérantikorpers besetzt werden. Unspezifische
Hintergrundfarbungen koénnen dadurch reduziert werden, da Histidin-reiche Proteine in oder
auf den zu farbenden Zellen nicht mehr von freien Bindestellen des Sekundarantikorpers
gebunden werden. Als Fab-basierte Negativkontrolle wurde das MOG-spezifische
Fab-8-18C5 eingesetzt. Eine Fab-basierte Positivkontrolle stand nicht zur Verfiigung. Die



Ergebnisse

eingesetzte Menge an rFab-Fragmenten wurde so berechnet, dass theoretisch die gesamte

Oberflache der Testfelder auf dem Objekttriger abgesittigt wurde.

3.6.2.1 Chlamydia pneumoniae

Das Ergebnis des Immunfluoreszenztests gegen den bakteriellen Erreger Chlamydia

pneumoniae zeigt Abbildung 3.6-2.

Abb. 3.6-2: Immunfluoreszenzfirbung von Chlamydia pneumoniae-infizierten Zellen

Kommerzielle Objekttriger mit Chlamydia pneumoniae-infizierten Zellen (Bezeichnung der Firma
,»EU 40%) wurden mit Prakomplexen aus rFab-Fragmenten und His)-spezifischem Antikérper aus
der Maus (Klon HIS.H8) inkubiert. Die Detektion erfolgte mit einem FITC-markierten anti-Maus-
Antikorper. Positiv- und Negativkontrollen in Form von IgG-Antikdrpern stammten von der Firma
Euroimmun. (a) IgG-Positivkontrolle (Euroimmun), (b) Fab-1039-s1, (¢) Fab-HM-63-s8, (d) Fab-
HM-63-s9, (e) Fab-HM-63-s2, (f) Fab-NS-52, (g) [gG-Negativkontrolle (Euroimmun), (h) Fab-8-
18C5 (Fab-basierte Negativkontrolle), (i) Klon HIS.H8 ohne Primérantikorper (Negativkontrolle).
Der kleine Bildausschnitt in (¢) und (f) zeigt die integrierte Negativkontrolle bestehend aus einem
Testfeld mit nicht-infizierten Zellen. Eine Fab-basierte Positivkontrolle stand nicht zur Verfiigung.

Die Positivkontrolle, humane IgG-Antikérper gegen Chlamydia pneumoniae, ergab, wie im
Firmenprotokoll angegeben, eine grobgranulire Fluoreszenz vorwiegend im Zytoplasma aller

Zellen im Testfeld und zum Teil auch zwischen den Zellen (Abb. 3.6-2a). Fiarbungen in
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anderen Ansétzen mussten diesem Muster entsprechen um als signifikant zu gelten. Mit der
Negativkontrolle der Firma, ebenso humane [gG-Antikorper, wurde kein Signal beobachtet
(Abb. 3.6-2g). Der His)-spezifische Sekundarantikdrper ohne Primérantikorper fiihrte zu
einer starken Férbung aller Zellen (Abb. 3.6-2i). Durch die freien Antigenbindungsstellen
werden vom Sekundérantikorper folglich viele Histidin-reiche Proteine der Zellen erkannt.
Wie die Kontrolle mit Fab-8-18C5 zeigte, konnte diese unspezifische Féarbung durch die
Prakomplexierung minimiert werden (Abb. 3.6-2h), da dadurch vor dem Auftrag auf die
Objekttriger freie Bindestellen durch das His()-Signalpeptid der rFab-Fragmente abgesittigt
wurden. Alle rFab-Fragmente waren als negativ zu interpretieren (Abb. 3.6-2b-f). Zwar
konnten bei Fab-HM-63-s8 (Abb. 3.6-2¢) und Fab-NS-52 (Abb. 3.6-2f) wenige punkt-
formige Fluoreszenzsignale detektiert werden, eine spezifische Farbung war aber aus zwei
Griinden auszuschlieBen. Zum einen war der IgG-Positivkontrolle sowie dem Firmen-
protokoll zu entnehmen, dass nahezu alle Zellen im Blickfeld infiziert waren und sich
dadurch mit rFab-Fragmenten eine deutlich stirkere Férbung hitte ergeben miissen. Zum
anderen enthielt der Objekttrager zusétzlich jeweils ein Feld mit nicht-infizierten Zellen als
interne Negativkontrolle. Auch hier waren vereinzelt punktférmige Signale nachweisbar
(siche Bildausschnitt in Abb. 3.6-2¢ und f). Von potentiellen freien Antigenbindungsstellen
des Sekundarantikorpers konnten die Signale nicht stammen, da Abbildung 3.6-2i ecin
andersartiges Féarbemuster zeigt. Firbungen beider rFab-Fragmente waren demnach

unspezifisch.

3.6.2.2 Masern-Viren

Als Beispiel fiir eine Immunfluoreszenzfarbung gegen Viren ist in Abbildung 3.6-3 das
Ergebnis fiir Masern gezeigt.

Die Positivkontrolle, humane IgG-Antikdrper gegen Masern-Viren, zeigte eine spezifische
kornchenformige Fluoreszenz im Zytoplasma infizierter Zellen (Abb. 3.6-3a). Laut Firmen-
angaben sind circa 30% aller Zellen im Blickfeld infiziert. Demnach wird vorausgesetzt, dass
bei einem Virus-spezifischen Nachweis etwa 60% der Zellen nicht gefarbt sind. Im Fall von
Fab-HM-63-s8 (Abb. 3.6-3c) und Fab-NS-52 (Abb. 3.6-3f) erscheinen jedoch alle Zellen
griin. Die Férbung ist folglich nicht Virus-spezifisch. Sowohl die IgG-Negativkontrolle
(Abb. 3.6-3g) als auch Fab-8-18C5 (Abb. 3.6-3h) zeigten erwartungsgemél kein spezifisches
Signal. Hier war lediglich eine schwache Hintergrundfirbung zu beobachten. Wie bereits im
Test gegen Chlamydia pneumoniae wurden mit dem Hise)-spezifischen Sekundérantikorper
ohne Primirantikorper alle Zellen im Blickfeld stark gefarbt (Abb. 3.6-3i). Durch die
Prikomplexierung mit rFab-Fragmenten konnte dieses Phédnomen stark reduziert werden, wie
in der Fab-basierten Negativkontrolle mit Fab-8-18C5 deutlich wurde (Abb. 3.6-3h). Da
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damit auch die Ansdtze mit Fab-1039-s1 (Abb. 3.6-3b), Fab-HM-63-s9 (Abb. 3.6-3d) und
Fab-HM-63-s2 (Abb. 3.6-3e) vergleichbar waren, wurden diese als negativ fiir Masern-Viren
interpretiert.

Abb. 3.6-3: Immunfluoreszenzfirbung von Masern-Viren-infizierten Zellen

Kommerzielle Objekttrager mit Masern-Viren-infizierten Zellen (Bezeichnung der Firma ,,EU 38°)
wurden mit Prikomplexen aus rFab-Fragmenten und Hisg)-spezifischem Antikdrper aus der Maus
(Klon HIS.HS) inkubiert. Die Detektion erfolgte mit einem FITC-markierten anti-Maus-Antikdrper.
Positiv- und Negativkontrollen in Form von IgG-Antikdrpern stammten von der Firma Euroimmun.
(a) IgG-Positivkontrolle (Euroimmun), (b) Fab-1039-s1, (c) Fab-HM-63-s8, (d) Fab-HM-63-s9,
(e) Fab-HM-63-s2, (f) Fab-NS-52, (g) IgG-Negativkontrolle (Euroimmun) (h) Fab-8-18C5 (Fab-
basierte Negativkontrolle), (i) Klon HIS.H8 ohne Primérantikérper (Negativkontrolle). Eine Fab-
basierte Positivkontrolle stand nicht zur Verfiigung.

Interessanterweise wurde bei anderen Immunfluoreszenztests der Firma Euroimmun fiir
Fab-HM-63-s8 und Fab-NS-52 dasselbe Phinomen beobachtet. Beide rFab-Fragmente
farbten auf vergleichbare Weise Zellen des Tests gegen HSV 1 und 2, Rételn, in etwas
abgeschwichter Form gegen EBV und fiir Fab-HM-63-s8 auch Varizella Zoster (hier nicht
gezeigt). Dies deutete darauf hin, dass die beiden genannten rFab-Fragmente moglicherweise

ubiquitére intrazelluldre Antigene erkennen.
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3.6.3 Intrazellulire Antigene

Als intrazelluldre Antigene wurden Proteine und Zellkernbestandteile getestet. Dabei wurden
unterschiedliche Methoden angewendet: indirekte Immunfluoreszenz, Immunoblot mit

denaturierten Proteinen sowie Affinitdtschromatographie mit Proteinen im nativen Zustand.

3.6.3.1 Indirekte Immunfluoreszenz gegen Zellkernbestandteile

Zum Nachweis der Reaktivitit gegen Bestandteile des Zellkerns wurde ein kommerzieller
und fiir die klinische Routine standardisierter Immunfluoreszenztest der Firma Euroimmun
verwendet, bei dem humane Epithelzellen auf Objekttrager fixiert sind. Bei Antigenen des
Zellkerns handelt es sich beispielsweise um DNA, RNA, Histone oder Proteine des
Zentromers. Die Durchfithrung entsprach Abschnitt 3.6.2 und fiihrte letztlich auch zum
gleichen Ergebnis. Wéhrend IgG-Positiv- und Negativkontrollen sowie die Fab-basierte
Negativkontrolle Fab-8-18C5 das erwartete Ergebnis zeigten, wurde beim His)-spezifischen
Sekundérantikdrper ohne Primédrantikorper eine starke unspezifische Hintergrundfarbung
beobachtet. Eine schwache Reaktivitdit der Prdkomplexe aus rFab-Fragmenten und
Sekundirantikdrper war zum wiederholten Male sichtbar mit Fab-HM-63-s8 und Fab-NS-52
und war negativ mit Fab-1039-s1, Fab-HM-63-s9 und Fab-HM-63-s2. Die Fluoreszenz von
Fab-HM-63-s8 und Fab-NS-52 war vergleichbar mit Abbildung 3.6-3¢,f und iiber die
gesamte Zelle, das heilit Zellkern und Zytoplasma, verteilt. Eine spezifische Férbung von

Bestandteilen des Zellkerns war demnach auch hier auszuschlief3en.

3.6.3.2 Immunoblots mit Zelllysat

Um intrazelluldre Proteine im entfalteten denaturierten Zustand als Antigene zu untersuchen,
wurde von der Zelllinie ,,Fe-EBV* ein Zelllysat hergestellt. Die Proteine wurden {iber ein
2D-Gel getrennt, auf eine PVDF-Membran iibertragen, mit rFab-Fragmenten inkubiert und
mit einem HRP-gekoppelten Hise)-spezifischen Antikorper (Klon HIS-1) mittels
Chemilumineszenz detektiert. Die Negativkontrolle Fab-8-18C5 ergab kein Signal. Eine Fab-
basierte Positivkontrolle stand nicht zur Verfiigung. Bei keinem der fiinf rFab-Fragmente war
eine Reaktivitdt gegen Proteine des Zelllysats nachzuweisen. Um eine Aussage dariiber
treffen zu konnen, ob diese vorldufigen Ergebnisse tatsichlich negativ sind, miisste das
Experiment unter weniger stringenten Bedingungen wiederholt werden, mehr
Ausgangsmaterial eingesetzt werden oder die Sensitivitit durch beispielsweise hohere
Antikorperkonzentrationen erhoht werden. Die Optimierung des Protokolls ist derzeit in
Arbeit.



3.6.3.3 Affinititschromatographie mit Zelllysat

Ob die rFab-Fragmente intrazelluldre Proteine in nativer gefalteter Form erkennen, wurde mit
Affinitdtschromatographie getestet. Hierfiir wurden Jurkat-Zellen lysiert. Die fiinf rFab-
Fragmente wurden an je eine Ni-NTA-Sdule gebunden und anschlieBend mit Zelllysat
beladen. Als Negativkontrolle diente rekombinant exprimiertes NF-155, welches unter
gleichen Bedingungen in HEK293E-Zellen hergestellt wurde, iiber ein C-terminales His)-
Signalpeptid verfiigt, jedoch keine Antigenbindungsstelle besitzt. Die rFab-Fragmente
beziehungsweise NF-155 wurden anschlieBend zusammen mit den gegebenenfalls daran
gebundenen Antigenen eluiert und iiber SDS-PAGE analysiert (Abb. 3.6-4).

NI N b,s?’ Abb. 3.6-4: SDS-PAGE der eluierten Proteine aus
N N ¢ NI Affinititschromatographie mit Zelllysat
& & wa Mit rFab-Fragmenten sowie NF-155 beladene Ni-
— 200 NTA-Sdulen wurden mit Jurkat-Zelllysat inkubiert,
1 => o — 116 gewaschen und gebundene Proteine eluiert. Diese
wurden unter reduzierenden Bedingungen iiber ein
) Gradientengel (4-20%) getrennt und die Proteine mit
3 - — 32 Coomassie-Blau detektiert. Stark gefirbte Banden
(nummeriert von 1 bis 4) wurden aus dem Gel
4 = | — - tatnd isoliert und einer Analyse mit MALDI-TOF
~ 2 unterzogen. (1) Bande bei circa 150 kDa in der Spur
von NF-155, (2) und (3) Doppelbanden zwischen 45
_ 142 und 55 kDa, (4) Banden mit 25 kDa bezichungsweise
420% Doppelbande in Spur von Fab-HM-63-s9.

In allen Spuren waren Banden bei circa 25 kDa sowie zwischen 45 und 55 kDa nach-
zuweisen. Bei Fab-NS-52 war vermutlich aufgrund einer geringeren Proteinmenge die Bande
mit 55 kDa nur schwach zu erkennen. Bei NF-155 fehlte die Bande bei 25 kDa, stattdessen
war eine Bande bei circa 150 kDa zu detektieren. Pro Spur wurden die genannten Banden aus
dem Gel isoliert und die Proteine mit MALDI-TOF Massenspektrometrie identifiziert.

In allen Féllen handelte es sich erwartungsgemil bei den 25 kDa-Banden um die H- und
L-Ketten der rFab-Fragmente (siche auch Abb. 3.5-1). In Bande 1 wurde das Kontrollprotein
NF-155 nachgewiesen. Die beiden unbekannten Proteine wurden in allen Spuren als Enolase
(Bande 3) und DERPI2 (Bande2) identifiziert. Bei Enolase, einem Enzym des
Glukosestoffwechsels, handelt es sich um ein Metall-bindendes Protein. DERP12 (dermal
papilla derived protein 12) ist eine Oxidoreduktase. Da diese beiden Proteine auch in der
Negativkontrolle nachgewiesen wurden, war zu vermuten, dass Enolase und DERP12 direkt
an die Ni*'-Sdule gebunden hatten und im Elutionsschritt mit Imidazol mit den His()-
Proteinen von der Séule verdriangt wurden. Ein spezifisch an eines der rFab-Fragmente

gebundenes Protein konnte mit diesem Experiment folglich nicht detektiert werden.



3.6.4 Lipidantigene

Um Lipide als mogliche Antigene der oligoklonalen Antikérper zu untersuchen, wurde ein
kombinatorischer Glycolipidarray durchgefiihrt. Lipide wurden sowohl einzeln als auch in
einer 1:1 Mischung mit jedem anderen Lipid auf eine PVDF-Membran immobilisiert. Nach
der Inkubation mit rFab-Fragmenten folgte die Detektion mit einem Peroxidase-gekoppelten
His)-spezifischen Antikérper (Klon HIS-1). Die Expositionszeiten betrugen zwischen einer
Sekunde und 16 Stunden. Neben der internen Negativkontrolle, bei der sich auf der Membran
in einer Diagonale lediglich Methanol befand, diente als Fab-basierte Negativkontrolle wie in
den meisten vorherigen Experimenten Fab-8-18C5. Eine potentielle unspezifische
Hintergrundfarbung wurde durch alleinige Inkubation der Membran mit dem
Sekundérantikorper {iberpriift. Da kein rFab-Fragment mit bekannter Reaktivitit gegen
Lipide zur Verfiigung stand, wurde als Positivkontrolle Serum eines GBS-Patienten

eingesetzt. Abbildung 3.6-5 zeigt das Ergebnis der Positivkontrolle.

Abb. 3.6-5: Glycolipidarray mit Serum eines GBS-Patienten

2 oo
8332225859 Die Lipide Sulfatid (Sul), Galactosylcerebrosid (GalC), Ceramid
Tl (Cer), Cardiolipin (Cardio), Sphingosin (SS), Sphingomyelin
Sul sl ol = (SM), Cholesterin (Chol), Digalactosyldiglycerid (Dgdg), Mono-
Gglecr ——a— : : galactosyldiglycerid (Mdgd) und Phosphatidylcholin (PC) wurden
Cardio [Tl 5[ 3 [§] einzeln und in Kombinationen in Duplikaten auf einer Membran
853 - '_‘ immobilisiert und mit Serum eines GBS-Patienten inkubiert.
Chol Gebundene Antikdrper wurden mit einem anti-human-IgG-
5333 Antikorper und Chemilumineszenz detektiert. Die Expositionszeit
rc [T 5 betrug 10 Minuten. In der Diagonale von links oben nach rechts

unten befand sich die Negativkontrolle mit Methanol.

Alle Signale, welche mit Serum eines GBS-Patienten detektiert wurden, waren aufgrund des
Musters symmetrisch zur Hauptdiagonale signifikant. Diese integrierte Doppelbestimmung
erlaubt die klare Abgrenzung von falsch positiven Signalen, da jedes Signal nur dann als
spezifisch eingestuft wird, wenn auch das jeweilige Duplikat auf der Membran erkannt wird.
Falsch positive Signale wurden hier nicht detektiert. Mit GBS-Serum wurden iiberwiegend
Komplexe aus Cholesterin, Digalactosyldiglycerid und Monogalactosyldiglycerid erkannt.
Auch Sulfatide und Sulfatidkomplexe sowie Cardiolipin und Cardiolipinkomplexe wurden
von Serum-Antikdrpern gebunden. Die Diagonale mit Methanol ohne Lipid als Kontrolle war
erwartungsgemal negativ.

Der Glycolipidarray mit rFab-Fragmenten wurde insgesamt fiinfmal wiederholt, um eine
statistische Signifkanz zu gewéhrleisten. Dabei stellten sich Fab-HM-63-s9 und Fab-NS-52
als reproduzierbar positiv heraus. Das Ergebnis dieser beiden Lipid-reaktiven rFab-
Fragmente ist gemeinsam mit der Negativkontrolle Fab-8-18C5 in Abbildung 3.6-6

zusammengefasst.
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Abb. 3.6-6: Glycolipidarray mit Fab-HM-63-s9, Fab-NS-52 und Fab-8-18C5

Auf einer Membran immobilisierte Lipide wurden mit rFab-Fragmenten inkubiert. Die Detektion
erfolgte durch Chemilumineszenz mit einem HRP-gekoppelten His)-spezifischen Antikorper (Klon
HIS-1). Weitere Details siche Legende der Abbildung 3.6-5. Es sind die Ergebnisse fiir Fab-HM-
63-s9 (a-c), Fab-NS-52 (d-e) sowie Fab-8-18C5 als Negativkontrolle (f-h) zu unterschiedlichen
Expositionszeiten (1 Sekunde, 1 Minute, 20 Minuten) gezeigt.

In allen fiinf Experimenten zeigte Fab-HM-63-s9 eine starke Reaktivitit gegen Lipide
(Abb. 3.6-6a-c). Bereits nach einer Sekunde Expositionszeit wurden Sulfatide detektiert,
sowohl einzeln als auch in allen Kombinationen. Der Komplex aus Sulfatid und
Sphingomyelin wurde von Fab-HM-63-s9 mit deutlich geringerer Afffinitdt gebunden.
Zudem wurden Cardiolipin, Mischungen aus Cardiolipin und Galactosylcerebrosid sowie aus
Galactosylcerebrosid und Monogalactosyldiglycerid identifiziert. Nach einer Minute kamen
weitere schwichere Signal hinzu, unter anderem verschiedene Kombinationen mit
Cardiolipin und Monogalactosylcerebrosid. Die Signale waren signifikant, da sie in
Duplikaten symmetrisch zur Hauptdiagonale nachzuweisen waren. Auch die integrierte

Negativkontrolle mit Methanol ohne Lipid fiel erwartungsgemal3 aus. In Abbildung 3.6-6¢



wurde die Negativkontrolle nahe der Sulfatiderkennung durch die hohe Signalstirke und der
daraus resultierenden Uberbelichtung iiberdeckt.

In vier von fiinf Experimenten war Fab-NS-52 positiv fir Komplexe aus Sulfatid und
Galactosylcerebrosid (Abb. 3.6-6d-f). Nach einer Sekunde Expositionszeit war noch keine
Reaktivitdt erkennbar, nach einer Minute war das Signal noch schwach und nach 20 Minuten
schlieBlich deutlich zu sehen. Auch Sulfatid und verschiedene Kombinationen daraus waren
nach 20 Minuten schwach zu erkennen. Der Komplex aus Sulfatid und Sphingomyelin wurde
als einzige Kombination nicht erkannt und bestétigte tendenziell die Beobachtung mit
Fab-HM-63-s9, welches den genannten Komplex mit deutlich geringerer Affinitdt gebunden
hatte. Da die Signale in jedem der fiinf unabhéngig durchgefiihrten Experimente jeweils
symmetrisch in Duplikaten auftraten, war die Reaktivitit signifikant. Dies wurde
insbesondere durch den Vergleich mit der Negativkontrolle Fab-8-18C5 unterstiitzt, mit
welchem nach gleichen Expositionszeiten kein Signal zu detektieren war (Abb. 3.6-6g-i). Die
interne Kontrolle mit Methanol ohne Lipid war wie erwartet negativ.

Fab-HM-63-s2 und Fab-HM-63-s8 reagierten in zwei von fiinf Experimenten mit Sulfatid
und Sulfatidkomplexen (hier nicht gezeigt). Diese waren zwar gemill der integrierten
Doppelbestimmung in Duplikaten nachzuweisen, das Ergebnis war jedoch offensichtlich
nicht reproduzierbar. AuBlerdem waren die Signale nur nach Expositionen iiber Nacht zu
beobachten. Fab-1039-s1 fiihrte in keinem der durchgefiihrten Experimente zu einem

signifikanten Signal (hier nicht gezeigt).
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4. Diskussion

OKB im Liquor von Patienten sind ein entscheidendes Kriterium bei der Diagnose von MS.
Vor mehr als 50 Jahren wurden sie erstmals mithilfe elektrophoretischer Techniken sichtbar

gemacht [82].

Abb. 4-1: Erster Nachweis oligoklonaler Banden im Liquor von MS-Patienten im Jahre 1960

Das Bild stammt aus Abbildung 1-1 der Originalver6ffentlichung von Lowenthal ef al. (1960) und
zeigt erstmals OKB im Liquor eines MS-Patienten [82]. Die Kathode, an der die Probe aufgetragen
wurde, befindet sich rechts, die Anode links. Folgende Fraktionen wurden unterschieden:
P Praalbumin, A Albumin, a; alpha-1-Globulin, a, alpha-2-Globulin, B, beta-1-Globulin, 3, beta-2-
Globulin, y gamma-Globulin.

Die damals angewandte Methode entsprach noch keiner IEF, sondern beruhte auf der
relativen Beweglichkeit von Proteinen im elektrischen Feld. Im Bereich der Kathode
aufgetragen wandern Prdalbumin und Albumin am schnellsten, dann folgen o- und
B-Globuline. Am langsamsten wandern vy-Globuline. Sie reprisentieren grofitenteils
Antikorper und konnten mit der Agargelelektrophorese zum damaligen Zeitpunkt noch nicht
gut aufgetrennt werden. Erst mit Einfiilhrung der IEF im Jahre 1974 [66] gelang eine
hochauflosende Trennung der y-Globulinfraktion in OKB, wie sie heute dem Standard in der

MS-Diagnostik entspricht (siche auch Abb. 1-5 der Einleitung).

Obwohl diese markante Antikdrperpopulation erstmals in der 40er Jahren des 20. Jahr-
hunderts von Elvin Kabat beschrieben wurde [57, 58] und seit Lowenthal et al. als OKB
bekannt ist [82], gelang es bis zum heutigen Zeitpunkt nicht, deren Rolle in der
Immunpathogenese aufzukldren. Die vorliegende Arbeit beschiftigte sich deshalb eingehend
mit der Charakterisierung der OKB mit dem langfristigen Ziel, deren Antigene zu
identifizieren.

Im ersten Teilprojekt wurde eine Technologie erarbeitet, die es erlaubt, reife Antikérper ihren
urspriinglichen B-Zellen zuzuordnen. Dadurch konnte bei Liquorproben von vier MS-

Patienten gezeigt werden, dass Zellen der B-Zelllinie im Liquor an der Produktion der OKB-



Antikorper beteiligt sind. Auch B-Zellen in den entziindlichen Herden im MS-Gehirn steuern
nach den Ergebnissen des zweiten Teilprojekts offensichtlich Antikdrper im Liquor bei.
Diese Beobachtung stellt ein wichtiges Bindeglied zwischen den beiden Kompartimenten dar,
welches die Relevanz der Antigensuche mit Liquor-Antikorpern unterstiitzt.

Des Weiteren konnten erstmals mit einem eigens etablierten Protokoll einzelne Antikorper
aus definierten OKB rekonstruiert werden. Dies erlaubt eine sehr spezifische Antigensuche
mit monoklonalen Antikdrpern, unabhéngig von der polyklonalen irrelevanten Antikorper-
population im Liquor. Zwei von fiinf OKB-basierten rFab-Fragmenten reagierten mit

Sulfatid, einem Lipid, welches in der Myelinschicht angereichert ist.

4.1 OKB-Antikorper stammen von B-Zellen im Liquor ab

Im ersten Abschnitt der vorliegenden Arbeit wurde das Projekt der Diplomarbeit
abgeschlossen und mit der etablierten Technologie die Grundlage fiir alle weiteren
Untersuchungen rund um B-Zellen und oligoklonale Antikérper geschaffen. Die zugrunde
liegende Strategie nutzt die charakteristischen Aminosaureaustausche in den Ig-Ketten reifer
Antikorper, welche wihrend der B-Zellreifung durch SHM im Ig-Locus zustande kommen.
Anhand der Analysen von Liquorproben vier verschiedener MS-Patienten konnte gezeigt
werden, dass sich das OKB-Repertoire zum Grofteil mit dem Ig-Transkriptrepertoire der
Liquor-B-Zellen deckt. Kontrollexperimente bestitigten die Signifikanz der Uberlappung.
Liquor-B-Zellen haben demnach Anteil an der Produktion der oligoklonalen Antikorper.

Die entwickelte Strategie konnte auch bei anderen entziindlichen Erkrankungen angewendet
werden, um den Zusammenhang zwischen B-Zellpopulationen und Antikérperproduktion zu
untersuchen. Bei rheumatoider Arthritis beispielsweise sind in der entziindeten
Gelenkinnenhaut Plasmazellen nachzuweisen [163]. Serum-Autoantikdrper gegen Peptide,
welche Citrullin, posttranslational modifiziertes Arginin, tragen, sind zudem wichtiger
Bestandteil in der RA-Diagnose [128]. Ob die Plasmazellen im entziindeten Gewebe fiir die
Produktion dieser anti-Citrullin-Antikdrper verantwortlich sind, konnte mithilfe der

etablierten Methode tiberpriift werden.

4.1.1 Liquor-B-Zellen resultieren aus einer Antigen-induzierten Immunantwort

Die detaillierte Analyse der Ig-V(D)J-Transkripte von Liquor-B-Zellen wies bei allen vier

Patienten auf eine gereifte B-Zellpopulation nach Antigenkontakt hin. Dies wurde deutlich



anhand von Merkmalen wie SHM, klonale Expansion und Dominanz des IgG1-Subtyps.
Insbesondere durch die Anh&ufung von Punktmutationen in den CDR-Regionen entstehen
Patienten-spezifische Ig-V(D)J-Transkriptome, welche bereits in fritheren Studien fiir
B-Zellen im Liquor von MS-Patienten beobachtet wurden [24, 103, 117, 125]. Theoretisch ist
dadurch eine unendlich hohe Vielfalt an Ig-Sequenzen moglich. Die Heterogenitdt der
Ig-V(D)J-Transkripte war jedoch bei allen vier Patienten stark eingeschrénkt. Dies bestétigt
die klonale Expansion selektionierter B-Zellpopulationen [92, 103, 117, 125]. Zum einen
wurden einige Ketten mehrfach detektiert, zum anderen war die Vielfalt der CDR3-Regionen
stark limitiert. Ketten mit gleicher Aminosduresequenz in diesem hypervariablen Abschnitt
stammen offensichtlich von einem gemeinsamen B-Zellklon ab, von dem aus bei intra-
klonalen Teilungen weitere SHM eingefiihrt wurden [24, 92]. Beim Vergleich der CDR3-
Sequenzen zwischen den untersuchten Patienten waren jedoch keine gemeinsamen Sequenz-
motive detektierbar.

Auffillig war, dass bei allen vier Patienten die VH3- und VH4-Subfamilie {iberreprisentiert
war. Eine vergleichbare Tendenz konnte bei RA-Patienten im Blut [68] und im entziindeten
Gewebe [155] nachgewiesen werden. Spéter folgten Studien, die diese Beobachtung fiir MS
bestitigen konnten. Dies war fiir B-Zellklone sowohl im Gehirn [8, 105] als auch im Liquor
der Fall [106, 117, 125]. Bei CIS (clinically isolated syndrome), einer zum Zeitpunkt des
ersten Schubs MS-verwandten Erkrankung, folgte der zweite Schub und damit die
Entwicklung einer echten MS friiher, wenn Patienten eine derartige VH4-Tendenz in ihrem
Liquor-B-Zellrepertoire aufwiesen [13]. Patienten ohne Dominanz der VH4-Subfamilie
zeigten in der genannten Studie innerhalb von zwei Jahren keinen weiteren Schub. Es ist
denkbar, dass Epitope von Autoantigenen bevorzugt an BZR binden, deren Antigen-
bindungsstelle von CDR-Schleifen des VH4-Segments gebildet wird. Dadurch kdme es zu

einer chronischen Stimulierung dieser B-Zellen und zu einer selektiven klonalen Expansion.

4.1.2 Das OKB-Antikorperrepertoire ist Komplement-aktivierend

Bereits bei der Analyse der Ig-V(D)J-Transkriptome aus Liquor-B-Zellen war auffillig, dass
bei allen vier untersuchten Patientenproben IgG1 als Subtyp dominierte. In der Diplomarbeit
wurde dazu ein Kontrollexperiment mit B-Zellen aus Blut eines gesunden Probanden
durchgefiihrt. Hier wurde eine deutlich heterogenere Verteilung mit groftenteils IgG2 und
lediglich 17% IgG1 nachgewiesen. Diese Beobachtung deckte sich mit den Daten der IgG-
Proteomanalyse. OKB-Antikorper wurden iiberwiegend als I[gG1 exprimiert, wohingegen im
Serum hauptséchlich IgG2-Peptide identifiziert wurden (siche Abschnitt 3.1.2). Dies ist
ebenfalls konsistent mit fritheren Untersuchungen [62, 149]. IgGl ist Komplement-



aktivierend. Laut einer Studie von Sjelleberg et al. korrelieren erhohte Konzentrationen an
TCC (terminal complement complex), einem Bestandteil des Komplementsystems, im Liquor
von MS-Patienten mit einer ausgepriagteren Demyelinisierung im Gehirn und dadurch mit
dem Schweregrad neurologischer Symptomatik [133]. Gestiitzt wird dieser mogliche
Zusammenhang von der Beobachtung, dass im Bereich aktiver Hirnldsionen Abbauprodukte
der Myelinschicht gemeinsam mit Ig-Molekiilen und Komplement im Zytoplasma von
Makrophagen nachweisbar sind. Dies wurde sowohl im Tiermodell EAE [139] als auch in
postmortem Hirngewebe von MS-Patienten [83] gezeigt. Das demyelinisierende Potential
solcher anti-Myelin-Antikorper, insbesondere fiir MOG, konnte in vitro [63] und in vivo [76]
demonstriert werden. Diese Studien untermauern die Relevanz einer humoralen Immun-
antwort in der Pathogenese von MS.

In keinem der vier Patientenliquores wurden Peptide von A-Ketten identifiziert. Wahrend laut
Link und Zettervall im Blut und Liquor sowohl gesunder Probanden als auch von Patienten
mit anderen neurologischen Erkrankungen wie beispielsweise Neurosyphilis oder GBS das
Verhiltnis von k- zu A-Ketten bei etwa 1:1 liegt, zeigen MS-Patienten im Liquor, nicht aber
im korrespondierenden Blut, {iberwiegend IgG mit « als L-Kette [77]. Da dieses Phdnomen
charakteristisch fiir MS ist, ist die Bestimmung des x/A-Verhiltnisses im Liquor von
diagnostischem Wert. Es erlaubt die Abgrenzung von anderen neurologischen Erkrankungen,
bei welchen ebenso OKB im Liquor nachzuweisen sind [54]. Ahnlich der bereits diskutierten
VH4-Dominanz konnten 1gG(x)-Antikdrper aus einer positiven Selektion einiger weniger
B-Zellen stammen, welche iiber die CDR-Schleifen der k-Ketten bevorzugt bestimmte

Epitope von Autoantigenen erkennen.

Der Nachweis, dass OKB-Antikérper von Liquor-B-Zellen produziert werden, war ein
wichtiger Schritt in der Charakterisierung dieser diagnostisch bedeutsamen Antikorper-
population. Ob sie auch unmittelbar an der Immunpathogenese beteiligt sind, kann nur dann
beantwortet werden, wenn deren Antigene identifiziert werden und ein Zusammenhang mit
den entziindlichen Prozessen im Gehirn hergestellt werden kann. Die vorliegende Arbeit
beschiftigte sich im weiteren Verlauf mit beiden Aspekten. Diese Ergebnisse werden im

Folgenden diskutiert.



4.2 Liquor und Gehirn weisen iiberlappende Ig-Repertoires auf

Es wurde gezeigt, dass Zellen der B-Zelllinie im Liquor groen Anteil an der Produktion des
OKB-Antikorperrepertoires haben. Doch auch am Ort der Autoimmunantwort, das heifit in
den entziindlichen Lésionen im MS-Gehirn, sind B-Zellen und Antikorper lokalisiert. Um
den Ursprung der Liquor-B-Zellen und -Antikérper weiter zu untersuchen, wurden
vergleichende Analysen der Repertoires von Liquor und Gehirn durchgefiihrt. Fiir diese
Studie stand Material von nur drei MS-Patienten zur Verfiigung, da Liquor und Hirngewebe
desselben Patienten nur duflerst selten parallel vorliegen. Biopsien von Hirngewebe werden
aus ethischen Griinden kaum durchgefiihrt, weil dies aus klinischer Sicht fast nie notwendig
ist. Bei Autopsien von MS-Patienten wird zwar hiufig Lasionsgewebe entfernt, die Entnahme

von Liquor ist jedoch meist nicht vorgesehen.

4.2.1 Ektopische Keimzentren erlauben eine intrathekale B-Zellreifung

B-Zellen miissen zunidchst aus der Peripherie in das ZNS einwandern. Dies ist auf drei
verschiedene Wege moglich: tiber den Plexus choroideus in den Liquor (Blut-Liquor-
Schranke), iiber den perivaskuldren Raum in den Subarachnoidalraum und damit ebenso in
den Liquor sowie direkt ins Gehirnparenchym iiber die Blut-Hirn-Schranke [120].
Vermutlich werden B-Zellen im peripheren Lymphgewebe aktiviert, um von dort liber einen
der erlduterten Wege in das ZNS zu gelangen [44]. Um im Anschluss zu Antikorper-
produzierenden Plasmazellen differenzieren zu kénnen, muss im ZNS eine Umgebung
geschaffen werden, welche in Anwesenheit des Antigens mit Unterstiitzung von
T-Helferzellen diesen Entwicklungsschritt forciert [67]. Serafini et al. wiesen Strukturen in
den Meningen im MS-Hirn nach, welche den Keimzentren sekundérer lymphatischer Organe
in der Peripherie dhneln [130]. Dort sind alle notwendigen Komponenten fiir eine klassische
Keimzentrumsreaktion nachzuweisen: follikuldre dendritische Zellen, T-Zellen sowie
B-Zellen vor und nach der Differenzierung zu Plasmazellen [130]. Viele der dort
befindlichen B-Zellen filhren SHM durch (AID"), ein Teil der B-Zellen proliferiert stark
(Ki67"), der andere Teil wird aufgrund niedriger Affinititen durch Apoptose eliminiert
(Caspase-3") [129]. Diese Art ektopischer Keimzentren ist auch aus anderen Autoimmun-
erkrankungen im entziindeten Gewebe bekannt, beispielsweise in der Gelenkkapsel bei RA
[141] oder in der Schilddriise bei Hashimoto-Thyreoiditis [135]. Die dort gebildeten
Antikdrper richten sich bei letzterem tatsdchlich gegen Schilddriisen-spezifische
Autoantigene wie Thyroglobulin und Thyroperoxidase und sind dadurch mit hoher
Wabhrscheinlichkeit pathogen [4].



Erst kiirzlich konnte anhand einer Repertoirestudie an MS-Hirnen gezeigt werden, dass
verwandte B-Zellklone in den Meningen und im Gehirnparenchym nachzuweisen sind [81].
Diese Beobachtung deutet darauf hin, dass B-Zellen nach ihrer Affinititsreifung in den
ektopischen Follikeln das Gehirnparenchym besiedeln. Von dort gelangt ein Teil der
B-Zellen weiter in den Liquor, was aus dem zweiten Projekt der vorliegenden Arbeit

hervorgeht.

4.2.2 B-Zellen im Liquor und Gehirn bilden ein Netzwerk verwandter Klone

Um zu tiberpriifen, ob B-Zellen im Liquor und Gehirn mdglicherweise von gemeinsamen
B-Zellklonen abstammen, wurden Ig-V(D)J-Transkripte beider Kompartimente miteinander
verglichen. Die analysierten B-Zellen aus Gehirn hatten dabei ihren Ursprung direkt in den
entziindlichen Herden im ZNS-Parenchym. Die detaillierte Charakterisierung der Ig-V(D)J-
Transkripte brachte in beiden Kompartimenten eine Vielzahl von SHM als Zeichen gereifter
B-Zellen nach Antigenkontakt hervor. Dies wurde bereits im ersten Projekt fiir B-Zellen aus
Liquor beobachtet (siche Abschnitt 3.1.1) und war konsistent mit fritheren Studien [24, 103,
117, 125]. Fiir Lasionen waren derartige B-Zellpopulationen ebenso bekannt [8, 105]. In der
vorliegenden Arbeit wurden Ig-V(D)J-Repertoires aus beiden Kompartimenten zum ersten
Mal gegeniibergestellt. Tatsdchlich konnten B-Zellklone identifiziert werden, welche sehr
dhnliche und teilweise sogar identische V(D)J-Sequenzen in unterschiedlichen
Kompartimenten aufwiesen. Es ist anzunehmen, dass B-Zellen mit iibereinstimmender
hypervariabler CDR3-Region von einem gemeinsamen B-Zellklon abstammen. Dieser fiihrte
vermutlich wihrend intraklonaler Teilungen neue SHM ein [92]. Klonale Varianten konnten
sowohl in voneinander entfernten Lésionen als auch in Gehirn und Liquor nachgewiesen
werden. Verwandte B-Zellklone mit gleicher Antigenspezifitit konnten direkt an der Bildung
mehrerer Plaques an verschiedenen Stellen im Gehirn beteiligt sein.

Ein Teil der B-Zellen konnte iiber die Zirkulation des Liquors aus dem Parenchym
ausgeschwemmt werden. Liquor wird im Verlauf eines Tages etwa dreimal komplett
erneuert. Dies konnte der Grund dafiir sein, dass die Mehrheit der analysierten B-Zellklone
einzigartig fiir Gehirn oder Liquor war. Insbesondere die Tatsache, dass das hier untersuchte
Patientenmaterial in zwei Féllen aus Autopsien stammte, konnte die Vermutung dahingehend
unterstiitzen, dass das B-Zellrepertoire aus einer Momentaufnahme resultiert. B-Zellen aus
Gehirn wiirden bei einer fortlaufenden Zirkulation quantitativ in Liquor ausgeschwemmt
werden und moglicherweise die B-Zellpopulation signifikanter abbilden als hier beobachtet.
Die Analyse des dritten Patienten mit Biopsiematerial erlaubte aufgrund unzureichender

RNA-Konservierung in FFPE-Gewebe keine ausgedehnte Ig-V(D)J-Transkriptomanalyse des



Gehirns. Nichtsdestotrotz konnte auch hier anhand zweier iiberlappender B-Zellklone aus
Liquor und Gehirn bestitigt werden, dass die beiden Kompartimente verwandte B-Zellen
enthalten. Eine vergleichbare Verteilung einzelner sowie verwandter Klone im MS-Gehirn
wurde bereits vor Jahren fiir T-Zellen beschrieben [56]. Dies deutet darauf hin, dass beide
Vertreter des adaptiven Immunsystems, T- und B-Lymphozyten, im entziindeten Gehirn in
dhnlicher Art und Weise organisiert sind und mdoglicherweise in stindiger Wechselwirkung

stehen.

4.2.3 Liquor-Antikorper spiegeln Ig-Transkripte parenchymaler B-Zellen wider

Durch massenspektrometrische Analyse konnte untersucht werden, ob Antikorper im Liquor
urspriinglich von B-Zellen im Gehirn stammen. Zahlreiche Peptide der Liquor-Antikorper
stimmten dabei nicht nur wie erwartet mit dem Liquor-Ig-V(D)J-Transkriptom iiberein,
sondern auch mit Transkripten aus Gehirn. Anhand der individuellen Signatur durch V(D)J-
Rekombination und SHM ist die Uberlappung spezifisch. Das bedeutet, dass das IgG-
Proteom im Liquor das Ig-V(D)J-Transkriptom des entziindeten ZNS-Gewebes in groflem
Umfang widerspiegelt.

Es ist anzunehmen, dass in den entziindeten Plaques eine lokale Antikdrperproduktion gegen
Autoantigene des ZNS stattfindet. Antikérper und Antigen bilden in den Lésionen
Immunkomplexe und bleiben solange im Gewebe, bis sie iiber Fc-Rezeptor-vermittelte
Kaskaden abgebaut werden. Gestiitzt wird diese Hypothese von Studien, in denen
Immunkomplexe mit Myelindebris im ZNS gemeinsam mit Komplement im Zytoplasma von
Makrophagen nachweisbar waren [83, 138]. Antikorper mit der Spezifitit fiir MOG konnten
beispielsweise direkt aus Liasionsgewebe isoliert werden [35, 99]. Auch MBP-spezifische
Antikorper wurden im MS-Gehirn nachgewiesen [157]. Ein gewisser Anteil der lokal
produzierten Antikérper konnte in den Liquor ausgeschwemmt werden, moglicherweise
aufgrund einer tiiberschiissigen Antikorperproduktion. Um diese Annahme zu iiberpriifen,
miisste auch das IgG-Proteom von Gehirnldsionen untersucht werden. Konnten in diesem Fall
tiberlappende Antikdrperpopulationen in beiden Kompartimenten nachgewiesen werden,
wiirde dies die Hypothese stiitzen. Leider war dieser Teil der Analyse aufgrund der
limitierten Verfiigbarkeit von Lasionsgewebe nicht moglich. Massenspektrometrie ist weitaus
weniger sensitiv als die Methoden der oben genannten Studien (Immunoassays mit Gold-,
Fluoreszenz- oder radioaktiv markierten Detektionsantikdrpern). Fiir ein aussagekréftiges

Ergebnis wiren demnach sehr viel groflere Antikérpermengen nétig.



Zusammenfassend konnen bislang bekannte Hinweise aus der Literatur um die Ergebnisse

des zweiten Projekts zu folgendem Bild ergénzt werden (Abb. 4-2).
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Abb. 4-2: Hypothese zur Reifung und Zirkulation von B-Zellen bei MS

B-Zellen treffen in peripherem Lymphgewebe iiber follikuldre dendritische Zellen (FDC) auf ein
ZNS-Autoantigen. Dessen Transport aus dem Gehirnparenchym ist bislang noch nicht verstanden.
Moglicherweise handelt es sich auch um Fremdantigene, welche zufilligerweise ZNS-
Autoantigenen &dhneln (,,molekulare Mimikry“, hier nicht gezeigt). Aktivierte reife B-Zellen
wandern aus der Peripherie beispielsweise iiber den Plexus choroideus in das ZNS ein. In
ektopischen Keimzentren der Pia mater durchlaufen sie dann eine Antigen-spezifische und
T-Zellabhidngige Affinititsreifung mit klonaler Expansion. Als Plasmazellen besiedeln sie
anschlieBend das Gehirnparenchym. Deren hochaffine IgG-Antikorper erkennen Antigene der
Myelinschicht von Neuronen und sind dadurch moglicherweise direkt an der Demyelinisierung
beteiligt. Ebenso ist denkbar, dass Myelindebris und nicht die intakte Myelinschicht gebunden
werden. Ein Teil der Plasmazellen als auch iiberschiissige [gG-Antikérper werden von dort letztlich
iiber die Liquorzirkulation in den Subarachnoidalraum ausgeschwemmt. Im Rahmen der MS-
Diagnose wird Liquor mittels Lumbalpunktion entnommen und die IgG-Antikorper konnen im
Anschluss nach IEF und Immunfixierung als OKB abgebildet werden (siche dazu Abb. 1.5)



4.3 Strategien zur Identifizierung von Antigenen der OKB

In den ersten beiden Projekten wurde die Herkunft der Antikdrper im Liquor bestimmt.
Demnach tragen sowohl Liquor-B-Zellen als auch B-Zellen im entziindeten Gehirn-
parenchym zum Liquor-Antikdrperrepertoire bei. Liquor-Antikorper stammen aufgrund
zahlreicher SHM von einer Antigen-induzierten Immunantwort im ZNS ab. Insbesondere
Antikorper der OKB sind von Interesse, da sie stark expandiert sind und als Komplement-
aktivierender IgG1-Subtyp exprimiert werden. In zahlreichen Studien wurden verschiedene
Antigene aus unterschiedlichen experimentellen Ansétzen diskutiert. In der vorliegenden
Arbeit wurde eine vollig neue Strategie entwickelt. Im Folgenden sollen die bisherigen

Methoden kurz erldutert und der eigenen gegeniibergestellt werden.

4.3.1 Bisherige Studien

Bislang wurden fiir die Antigensuche zwei grundlegend unterschiedliche Strategien
angewendet. Entweder fithrte man die Experimente mit dem zellfreien Uberstand von Liquor
durch, oder man rekonstruierte monoklonale Antikdrper aus einzelnen Liquor-B-Zellen.

Im ersten Fall werden Liquorproben mit potentiellen Antigenen inkubiert und daran
gebundene IgG-Antikorper mithilfe eines sekundédren Antikorpers detektiert. Weit verbreitet
ist die Antigensuche mittels ELISA [28, 52, 123] oder Immunoblot [20, 69, 80]. Die
genannten Ansétze haben allerdings den entscheidenden Nachteil, dass Liquor nicht nur
expandierte intrathekal synthetisierte Antikorper enthilt, sondern auch eine polyklonale
Population, welche stindig an der Blut-Liquor-Schranke aus der Peripherie infiltriert wird.
Demnach kann bei Verwendung von Liquorproben nicht unterschieden werden, ob Signale
von relevanten OKB-Antikdrpern oder von irrelevanten Antikdrpern der Hintergrund-
population stammen.

Die zweite Strategie basiert auf einem molekularbiologischen Ansatz. Einzelne B-Zellen
werden mithilfe von Durchflusszytometrie iiblicherweise iiber den Oberflichenmarker
CD138 aus Liquor sortiert. CD138 charakterisiert das Stadium Antikérper-produzierender
Plasmablasten und Plasmazellen. Einzelzell-PCR erlaubt im Anschluss die Identifizierung
gepaarter H- und L-Ketten. Daraus werden rekombinante Antikorper hergestellt und deren
Spezifititen untersucht [164]. Zwar gelingt es mit dieser Methode, die polyklonale
Antikorperpopulation auszuklammern, es kann jedoch kein Beweis erbracht werden, ob die
gewihlte B-Zelle einen relevanten Antikorper produziert. Eine Alternative ist die Expression
von Antikérpern klonal expandierter Plasmazellen [72, 104, 154]. Im Prinzip legitimieren die

Erkenntnisse des ersten Projekts der vorliegenden Arbeit den molekularbiologischen Ansatz,



da nachweislich ein betrdchtlicher Teil der Liquor-B-Zellen Liquor-Antikdrper produziert
(siche Abschnitt 3.1). Zudem konnte das Ergebnis der eigenen Arbeit bereits in einer
unabhédngigen Studie verifiziert werden [153]. Nichtsdestotrotz bleibt ungewiss, ob der

untersuchte Antikorper nicht vielleicht doch der unbeteiligten Population angehdrt.

4.3.2 Das neue Protokoll erlaubt die Rekonstruktion einzelner OKB-Antikorper

In der vorliegenden Arbeit wurde eine vollig neue Methode zur Antigensuche entwickelt. Im
Prinzip vereint sie die oben genannten Strategien, vermeidet jedoch deren Nachteile.
Zunichst werden in der Liquorprobe eines MS-Patienten die oligoklonalen Antikdrper iiber
Elektrophorese und Proteinfarbung detektiert. Sie werden einzeln aus dem Gel isoliert und
massenspektrometrisch analysiert. Da Massenspektrometrie praktisch nie eine Sequenz-
abdeckung von 100% liefert, werden die Peptidmassen den Ig-V(D)J-Transkriptdatenbanken
aus Liquor-B-Zellen desselben Patienten zugeordnet. Dadurch konnen ebenfalls
rekombinante Antikorper oder, wie hier, Fab-Fragmente hergestellt werden. Diese Strategie
garantiert, dass in der nachfolgenden Antigensuche ausschlieBlich echte OKB-Antikorper

untersucht werden.

4.3.2.1 Hochauflosende Antikorpertrennung

Der erste entscheidende Schritt im neu entwickelten Protokoll ist die Deglykosylierung der
IgG-Antikorper nach deren Isolierung aus einer Liquorprobe mit Protein G. Dadurch konnte,
wie anhand eines monoklonalen Antikorpers gezeigt, die Heterogenitit der Antikorper-
population und damit die Anzahl der Banden reduziert werden (siche Abb. 3.3-4). Darauf
folgt eine duBerst effiziente Trennung der Antikdrper mittels 2D-Gelelektrophorese. Trotz
nicht-reduzierender Bedingungen kommt es bei der IEF zu einer partiellen Abtrennung der
L-Ketten. Der zugrunde liegende elektrochemische Mechanismus ist noch nicht verstanden.
Méglicherweise kann folgende Uberlegung das Phiinomen erkliren.

Die IEF wird in Harnstoff durchgefiihrt. Harnstoff bewirkt die Auffaltung der Proteine,
indem Wasserstoffbriicken aufgebrochen werden. Die Disulfidbriicken bleiben unter diesen
Bedingungen durch den Verzicht auf reduzierende Reagenzien wie DTT erhalten.
Intermolekular besitzen IgGl-Antikdrper zwei Disulfidbriicken zwischen den beiden
H-Ketten und nur je eine Disulfidbriicke zwischen H- und L-Kette. Wéhrend der IEF entsteht
bei Spannungen bis zu 8000 V und insbesondere bei extremen pH-Werten ein starkes
elektrisches Feld, welches moglicherweise reduzierendes Potential besitzt. Dabei scheint die

Bindung zwischen H- und L-Kette aufgrund der einzigen Disulfidbriicke labiler zu sein als



die Bindung zwischen den H-Ketten, welche durch eine zweite Disulfidbriicke stabilisiert
wird. Da anzunehmen ist, dass sich aufgrund verschiedener Aminosiuresequenzen die
isoelektrischen Punkte der H- und L-Ketten unterscheiden, werden diese, je nach
momentanter Position im pH-Gradienten, in unterschiedliche Richtungen gezogen. Wenn nun
nach obiger Annahme das starke elektrische Feld dazu in der Lage ist, Disulfidbriicken zu
reduzieren, werden die Ketten nach ihrer Trennung an unterschiedlichen isoelektrischen
Punkten fokussiert. Abbildung 3.3-2 zeigt, dass Antikérper, wenn sie bei extremen
pH-Werten auf das IEF-Gel geladen werden, vollstindig reduziert werden. Wird der
Antikdrper hingegen im schwach sauren pH-Bereich appliziert, so kommt es lediglich zu
einer partiellen Reduktion der einzigen Disulfidbriicke zwischen H- und L-Kette
(siche Abb. 3.3-3). Dass in diesem Fall die H-Ketten zusammengehalten werden, hat
moglicherweise zwei Griinde: erstens wird die Bindung zwischen den H-Ketten durch zwei
Disulfidbriicken gefestigt, zweitens haben beide H-Ketten identische isoelektrische Punkte
und werden dadurch zusétzlich stabilisiert.

Erst die Trennung nach Molekulargewicht durch SDS-PAGE in der zweiten Dimension
macht es moglich, intakte H,L,-Heterodimere nachzuweisen. Einzelne OKB-Antikorper

konnen daraufhin gezielt aus dem Gel isoliert werden.

4.3.2.2 Semi-quantitative Auswertung von Massenspektren

Antikorper werden im ersten Schritt des Protokolls aus Liquor {iiber Protein G-
Affinitdtschromatographie gereinigt. Dadurch befindet sich auch das polyklonale Antikdrper-
repertoire in der Probe, da mit Protein G alle IgG-Molekiile isoliert werden. Die gesamte
Antikdrperpopulation wird deglykosyliert und iiber 2D-Gelelektrophorese getrennt. Je nach
IgG-Quotient konnen nach Coomassie-Farbung die expandierten OKB-Antikorper mehr oder
weniger gut von den polyklonalen Antikérpern unterschieden werden. Je hoher IgG?, desto
weniger Antikdrper stammen aus Serum und desto hoher ist der Anteil der OKB am IgG-
Gesamtgehalt im Liquor. Stark gefarbte distinkte Spots werden anschliefend aus dem Gel
isoliert. In einem Spot befinden sich aber nicht nur der expandierte OKB-Antikorper, sondern
unvermeidbar zu einem gewissen Anteil auch polyklonale Antikdrper, deren Peptide im
Massenspektrum nachweisbar sind. Deshalb wird im neuen Protokoll eine sehr stringente
Auswertung der MALDI-TOF-Daten mit erhdhten Schwellenwerten angewendet. Nur so
kann gewihrleistet werden, dass Peptide mit hoher Signalintensitit von expandierten OKB-
Antikorpern stammen.

Bei den zugeordneten H- und L-Ketten ergaben sich bemerkenswerte Sequenzabdeckungen
von teilweise nahezu 100% und eine beachtliche Ausbeute an verifizierten

Aminosduresequenzen durch Tandem-Massenspektrometrie von mehr als 50%. Zudem



konnten in allen Massenspektren anndhernd alle dominanten Signale einer Antikdrperspezies
zugeordnet werden, was bestitigt, dass es sich um Antikdrper der OKB handelte.

Bei vielen Spots konnten keine gepaarten H- und L-Ketten identifiziert werden, obwohl sie
im 2D-Gel deutlich gefarbt und distinkt waren. Dafiir sind folgende Griinde anzufiihren:
entweder stammten die identifizierten Peptide von verschiedenen Ketten aus dem Ig-V(D)J-
Transkriptom oder es handelte sich um nicht charakteristische Keimbahn-codierte Sequenzen.
AuBerdem wurden Spots verworfen, in denen die Signalintensititen der V-Regionen im
Vergleich zur C-Region sehr klein waren. In anderen Féllen scheiterte die Zuordnung an

unvollstindigen Ig-V(D)J-Transkriptdatenbanken.

Die wichtigsten Schritte des etablierten Protokolls sind in Abbildung 4-3 anhand eines
FlieBschemas veranschaulicht, beginnend mit einer Probe einer sehr heterogenen und
komplexen Korperfliissigkeit, in diesem Fall Liquor eines MS-Patienten, bis hin zur

Identifizierung einer einzigen H- und L-Kette eines einzelnen OKB-Antikdrpers.

Liquor semi-quantitative Auswertung
Peptidmassen
Reinigung
mit Protein G MALDI-TOF
1gG-Antikérper H,L,-Heterodimere
H- und L-Kette
eines OKB-Antikorpers ) . ‘
Deglykosylierung fraie H-und L-Kette
SDS-PAGE
verbesserte |IEF
weniger heterogene lgG-Antikérper
IgG-Antikdrperpopulation getrennt nach Ladung

Abb. 4-3: Flielschema des etablierten Protokolls zur Identifizierung einzelner OKB-
Antikorper aus Liquor

Aus einer Liquorprobe eines MS-Patienten werden zunéchst alle IgG-Antikdrper mittels Protein G-
Affinitdtschromatographie isoliert und dabei alle anderen Liquorproteine wie beispielsweise
Albumin abgetrennt. Die gereinigten 1gG-Antikdrper werden anschliefend deglykosyliert, um die
Heterogenitdt des Antikdrpergemischs zu reduzieren. Dabei werden alle N-Glykane abgespalten,
welche aufgrund ihrer moglichen Sialinisierung die Nettoladung der Antikorper beeinflussen. Die
verbesserte IEF, bestehend aus der OFFGEL-Apparatur, einer angepassten Probenapplikation sowie
einem Fokussierungsprotokoll mit insgesamt 120 kVh, fiihrt zu einer duBlerst effizienten Trennung
der Antikorper nach Ladung. Die weitere Proteintrennung mit SDS-PAGE ermdoglicht die Detektion
von Heterodimeren aus zwei H- und zwei L-Ketten. Deren Peptidmassen werden iiber MALDI-TOF
Massenspektrometrie bestimmt. Um Signale irrelevanter Antikdrper, welche von der polyklonalen
IgG-Hintergrundpopulation stammen, von Signalen expandierter OKB-Antikorper zu unterscheiden,
wird eine stringente semi-quantitative Auswertung angewendet. Sie erlaubt letztlich die eindeutige
Zuordnung einer H- zu einer L-Kette eines OKB-Antikorpers.



4.4 Test der OKB-basierten Fab-Fragmente auf Kandidatenantigene

Anhand des neu entwickelten Protokolls konnten im Verlauf der Arbeit fiinf OKB-Antikorper
aus drei verschiedenen MS-Patienten identifiziert werden. Als rekombinant exprimierte Fab-
Fragmente wurden sie im Anschluss in verschiedenen Experimenten zur Antigensuche
eingesetzt. Zunachst wurden Kandidatenantigene getestet, welche bereits in der Literatur fiir
MS beschrieben sind, es bislang jedoch nicht gelang, diese eindeutig den OKB-Antikorpern

zuzuordnen.

4.4.1 Hirngewebe sowie virale und bakterielle Erreger

Da bei MS offensichtlich die Myelinschicht der Nervenzellen im ZNS geschéadigt wird,
bestand das erste Experiment aus der Férbung von Hirngewebe. Mit Fab-8-18C5 konnte
innerhalb der weilen Gehirnsubstanz MOG gefarbt werden (siche Abb. 3.6-1a). Das
Farbemuster entsprach den Erwartungen [166] und bestitigte die Funktionalitit der
gewidhlten Versuchsbedingungen. Punktférmige Signale bei allen OKB-basierten rFab-
Fragmenten waren als unspezifisch zu interpretieren, da auch die Negativkontrolle, der
sekundire His)-spezifische Antikdrper ohne Primérantikorper, ein identisches Muster zeigte
(sieche Abb. 3.6-1b-g). Sicherlich befinden sich im Hirmngewebe viele Histidin-reiche
Proteine, welche direkt vom Sekundirantikdrper gebunden werden. Ublicherweise werden
bei Immunfluoreszenzfairbungen Antikorper statt Fab-Fragmente eingesetzt. Die
Entscheidung, OKB-Antikdrper als Fab-Fragmente zu exprimieren, war darin begriindet, dass
im zu untersuchenden Gewebe Fc-Rezeptoren vorhanden sind, welche Antikorper, nicht aber
Fab-Fragmente binden kdnnen. Darauf beruhende unspezifische Signale konnen dadurch im
Vorfeld reduziert werden. Die Verwendung von Antikorpern hitte hingegen den Vorteil, dass
direkt mit anti-IgG gegen die Spezies des Primirantikdrpers detektiert werden konnte. Da
Fab-Fragmente iiber keinen Fc-Teil verfiigen, ist diese Art der Detektion hier nicht moglich
und erfolgte deshalb iiber das Hise)-Signalpeptid. Eine Alternative wire ein Detektions-
antikrper gegen den C-Teil der k-Ketten, da alle rFab-Fragmente die Volllinge-Sequenz der
Ck-Region besitzen. Anwendbar ist dies allerdings nur bei gesundem Hirngewebe, nicht bei
Hirngewebe eines MS-Patienten, da fiir letzteres Ig-Ablagerungen bekannt sind [10, 35, 99,
157].

Hintergrundfarbungen des Hisg)-spezifischen Antikdrpers waren auch bei den Immun-
fluoreszenztests gegen virale und bakterielle Antigene zu beobachten. Unter anderem wurden
Masern-, Roteln- und Varizella Zoster-Viren getestet, da die sogenannte MRZ-Reaktion im

Liquor mit einer Haufigkeit von 89% eine Art Biomarker von MS darstellt [123].



Interessanterweise zeigen die wenigen MS-Patienten ohne OKB auch keine MRZ-Reaktion
[123]. Diese Tatsache lieBe vermuten, dass die MRZ-Reaktion unmittelbar mit OKB-
Antikorpern in Zusammenhang stehe. Eine spezifische Reaktivitdt gegen eines der Viren war
jedoch mit keinem der OKB-basierten rFab-Fragmente nachzuweisen. Um die starke
Hintergrundfarbung des Sekundérantikorpers zu reduzieren, wurden Prikomplexe aus rFab-
Fragment und His)-spezifischem Antikdrper eingesetzt. Dadurch sollten alle freien
Antigenbindungsstellen des Sekundirantikorpers im Vorfeld abgesittigt werden. Tatséchlich
konnte die unspezifische Hintergrundfarbung dadurch stark reduziert werden. Mit Fab-HM-
63-s8 und Fab-NS-52 ergaben sich jedoch nach wie vor in allen Experimenten Farbungen
aller Zellen im Testfeld. Aus diesem Grund lag die Vermutung nahe, dass nicht die viralen

Erreger, sondern bislang unbekannte ubiquitére Antigene erkannt werden.

4.4.2 Ubiquitire intrazellulire Antigene

Eine Studie von Williamson und Kollegen zeigte anhand zweier rekombinant exprimierter
Antikorper aus Liquor-B-Zellen eines MS-Patienten, dass diese doppelstringige DNA binden
[158]. Dieses Phdnomen wurde urspriinglich fiir die Autoimmunerkrankung SLE beschrieben
und trifft dort mit sehr hoher Frequenz von bis zu 95% aller Patienten zu [143]. Wie bereits
im Abschnitt 4.3.1 erldutert, kann mit einem Einzelzell-PCR-Ansatz jedoch nicht
gewihrleistet werden, dass der untersuchte Antikdrper der OKB-Population angehort.
Intrazelluldre Proteine aus gewdhnlichen Stoffwechselprozessen wurden ebenso als mogliche
Antigene von Liquor-Antikdrpern nachgewiesen. Beispielsweise konnten Triosephosphat
Isomerase, Glycerinaldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase [69] oder Transketolase [80] als
Antigene detektiert werden, wenn Gehirnextrakte elektrophoretisch aufgetrennt und nach
dem Transfer auf eine Membran mit Liquor von MS-Patienten inkubiert wurden. Ob die
Signale von expandierten OKB-Antikérpern stammen oder von polyklonalen irrelevanten
Antikorpern, kann mit diesem Ansatz jedoch nicht bestimmt werden. Zwar werden
Einschrankungen beider angewandter Methoden mit dem hier etablierten Protokoll
umgangen, ubiquitire Antigene konnten allerdings auch mit individuellen OKB-Antikorpern
nicht identifiziert werden. Sowohl die indirekte Immunfluoreszenz gegen nukledre Antigene
als auch der Test auf intrazelluldre Proteine im nativen sowie denaturierten Zustand waren
negativ.

Um eine Aussage treffen zu kdnnen, ob die rFab-Fragmente tatséchlich keine intrazelluldren
Antigene erkennen, miissten die Experimente langfristig unter optimierten Versuchs-
bedingungen wiederholt werden. Darauf wird im Folgenden sowie im Abschnitt 4.6

nochmals kurz eingegangen.



4.4.3 Aviditit und Affinitit als limitierende Faktoren

Die Affinitit der verwendeten OKB-basierten rFab-Fragmente sollte aufgrund ausgeprégter
SHM infolge der Affinititsreifung sehr hoch sein. Mdoglicherweise spielt jedoch die Aviditét
hier eine limitierende Rolle. IgG-Antikorper besitzen im Gegensatz zu monovalenten Fab-
Fragmenten zwei Antigenbindungsstellen. Ist beispielsweise auf einer Blotmembran eine
geniigend hohe Dichte an Antigenmolekiilen gegeben, so ist die Aviditit hoch, da die IgG-
Antikorper gleichzeitig zwei Antigene binden, Fab-Fragmente jedoch nur eines. Antikdrper
und Antigen befinden sich stindig in einem Gleichgewicht zwischen Bindung und
Dissoziation. Dieses Gleichgewicht wird in Richtung Immunkomplex verschoben, je hoher
die Affinitit des AntikGrpers zum Antigen ist. Eine niedrige Affinitdt kann durch eine hohe
Aviditdt kompensiert werden und umgekehrt. Bei gleicher Affinitét ist mit einem bivalenten
IgG-Antikorper  die  Wabhrscheinlichkeit, dass  mindestens eine  von  zwei
Antigenbindungsstellen besetzt ist, daher hoher, als bei monovalenten Fab-Fragmenten. Die
ausgebildeten Immunkomplexe mit IgG-Antikorpern sind folglich beispielsweise wihrend
der Waschschritte beim Immunoblot sehr stabil. Im Fall von Fab-8-18C5 war die Affinitét zu
MOG im Hirngewebe offensichtlich geniigend hoch, um die geringe Aviditdt auszugleichen.
Reicht die Affinitdt der Fab-Fragmente jedoch nicht aus, so werden diese relativ leicht von
einer Blotmembran oder einem Objekttriger weggewaschen. Hilfreich kdnnten hohere
Antigenkonzentrationen im Ausgangsmaterial sein. Im Gegensatz zu Immunfluoreszenz-
farbungen von Zellen oder Geweben wire dies bei Experimenten mit Zelllysat (Immunoblot,
Affinitdtschromatographie, = Immunprézipitation) umsetzbar.  Alternativ  ist  eine
Prikomplexierung der monovalenten Fab-Fragmente iiber einen Sekunddrantikorper gegen
Cx denkbar, um die Aviditit zu erhohen. His)-spezifische Antikérper sind aufgrund

unspezifischer Hintergrundfarbungen zukiinftig zu vermeiden.



4.5 Zwei OKB-basierte rFab-Fragmente reagieren mit Sulfatid

Alle bislang untersuchten Antigene viraler und bakterieller Erreger, Hirngewebe sowie
intrazellulire Antigene wie Zellkerne oder Proteine aus Zelllysat konnten mit den
angewandten Methoden nicht als Antigene der OKB-Antikdrper identifiziert werden. Erst der
Test auf Lipide deckte die Spezifitdt von zwei der fiinf OKB-basierten rFab-Fragmente auf.

4.5.1 Die Myelinschicht im ZNS ist zu 80% aus Lipiden aufgebaut

Bei MS stellt die Myelinschicht im ZNS das Zielgewebe der Autoimmunreaktion dar. Eine
zusammenfassende Darstellung des Aufbaus von Myelin zeigt Abbildung 4-4.
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Abb. 4-4: Aufbau der Myelinschicht im ZNS

(a) Oligodendrozyten umwickeln die Axone der Nervenzellen mit etlichen Myelinschichten. An den
Ranvierschen Schniirringen ist die Myelinschicht fiir die saltatorische Signalweiterleitung unter-
brochen. (b) Molekularer Aufbau. Myelin besteht aus einer Lipiddoppelschicht mit 80% Lipid
(Phospholipid, Glykolipid, Cholesterin) und 20% Protein (PLP Proteolipid Protein, MBP Basisches
Myelinprotein, MOG Myelin Oligodendrozyten Glykoprotein, MAG Myelin-assoziiertes Glyko-
protein, CNP zyklische Nukleotid Phosphodiesterase). (¢) Verteilung unterschiedlicher Lipid-
klassen und der hdufigsten Proteine. Kopfgruppen der Glykolipide zeigen im Gegensatz zu
Phospholipiden ausschlieBlich auf die extrazelluldre Seite. (modifiziert nach [109])



Myelin besteht nur zu 20% aus Proteinen. Dabei sind das integrale PLP und das extrinsische
MBP am hiufigsten vertreten. Zu einem geringeren Anteil ist MOG in die Myelinschicht
integriert. Immunantworten gegen Myelinproteine, sowohl T-Zell- als auch Antikorper-
vermittelt, sind fiir MS mehrfach beschrieben [1, 35, 55, 64, 71, 99, 102, 119, 140, 157].

80% der Myelinschicht werden von Lipiden gebildet. Es werden drei Hauptgruppen
unterschieden: Phospholipide, Glykolipide und Cholesterin. Wéhrend Glykolipide mit ihrer
hydrophilen Kopfgruppe ausschlieBlich in den Extrazelluldirraum ragen, sind die
Kopfgruppen der Phospholipide sowohl auf der extrazelluliren als auch auf der
zytoplasmatischen Seite exponiert. Es ist anzunehmen, dass speziell die hydrophilen

Kopfgruppen im Extrazelluldrraum demnach fiir Antikdrper zugénglich sind.

4.5.2 Anti-Lipid-Antikorper haben in EAE und MS pathogenes Potential

Zwei von fiinf OKB-basierten rFab-Fragmenten zeigten im Glycolipidarray eine signifikante
Reaktivitdt gegen Sulfatid und Komplexe aus Sulfatid und GalC. GalC ist das hiufigste
Glykolipid in der Myelinschicht, ein Fiinftel des Glykolipidanteils machen Sulfatide aus
[109]. Der einzige Unterschied besteht im negativ geladenen Sulfat am 3’-OH der Galactose.
Antikorper gegen GalC induzieren in vitro und in vivo eine Demyelinisierung [91, 127].

Im Blut von knapp der Hilfte aller MS-Patienten sind anti-Lipid-Antikorper nachzuweisen
[85]. Sulfatid-spezifische Antikérper im Liquor wurden bereits in fritheren Studien
identifiziert, entweder Uber cinen ELISA-basierten Ansatz [52] oder mit ecinem der
vorliegenden Arbeit vergleichbaren Glycolipidarray [61]. Arbeiten im Tiermodell wie auch
klinische Studien liefern in Ergdnzung dazu Hinweise auf eine immunpathophysiologische
Bedeutung dieser Lipid-reaktiven Antikorper. Implantiert man Empfangerratten
Hybridomzellen, welche den Sulfatid-spezifischen Antikorper ,,04% produzieren [136], in das
Riickenmark, so setzt eine lokale Demyelinisierung ein [126]. Sobald die Hybridomzellen zu
degenerieren beginnen und keine anti-Sulfatid-Antikdrper mehr gebildet werden, kommt es
zur Remyelinisierung der Nervenzellen [126]. Sowohl der Transfer von Sulfatid-spezifischen
Antikorpern als auch die Coimmunisierung von PLP mit Sulfatid 16st bei EAE-Méusen einen
dramatischeren Krankheitsverlauf aus [61]. Interessanterweise korrelieren auch bei MS-
Patienten hohe Antikorpertiter gegen Lipide im Liquor mit einer héheren Schubrate und
schwerwiegenderen neurologischen Defiziten [152]. Vieles spricht demnach dafiir, dass
Lipid-reaktive Antikérper pathogen sind. Bislang war es jedoch nicht mdglich, diese
Antikdrper den OKB zuzuordnen. Das Ergebnis der vorliegenden Arbeit, dass auch zwei der
insgesamt fiinf getesteten OKB-basierten rFab-Fragmente mit Lipiden reagieren, schliefit

diese Liicke.



4.5.3 Induziert molekulare Mimikry die Reaktivitit gegen Myelinlipide?

Wihrend die meisten der eben genannten Studien Lipid-spezifische Antikdrper auschlieBlich
als Antikorper der Klasse IgM identifizierten [85, 126, 136, 152], handelt es sich bei den hier
untersuchten rFab-Fragmenten ausnahmslos um IgG. GemiB den Eigenschaften von OKB-
Antikdrpern zeichnen sie sich durch zahlreiche SHM aus. Dies zeigt, dass die
korrespondierenden B-Zellen ihrem Antigen ausgesetzt waren. In einer Keimzentrums-
reaktion haben sie die Affinitét ihrer Antikorper erhoht und den Klassenwechsel von IgM zu
IgG vollzogen. Dieser Prozess ist abhiingig von CD4" T-Helferzellen. Da diese ausschlieBlich
Peptide erkennen, stellt sich die Frage, wie es prinzipiell zu einer Affinititsreifung fiir
Lipidantigene kommen kann. Lipide werden statt {iber MHC- iiber CD1-Proteine prisentiert
[112]. Interessant ist CD1d, welches NK T-Zellen aktiviert [40]. CD1d wird bevorzugt mit
Glykolipiden wie Sulfatid beladen [53]. B-Zellen kénnen iiber ihren BZR Glykolipide
internalisieren, in Endosomen CD1d-Molekiile damit beladen und auf ihrer Zelloberfldche
den NK T-Zellen prédsentieren [73]. Diese Wechselwirkung fiihrt dazu, dass B-Zellen
proliferieren und Glykolipid-spezifische IgM-Antikorper sezernieren [11]. Ob NK T-Zellen
auch im Keimzentrum mit B-Zellen interagieren und dadurch eine Affinitétsreifung ablaufen
kann, ist nicht bekannt [74].

Auch Glykolipide bakterieller Herkunft werden liber CD1d présentiert [65, 88, 160]. Diese
Beobachtung ldsst vermuten, dass molekulare Mimikry dazu fithren konnte, nach einer
Infektion die Toleranz von B-Zellen gegeniiber korpereigenen Myelinlipiden zu brechen.
Bekannt ist dieses Phdnomen von GBS, einer Entziindung peripherer Nerven mit Lahmungs-
erscheinungen in Armen und Beinen. Der Verlauf ist im Gegensatz zu MS akut und
monophasisch [3]. Der Heilungsprozess kann durch Plasmapherese beschleunigt werden
[147], was auf eine Antikorper- und Komplement-vermittelte Immunpathogenese hinweist
[159]. Ein Grofiteil der GBS-Patienten berichtet von einer Infektion, meist mit dem
bakteriellen Erreger Campylobacter jejuni, bevor erste neurologische Symptome auftreten
[51]. Bei der Infektion werden zunédchst Antikdrper gegen Lipooligosaccharid (LOS)
gebildet, dessen Kohlenhydrate von der bakteriellen Zellwand nach auBlen ragen. Diese
Antikorper schidigen spiter das Myelin peripherer Nerven, da das erkannte LOS-Epitop der
Kopfgruppe eines Myelinlipids, dem Gangliosid GM1, dhnelt [3]. Das pathogene Potential
dieser anti-Gangliosid-Antikorper ist mittlerweile unbestritten [108]. Am Ort der Entziindung
findet man vergleichbar mit Léasionen bei MS T-Zellen, B-Zellen, Ig- und

Komplementablagerungen sowie Makrophagen [49].



4.5.4 Die Antigenbindungsstelle von Antikorpern bietet Platz fiir Polyspezifitit

Im Fall von Fab-HM-63-s9 fiel auf, dass nicht nur Sulfatide erkannt wurden, sondern auch
einige andere Lipide wie Cardiolipin und Monogalactosyldiglycerid. Eine derartige
Polyspezifitit von Antikorpern gegen Lipide ist auch fiir GBS bekannt. Werden Serum-
Antikdrper von GBS-Patienten getestet, so ergibt sich ein &dhnliches Bild wie fiir
Fab-HM-63-s9. Es werden sowohl einzelne Lipide als auch Komplexe erkannt (siche auch
Abb. 3.6-5). Eine Mischung aus zwei Lipiden kann zu neuartigen Epitopen fiihren, welche
moglicherweise mit verdnderter Affinitit erkannt werden [60, 70]. Auch die Aviditit kann
einen Einfluss haben. Bindet ein Antikorper mit seiner Antigenbindungsstelle gleichzeitig an
zwei Lipide, ist die Aviditdt hoher als mit nur einem gebundenen Lipid (siche auch
Abschnitt 4.4.3). Abbildung 4-5 macht deutlich, wie es aus rein raumlichen Griinden zur

Polyspezifitit kommen kann.

Abb. 4-5: NMR-Struktur eines Fv-Fragments mit gebundener Kopfgruppe eines Gangliosids

Das Fv-Fragment ist als molekulare Oberflache dargestellt. Die V-Regionen sind fiir die H-Kette in
griin (VH) und fiir die L-Kette in hellblau (VL) gezeigt. Weiterhin ist die Antigenbindungsstelle,
welche aus den insgesamt sechs CDR-Regionen gebildet wird, gesondert markiert: die CDRI-
Regionen der H- (H1) beziechungsweise der L-Kette (L1) in rot, CDR2 in dunkelblau (H2 und L2)
sowie CDR3 in orange (H3 und L3). Vom Ligand GD2, einem Gangliosid, ist die Kopfgruppe im
Stabchenmodell eingezeichnet (Kohlenstoff in gelb, Stickstoff in blau und Sauerstoff in rot). Es fallt
auf, dass der Ligand lediglich die Oberfldche von H2 und L3 beansprucht. L1, L2, H1 und H3 sind
unbesetzt. [146]

Die GroBlenverhéltnisse von Antigenbindungsstelle zu einem Lipidantigen zeigen, dass bei
gebundener Kopfgruppe nach wie vor ausreichend Oberfliche zur Verfiigung steht, weitere

Lipide oder auch Proteine und Nukleinsduren zu binden. Man spricht in diesem Fall auch von



polyreaktiven Antikdrpern [97]. Eine derartige Polyreaktivitit wurde bereits mit Auto-
antikérpern aus Patienten mit Neuromyelitis optica beobachtet ([16], in Revision). Sie binden
sowohl das Membranprotein Aquaporin-4 als auch Lipide. Ahnliches gilt fiir Antikdrper
gegen Masern-Viren von Patienten mit subakuter sklerotisierender Panenzephalitis, welche
nicht nur mit viralen Proteinen, sondern auch mit Glykolipiden reagieren ([16], in Revision).
Dieses Phidnomen konnte erkldren, warum OKB-Antikorper trotz ihrer Reaktivitit gegen
Lipide eine von CD4" T-Zellen abhiingige Affinititsreifung durchlaufen haben. Die
korrespondierenden B-Zellen fiihren im Keimzentrum SHM durch, welche zunichst von
einem Proteinantigen induziert wird. Die resultierenden hochaffinen IgG-Antikérper kdnnten
anschliefend im ZNS spezifisch mit Proteinen moglicherweise der Myelinschicht reagieren

und dabei zufillig auch damit assoziierte Myelinlipide binden.

4.6 Weiterfilhrende Experimente

Um die eben genannte Hypothese einer Polyreaktivitét der oligoklonalen Antikdrper néher zu
untersuchen und zudem die noch ausstehende Spezifitit der drei verbleibenden rFab-
Fragmente zu bestimmen, ist es erforderlich, weitere Antigene zu testen. Hierbei kommen
sowohl Proteine und andere Lipidklassen als auch Nukleinsduren in Frage (Abschnitt 4.6.1).
Im Anschluss wéren weiterfithrende Experimente notwendig, um Kandidaten zu verifizieren,
die Spezifitit der Bindung nédher zu charakterisieren und moglicherweise die Krankheits-
relevanz zu priifen (Abschnitt 4.6.2). Langerfristig ist es aulerdem notwendig, mithilfe des
etablierten Protokolls (siche Abb. 4-3) weitere OKB-Antikérper anderer Patienten zu
identifizieren, um eine hohere statistische Signifikanz zu gewéhrleisten als es momentan mit

insgesamt fiinf rFab-Fragmenten der Fall ist.

4.6.1 Experimente zur Identifizierung weiterer Antigene

In Bezug auf die Antigensuche mit Proteinen waren bislang alle durchgefiihrten Experimente
mit Zelllysat sowie verschiedene Immunfluoreszenzfiarbungen negativ. Sicherlich wére es
sinnvoll, die Experimente unter optimierten Versuchsbedingungen zu wiederholen. Hierbei
kommen bei Western Blots oder Fluoreszenzfarbungen Prakomplexierungen der rFab-
Fragmente mit Sekundérantikorpern spezifisch fiir die C-Region der k-Kette in Frage, um
dadurch moglicherweise eine unzureichende Affinitdt durch eine erhdhte Aviditét

auszugleichen (siche Abschnitt 4.4.3). Detektionsantikorper gegen das C-terminale His)-



Peptid der H-Kette sind aus Griinden hoher unspezifischer Hintergrundfiarbungen kiinftig zu
vermeiden. Um Proteine, im Gegensatz zu denaturierten Anséitzen mit Western Blot, in ihrer
nativen Konformation zu untersuchen, ist neben der hier durchgefiihrten Affinitéts-
chromatographie auch eine Immunprézipitation moglich. Die rFab-Fragmente werden dabei
immobilisiert, beispielsweise iiber Sepharosekiigelchen. Antigene werden im Anschluss aus
jedem beliebigen Ausgangsmaterial iiber rFab-Fragmente gebunden und dadurch isoliert.
Neben diversen Zell- und Gewebelysaten ist das wohl wertvollste Ausgangsmaterial
Hirngewebe eines MS-Patienten. Vielversprechend wire des Weiteren eine grofl angelegte
Rasterung mit vielen verschiedenen Proteinen anhand eines Chips. Eine derartige
Anwendung wird von der Firma Invitrogen angeboten. Der ProtoArray® erlaubt den

gleichzeitigen Test von knapp 10.000 humanen Proteinen in ihrer nativen Konformation.

Auch Lipide sind weiter zu untersuchen. Bislang wurden mithilfe des Glycolipidarrays nur
zehn verschiedene Lipide und deren Kombinationen getestet. Viele weitere Lipide, sowohl
einzeln als auch in hoherer Komplexitit, konnten die Spezifitdt der ausbleibenden drei rFab-
Fragmente identifizieren. Eine kostengiinstige Alternative zum Glycolipidarray bietet der
»Far Eastern Blot“, bei welchem Lipide zunéchst {iber Diinnschichtchromatographie getrennt,
auf eine Membran transferiert und &quivalent zu einem Immunoblot weiter prozessiert
werden [142]. Neben anderen Lipidklassen sind auch chemisch modifizierte Lipide
interessant. Insbesondere oxidierte Lipide sind vielversprechend, da zum einen bereits
Antikdrper gegen oxidierte Phospholipide im Liquor von MS-Patienten nachgewiesen
wurden [116] und zum anderen gezeigt werden konnte, dass in MS-Lésionen eine

ausgeprigte Peroxidation von Lipiden stattfindet [148].

Dariiber hinaus sind Nukleinsduren als Antigene der OKB-Antikorper in Betracht zu ziehen.
Eine elegante Methode besteht im Electrophoretic Mobility Shift Assay [79]. DNA oder RNA
wird mit Antikorpern beziehungsweise rFab-Fragmenten inkubiert und eine potentielle
Interaktion iiber Gelelektrophorese analysiert. Dabei bewegen sich Komplexe aus Antikorper
und Nukleinsdure langsamer fort als ihre jeweiligen freien Komponenten. Eine Alternative
bietet die sogenannte ,,Filterbindung™ [79]. Sie beruht darauf, dass Proteine und daran
gebundene Nukleinsduren an einer Nitrocellulose-Membran hdngen bleiben, wéhrend freie
doppelstrangige DNA die Membran ungehindert passiert. Mittels radioaktiver Markierung
der DNA kann letztlich unterschieden werden, ob sie vom rFab-Fragment gebunden wurde

oder nicht.



4.6.2 Validierung und Charakterisierung der Antikorper-Antigen-Bindung

Identifizierte Kandidaten aus Abschnitt 4.6.1 miissen zur weiteren Validierung im Anschluss
rekombinant exprimiert werden, beispielsweise in E.coli, oder konnen moglicherweise
kommerziell erworben werden. Das gereinigte Antigen wird dann dazu benutzt, die Bindung
von Antikorper und Antigen genauer zu charakterisieren.

Da die Antigenbindungsstelle aus den insgesamt sechs Schleifen der CDR-Regionen besteht,
ist anzunehmen, dass deren Mutagenisierung einen Einfluss auf die Interaktion zwischen
Antikorper und Antigen hat. Eine Riickmutation der Austausche in den CDR-Regionen zur
Keimbahn-codierten Sequenz muss zu einer deutlich geringeren Affinitét fiihren oder sogar
die Antigenbindung verhindern, sofern der Antikdrper spezifisch fiir das identifizierte
Antigen ist. Denn SHM wurden, zumindest bei einer Proteinantigen-induzierten
Affinititsreifung, eingefithrt, um die Affinitit zum Antigen zu erhdhen. Auch der
vollstindige Austausch der hypervariablen CDR3-Region der H-Kette ist zu diesem Zweck
sinnvoll, da diese zumeist den groBten Anteil an der Antigenbindung hat. Weiterhin ist die
Permutation von H- und L-Ketten verschiedener Fab-Fragmente moglich, um zu bestimmen,
welche Kette wieviel Einfluss auf die Bindung des Antigens hat.

Verdnderungen in der Affinitdt konnen mithilfe der B/Acore-Technik ermittelt werden. Dabei
wird das rFab-Fragment auf einem Chip immobilisiert und das Antigen dariiber gespiilt. Der
Brechungsindex iiber die Zeit mit verschiedenen Antigenkonzentrationen gibt Aufschluss
iber die Dissoziationskonstante Ky. Je kleiner Ky, desto hoéher ist die Affinitdt, da das
Gleichgewicht der Reaktion in Richtung ausgebildeter Immunkomplexe liegt.

Lipide und Nukleinsduren konnen, zumindest nach heutigem Wissensstand, keine
Affinititsreifung induzieren, da eine entsprechende Wechselwirkung mit T-Zellen im
Keimzentrum ausbleibt. Ob Riickmutationen in den CDR-Regionen demnach Auswirkungen
auf die Bindung von Lipid- oder Nukleinsdureantigenen haben, ist ungewiss. Moglicherweise
binden diese in potentiellen Bindungstaschen abseits der eigentlichen Antigenbindungsstelle.
In Bezug auf die Lipidreaktivitit von OKB-Antikdrpern ist zu untersuchen, ob sie
demyelinisierendes Potential besitzen und demzufolge direkt an der Autoimmunantwort bei
MS beteiligt sein konnten. Erste vorlédufige Ergebnisse in Kooperation mit Dr. Alexandra
Hirschberg (AG Meinl, MPI fiir Neurobiologie) zeigten, dass keines der OKB-basierten rFab-
Fragmente die intakte Myelinschicht von Oligodendrozyten bindet. Dies deutet darauf hin,
dass die hier untersuchten Lipid-reaktiven OKB-Antikorper per se keine Demyelinisierung
induzieren konnen, im Gegensatz zum gut charakterisierten IgM-Antikorper ,,04 [126, 136]
(siche Abschnitt 4.5.2).



4.7 Hypothese zur Funktion der OKB-Antikorper

Moglicherweise spielt die humorale Immunantwort keine pathogene Rolle bei MS, sondern
greift vielmehr in den Abtransport von Myelin- und Zelltriimmern nach der initialen
Schédigung ein. Beim autoimmunen Angriff auf die Myelinschicht fallen freigesetzte Lipid-
komplexe und Myelindebris an, welche von Makrophagen phagozytiert und abgebaut werden
[19]. Glykolipid-reaktive Antikdrper konnten diesen Prozess unterstiitzen, indem sie
Mpyelinbestandteile opsonisieren und die Fc-vermittelte Phagozytose durch Makrophagen
erleichtern [150]. Ob diese Antikdrper primédr Myelinproteine binden und dabei zufillig
Lipide assoziiert sind, ist spekulativ, wiirde aber durch die in Abschnitt 4.5.4 erlauterte
Polyreaktivitét gestiitzt werden. Die einhergehende Axondegeneration ist mit Mechanismen
der Apoptose vergleichbar [23]. Es werden intrazellulidre Bestandteile freigesetzt, welche
ebenso von Makrophagen beseitigt werden miissen. Antikorper konnten auch hier
unterstiitzend eingreifen. Dies wiirde erkldren, warum in der Literatur Antikdrper gegen DNA
und Stoffwechselenzyme beschrieben sind, obwohl sie prinzipiell nur extrazelluldre Antigene
binden konnen. Bei Demyelinisierungen im peripheren Nervensystem ist eine Beseitigungs-
funktion fiir Antikorper bereits beschrieben [151]. Sie tragen dadurch zu einer schnellen
Remyelinisierung und Axonregeneration bei.

Diese Effektorfunktion von Antikdrpern konnte womdglich das offensichtliche Paradoxon
der OKB in MS niher beleuchten. OKB-Antikorper sind oligoklonal, demnach Antigen-
spezifisch selektiert statt zufallig als polyklonales Repertoire akkumuliert. OKB-Antikorper
sind Komplement-aktivierend, werden in grolen Mengen produziert und persistieren iiber
Jahre, unabhéngig davon, ob der Patient momentan an einem Schub leidet oder frei von
Symptomen ist. Waren diese Antikorper tatsdchlich unmittelbar an der Demyelinisierung und
Axondegeneration beteiligt, so wire kein chronischer schubformig-remittierender Verlauf
moglich, sondern eher ein fulminanter akuter Verlauf, vermutlich mit Todesfolge. Stattdessen
konnten die OKB-produzierenden B-Zellen nach der initialen Schidigung ins ZNS rekrutiert
werden, um Makrophagen bei der Beseitigung der Gewebs- und Zelltriimmer zu unterstiitzen.
Dabei wiirden die Antikorper in so grolen Mengen produziert werden, dass alle iiber-
schiissigen Antikorper durch die Liquorzirkulation ausgeschwemmt werden und dort als
OKB nachweisbar wiren. Deren Persistenz konnte darin begriindet sein, dass im
MS-Hirngewebe stindig, auch abseits eines akuten Schubs, Myelin- und Zelldebris anfallen,
die B-Zellen demnach stindig ihrem Antigen ausgesetzt sind und dadurch zu einer

anhaltenden Antikorperproduktion stimuliert werden.
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Anhang

[.  Primersequenzen

Im Folgenden sind die Sequenzen aller Oligonukleotide aufgelistet. Nach Bezeichnung und
Nukleotidsequenz ist angegeben, in welcher Region der Ig-Ketten beziehungsweise in
welchem Vektor die Primer hybridisierten. Die Bezeichung ,,out“ kennzeichnet Primer,
welche in der Nested PCR und Semi-Nested PCR fiir die Voramplifikation in der ersten

Reaktion eingesetzt wurden, ,,in

113

entsprechend die Primer der zweiten Reaktion. Die
Verwendung von Wobble-Nukleotiden erfolgte gemifl der [IUPAC-Nomenklatur: R (A oder

G), Y (Coder T), K (G oder T), S (G oder C), W (A oder T), B (G oder T oder C).

» RT-Reaktion (siche Abschnitt 2.4.3.1)

Bezeichnung

Sequenz

Hybridisierungsstelle

HG-RT-1

5'-GGGAAGGTGTGCACG

C-Region H-Kette (IgG)

» Kolonie-PCR (siche Abschnitt 2.4.3.2.1) und Sequenzierung (siche Abschnitt 2.3.4.7)

Bezeichnung

Sequenz

Hybridisierungsstelle

M13 Forward (-20)

5’ -GTAAAACGACGGCGTC

pCR®2.1-TOPO-Vektor

M13 Reverse

5’ -GAGGAAACAGCTATGAC

pCR®2.1-TOPO-Vektor

pTT5-for seq

5’ -CTTTCTCTCCACAGGTGTC

pTT5-Vektor

pTT5-rev seq

5" -CCTTCCGAGTGAGAGACAC

pTT5-Vektor

» Nested PCR — Voramplifikation (1. PCR) (siche Abschnitt 2.4.3.2.2)

Bezeichnung

Sequenz

Hybridisierungsstelle

V-Heavy1-for-out

5’ ~ACAGGTGCCCACTCCCAGGTGCAG

Leader-Sequenz H-Kette

V-Heavy3-for-out

5’ ~AAGGTGTCCAGTGTGARGTGCAG

113

V-Heavy4/6-for-out

5’ ~CCCAGATGGGTCCTGTCCCAGGTGCAG

113

V-HeavyS5-for out

5’ ~CAAGGAGTCTGTTCCGAGGTGCAG

113

V-Kappal/2-for-out

5’ ~ATGAGGSTCCCYGCTCAGCTGCTGG

Leader-Sequenz k-Kette

V-Kappa3-for-out

5’ -=CCTTCCTCCTGCTACTCTGGCTCCCAG

113

V-Kappa4-for-out

5’ -ATTTCCTGTTGCTCTGGATCTCTG

113

V-Lambdal-for-out

5’ -GGTCCTGGGCCCAGTCTGTGCTG

Leader-Sequenz A-Kette

V-Lambda2-for-out

5’ -GGTCCTGGGCCCAGTCTGCCCTG

113

V-Lambda3-for-out

5’ -GCTCTGTGACCTCCTATGAGCTG

V-Lambda4/5-for-out

5’ -GGTCTCTCTCSCAGCYTGTGCTG

V-Lambda6-for-out

5’ -GTTCTTGGGCCAATTTTATGCTG

V-Lambda7-for-out

5" -GGTCCAATTCYCAGGCTGTGGTG

V-Lambda8-for-out

5" -GAGTGGATTCTCAGACTGTGGTG




Bezeichnung

Sequenz

Hybridisierungsstelle

HG-CH1-aa35-43-rev-out-2

5'-AGTTCCACGACACCGTCAC

C-Region H-Kette (IgG)

C-Kap-aal7-23-rev-out

5'-CACACAACAGAGGCAGTTCC

C-Region k-Kette

C-Lam-aal6-22-rev out

5'-CACCAGTGTGGCCTTGTTGGC

C-Region A-Kette

» Nested PCR — spezifische Amplifikation (2. PCR) (siche Abschnitt 2.4.3.2.2)

Bezeichnung

Sequenz

Hybridisierungsstelle

V-Heavy1/5-for-in

5" -CTGCAACCGGTGTACATTCCGAGGTGCAGCTGGTG
CAG

Leader-Sequenz/V-Region
H-Kette

V-Heavy1-for-in

5’ -CTGCAACCGGTGTACATTCCCAGGTGCAGCTGGTG
CAG

V-Heavy3-for-in

5" -CTGCAACCGGTGTACATTCTGAGGTGCAGCTGGTG
GAG

V-Heavy5-for-in

5’ -CTGCAACCGGTGTACATTCCCAGGTGCAGCTGCAG
GAG

V-Kappa-pan-for-in

5’ ~ATGACCCAGWCTCCABYCWCCCTG

Leader-Sequenz/V-Region
k-Kette

V-Lambdal-for-in

5" -CTGCTACCGGTTCCTGGGCCCAGTCTGTGCTGACK
CAG

113

V-Lambda2-for-in

5" -CTGCTACCGGTTCCTGGGCCCAGTCTGCCCTGACT
CAG

113

V-Lambda3-for-in

5’ =CTGCTACCGGTTCTGTGACCTCCTATGAGCTGACW
CAG

Leader-Sequenz/V-Region
A-Kette

V-Lambda4/5-for-in

5" -CTGCCGGTTCTCTCTCSCAGCYTGTGCTGACTCA

113

V-Lambda6-for-in

5’ =CTGCTACCGGTTCTTGGGCCAATTTTATGCTGACT
CAG

113

V-Lambda7/8-for-in

5" -CTGCTACCGGTTCCAATTCYCAGRCTGTGGTGACY
CAG

113

HG-CH1-aa22-29-rev-in

5'-GAAGTAGTCCTTGACCAGGC

C-Region H-Kette (IgG)

C-Kap-aal-7-rev-in

5'-GAAGATGAAGACAGATGGTGC

C-Region k-Kette

C-Lam-aal0-16-rev-inl

5'-GCTTGGAGCTCCTCAGAGG

C-Region A-Kette

» Semi-Nested PCR (siche Abschnitt 2.4.3.2.3)

Bezeichnung

Sequenz

Hybridisierungsstelle

VH4-39 CDR2 for

5" -GCTGGAGTGGATTGGGAGTG

CDR2 VH4-39/b

VH4-39 CDR2 rev-out

5’ =TCTACGGATATGGTGACTCG

3

VH4-39 CDR2 rev-in

5" -CGACTCTTGAGGGACGGGC

3

VH4-39 CDR3 for

5’ -GTGTATTACTGTGCGAGACAT

CDR3 VH4-39/b

VH4-39 CDR3 rev-out

5" ~AGGCTGAGGAGACGGTGAC

133

VH4-39 CDR3 rev-in

5" -GGTTCCCTGGCCCCAGTA

133

VH4-59 CDR2 for

5" ~AGGGAAGGGACTGGAGTGGC

CDR2 VH4-59/i

VH4-59 CDR2 rev-out

5’ -TGATATGGTGACTCGACTCTC

113

VH4-59 CDR2 rev-in

5’ -GGAGGGGTTGTAGTTGGTGT

113

VH4-59 CDR3 for

5" -CGTGTATTATTGTGTGAGACGA

CDR3 VH4-59/

VH4-59 CDR3 rev-out

5’ ~AGGCTGAGGAGACGGTGAC

113

VH4-59 CDR3 rev-in

5" -=GGTTCCCTGGCCCCAGGA

113

VH3-74 CDRI1 for

5" -CCTCTGGATTCACCTTCAGTAA

CDR1 VH3-74/b

VH3-74 CDRI1 rev-out

5" -=CATTCGTACGTGAGACGCACT

113

VH3-74 CDRI rev-in

5" -=TCCAGCCCCTTCCCTGGAAG

113

VH3-74 CDR3 for

5’ -GTGTATTACTGTGCAAGGGGA

CDR3 VH3-74/b

VH3-74 CDR3 rev-out

5’ ~AGGCTGAGGAGACGGTGAC

113

VH3-74 CDR3 rev-in

5’ ~-GAGGAGACGGTGACCTGGA

113

V«1-0O2 CDR1 for

5’ -TCACTTGCCGGGCAAGTCG

CDR1 VkI-O12/b

V«1-O2 CDRI1 rev-out

5" -ATGCACCATAGATCAGGAGC

113

Vk1-0O2 CDRI1 rev-in

5" -TTAGGGGCTTTCCCTGGTTTT

113

Vk1-02 CDR3 for

5’ -CTGAAGATTTTGCAACTTACTAT

CDR3 VkI-O12/b




Bezeichnung Sequenz Hybridisierungsstelle
Vk1-02 CDR3 rev-out 5’ ~AGATGGTGCAGCCACAGTTC CDR3 V«I-O12/b
Vk1-02 CDR3 rev-in 5/ ~GCAGCCACAGTTCGTTTGATA e

VA3-h CDRI1 for 5/ -ATTACCTGTGGGGGAAACAC CDR1 VA3-h/e

VA3-h CDRI1 rev-out 5’ ~GCCGGTCACTATCATAAGAG e

VA3-h CDRI1 rev-in 57 ~CACTATCATAAGAGATGACCAA e

VA3-h CDR3 for 57 ~TATTACTGTCAGGTGTGGGAT CDR3 VA3-h/e

VA3-h CDR3 rev-out 57 —~ACCTAGGACGGTCAGCTTG K

VA3-h CDR3 rev-in 57 -CTTGGTCCCTCCGCCGAAA 5

» Mutagenese-PCR (siche Abschnitt 2.4.3.2.4)

Oligonukleotide der Mutagenese-PCR sind mit einem Farbcode hinterlegt, welcher die
Erkennungssequenzen der jeweiligen Restriktionsenzyme kennzeichnet. Unterstrichene
Sequenzbereiche hybridisierten mit der Matrize. Durch nicht unterstrichene Bereiche
wurden Sequenzen angehingt. Kleinbuchstaben markieren Stellen, an denen zur
Einfiihrung von Schnittstellen eine stille Mutagenese notwendig war. In orange sind Start-
(ATG) und Stoppcodon (TGA bzw. TAA), in rot die Kozak-Sequenz (CACC) angegeben.

Bezeichnung Sequenz zur Klonierung der

5’ -AATTCCACC AAGCACCTGTGGTTCTTCCTCCT

Heavy-Lead4 Link for Leader-Sequenz VH4-04

GCTGGTGGCGGCTCCCCCEA
. 5’ ~AGCTTCCGCGGAGCCGCCACCAGCAGGAGGAAGAA | .,
Heavy-Lead4 Link rev CCACAGGTGCTTCATGGTGG T
57 -ATATGAATTCCACCATGGACATGAGGGTCCCCGCT
KappaLeadl EcoRI for CAG | Leader-Sequenz V«I-O12
KappaLeadl HindBss rev 5’ -GGAGAAGCTTgcGCgCCTCGGAGCCAGAGTAG e
CKappa HindKas for 5’ ~CTCTAAGCTTYGCYCCATCTGTCTTCATCTTC Volllinge C-Region Ck
CKappa BamHI rev 5’ -AGGAGGATCC ACACTCTCCCCTGTTGA -
CHeavy Hind Sal for 5’ -AACGAAGCTTGtcgACCTCTGGGGGCACAGC C-Region Cyl
Hinee His B 5/ -GTGTGGATCCTTAATGGTGATGGTGATGGTGAGTT | C-Region Cyl mit Hisg)-
Inge s Sl rev TTGTCACAAGATTTG Sequenz

H-Ketten OKB-HM-63-s2,

5" -GTTTCCGCGGTGGGTCCTGTCCCAGGTGCAGCTGG OKB-HM-63-s8. OKB
—_— - -63-s8, -

VHeavy3-07 Sacll for

TGCAGTCTG
HM-63-s9
57 -GTTTCCGCGGTGGGTCCTGTCCCAGGTGCAGCTGC | H-Ketten OKB-1039-s1,
VHeavy4-39 Sacll for AGGAGT | OKB-NS-52
57 —-CACAGGCGCgCGATGTGACATCCAGATGACCCAGE | L-Ketten OKB-HM-63-s8,
Kappa-VK1 BssHII for CTCOAGTCACE | OKB-NS-52
Kappa-VK2 BssHII for meCnCROGECEGECATCTCRIRTTCTCRICACICACE | | Ketten OKB-1039-s1
Kappa-VK3L2 BssH for O nChOGECEGECATCTCRARTACICRICACEERET | | Kette OKB-HM-63-59
Lambda-VL3 BssH for Soo ACACGECOGECATCTICCIATGRECICACEER | | Kette OKB-HM-63-52
H-Ketten OKB-1039-s1,
L, OKB-HM-63-s2, OKB-
CHeavy Sall rev 5’ -GTGCCCCCAGAGETegaCTTGG HM-63-s8, OKB-HM-63-
s9, OKB-NS-52
L-Ketten OKB-1039-s1,
Kappa-V,C Kasl rev 57 ~AGACAGATGGCGCCGCCACAG OKB-HM-63-s8, OKB-
HM-63-s9, OKB-NS-52
Lambda V.C Kasl rev 57 ~AGATGGCGCCGCCACAGTTCGGAGGACGGTCAGCT | | ¥ AR IIM-63-52

TGGTC




II. Vektorkarten

 lacZa ATG

Hind Il K.clral Safl Blarml Spel

R CCG AGC ICG GAT CCA CIA

AT GGC TCG AGC CTA GGT GAT

BstX |1 EcoR |
cha

Abb. II-1: Vektorkarte des pCR®2.1-TOPO-Vektors

Plac = Promotor fiir lacZ-Gen, lacZo. = Gen codierend fiir f-Galactosidase (o-Fragment), fl
ori = Replikationsursprung des Phagen fl, Kanamycin- und Ampicillin-Resistenzgen,
pUC ori = bakterieller Replikationsursprung (E.coli); Bildquelle: Handbuch ,,TOPO-TA Cloning®*
(Invitrogen)

Abb. II-2: Vektorkarte des pTTS-Vektors

hCMV = Promotor des humanen Cytomegalovirus, TPL = Tripartite leader-Sequenz des
Adenovirus, SD = SpleiB-Donor, SA = Spleifl-Akzeptor, MCS = multiple Klonierungsstelle,
pA = Polyadenylierungsstelle des B-Globingens (Hase), EBV oriP = Replikationsursprung des
Epstein-Barr-Virus, pMBI1 ori = bakterieller Replikationsursprung (E.coli), bla = Gen codierend fiir
B-Lactamase (Ampicillin-Resistenz); [165]



CMV-Promotor CMV-Promotor

pTT5-H pTTS-L
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Abb. II-3: Vektorkarten der erstellten Kassettenvektoren ,,pTT5-H* und ,,pTT5-L*

Der pTT5-Vektor bringt einen EBV-spezifischen Replikationsursprung (OriP, hellblau), ein
Ampicillin-Resistenzgen (Amp", orange) sowie einen Promotor des Cytomegalovirus (CMV-
Promotor, dunkelblau) mit (sieche auch Abb. II-2). Es sind alle fiir die Klonierung relevanten
Restriktionsschnittstellen angegeben. (a) ,,pTTS5-H“ mit einer Grofe von 4687 bp. Der
Kassettenvektor fiir die H-Kette trigt die Leader-Sequenz VH4-04 (gelb), die Cyl-Doméne des
konstanten Teils (grau) und eine Sequenz codierend fiir das C-terminale Hise)-Peptid (rot).
(b) ,,pTT5-L* mit einer GroBBe von 4724 bp. Der Kassettenvektor fiir die L-Kette trigt die Leader-
Sequenz VkI-O12 (gelb) und die C;-Doméne in voller Lange (grau).

Zur Erstellung der Vektorkarten wurde das frei zugéngliche Programm ,,ApE — A Plasmid Editor* in
der Version 1.17 verwendet (Urheber: M. Wayne Davis).

CMV-Promotor

EcoRI

pTT5-H

CMV-Promotor

EcoRI

pTT5-L

AmpR Fab-1039-s1 sacll  Leader VH4-04 oR Fab-1039-s1 BssHl LeaderVkl-012
9142 bp VH4-39 5073 bp Vkll-A3
Sall Kasl
@ CcHit cL
i BamH
is(6)

OfriP OriP

Abb. I1-4: Vektorkarten der pTT5-Vektorkonstrukte am Beispiel von Fab-1039-s1

In die Kassettenvektoren ,,pTT5-H*“ und ,,pTT5-L“ aus Abbildung II-3 wurden die V(D)J-
Sequenzen eingefiigt, welche in Abschnitt 3.4 aus einzelnen OKB-Antikdrpern identifiziert wurden.
(a) ,,pTT5-H* mit integrierter VDJ-Sequenz der H-Kette VH4-39 (lila) von OKB-1039-s1 (siche
Abb. 3.4-2b) mit einer Grofle von 5142 bp. Zur Klonierung dienten die durch Mutagenese-PCR
eingefligten Schnittstellen Sacll und Sall. (b) ,,pTT5-L* mit integrierter VJ-Sequenz der L-Kette
VkII-A3 (grin) von OKB-1039-s1 (siche Abb. 3.4-2b) mit einer Groe von 5073 bp. Zur
Klonierung dienten die durch Mutagenese-PCR eingefiigten Schnittstellen BssHII und Kasl.

Zur Erstellung der Vektorkarten wurde das frei zugéngliche Programm ,,ApE — A Plasmid Editor* in
der Version 1.17 verwendet (Urheber: M. Wayne Davis).



Anhang

III. Ergebnisse zu Abschnitt 3.2

Ig-V(D)J Transknpinm
P
4 CORT CDR?2 CDR3

B ! 5110 Familie
x -A20/a  DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISN......YLAWYQQKPGKVPKLLIYAASTLQSGVSSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDVATYYC . QQSYTES. . .WIFGQETKVEIK
X 1-02/a DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISK. . - YLNWYQOKPGKAPNLLIYAASTLOGGVPSRFSGSVSGTDFTLTISSLQAEDFATYYC. Q0S5 ~WIFGQGTKVEIR
x 1-02/b  DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQRISS......YLNWYLQTPGKABNLLIYAASTLQGGVPSRFSGSVSGTDFTLTISSLOAEDFATYYC.00S ~WTFGQGTKVEIR
x |15 DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGIES. . . . . .WLUWYQQKPGKAPKLLISARSTLOSGVESRFSGSGSGTDFTLT ISSLOAEDFATYYC . QOSYT ~WTFGQGTKVEIR
X 1-08/a DIQMTOSPSSLSASVGDRVTITCQASQDIDN. .. ... YLNWYQQKPGKAPKLLIYDASNLKTGVPSRFSGSGSGTDFTFTISSLQPEDVATYYC. ¢ . - LTFGGGTKVEIN
x 1-08/b DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCQASQGINN. ... .. YLNWYQQKPGKAPKVLISDASNLORGVPSRFSGSGSGTDFSFTISSLOPEDVATYYC. .LTFGGGTKVEIN
X 1-08/c DIQMTQSPSSLSASVGDRITITCQASQDIGD. ... .. YLNWYQQKPGKAPKFLIYDASNLETGVPSTFSGSGSGTDFTFTISSLQPEDVATYYC . . LTFGGGTKVEIN
x |1-08/e  DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCQASQDISS...... YLNWYQQTPGKAPKLLIYGISTLOTGVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLQSEDFAVYYC. .QTFGQGTKVEIK
x 1.08/d  DIQMTQLHPPLSASVGDRVTITCQASQDIDN - . YLNWYQOKPGKAPKLLIYGASNLOTGVPSRESGSGSGTDFTLTISHLEPEDFAVYYC . . .FTEGPGTKVDIK
X -A27/a EIVLmPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSS. ... YLAWYQOKPGOAPRVLIYDASSRAAGI PDRESGSGSGTDETLTISRLEPEDFAVYYC. « - FTEGPGTKVDIK
X W-A271b "LSLSPGERATLSCRASQSVSST. . . . . YLAWYQQKPGOAPRVLIYDASSRAAGI PDRE DETLTISRLEPEDFAVYYC. . .FTFGPGTKVDIK
x -A2Tic EIV'.LTQS" LSLSPGERATLSCRASQSVSST -« YLAWYQOKPGOAPRVLIYDASSRAAGIPDRESGSGSGTDFTLTISRLEFEDFAVYYC. | +FTEGPGTKVDIK
x 1-02/c  DIQMTQSPSSLSASVGDSVTITCRASQSISK......YLNWYQOKPGKAPKLLIYAASTLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYC. O WIFGQGTKVEIK
x 1-02/d DIQMTQOSPSSLSASVGDRVTITCRASQCEVRY . . - DLAWYQOKPGRAPTLLIYAASSLOSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLOQPEDFATYYC . O + IRFGQGTKVEIK
x 1-02le DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDISN. . - YLAWYQOKPGRAPTLLIYAASSLOSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYC. FGQGTKVEIK
X 1-024 DIQMTQSPSSLSASVGDRITITCRASENINT. ... .. YLNWYQOKPGRAPTLLIYAASSLOSGVESRFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYC. | AFGQGTKVEIK
x I-A20/b  DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDISN...... YLAWYQQKPGKVPKLLIYAASTLOSGVSSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYC. . . IAFGQGTKVEIK
x 1-A20/a DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDISN...... YLAWYQQKPGKVPKLLIYAASTLOSGVSSRESGSGSGTDFTLTISSLQPEDVATYYC. FGPGTKVHIK
x 1-A20/b  DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQUISN. ... ..YLAWYQOKPGKVPKLLIYAASTLESGVSSRFSGSGYGTEFTLTISSLOPEDVATYYC FGPGTKVHIK
x 1-A20/¢ DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGVRY . . .. ..DLAWYQQKPGKAPKRLIYAVSTLQSGVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLOPEDVATYYC. FGPGTKVHIK
= 1-02/a  DIQMTQSPSSLSASVGDRITITCRASENINT......YLNWYQQKPGRAPTLLIYAASSLOSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDVATYYC . STFGPGTKVHIK
x 1-02/b  DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQYIGT......YLNWYQOKPGKAPKLLIYSASNLHSGVPSRFSGSGSGTDFALTINSLOPEDFASYEC ~WTFGQGTEVEVK
x 1-02/c DIQMTQSPSSLSASVGDRITITCRASENINT. - YLNWYQOKPGRAPTLLIYAASSLOSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFASYYC. - ITFGQGTRLDIK
= 1-A30/a  DIQMTQSPSSLSASVGDRITITCRASENINT. . YLNWYQQKPGRAPTLLIYAASSLQSGVESRFSGSGSGTEFTLT ISSLOSEDFATYYC . ~QTFGQGTKVEIK
x I-A30/b  DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGVRY......DLAWYQQKPGKAPKRLIYAVSTLQSGVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLOSEDFATYYC QTFGQGTKVEIK

x 1-02/a  DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASENIAG. . YLNWYQQKPGKAPKLLIYTASNLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDLATYYC .
x I-L5/a DIQMTQSPSSVSASVGDRVTISCRASQAVSS . WLAWYQQKPGKAPKLLIYTASNLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDLATYYC . (
X 1-02/b DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRPSQSISN. - - YLNWYQOKPGKAPRLLIYAASSLESGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYC . QHY -WIFGQGTKVEIK
* 1-02/c DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISG. ... .. YLNWYQOKPGKAPKLLIYEASSLQSGVESRFSGSGSGTDFTLTINSLQPEDFATYYC. - PTFGQGTRVEIK
x I-L5/b DIQMTQSPSSVSASVGDRVTISCRASQAVSS. . WLAWYQQKPGKAPRLLIYAASNLOSGVPSRFSGSGSGTDFTLT ISSLOPEDFATYSC. ++ - ¥YTEGQGTKLEIK
x I-L11/a AIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGIRN. .. ... DLGWYQQKPGKAPKLLIYLASSLOSGVPSRFSGSGSGTDFTLTINSLQPEDFATYYC. . .WTFGQGTKVEIK
% 1-A30/a  DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGIRN......DLGWYQQKPGKAPKLLIYLASSLQSGVPSRFSGSGSGTOFTLTINSLQPEDLATYYC - LTFGGGTKVEIK
x N-L2/a  EIVMTQSPATLSVSPGDRATLSCRASQTVEN. .. .. .NLAWYQQKPGQSPRLLI¥DASTRATGVPARFSGSGSGTOFTLTISSLOSEDFAVYEC. O G.¥TFGQGTKLEIK
x IV-B3/a  DIVMTQSPDSLGVSLGERATINCKSSESVEYNENNKNYLAWYQOKPGOPPKLLIYWASTRESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYYC - YTFGQGTKLEIK
x IV-B3/b  DIVMTQSPDSLGVSLGERATINCKSSESVE YN ENNKNYLAWYQOKPGOPPKLLIYWASTRESGVFDRFSGSGSGTDFTLT ISSLOQAEDVAVYYC . OHY - ¥TFGQGTKLEIK
x IV-B3/c DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCTSSQSIL0SSS0RNYLGWYQQKPGOPPKLLISWASARESGVFDRFSGSGSGSDFTLTISSLOAEDVAVYYC . . . ITEGPGTKVDIR
x I.08/a  DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCQASQDI YLNWYQQKPGKAPKLLIYGASNLETGVPSRFSGSGSGTDFSFTISSLQPEDIATYYC . ( + . LTEGGGTKVEIK
X 1-08/b  DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCQASQDIDN.. YLNWYQQKPGKAPKLLIYGASNLOTGVPSRFSGSGSGTDFSFTISSLQPEDIATYYC. . . LTFGGGTKVEIK
x .08/c  DIQMTQLHPPLSASVGDRVTITCQASQDIDN......YLNWYQQKPGKAPKLLIYGASNLOTGVPSRFSGSGSGTDFSFTISSLOPEDIATYYC. . . LTEGGGTKVEIK
X 1-08/d DIQMTQS SVGDRVTITCOASQDIDN. .. ... YLNWYQOKPGKAPKLLIYGASNLOTGVESRFSGSGSGTDFSFTISSLOPEDIATYYC. . .LTFGGGTKVEIK
% 1-08le DIQMTQOSPSSLSASVGDRVTITCQASQDIDN. ... .. YLNWYQOKPGKAPKLLIYGASNLOTGVESRFSGSGSGTEFTFTISSLOPEDIATYYC. . .LTFGGGTKVEIK
x 1-08/f DIQMTOSPSSLSASVGDRVTITCQASQDIDN. .. .. YVNWYHQKPGKAPKLLIYGASNLOTGVPSRESGSGSGTDFSFTISSLOQPEDIATYYC +LTFGGGTKVEIK
x 1-08/g DIQMTQSPSSLSASAGDRVTITCQASQDIDN. . i v 1 . .LTFGGGTKVEIK
x 1-08/h  DIQMTQSPSSLSASAGDRVTITCQASQDILN..... . . LTEGGGTKVEIK
X 1-08/i DIQMTQSPSSLSASAGDRVIITCQASQDIDN. . . . . . YVNWYH .LTFGGGTKVEIK
x 1-08/k  DIQMTQSPSSLSASAGDRVTITCQASQDILN......YVNWYHQKPGKAPNLLIYDASSLETGVPSRFSGSGSGTDFTFTISSLQPEDIGTYYC. . . LTFGGGTKVEIK
x 1-0811 DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCQASQDITN. . . . . . YLNWYQQOKPGKAPKLLIYDASNLKTGVPSRFSGSGSGTDFSFTISSLQPEDIATYYC . . .LTFGGGTKVEIK
X 1-08/m  DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCQASQDITN......YLNWYQQKPGKAPKLLIYDASNLKTGVPSRFSGSGSGTDFSFTISSLOPEDIATYYC. . . LTFGGGTKVDIK
x .08/ DIQMTQSPSSLSTSVGDRVTITCRPSQSISN......YLNWYQQKPGKAPKLLIYDASNLKTGVPSRFSGSGSGTDFTFTISSLQPEDIATYYC. . .LTEGGGTKVEIK
x 1-08lc  DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCQASQDITY......YLNWYQQKPGKAPKLLIYGASNLOTGVPSRFSGSGSGTDFSFTISSLOPEDIATYYC. . . LTEGGGTKVEIK
x 1-08fp  DIQMTQLHLPLSASIGDRVTITCQASQDVNN...... YLNWYQQKPGKAPKLLIYGASNLOTGVPSRFSGSGSGTDFSFTISSLQPEDIATYYC. . . LTFGGGTKVEIK
x 1-08/q DIQMTOSPSSLSASVGDRVIITCQASQDIDN. .. .. YLNWYHQKPGTAPKVLIVDASSLOTGVPSRFSGSGSGTDFTFTISSLQPEDIGIYYC. O - - FTEGGGTKVEIK
x 1-08/r DIQMTQSPSSLSASAGDRVTITCQASQDION. .. ... YUNWYHOKPGKAPKVLIVDASNLETGVPSRFSGSGSGTDFTFTISSLOPEDIGIYYC.
x 1-08/s DIQMTQOSPSSLSASVGDRVTITCQASQDIDN. . . . .. YVNWYHQKPGKAPRLLIVDASNLETGVPSRFSGSGSGTDFTFTISSLQPEDIGIYYC. +FTEGGGTKVEIK
x 1-081 DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCQASQDIDN. ..... YLNWYQOKPGKAPKLLIYGASNLOTGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYC. . .LTFGGGTKVEIR
X 1-08/u DIQMTOSPSSLSASVGDRVTITCQASQDION. . ... . YLNWYQQKPGKAPKLLIYGASNLOTGVPSRFSGSGSGTDFSFTISSLOPEDIATYYC. O + « ITFGQGTRLEIK
X 1-08/v DIQMTOSPSSLSASVGDRVTITCQASQDIDN. . . . .. YVNWYHQKPGKAPKLLIYDASNLKTGVPSRFSGSGSGTDFTFTISSLOPEDIATYYC. O .. « ISFGHGTRLEIK
X 1-08/w DIQMTQSPSSLSASAGDRVTITCQASQDITN. .. ... YLNWYQQKPGTAPKVLISDASSLORGVPSRFSGSGSGTDFTFTISSLQPEDIARYYC. .. - LTFGGGTKVEIK
x I-L12/a DIOMTQOSPSTLSASVGDRVTITCRESQNIWNS. ... .. WLAWYQQKPGKAPNLLIYKASNLEIGVPSRFSGSQSGTEFTLTITSLQPNDSATYYC. + - FTFGQGTKLEIR
x I-L12/b DIQMTQLLPPLSASVGDRVTITCRASQSITN...... WLAWYQOKPGKAPKLLIYKASTLESGVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLOPDDFATYEC. QOYHS . .RTFGQGTKLEIK
1-02/a DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDISN YLSWYQOKPGKAPKLLIYAASSLOSGVPSRFSGGGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYC. QOS . .WIFGQGTKVEIK
1.02b DIQMTQSPSSLSASVGD“SVTITC"‘ASQ - . YLNWYQOKPGKAPKLL I Y GASSLQSGVFSRFSGGGSGTDFTLT ISSLOPEDFATYYC ~WIFGQGTKVELK
1-02/c QMPSSLSASVGDRVTITCRASENINT s s e« YLNWYQOKPGRAPTLLIYAASSLOSGVPSRFSGSGSGTDFTLT ISSLQPDODFATY) «WTFGQGTKVEIK

1-02/d DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSVSN
1-08/a DIQMTQSPSSLSASVGDRI TITCQASQDI
1-08/b DIQMTQSPSSLSASVGDRITITCQASQDVEV. . - YLNWYQOKPGKAPKLLIFDASNLETGVPSRFSGSGSGTDFTFTISSLQPEDVATYYC. ¢
1-08/c DIQMTQOSPSSLSASVGDRVIITCQASQODISS. . . . . . YLSWYQQKPGKAPKLLIYDASNLEAGVSSRFSGSGSGTDFTLTITSLQPDDVATYYC . ¢
1-08/d DIQMTQSPSSLSASVGDRITITCQASQDISE - - YLNWYQOKPGKAPELLIYGASNLETGVPSTFSGSGSGTDFTLTITSLOPEDFATYYC. Of

«« YLNWYQOKPGKAPNLLIYAASSLQSGAPSRFSGSGSGTDFTLTVSSLQSEDFALYYC . QOQYNTWP. . .WTFGQGTKVEILK
« « YLNWYQOKPGKAPKLLISDASNLETGVFSRFSGSGSGTDFTLT ITSLQPODFATYFC . QONYNTF. . . WTFGQGTKVEIK
-PTFGPGTKVDIK
. FTFGRETKVEIK
LYTEGOETKLEIK

x
x
x
x
x
x
x
x
x 1-08/e DIMPSSLSASVGWVTITCQASQDI'."N’ «+oo . YLNWYQQTPGRAPKELIYAASSLOSGVPSRFSGGGSGTDFTLTISSLOPEDTATYYC - LTFGGGTKVOIK
X I-A30/a  DIQMTQSPSSLSASVGDRVIITCRASHDUIRN.. - DLGWYQOKPGKAPORLIYAT VSSRFSGSGSGTDFTLTITSLQPEDFATYYC TFGQGTRLEIK
x I-L5/a DIQMTQSPSSLSASVGDRVIITCRASQGIRS. . - WLVWYQQTPGKAPKLLIYAASSLOSGVPSRESGGGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYC . .NTFGPGTKVDIK
x  |ILt1/a  AIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASHOULRN......DLGWYQOKPGKAPNLLIYAASTLQSGVSERFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYC ~WIFGQGTKVEIK
x |1-L25/a EIVMTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSIRNT.....YLAWYQOKPGQAPRLLIYGASNRATGIPARFSGSGSGTDETLTISSLOAEDFATYYC. Q0 . .YTFGQGTKLEIK
x I-A3/a DIVHTEPLSLWTPGEPASISCRS SQSLLHS . SGYNYLDWYLQOKPGQSPQLLIYLGSNRASGVPDRESGSGSGTDETLKI SRVEAEDVGIYYC. ¥ -¥TFGQGTKLEIK
x |I-A3/b  DIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLLHS.SGYNYLDWYLQKPGQSPQLLIYLGSNRASGVEDRESGSGSGTDETLK I SRVEAEDVGVYYC. ! L. . ITFGQGTRLEMK
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Abb. I1I-1: Uberlappung des Liquor-Proteoms mit Ig-V(D)J-Transkriptomen aus Liquor und
drei verschiedenen Plaques von Patient MS-4

Analyse der k-Ketten. Legende entspricht Abbildung 3.2-1. Insgesamt wurden 82 Ig-k-Transkripte
aus Liquor und drei Gehirnplaques untersucht.
Diese Abbildung befindet sich auch auf einer der Arbeit beigefiigten Cd (siche Anhang Teil VI).
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Uberlappung des Liqu or-Proteoms mit Ig-V(D)J-Transkriptomen aus Liquor und

sechs verschiedenen Plaques von Patient MS-B2A

(a, Teil 1) Analyse der H-Ketten. Legende entspricht Abbildung 3.2-1. Insgesamt wurden 132 Ig-H-
Transkripte aus Liquor und sechs Gehirnplaques untersucht.

Diese Abbildung (bestehend aus a-Teil 1, a-Teil 2, b-Teil 1, b-Teil 2 und c¢) befindet sich auch auf
einer der Arbeit beigefiigten Cd (siche Anhang Teil VI).
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Abb. III-2:
sechs verschiedenen Plaques von Patient MS-B2A

(a, Teil 2) Legende entspricht Abbildung III-1a (Teil 1).
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Abb. I1I-2: Uberlappung des Liqu or-Proteoms mit Ig-V(D)J-Transkriptomen aus

sechs verschiedenen Plaques von Patient MS-B2A
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Uberlappung des Liqu or-Proteoms mit Ig-V(D)J-Transkriptomen aus Liquor und
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(b, Teil 1) Analyse der k-Ketten. Legende entspricht Abbildung 3.2-1. Insgesamt wurden 164 Ig-k-

Transkripte aus Liquor und sechs Gehirnplaques untersucht.
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Abb. III-2: Uberlappung des Liquor-Proteoms mit Ig-V(D)J-Transkriptomen aus Liquor und

sechs verschiedenen Plaques von Patient MS-B2A

(b, Teil 2) Legende entspricht Abbildung ITI-1b (Teil 1).
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c Ig-V(D)J-Transkriptom
1WM v CDR1 CDR2 CDR3
Familie

X M.cla  QSVLTQ. PPSVSGTPGRRVIISCSGSSSNIGHN. . . . FVNWYQQLPGTAPKLLI ¥DNDQRPSGVPDRFSGSKSGTSASLAI SGLOSEDEADYYE. AFW .. . FVEGGETTLTVL
x M-ela QSVLTQ. PPSVSGAPGQRVTISCTGSSSNIGAGF . . . DVHWYY /PGTAPKLLIYGNNNRPSGVPDRFSGSKSGTSASLAITGLOAEDEADYYC.
x M-cla QSVLTQ.PPSASGTPGQRVTISCSGSSSNIGSN. ... Vv SNNQRPSGVPDRFSGSKSGTSASLAISGLQSEDEADYYC..
x AM-cib QSVLTQ. PF; TPGQRVTI El SNNQRESGVEDRFSGSKSGTSASLAISGLOSEDEADYYC.
x M-cle QSVLTQ.PPSASGTPGQRVTISCSGSRTNI NNQRPSGVPDRFSGSKSGTSASLAISGLQSEDETDYYC.
x M-cld QSVLTQ.PPSASE QRPSGVPDREFSG! GTSASLAISGLQSEDEADYYC.
x  |Mecle  gsviTq.ePsase TQRPSGVPARFSGSKSGTSASLATSGLOSEDEADYYE.
x M-l QSVLTQ. PPSASGT PGQRVT ISCSGSSSNI DRF. TSASLAISGLLSEDEADYYC.
x M-clg QSVLTQ. PPSASGTPGQTIVTISCSGSISNIGS: LIYTONQRESGVPDRFSGSKSGTSASLVISGLOSEDEADYYC.
x M.gia QSVLTQ. PPSASGTPGQRVTISCSGSTSN . RPSGVPDRE GTSASLATSGLI
X A.bia QSVLTQ. PPSVSARPGQRVTISCSGSNSNIGNN. .. . SATLGITGLQTGDEADYYC.
x A2-a2/fa QSALTQ.PASVSGSPGQRSITISCSGTSSDVGGYN. WSDRPSGVSNRFSGSKSGNTASLTISGLQREDEADYYC.
x A2-02/b  QSALTQ.PASVSGS PGQSITISCSGTRSDIGDYN. SNRPSGVSSRESGSKSGNTASLSISGLQAEDEAHYYC.
x A2-b2/a QSALTQ.PASVSGSPGQSITISCTGTSTDVGSY!
x |A3.pia  SYELTQ.PPSVSVSPGQTARITCSG.DA.LPKK.
x A3.als  SYELTQ.PPSLSVSLGQMARITCSG.EA. v )
x A3-mia  SYELMQ.PPSVSVSPGQTARITCSG.DA.LPKQ....YASWYQQKPGQAPLI WVEGGGTKLTVL
x A0-a/a  QAGLTQ. PPSVSKGLGQTATLSCTGNSNTVGNE. . . . GRAWLOQVQGHPPKLLSFR3HNRPSGL SORE SASRSGNTASLTISGLRPEDEADYXC. : WVEGGGTKLTVL

Abb. III-2: Uberlappung des Liquor-Proteoms mit Ig-V(D)J-Transkriptomen aus Liquor und
sechs verschiedenen Plaques von Patient MS-B2A

(¢) Analyse der A-Ketten. Legende entspricht Abbildung 3.2-1. Insgesamt wurden 18 Ig-A-
Transkripte aus Liquor und sechs Gehirnplaques untersucht.
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a Kion-  V-H
anzahl Familie 0.51

2 4-304/a QVOLOESGEGLIRPSQTLSLICSVAGSEHTTE . YWIWT
2 4398 PGLVKPSETLSLTCSVSGGS] SSSSYYWGH IRQPPGKGLERIGSVY
54 4300 LOL LTCS! 1 YWGW IRQPPGKGLEWIGSVY
1 439/ QLOLQESGPGLVRSSETLSLTESVSGGST5SSSYYHGHIRQPPGKGLENIGSVY &
1 4390 QLQLQESGPGLVKSSETLSLTRASVSGEST WEW I EWIGSVY ¥5PSLKSRVTI! LKLSSVTAADTAVEYCAR. W + DYWGQGTLVIVSSASTK
1 4390 LOL SSETL 15555YYWGH IRQPEGKGLENIGSVY HTYYSPSLKSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVIARDTAVEYCAR. i DYWGQGTLVIVSSASTK
14300 QLQLQESEPELVK SETLSLICSVSGGSISCSSYYWGHIRQPPGKGLEWIGSVY DYWGQGTLVTVSSASTK
1 43909 KSSETLSLTCSVSGGSTSSSSYYWGRIRQPSGKGLENIGSVY vy PSI.KSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTMMAWYCAR H DYWGOGTLVTVSSASTK
1 4.38Mh LQ’. GLVKSSETLSLTES 1 WG L EWIESVY TYYSPSLESRVTI LKLSSVTA YCAR. ¢ DYWGQGTLVIVSSASTE
14304 GLOLQESGPGLVKS SETLELTCSVSGESTSSS5YYHOH ] ENIGSVY. . . ¥TGNTYYSPSLKERVTISVDTSKNGFSLKLSSVTAADTAVEYCAR . HWEC DYWGGATLVIVSSASTE
1 439Kk QLOLQESGPGLVKSSETLSLTCSVSGGST SSSSYYWGW IRQPPGKGLENIGSVY . .  YTGNTYYSPSLKSRVTISVGTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCAR. i DYWGOGTLVTVSSASTE
1 4381 QLQLQESGPGLVKSSETLSLTCSVSGGSISSSSYYWGW IRQPPGKGLEWIGSYY DYWGQGTLVTVSSASTE
1 4-39im QLOLOESGPGLVKSSETLSLTESVSGGPISSSSYYWOWIRQPPGKGLENIGSVY . « + - DYWGQGTLVTVSSASTK
1 439/ QLQLQESGPGLVKSSETLSLTCSVSGGSISSSSYYWOH IRQPPGKGLENIGS VY 1. .. DEWGRGTLVIVSSASTK
1 4-39/0 QLOLQESGPGLVKSSETLSLTCSVSGGSISSSSYYWGH IRQPPGKGLENIGS VY TRI...DYWG.GTLVIVSSASTK
1 4380 oL LTCSVSGGSTSSSSYYWGHIRQPPGKGLENIGSVY . . . DYNGQGTLVTVSSASTK
1 430/ LQL GLVKE! L GGST YYWGWI EWLGYIS . YFDEWGQGTLVIVSSASTE
1 4300 QLOLOESGPGLVKS SETLSLTCSVSGGSTSS55Y YWGR TROPPGKGLENTGSVY . YFDSWGQGTLVIVSSASTE
1 43908 QLOLOESGPGLVKSSETLSLTCSVSGGSTSSSSYYWGH IROPPGKGLEWIGS VY 7, YFDSWEQGTLVIVSSASTK
1 4301 QLOLY! ETLSLTESVSGEST WEW ENIGSVY . ¥FDEWGAGTLVIVSSASTE
1 4-597a QVOLQESGEGLVKPSETLSLTCSVSGGSVSS . . YYWSWIRDPPGKGLEWLGYIS . . YIGNTNYSPFLKSRVT ISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCAR. ATRI...DYNGOGTLVIVSSASTK
1 459 Qv SLICTVSGG! ¥ ¥IGNTNHYNESLKSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCAR . HWRSPATRI . . . DYNGQGTLVTVSSASTK
1 459 QVQLOESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSVSS , . YYWSHIRDPPGKGLEWLGYIS PATRI. . . DYWGQGTLVTVSSASTK
145804 QVQLQESGEGLVKPSETLSLTCTVSGGSVSS . . YYWSWIRQPPGKGLEWLGY T 1. .. DYRGQGTLVIVSSASTK
1 459 QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSVSS . . YYWSWIRDPPGKGLEWLGYIS . . . YIGNTNYNPSLESRVT ISADTSNNQLSLKLTSVTAADTAVYYCVR. 1.+ . DYWGQGTLVIVSSASTE
1 4594 QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSVSS . . YYWSWIRQPPGKGLEWLGYIS, . . YIGNTNYNPSLESRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCAR. H TRI...DYWGQGTLVIVSSASTK
2 4-580g QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSVSS . . YYWSHIRQPPGKGLEWIGSVY . . . YTGNTY¥SPSLESRVTI. LELSSVT. YCAR. HWRGFATEI . . . DYWGQGTLVIVSSASTK
1 459/ QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSVSS . . YYWSWIRQPPGKGLEWLGYIS . . . YIGKTHYNPSLESRVTISADTSNNQLSLKLTSVTAADTAVYYCVR. AL} . YFDYWGQGTLVIVSSASTE
17 4-586 QVQLOESGPGLYKPSETLSLICT + S ¥YWSHII EWLGYIS. . . YIGNTNYNPSLESRVTISADTSNNQLSLKLTSVTAADTAVEYCVR, R < YFDSWGQGTLVIVSSASTK
1 4507k ESGEGLVKPSETLSLTCT « + . YWSWIRQFPGKGLEWLGYTS. . . YIGHTRYNPSLESRVTISADTSNNQSSLKLTSVTAADTAVYYCVR . RLY . YFDSWGQGTLVIVSSASTE
2 a-501 mwase?swkfsz’n.smmsssswss - ¥YWSWIRQPPGRGLENI GYI ++ . YIGNTNYNPSLESRVTISADTSNNQLSLKLTSVTAADTAVEYCVR L YFDSWGOGTLVIVSSASTK
1 4-59/m ESGPGLVKPSETLSLTCS SYYWSWI HTHYNPSLESRVTISADTSNNQLSLELTSVTAADTAVYYCVR. RL +YFDSWGOGTLVIVSSASTE
1 4-59m QVQLQESGEGLWFSETLSLTC>V5555155 wsumqrpsxsaau..svr' TNYNPSLESRVTISADTSNNQLSLKLTSVTAADTAVEYCVR. E 't YFDSWOQGTLVIVSSASTK

b Klon-

CDR1 CDR2

1 1-02ia QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCRASGY IFTA. . Y¥ THWLRQAPGQGLEWLGWIGE . . NIGGTNYARKFQGRVTMTRDTSSSTAYMELSALRE DDTAMYYCAR . DKPPAARYCG WGOGTLVTVSSASTK
1 12418 QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCTVSGYTLTE. . LSHWVRQAPGKGLEWMGGFDP . . EDGETI YAQKFQGRVTMSEDI STOTAYMELSSLRSEDTAVYYCA. £ /AL - -YEVYHGQGTLVTVSSASTK

1 3-0%ia EV QP RL TESK. . SWMSWVRQRPGKGLECVGNT DGSQIFYLDSVRGRETISRDNAKS SLYLQLNSLRAEDTAVYYCAE . -AFDFWGPGTMVIVSSASTK
1 316l EVQLVESGGGLAKPGGSLRLSCLVSGLTFEN . . AWMNWVRQAPGKGLEWVGRSRSENDGGT 1 DYARPYKGRET ISRDDSKNTVYLQMNSLKTEDTAVYYCTT . DP(I -+« . HEQETLVTVSSASTK

1 3232 EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGETFSH . . YOMNWVRQAPGKGLEWVSGIRY . . SGDGTY YADSVKGRETISRDNSKNTLYLQMNSLRADDTAVYYCSK , DREHAY - - -FDINGOGTVVAVSSASTH
11 3-30/a QVQLVQSGGGVVQPGRSLRLSCRASGETEST . . YGMAWVRQAPGKGLEWVAVTSF . . DGSDKYYADSVKGRE T ISRDNSKNTLY LQMNSLRAEDTAVYYCC L. LYk -FDYNGQGTLVTVSSASTK

13300 QuQLy VQPGRSLRL TF YGMHWVRQ) EWVAVISF . . DGSDKYYADSVKGRFT ISRDNSKNTLYLQMNSLGAEDTAVYYCT -FDYNGQGTLVTVSSASTK

1 8-30f QUQLVQSGGGVVOPGRSLRLSCAASGFTFST . . YGMUWVEQRPGKGLEWVAVTSF . - DGSDKYYADSWKGRE ] ISRDNSKNTLYLOMNSLRAENTAVEYCE D.FDYNGQGTLVTVSSASTK
7 3-30id PIOLVGIASIVVOR IR ALAARSATTE S . JAMBWVRDA POKALENVAVY -AFDINGQGTMVIVSSASTK

1 3-30/e QVQLVQSGGGLVQPGGSLRL TFSS. . YGMHWVRQ AV -RFDIWGQGTMVIVSSASTK

1 34008 EVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCTTSGFTFGG .Ym{swmquuxsuwssms_ - YYYGMHVRGRGTTVTVSSASTK

1 3.74ia EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCRASGETFSH . . FRMHWVRQLPGKGLECVSRINA, - DYWGQGTLVTVSSASTK
45 3-74b EVQLI GGSLRL TFSN. . FWMAWVRQLPGKGLECVSRTNA . . IVTVSSASTK

1 3-74ic EVQL IQPGRSLRL TESH QLPGKGLECVSRING

2 3.740d EVQLVESGGGLVRPGGSLRLSCAASGETFSH . . FWMHWVRQLPGKGLECVSRTNA . . Ex

1 8-fdie EVQLVESGGGLVQPGGSFRLSCARSGFTESN . . FRMANVRQLPGKGLECVSRTNA .

1 3.74i EVQLVESGGGLVQPGGSLRISCAASGETESH .  FWMHWVRQLPGKGLECVSRTNA .

1 3-74ig EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCVASGFTFSH . . FRMHWVRQLPGKGLE:

1 374 EVQLVESGGGLVQPGGSLELSCRASGETFSH . . FWMHWVRQLPGKGLE . .EGTRTDNADSAKGRFT ISRDNAKNTLY LOMNSLSAEDTAVYYCAR. DYNGQGIQVTVSSASTK

1 3-74ii EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCARSGFTFSH. o PGKG! + ~EGTRTDNA TISRDNAKNTLYLQMNSLSAEDTAVYYCAR.G DYWGQGIQVTVSSASTK

1 3740k EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCRASGETFSH . . FRMHWVRQLPGKG! - EGTRTLNADSVKGRLT ISRDNAKNTLY LOMNSLSAEDTAVYYCAR . DYRGQGIOVTVSSASTK

13740 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCARSGFTFSN . . FRMHNVRQLPGKG! ADSVKGRFTISRGNAKNTLYLQMNSLSAEDTAVYYCAR. G

1 3.74im EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGETFSH . . FRMHWVRQLPGKGLE TISRDNARNTLYLQMNSLSAEDTAVYYCAR. G

1 3.74in EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCARSGETFSH E . EGTRTDNADSVKGRET ISRDNAKNTLY LQMNSLSAEDTAVYYCAR . GS

1 3.74i0 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGETFS TISRONAKNTLYLQMNSLSAEDTAVYYCAR.

1 3-7aip EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCARSGFTESH i I

1 3.74ig EVQLVESGGGLVQPGGSLRL: TESH -RFDIWGQGTMVIVSSASTK

1 3-74ir EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCARSGFTFS! . AFDFRGPGTMVIVSSASTK

1 3.74is EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCARSGFTFSS . . YGMAWVRQRPGKGLE LOYDERSGD -FDYNGQGTLVTVSSASTK

1 4-500a QVQLQESGPGMVKPSETLSLTCTVSGDSISS. . YYWNWIRQPPGRGLEWLGHIH. . . DTWSTMYNPSLEGRVTMSLDTSNNQFSLRLT SVTAADTAMYYCAR . RM -WEDPRGQGTLVTVSSASTK

1 4-bla QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGYSISSG. YYWGHWIRQPPGKGLEWIGNMD. . . HSGSTY YNPSLKSRVT ISVDTPKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCTT . WNY « - . DYWEQGTLVTVSSASTK
4 5.51a EVQLVQSGAELKKPGESLRISCKGSGYSFTH . . SWVGHVRQMPGKGLEWMGSTYP . . GDSDRRNSPSFQGQVTISADKSISTAHLQWSSLKASDTAMYYCAS . SS5GYFD. AFDINGQGTMVTVSSASTK

c Klon-  V-k

anzahl  Familie 'I 6!2

1 1.021012/a  DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITERASRSIS YLNWYQQKPGKAPKLLIYGASHLQSGVPSRESGSGSGTDETLTI SRLEPEDFAVEYC. 00YGSSEL. . TRGQGTRVEIK

102 1-021012/b  DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASRSISR YLNWYQQKPGKAPKLLIYGASNLOSGVPSRESGSGSGTDETLTISSLOPEDFATYYC. 00SYSTER . . TRGPGTKVDIK
2 1020012/ DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASRSISR YLNWYQOKPGKAPKLLIYGASNLOSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYC . COSYGTER. . TRGRGTKVDIK
1 1.020012id  DIQMTQSPSSLSASVGDRVILTCRASGSINT
110210120
1 1L02I012if : HLOSGYESKFSGSGSGTDETLT ISSLQPEDFATYYC, c‘gsvs'rm.
1 10210129  DIQMTQSPSSLSASVGGRVTITCRASRSISH YLNWYQQKPGKAPKLLI YGASNLQSGVPSRFSGSGSGTDETLT ISSLOPEDFATYYC . O s TFGPETKVDIK
2 102/012/h  DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQRIN YLNWYQQKPGKAPKLLIYGASTLOTGVPSRESGSGSGTEFTLTISSLOPEDFITYYC, COS TFGOGTKVEIK
2 AT DVVMTQSPLSLEVILGQPAS [SCRSSQSLVYS . DGNTYLNWFQQRPGQS PRRL TYKVSNRDSGVPDRESGSGSGT DETLR I SRVEREDVGVYYC. MOGTHRPEC . TRGQGTELDIK
1 W-A27%a EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQTVIYN. . . . . SLAWYQQRPGAPRLLI YGASSRATG I PDRFRGSGSGTDETLT ITRLEFEDERVYYC . 0OYGDSE . . FTFAPGTKAELR
2 W-Bdfa DIVMTQSPDSLAVSLGERAT INGKSSQST LYSINNKNYLANYQOKPGOSPKLLI YWAS TRES TDFTLTISSLQREDVAIYYC. OHYSRED. . TEGGETKVEIK

d Klon-  V-h

anzahl Familie
1 l.gla QSVLTQPPSASGTPGLRVSISCSGSYSNIGSN . YWYWYHQVTGSAPRLITYRN RPSGVPDRFSGSKSG. . TSASLVISGLRAEDEADYYC . GVWDDDRRG . . . WWEGGGTKLTVLSQPK
2-a2la QSAL WYQDHPGKAPKLMIFEV. . . . . SNRPSGVSNRFSGSKSG. . NTASLTISGLOQAEDEADYYC, SSYTSSSTL, . . YVFGTGTKVIVLGQPK
2-a2ib Qsanonsvssspﬁosu[sc‘rsrssnvcsmwsumoupsmpxmuzv. SKRPSGVPDRFSGSKSG. .NTASLTISGLQAEDEADYYC. SSYTSSSTL. . . YVFGTGTKVIVLGQPK

- SNRESGVSSRFSGSKSG. . NTASLTISGLOAGDEADEYC. SSYT:

1

1

1 2-a2ic QSALTQPA ITISCIGT YVSWYQH nrunAPKLM[an

1 2-a21d QSAL QSITLSETGT YVSH . - .NTASLTISGLQAGDEADYYC, 55

2 2-a2ie QSALTOFASVSGSPGQS]TIS(.'IGTSSDVGG!_YVSHYQHHPGKAPKLAIYEV | TNRPSGVSNRFSGSKSG. .NTASLTISGLOAEDERDYYC. s

1 2a21f QSALTQPASVSESPGQSITISCTGTNSDVGY YDYVSWYQQHPGKAPKLMIYEV . SNRPSGISNRFSGSKSG. . NTASLTISGLOAGDEADYYC. \YVFASGTKVIVLSQPK

1 2-a2ig QSALTQPASVSGSPGQSITISCTGTSSDLGGYNYVSWYQQHPGKAPKLMIYEV. . . . . SNRP5GISNRFSG5KSG. . NTASLTISGLOAEDEADYYC. Ywmmxvmﬁg?x

1 2-a2ih QSALTQPASVSGSPGQSITISCTGTSSDOGEYNYVSWYQQHPGKAPKLMIYEV 'SG5KSG. .NTASLTISGLOAG .5 - .WLFGGGTKLTVLGQPK

1 2.a2i QSALTQPASVSGSPGQSITISCTGTSSDVGDYKEVSWYQH) PKLIIYEV. ... GSKSG. .NTASLTISGLQAGDEADYYC. RVEGTGT TVSVLSQFK

1 282k QSALTQPASVSGSPGQSITISCTGTSSDVGGYNYVSWYQQY PGKAPKLMI YD) NYRPSRVSDRFS5GSKSG. . NTASLTTSGLOAGDEADYYC. YVEGTGTKVTIVLGQPK
3-hla SYVLTQPPSVSVAPGKTARITEGG. NN . IGSK. SVHWYQOKPGQAFVLVIYYD . SDRPSGT! - .NTATLTI - . WVFGGGTKLTVLGQPK

¥ . O
. . SDRPSGIPERFSGSNSG. . NTATLTISRVEAGDEADYYC . S55DHPG. VWWFGGETKLTVLGQPK
- SDRESGIPERFSGSNSG. . NTATLTISRVERGDEADYYC. 5. VWFGGETKLTVLGQFK

SYVLTQPPSVSVAPGKTARITCGG. NN . IGSK. SVHWYQQKPGQAPVLVIYYD
SYVLTQFFSLSVAPGKTARITCGG. NN . IGSK. SVHWYQOKEGQAEVLVISYD

3-hid SYVLTQPPSLSVAPGKTARITCGG. NT . IGSK. SVHWYQQKPGQAPVLVIYYD - SDRPSGT - -NTATLTI . QVWDSSSDHEG . VWEGGGTKLTVLGGPK

41 3-hle SYVLTQPPSLSVAPGKTARITCGG. NT . IGSK. SVHWYQQOKPGQAPVLVISYD SDRPSG]PERFSGSNSG NTATLTISRVEAGDEAWC. G. VVFGGETKLTVLGQPK
SYVLTQPPSLSVAPGKTARITCGG. NT . IGSK. SVHWYQQKPGQAPVLVISYD. . SDRPSGIE! - .NTATLTISRVER c. VVFGGGTKLTVLGQPK

3-hig SYVLTQPPSLSVAPGKTARITCGG. NT . IGSK. SVHWYQQKPGQAPVLVISYD .SDRPSGIPERPSGSNSG .NTATLTISRV‘EAEDERDIYC. 5. VVEGGETKLTVLGQPK
3-hih SYVLTQPPSLSVAPGKTARITCGG. NT . IGSK. SVHWYQQKPLQAPVLVISYD - SDRPSGIPE| - .NTATLTISRVER o VVFGGGTKLTVLGQPK

3-hii

3-hil

[ W
x
=4

SYVLTQPPSLSVAPGKTARITCGG. NT . IGSK. SVHWYQQKPGQAPVLVISYD.
SYVLTQPPSLSVAPGKTARITCGG. NT . IGSK. SVHWYQQKPGQAPVLVIY YA
SYVLTQPPSLSVAPGKTARITCGG. NT . IGSK. SVHWYQQKPGQAPVLVISYD

. . SDRLSGIPERVSGSNSG. . NTATLTISRVEAGDEADYYC . QVWDSSSDHPG. VWEGGETKLTVLGQPK
. SDRPSGIPERFSGSNSG. . NTATLTISRVERGDEADYYC. DEPG . VWFGGETKLTVLGQPK
.SDRPSGT .NTATLTI YC. PG, VVFGGETKLTVLGQPK

Abb. 11I-3: Ig-V(D)J-Transkriptom aus Liquor-B-Zellen des Patienten L-296

(a) Ig-H 1gGl, (b) Ig-H 1gG2, (¢) Ig-k, (d) Ig-A. Insgesamt wurden 106 IgG1-, 96 1gG2-, 116 Ig-k-
und 65 Ig-A-Transkripte analysiert. Ketten klonal expandierter B-Zellen sind VH4-39/b (54/106),
VH4-59/1 (17/106), VxI-O2/012/b (102/116) und VA3-h/e (41/65). Weitere Details siehe Legende

der Abbildung 3.1-1.

Diese Abbildung befindet sich auch auf einer der Arbeit beigefligten Cd (siche Anhang Teil VI).
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Anhang

IV. Ergebnisse zu Abschnitt 3.4

Wl

a Kon- V-H m ﬂR
anzahl Familie CDR1 CDR2 CDR3

1 1-02/a QVOLVOSGAE! KVECKASGYTFTG. . YY . NNGGTHHAQKFOGRVTMIRDTS ISTAYMELSRLRSDDTAVY YCAR.. KF . WEDPMGOGTLVTVSSASTK
1 1020 QVOLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKAPGGTESS ., . Y6 . NNGGTEHAQKFQGRVTMTRDTS ISTAYMELSRLKSGDTAVYYCA' YSMOVMGQGTTVIVSSASTK
1 1-02/A QVOLVOSGAEVKKPGASVKVE CKASGYTETS , YY) . NNGGTKHAQKFOGRVTMTRDT P ISTAYMELSRLESGDTAVYYCA! SMOVWGOGTTVIVSSASTK
37 1020 QR FCKASGYTETG. . YY) TAVYYCAT. 't SMDVWGQGTTVTVSSASTK
2 1-021d QVOLVQSGAEMKKPGASVKVECKASGY TFTG. . YY) AVYYCAT. SMDVWGQGTT ASTK
1 1-02/e QVOLVOSGAEMKKPGASVKVSCKTSGYTETD. . YYLHWROAPGOGLEWMGRINP . - AVYYCAT . Y YYOYSMDVMGOGTTVIVSSASTK
11021 QVQL VECKASGYTFTG. . YYLEWVRQAPGOGLEWMGE TNY POKFQARVTMTRDTS ISTAYMELSALESDDTAVYYCAT . TREYE SDHENH . YYDYSMDVHGQGTTVIVSSASTK
1 1028 QVOLVQSGAEMKKPGASVKVSCKTSGYTETD, , YY) NY POKFOARVIMTIRDTS ISTAYMELSALKSDDTAVYYCAY . P ¥ v oo o YHGRGTLITVSSASTK
1 1-46/a QVOLVQSGAEVKKPGASVKVECKASGYTETC STTYPQKFQGRVSMI TDTSTSTVYMELSSLESEDTAVY YCAK . | YYGMDVHGKGTAVIVSSASTK
1 1-46/A QVQLVQSGAEVKKPGASVEVECKASGY TET STTYPQEFQGRVSMT TDTSTSTVYMELSSLESEDTAVY YCAK . | TYGMDVMGQGTTVTVSSASTH
1 1-46/B QVOLVQSGAEMKKPGASVKVSCKTSGYSETS . . YYMEWVROAPGOGLEWMGMINP . . SSHSTTY PQKFOGRVSMTTDTSTSTVYMELSSLESEDTAVY YCAK . YYGMDVMGKGTAVIVSSASTK
1 146/C « . YYMEWVRQAPGOGLEWMGHINE . . 'Y POKFQGRVSMITDTSTSTVYMELSSLESEDTAVY YCAK . § YYGMDVMGKGTAVTVSSASTK
1 1-46/D QUOLVOSGAEVKKPGYSVKVSCKTSGYSFTS . . Y YMEWVRQAPGOGLEWMGMINF . ¥ PQKFQGRVSMITDTSTSTVYMELSSLESEDTAVY YCAK & TYGMDVWGKGTAVTASSASTK
1 1-46/E Q KASGYTFTG. . YYLEWVRQAPGQGLEWMGHVNE . . 'Y SQKFQGR1SMITDTSTSTVYMELSSLESEDTAVY YCAK . § YYGMDVMGKGTAVIVSSASTK
1 146/F OVQLVOSGAEVKKPGASVE LI CKASGYTE: WYRQAPGRGLEWNGL INP ¥AQTFHGRVTMIRDTSTSTLYMELSSLESEDTAVY YCAR . YGLDVMGKGTTVTVSSASTK
1 1-46/G QVOLVOSGAEVKKPGASVKLPCKASGYTFSS . . OHVEWVROAPGOGLEWMGLINP. LYAQTFKGRVTMIRDTSTSTLYMELSSLESEDTAVY YCAR . AG . YGLDVMGKGTTVTVSSASTK
1 146H QVOLVQSGAEVKKPGASVK | SCKTSGY IF1S. . YY I HWRQAPGQGLEWNGT INF . Y AQKFQGRVTMTRDTSTSTVYVELSSLRSEDTAVY YCAR . . DYMGQGTLVTVSSASTK
1 1-6%/a qvm.voscm:wxpcssvxvscmsccn K. YT WRQAPGQGLEH’HEGIIP IFGAANYAQKFOGRVTITADESTSTV YME .. YYGMDVWGKGTAVTVSSASTK
1 169 QVOLVQSGAE TFSK. . YT IIP. . IFGAANYAQKFOGRVTITADESTSTVYMEVSSLRSEDTAVYYCAT. £ - YEGYWGQGTLVAVSSASTK
5 1-69/c Q‘JQL\IOSGAEV:KKFGSSVKUSCKA GGTFSS. . Y6 Is.r\iRQApsonansGup . .WEDPHGQGTLYTVSSASTE
1 1-69/d QVOLVOSGAEVKKPGSSVKVSCOASGGTESG, . YGISWROAPGOGLEWNGGIVE. . 1 . JWEDPWGOGTLVTVSSASTK
1 307/A EVOLVESGGGLVQPGESVRLSCAVSGE: . YHMSWVROAPY VANING. . DGROEYY TISRDNAENSLYLOMNSLRAEDTAVYYCAR . & AFDVHGQGTMVIVSSASTK
1 3018 EVQIEVE SB58 VD ENES VRS CAVSCESSTIERISHYB QA P GEGLEWVANLNG. _ DGRQE kusvxum‘rIsaunm‘usx.‘fwmnmmmw‘:cnn R AFDVWGQGTMVTVSSASTK
4 3-07/C = & LEW!

1 307D E\JQLVESBGSLVQFE“SrRLSCB i « + YWMSHVRQAPGKGLEWVANING . DG’\.)FYYUDSVK[‘.RE‘}'ISRDN}\F‘NSLYIQI{NSLR}\EDT}\WYCAR -AFDVMGQGTMVIVSSASTK
1 3-00E EVQLVESGGELYPCGSLRLSCATSGETENS . . YHMNHVRQAPGKGLEWVANTNG - DG EY ¥V DSVKGRPTISRONAENSLYLONS LRAEDTAVYYCAR . AFDVWGQGTMVIVSSASTK
1 307F EVQLVESGGGLVQPGESVRLSCAVSGFSSTT . . YWMSHVRQAPGKGLEWVANING. . DGROEYYVDSVKGRFTTSRONAKNSLYLOMNT LEVKDTATYYCAR. EF .FDYWGQG T PVTVSSASTK
1 3016 EVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGEFTFSN . . YWMSWVRQAPGKGLUWVAHIKQ. . DGSEMYYVDSVKGRETI SRONAKNSY Y LOMNSLRAEDTAVYYCAR . DF FDYWGRGSLVTVSSASTK
1 3114 QVOLVESGGNLVKPGGSLRLSCARSGFTFSD. . YYMTWIRQAPGKGLEWI SYIST . . G5SYTHYAGSVKGRFTT SRONAKNSLYLOMDSLRODDTAVYYCAR . VHCRGGTCY SPMFYH. 4 0wt FDYWGOGTLVTVSSASTK
2 315A EVQLVESGGGLVOPGGPLRLSCAVSGESSTT . . YWMSWVROAPGKGLEWVGRIEDKTDAATTDY AAPYKGRET I SRODSTHTLYLOMNS LK EDTAVYYCTT . YLDYWGOGTLVTVSSASTK
1 3158 EVQLVESGGGLVKFGGSLRLSCAASGFTLNK . . AWMSWVRQAPGKGLEWVGRIEDKTDAATTDY AMPVKGRETI SRDDSTNTLY LOMNS LK EDTAVYYCTT . - YLDYMGQGTLVTVSSASTH
1 3:23A EVQLLESGGDLVQPGESLRLSCAASGFTESS . . YAMIWFRQAPGKGPEWVSVITG, . SGDRTY DADSVAGRETISRDDARRSLOLOMNSLRAEDTAVH YCAR YHDYWGOGTLVTVSAASTK
1 333A QVOLVESGGGVVOQPGRSLRLSCARSGFTFDS . . YGMEWVROAPGKGLEWVAVILY ¥¥ADSVKGRETISRONSKNTLYLOANSLRAEDTALYYCVR. . .ALDVHGOGTMVTVSSASTK
1 3-48/A EVQLVESGGDLVQPGESLRLSCAASGFTFSS . THERQAPGKGLEWLAYTNS. . DSSTIYYADSVKGRETISRDDARHSLOLOMNSLRAEDTAVYYCAR . - YHDYWGQGTLVTVSSTSAK
2 34808 EVQLVESGGGLVHPGGSLRLSCATSGFTENS . . YNMNWVROAFPGKGLE! DSSTTYYADSVKGRFTISRDOARRSLOLOMNSLRAEDTAVYYCAR . L - . YHDYWGOGTLVTVSSTSTK
8 3-48/C EVQLVESGGGLVEPGGS LI BSCRISCRTENS N NMNNVEC . PG

1 3480 EVQLVE WHPGGSLRLSCATSGETENS. . YNMNWVRQAPGKGLEW - DSSTTYYADSVKGRETISRODA . - YHDYWGQGTLVTVSSTSTK
1 3-48E EVOLVESGGDLVQPGESLRLSCATSGFTENS. . DSSTTYYADSVKGRETISRDDARE « - YHDYWGOGTLVTVSSTSTK
1 348/F EVQLVESGGGLVHPGGSLRLSCATSGETENS . . SGKTIYYADSVKGRFTISRDNAKNSLYLOMNILE R VTVSSASTK
1 348G EVQLVESGGGLVOSGGSLRLSCAASGETESE . . Y DMNWVREAPGH {ISYIGD, . SGKTIYYADSVKGRETISRONAKNSLYLOMN] LRVEDTA I YYCAR . | ¢ «evsrens s JFDYNGOGI PVTVSSASTK
1 3-48/H Y EMNWT PG XTSI SERT: SHFTISRDNARNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCHR . k -AFDTWGOGTMVTVSSASTK
1 3494 EVQLVESGGGLVQPGRSLRLSCARSGFSFGD. FDYWGQGNLVTVSSASTK
9 3.53/a EVQLVESGGGLIQPGGSLRLSCARSEFTVES . GGHTYYADSVEGRFTISKONSKSTLFLOMNSLGVEDTAVYYCAR.. .EYFQUWGOGTLYTVSSASTK
1 353A EVQLVETGGGLIQPCGSLRLSCARSETVRS . . NYMYHVRQAPGKGLEWVSTLY . . - SGGHTYYADSVGGRFTTSKONSKSTLL LOMNSLGVEDTAMYYCAR . Hox . . FDSWGOGTLVTVSSASTK
3 4340 QVOLOOWGAGLLKPSETLSLTCAVYGGSFSG. . YYWTWIRQSPGKGLEWIGEVS . . . HVGS TNRNPSLKTRVTIMSLDASENEFSLEMSSVTAADTGVYFCAR. G Bovannnnns YYYYGMDIWGKGTTVIVSSASTK
1 551/ EVQLVOSGAQVKKPG! « YWIGWVRQMPGKGLEWMGTVY L. . DDSRSRYSPSFQGOVTISADOSTSTAYLQWSSLKASDTAMY YCAR. AFDINGOGTMVTVSSASTK
1 551p EVQLVQSGAEVKKPG: YGISWVRQAPGUGLEWMGIVYL. . DDS L TASDTAMYYCAR. PT . AFDIWGQGTMVIVSSASTK
1 551/ EVOLVOSGREVKKPG! | YWIGHVROMPGKGLEWMGIVYL. . . DDSRSRYSPSFOGQVTISADRS I RTAYLONSSLTASDTAMY YCAR  AFDIWGOGTMVTVSSASTK
5 5.51id . YWIAWVRQMPGKGLEWMGIVYL. . DDSRSRYSPSFQGOVTISADRSIRTAYLQWSSLTASDTAMY YCAR.. . AFDIWGQGTMVTVSSASTE
1 551/ + YWIAWVROMPGKGLEWMGIVYL. . DDS [ TASDTAMYYCAR . AFDIWGOGTMVTVSSASTK
1 5511 EVQLVQSGREVEKPGESLKISCKISGD: + YWIAWVRQMPGKGLEWMGIVYL. . DDS TASDTAMYYCAR. | + + \AFDIRGQGTMVTVSSASTK
1 551 EVQLVOSGAQVKKPGESLRISCKGSGPS \YWIGHVROMPGEGLEWMGIVYL . . DDSESRYSPSFQGQVTISADRSIRTAYLOHSSL mmmwcm : . . AFDIWGQGTMVTVSSASTH
1 551/ EVQLVQSGAEVKKLGESLKTSCKGLGYSFTN . . YWIGHVROMPGKGLEWMGT TNP. . GDSETRYSSSFQGOVTISCDES ISTAYLOWSSLEASDTATY L YYYVGMDVHGHGTTUTYSSASTK
7 55146 EVQLVQSGAEVKKLGESLKISCKGLGYSETN . . YWIGWVRQMPGKGLEWMGI INP. . GDSETRYSPSFQGOVTISGDKS [STAYLOWSSLKASDTATYEC R . YYYYGMOVWGKGTTVIVSSASTH
1 551k EVQLVOSGAOVKKPGESLRISCKGSGPSFTN . . YWIGWVROMPGRGLOWMGI IFP. . SDSDTRYHPSFE TVYLOWSSLKASDTAMYYCAR, . AFDIWGOGTRVIVSSASTK
1 5511 EVQLVQSGAQVKKPGESLRISCKGSGPSETN .  YWIGWVRQMPGRGLDWMGIIFP, . SDSDTRYH| TVYLOWSSLEASDTAMYYCAR, FGSWGQGTLVTVSSASTK
14 551m EVQLVOSGAQVKKPGESLRISCKGSGPSETN . . YWIGWVRQMPGRGLDWMGIIFP. . SDSDTRYH| YLOWSSLKASDTAMYYCAR, FDSWGOGTLVTVSSASTK
1 551 EVQLVQSGAQVKKPGESLETSCKGSGPSETH . . YWIAWVRQMPGRGLDWMGT TFP. . SDSDTRYH| VYLOWSSLEASDTAMYYEAR, FDSWGQGTLVTVSSASTK
1 551l EVQLVQSGAQVKKPGESLRISCKGS( . YWIGWVRQMPGRGLDWMGIIFP. . SDSDIRYH VYLQWSSLEASDTAVYYCAR FDSWGQGTLVIVSSASTK
1 551p EVQLVQSGAQVKKPGESLRISCKGSGPSETN . . YWIGWVRQMPGRGLDWMGIIFP. . SDSDTRYH| VYLQWSSLKASDTATYYCAR, FDSWGQGTLVTVSSASTK
2 5510 « YWIGWVRQMPGRGLDWMGIIFP. . SDSDTRYH LQWSSLEASDTAIYYCAR FDSWGQGTLVTVSSASTK
1 551/ EVOLVOSGAQVKKPGESLRISCKGSGPSETN . . YWIGHVRQMPGRGLOWMGTIFP. . SDSDTRYH| LOWSSLEASDTATYYCAR. LDSWEQGTLVIVSSASTK
1 5518 EVQLVQSGAQVKKPGESLRTSCKGSGPSETN . . YWIGWVRQMPGRGLDWMGTTFP. . SDSDTRYH| VYLGWSSLEKASDTAMYYCAR, FDSWGQETLVTVSSASTK
1 5.51/C EVOLVQSGAQVKKPGESLRISCKGE . YWIGWVROMPGRGLDWMGIIFP. . SDSDTRYH VYLOWSSLEASDTAMYYCAR FDSWGQGTLVIVSSASTK
3 551D EVQLVQSGAEVKKPGESLKTSCKGSGYSFTN . . Y1 VGHVRQMPGKGLENMGTTYE . - DDSDRYSPSFQGQVTTSADKS TS TAYLHWNRLKASDTAMY YCAR . _YGMDVHGQGTTVTVSSTSTK
1 Seala EVQLVQSGAEVKKPGESLRISCRCSGYT! . YWISWVRQMSGKGLEWMGRIDE . . SDSDTKYSPSFQGHVIHSADKS I STAYLQWSSLKASDTC ++ + \ FDSHGQGTLVTVSSASTK
1 S-alb EVQLVQSGAEVKKPGESLRISCRCSGYTENK . . YWISWVRQMSGKGLEWMGRIDP . . SDSE - NWFDPRGQGTLVTVSSASTK
1 S-alo EVQLVQSGTEVKKPGESLKTSCEGSGYDFTN . . YWINWVRQMPGEGLEWMARTDP . . SDSY I TYNPSFOGHVTISTDRSISTAYLOWSSLKASDTAMY YEAR, . AFDIHGQGTRVIVSSASTH

Abb. IV-1: Ig-V(D)J-Transkriptom aus Liquor-B-Zellen des Patienten HM-63 mit identifizierten
Peptiden der OKB-Spots 2, 8 und 9

Peptide, welche in den OKB-Spots 2, 8 und 9 der Abbildung 3.4-1b mit MALDI-TOF Massen-
spektrometrie identifiziert wurden, sind blau unterlegt. Diejenigen Peptide, deren Signale im Massen-
spektrum eine hohe Intensitét zeigten und gemeinsam mit Peptiden einer korrespondierenden Ig-Kette
detektiert wurden (sieche Abb. 3.4-3a, Abb. 3.4-4a und Abb. 3.4-5a), sowie letztlich zur hochsten
Sequenzabdeckung einer bestimmten Ig-Kette fiihrten, sind dunkelblau markiert.

(a) Analyse der H-Ketten. Insgesamt wurden 157 Ig-H-Transkripte untersucht. H-Kette 3-48/C gehort
zu OKB-HM-63-s2, H-Kette 3-07/C zu OKB-HM-63-s8 und H-Kette 3-48/H zu OKB-HM-63-s9.
Weitere Details siehe Legende der Abbildung 3.1-1.

Diese Abbildung (bestehend aus a,b und ¢) befindet sich auch auf einer der Arbeit beigefiigten Cd
(siche Anhang Teil VI).



Anhang

b Klon- Wk
anzahl  Familie

1-02/012/a
10210121
1-0210121e
10210121
102101218
10210121

1-0210121g
1021012t
1-0210124i

1-0210121k
102101211

1-021012im
1021012
102101210
1-0210121p
10210121
10210121

1-0210121s

1-08/018/a

1-A20/a
1-A201b

1-A30/a
1-A30/b
1-830/c

L1208
I1-A3fa

1I-A27/a
I-A2T/A
1I-A27/b
l-A27/c
I-A27/d
I-A27/e
I-A27
1l-A221g
11-A27/h
-A270
1I-AZ27/k
1-A271
11-A27/m
I-A27/n
1I-A27/a
1-A27/p
-A27/8
1Il-A271q
-A27Ir
1I-A27/s
n-A271t
-A271u
N-A27 v
-A27
IN-A27 1%
1-A27ly
-A27/z
-A27laa
II-A27 bk
-A27lce
I-A27/dd
N-A27lee
N-A27 1
-A27/gg
II-A27hh
-A27ii

1I-L2/L16IA
-L2/L18/8
IN-LZ/L16IC
H-L2/L16/0
-L2/L18/E
1I-L2/L18IF
-L2/L18/G
1I-L2/L16/H
1I-L2/L 1611

I-L2/L16/K
I-L2/L181L
I-L2/L16/M
I-L2/L16IN
-L2/L1810
H-L2/L16IP
I-L2/L18/Q
I-L2/L18IR
1I-L2IL16/S
M-L2/L18T

-L6/A

II-LE/a
-L6/b

w
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II-L6/B
-L6/c
n-L6/d
-L6/e
IV-B3/a

Abb. IV-1:

CDR1

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSIST .

DIQMTQSPSSLSASAGDRVTITCRASQSISS. .

DIOMTQSPSSLSASVGDRITITCRASQSIRI .
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISN .,
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISS .

DIQMTOSPSSLSASIGDRVTITCRASQSICS .

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSIG!
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSIC

DIQMTQSPSSLSASVGDKVTETCRASQSIHT
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQYISS.
DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQYISS .
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISS.
DIQMTQSPSSLSASVGDRITITCRASQSIRT .
DIQMTQSPSSLSASVGDRITITCRASQSIRI .

DIQMTQSPSSLSASIGDRVTITCRASEDIVE.
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQTISS. .

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCOASQDISN. . .

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISN .
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISN.

DIOMTOSPSSLSASVGDRVTITCRASQAIRN .
DIQMTQSPSSLSASVGDRITITCRASQGIRI .
DIQMTQSPSSLSASVGDKVTFTCRASQSINT .

DIQMTQSPSTLSASVGDTVTITCRASQSISK. .
DIVMTQSPLSLPVTPGEPASTSCRSSQSLLHES .

EIVLTQSPGTLSLSFGERATLSCRASQTV!
EIVMTQOSPATLSVSPGERAT I SCRASQSVSS
EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQT
EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQT
EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQT
EIVLTQSPGTLSLSFGERATLSCRASQT
EIVLTQSPGTLSMSPGERATLSCRASQT
EIVLTQSPGTLSLSPGERAALSCRASQT
EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQT
EIVLTQSPGTLSLS PGERATLSCRASQTV!
EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQT
EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQTL
ETVLTQSPGTLSMSPGESATLSCSASQTVSS .
EIVLTQSPGTLS .
EIVLTQSPGTLS
EIVLTQSPGTLY
EIVLTQSPATLS
EIVLTQSPGTLSY

E‘IVL‘I‘QSPG’I'LSLSPGERATLSCRASQSVSSS .
EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASHSVRSS .

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASHSVSSS
EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASHSVSSS

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASHSVSSS.

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQT
EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQT
EIVLTQSPGTLSLSFGERATLSCRASQT
EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQT
EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASY

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVGSS .
IN.

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQTV!
EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQT
EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQT

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQTVDTN,

EIVLTQSPGTLSLSFGERATLSCRASQT
EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCHASEST
EIVLTQSPATLSVSPGERATI

EIVMTQSPATLSVSPGERA'

EIVMTQSPATLSVSPGERATISCRASQSISS. ..

EIVMIQSPATLSVSPGERATISCRASQS1SS.

EIVMTQSPATLSVSPGESATLSCRASQSVTS.

EIVMTOSPATLSVSPGESATLSCRASQSVGS . .
EIVMTQSPAILPVSPGERATLSCRASQSVSE . .
EIVMTQOSPATLSLSPGERATLSCRASQSVSS. .
EIVMTQSPATLSVSPGERATLSCRASQSVSS. .
EIVMTQSPATLSVSPGERATLSCRASQSVSS. .
EIVMTQSPATLSVSPGERATLSCRASQNVSS. .
EIVMIQSPATLSVSPGERATLSCRASQSVSE. .
EIVMTQSPAILPVSPGERATLSCRASQSVSE. .
EIVMTQOSPATLPVSPGERATLSCRASQSISS . .
EIVMTOSPATLSVSPGERATISCRASQSISS. .
TLSCRASQSVGS. .
EIVETOSPRTISVSBGER: TLSCRASQNVSS . .
EIVMTQSPATLSVSPGERATLSCRASQSVSS. . .

EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVSS. ..

EIVMTQSPATLSVSPG

EIVLTOSPATLSMSPGESATLSCSASQIVSS .
EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRTSQGW!
EIULTQSPATLS'»SPGER.\TLSCRASQSVSS
EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCHASESTSN,

EIVLTQSPATLSLSPGDRATLSCRASRSVTG
EIVLTQSPATLSLSPGURATLSCRASESV]

DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSQSVLYRSTSKNY LAWYQHK PGQS PRLLIYWASTRESGVED . RFSGSGSGTDFTLT ISSLOAEDVAVYYC . Q0Y L]

CDR2

- YLHWYQQKPGKAPRLLIHAASSLOSGVPS . WFSGSGSGTEFTLTISSLQPEDL. -ITFGOGTRLEIK
« YLNWYQQKPGKAPKLLIYAASNLQSGVPS . RFSGSGSETDFTLTISG] -LTPGGGTKVEIK
- YLNWYQOKPGKAPKLLI YARSHLQSGVPS . RFSGSGSETDFTLTISG] - . »LTE‘GGGTKVEIK
YLVWYQQKPGKAPKLLI YARSNLQSGVPS . RFSGSGSETDFTLT ISGLOPDDFATYSC . . .LTFGGGTKVEIK
Y LNWYQQKPGKAPKLLI YVASTLQSGVPS . RFSGSESGTDFTLTISSLOPEDFATYYC . . YTFGQGTKLETK
YLHWYQOKPGKAPKLLI YARSSLOSEVPS . RFSGSESCTDFTLT INSLOPEDFATYYC . « «FTFGPGTKVDVK
- YLNWYQQKPGKAPKLLI YARSSLOSEVPS . KFSGSESGTDFTLT INSLOPEDFATYSC . . .LTFGGGTKVEIK
. YLNWYQQKPGKAPKLLI YARSSLOSEVPS . SFSGSESGTDFTLT INSLOPEDFATYYC . . . PTRGQGTKLETK
LHSGVES . LEIK

+ YLNWYQQKPGRAPRLLI YARSDLOGGVPS . RFT LTINSLOSEDFATYYC . - - YTEGQGTOVETK
< YLNWYQOKSGGAPKLLI SAASSLQSGVPS . FFSGSGS{}TDF‘TL’IISSLQ\ EDFATYYC. - LTPGPGTKVDVE
Y LNWYQQKSGGAPKLLISARSSLOSGVPS . RFSGSGSGTDFTLT INSLOLEDFATY YC . - LTEGPGTKVDVE
« YLNWYQQKPGKAPKLLYYARSNLQSGVES . RFSGSGSGTDFTLT INSLOPEDFATY! « “HTFAQGTKVEVE
Y LNWYQQKPGKAPKLLVYARSNLQSGVPS . RFSGSGSGTDFTLT ISSLOPEDFATYSC . « WTFAQGTKVEVK
+ + YLNWYQEK PGKAPKLLV YARSHLQSGVPS . RFSGSGSGTDFTLT ISSLOPEDFATYSC + \WIFAQGTKVEVE
(ARSNLQSGVPS . RFSGSGSGTDFTLT ISSLOPEDFATYSC. + “WIFAQGTKVEVE

Y LMWYQQKSGEAPKLLI SAASSLQSGVPS . RFSGSGSGTDFTLT ISSLOPEDFATYSC . « HTFAQGTKVEVK
SLSWYQQRPEKPPRLLIFGASSLERGVPA . RFSGSGSGTDFTLS [SSLOPEDFATYFC . 0 - .FTFGPGTKVDIQ
- YLNWYQQKPGKAPKLLI YDASNLETGVPS . RESGSGSETDFSFTISSLOPEDIATYYC . C + . YSPGQGTKLETK
Y LVWYQOKPGTVERVVIYDASTLESGVES . RFSGSGSGTDFTLT ISNLOPEDVATYYC . . . LTFGGGTKVEIK
Y LVHYQOKPGTVPKVVIYDATTLRSGVES . RFSGSGSGTEFTLT ISNLOPEDVATYYC . + . LTFGGGTKVEIK
- ELGWYQQKPGRAPKRLIFARSSLOSGVPS . RFSGSGSGTEFTLT ISSLOQPEDFATY YC . I - - ATFGOGTRLDIK
« DLGCYRQKPGRAPKRLI FARSSLOSGVPS . RFSGSGSGTEFTVTISSLOPEDFATYYC . L « ATFGQGTRLDIK
« YLHWYQOKPGRAPRLLIYARSSLQSEVES . RFSGSGSGTEFTVTISSLOPEDFATYYC . 11 - ATPGQGTRLUIK
« MLAWYQQKPGRAPRLLIYKASTLESGVPS . RFSGSGSGTEFTLT ISSLOPEDFATYYC . YTEGOGTKLEIK

NGNNYLDWYLQKFG LIYLGSHRASGVPD. DFTLET, YYC.MOALQS. . . . . .LSFGGGTRVEIK
- YLAWYQQKPGQAPRLLI Y DGSSRATGIPD . RFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYC . « “HAFGQGTKVEIK
KLAWYQQKPGQAPRLLI YDASRRASGIPD. RFSGSGSGTDFTLTISKLEPEDFAVYYC . + .RTFGQGTKVEVE

+ + YLAWYQQKPGQAPRLLI YGASSRATGI PA . RFSGSGSGTDFTLT ISSLEPEDLAVYYC . + \NTFGQGTKLEIK
- YLAWYQQKPGQAPRLLIYGASTRATGIPA . RFSGSGSGTDFSLI ISRLEPEDLAVYYC . . .NTFGQGTKLETK
YLAWYQQKPGQAPRLLISGASTRATGIPA . RFSGEGSGTDFSLT ISRLEPEDLAVYYC . « .NTFGQGTKLETE
- YLAWYQQKPGOAPRLLIYGASSRATGIPD. RFSGSGSGTDFSLI ISRLEPEDLAVYYC . - -NTFGQGTKLEIK
- YLAWYQQKPGQAPRLLI YGASSRATGI PD. RESGSGSGTDFS LI ISRLEPEDLAVYYC . + .NTFGQGTKLETK

-« YLARYQOKPGOAPRLLI YGASSRATGI PO, RFSGSGSGTDFS L1 ISRLEPEDLAVYYC - NTFGQGTKLEIK
YLAWYQQKPGOAPRLLI YGASSRATVIED . RFSGSGSGTDFSLI ISRLEPEDLAVYYC + NTFGQGTKLEIR
- YLAWYQQKPGOAPRLLIYGASSRATGI PD. RFSGSGSGTDFS LI ISRLEPEDLAVYYC . « NTFGQGTKLETL
Y LAWYQQKPGOAPRLLI YGRSSRATGI PD. RFSGSGSGTDFSL I ISRLEPEDLAVYYC . C . .NTFGQGTKLETK

+ + YLAWYQQKPGQAPRLLI YGASSRATGI PD. RFSGSGSGTDFS LI ISRLEPEDLAVYYC . + \NTFGQGTKLEIK
- YLAWYQQKPGQAPRLLI YGASSRATGI PD. RFSGSGSGTDFSL I ISRLEPEDLAVYYC . O . .NTFGQGTKLETK
- YLAWYQQKPGQAPRLLI YGASSRATGI PD. RFSGSGSGTDFS LT ISRLEPEDLAVYYC . 00 « -NTFGQGTKLETK

« - DLAWYQQKPGQAPRLLIYGASSRATGIPD . RFSGSGSGTDFSLI ISRLEPEDLAVYYC . + -NTFGQGTKLEIE
- NLAWYQOKPGQAPRLLI YGASSRATGI PD. RFSGSGSGTHFS LI ISRLEPEDLAVYYC . + .NTFGQGTKLEIK

+ + SLAWYQQK PGOAPRLLISGASTRATGIPA . RFSGSGSGTDFS LI ISRLEPEDLAVYYC + NTFGQGTKLEIK

++ . LAWYQQKPGOAPRLLISGASTRATGIPA . RFSGSGSGTDFS LI ISRLEPEDLAVYYC . 00 + NTFGQGTKLEIK

< YLAWYQOKPGQAPRLLIYGASSRATGIPD. RFSGSGSGTDFS LI ISRLEPEDLAVYYC . (1 « .NTEGQGTKLEIK
“LAWYQOKPGOAPRLLIYGASSRATGIPD. RFSGSGSGTDFSLI ISRLEPEDLAVYYC . - :NTFGOGTKLEIK

+ 4+ o+ YLAWYQQKPGQAPRLLI YGASNRATGIPD . RFSGSGSGTDFTLI ISRLEPEDFAVYYC . + VTFGGGTKVEIK

. YLAWYQQKPGQAPRLLI YGASNRATGIPD . RESGSGSGTDFTLTISRLEPEDLAVYYC . . .VTFGGGTKVETK
- YLAWYQQKPGQAPRLLI YGASSRATGIFD . RFSGSGSGTDFTLT ISRLEPEDFAVYYC . - - ITFGQGTRLETK
. YLAWYQQKPGQAPRLLI YGASSRATGIPD . RFSGSGSGTDFTLT ISRLEPEDFAVY YC . 01 .ITFGQGTRLEIK
YLAWYQQKPGQAPRLLI YGASSRATGI PD. RFSGSGSGTDFS LT ISRLEPEDLARYYC . O .ITFGOGTRLETK
«+ « YLARYQQKPGOAPRLLI Y GASSRATGIED . RFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVY YC . 0L +  ITFGRGTRLEIK
YLAWYQQKPGQPPRLLIYDASTRATGIPA . RFSGSGSGTEFTLT ISRLEPEDFAVY YC . 00 -ITFGOGTRLEIK
< YLAWYQOKPGQAPRLLIYDASNRATGIPD. RFSGSGSGTDFS LI ISRLEPEDLAVYYC . OHR! < WTEGQGTKVEIK
« DLAWYQQKPGOAPRLLI YGRASNRATGI PD. KFSGSGSGTDFTLT ISRLEPGDFAVY YC . QDY GGE - ITFGOGTRLEIK
- YLAWYQQKPGOAPRLLI YGRSSRATVIPD . RFSGSGSGTDFTLT ISRLEPEDFAVYYC . 001  YTFGQGTKLEIK
Y LAWYQQKPGQAPRLLI YGRS SRATGI PD. RFSGSGSGTDFS LT ISRLEPEDLAVY CC . HOY + . LTFGGGTKVEIK
YLAWYQQKPGQAPRLLI YGASSRATGI PD. RFSGSGSGTDFTLT INRLEPEDFAVY YC . HHY G, .CTEGRGTKVETK
. YLAWYQQKPGQAPRLLI YGASSRATGI PD. RFSGSGSGTDFTLT INRLEPEDFAVY YC . HH Y/ .GTEGQGTKVEIK
YLAWYQQKPGQAPRLLI SSASTRATGIPD. RFSGSGSGTDFTLT INRLEPEDFAVYYC . HHY G, LCTFGOGTKVETK
. YLAWYQQKPGOAPRLLI YGASSRATGI PD. RFSGSGSGTDFTLT INRLEPEDFAVY YC . HHY GTFGOGTKVEIK

YLAWYQQKVGRAPRLLI YGASSRATGIPD . RFSGSGSGTDFTLT INRLEPEDFAVY YC . HHYGS. STEGRGTKVEIK

+ VTEGGGTKVEIK
. \WTFGQGTKVEIK

SLAWYQOKPGOAPRLLI SGASTRATGI PA . RFSGSGSGTEFTLT ISKLEPEDFAVYYC . Q0YE:

SLAWYQQKPGQAPRLLI SGASTRATGIPA . RFSGSGSGTEFTLT I TSLOSEDSAVYYC . O

+ + « SLAWYQQKPGOAPRLLT SGASTRATGI PA . RFSGSGSGTCFTLT I TSLOSEDSAVYYC . 0 . HTFGOGTKVEIK

+ v+ SLAWYQQKPGOAPRLLI YGASNRATGI PA . RFRGSGSGTDFTLT I SSLOSEDSAVYYC , OO « JWTEGQGTKVEIK

++ « SLAWYQQKPGOAPRLLI Y DASNRATGI PA . RFSGSGSGTEFTLT ISSLOSEDFAVYYC . . LTEGQGTRLEIK
- NLAWYQQOKPGQPPRLLIYDASTRATGI PA . RFSGSGSGTEFTLT I TSLOSEDS. + . JWTFGOGTKVEIK
. DLAWYQQKPGOAPRLLI SGASTRATGIPA . RFSGSGSGTHFTLT I TSLOSEDSAVYYC . . WTEGOGTKVEIK
. NLAWYQQKPGQAPRLLI YAASTRATGIPA . RFSGSGSGTEFTLT [ SSLOSEDFAVYYC . O . HTFGQGTKVEIK

+ + \NLAWYQQKPGORPRLLIYGASTRATGI PA . RFSGSGSGTEFTLT ISSLQSEDFAVYYC . 0 + - YTFGQGTKLEIK
. .NLARYQL LIYGTFTRATGIPA. EFTLTISSLOSEDFAVYYE .00 . YTFGRGTKLEIK

- .NLAWYQQKPGQAPRLLIYGASTRATGI PA . RFSGSGSGTEFTLT [SSVESGDSAVYYC . :IFGQGTRLEIK
- NLAWYQQKPGQAPRLLMFGASTKAHGI PVGRFSGSGSGTEFTLT ISSVESGDSAVYYC . OF «+ JWTEGQGTKVETK
NLAWYQQKPGQAPRLLIYARSTRATGIPA . RFSGSGSGTEFTLT ISSLOSEDFAVYYC. + . LTFGGGTKMEIK

NLAWYQQKPGQAPRLLIYAASTRATGIPA . RFSGSGSGTEFTLT ISSLOSEDFAVYYC . + .LTFGGGTKMEIK
+ . LTFGGGTKMETK
+ .WIFGQGTKVEIK
WIFGQGTKVEIK

+s P! N FGRGTKVEIK
« .+ NLAWYQQKPGQAPRLLIYGASTRATGI PA . RFSGEGSGTEFTLT ISSLOSEDFAVYYC . +  YTFGQGTKLIVE
<+« YLAWYQQKPGQAPRLLI YDASNRATGI PA . RFSGSGSGTDFTLT ISSLEPEDFAVYYC . « . LTPGGGTKVEIK
Y LAWYQQKPGOAPRLLIYDASNRATGI PA . RFSGSGSGTHFTLT ISSLEPEDFAVY YC . 00 - TTEGRGTKLEIK
Y LAWYQQKPGOAPRLLIYDASNRATGL PA . RFSGSGSGIEFTLT ISSLEPEDFAVYYC . - PTFGGGTKVEIK
.YLAWYQQKPGQAPRLLIYDASNRATGIPA.RFSGSGSGTDF‘TL‘!‘ISSLEPEDF‘AVVYC. + WIFGQGTKVEVK

« o YYLAWYQQKVGQAPRLLI YDASNRAA DI PA . RFSGEGEGTDFTLT ISSLEPEDFAVYYC . .ITFGRGTRLETK
< YLEWYQKKVGQAPRLLIYDASNRAADIPA . RFSGSGSGTDFTLT ISSLEPEDFAVYYC . <ITFGQGTRLEIK
YLEWYQKKVGQAPRLLI YDASNRAADI PA . RFSGSGSGTDFTLT ISSLXPEDFAVYYC . QORSNWFE . . . . ITFGQGTRLEIK

P JYAFGQGTKLEIR

Ig-V(D)J-Transkriptom aus L iquor-B-Zellen des Pa tienten HM-63 mit
identifizierten Peptiden der OKB-Spots 2, 8 und 9

(b) Analyse der k-Ketten. Legende entspricht Abbildung IV-1a. Insgesamt wurden 152 Ig-k-
Transkripte untersucht. k-Kette I-O2/012/1 gehort zu OKB-HM-63-s8 und k-Kette 11I-L2/L16/S zu
OKB-HM-63-59.
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c Klon- V-A

CDR1

anzahl Famiie
1 1ela (QSVLTOPPSASGAPGORVTISCTGSNSNTGADY DVHWYQQLPGTAPRLLISGN. . . ..
1 1-eh QSVLTQPPSVSGAPGORVTISCTGSSSNIGAAY DVEWYQOLPGTAPKLLIYHN
3 telc QSVLTQPPSVSGAPGQRVTISCTGSSSNIGAAY DVEWYQOLPGT APKLLIYHN
1 e QSVLTQPPSVSGAPGORVTISCTGSSSNIGAAY DVEWYQQLPGIAPKLLIYEN
2 1-cla QSVLTQPPSASGTPGORVTISCSGASSNIGTH. TVTWYQQLPGAAPKFVTY
1 f-chb QSVLTQPPSASGTPGQRVTISCSGSSSNIGTN. TVIWYQQLPGAAPKFVIYGD. . . ..
1 1-cic QSVLTQAPSVSGTPGQRVTISCSGSSSNIGTN, TVIWYQOLPGAAPKEVIY .
1 1-cid QSVLTOPPSASGTPGORVTISCSGSSSNIGTN, TVIWYQQLPGAAPKFVIYC .
1 1cle QSVLTQPPSVSGAPGORVTISCSGSSSNIGTN. TVIWYQQLPGRAPKE VY .
1 feelf QSVLTQPPSASGAPGOGVTISCAGSSSNIGTN. TVIWYQQLPGAAPKEVIY .
1 1-clg QSVLTQPPSASGTAGQRVTISCSGSSSNIGTN, TVOWYQOLPGTAPKLLIYGD . 4 1.t
1 1gla QSVLTQPPSASGAPGY SSSNIGTN. HVYWYQULPGMAPKLLIYRN. . ...
1 1-g/b QSVLTQPPSASGAPGO SSNIGTN . HVYWYQHLPGMAPKLLIYRN. . . ..
1 1-gle QSVLTQPPSASGAPGRGVTISCAGSSSNIGTN. HVYWYQHLPGMAPKLLIYRN. . . ..
1 1-gid QSVLTQPPSASGAPGQGVTISCAGSSSNIGTN. HVYWYQHLPGHAPKLLIYRN. . . ..
1 1-gle QSVLTQPPSASATPGQRVTISCSGSASNIGTH. SVYWYQQFPGTAPKLLIYRS . . . ..
1 1-gif QSVLTQPPSASGHPGOCVTISCAGSSSNIGSN. YVYRYQOLPGTAPKLLIYR ..
1 1-bla QSVLTQPPSVSAAPGQKVTISCSGSSSNIGHN. YVSWYQQLPGTAPKVVIYDN. .. ..
2 2-alia QSALTQPASVSGSPGQSITISCTGTNYDVGAYNYVSHYQQHPGKAPKLMI YL .
1 2-a2ib QSALTQPASVSGSPGOSTTISCTGTNSDIGAYNYVSHYQOHPUKAPKLI TY! .
1 2-a2ic OSALTOPASVSGSPGOSITISCTGTNSDIGAYNYVSWYQOHPDKAPKLI 1Y ‘e
1 2-a2id QSALTQPASVSGSPGQSITISCTGTNSDIGAYNYVSWYQQHPDKAPKLITY .
1 2-a2ie QSALTQPASVSGSPGQSITISCTGTSSDIGGYNFVSHYQORPGKAPKLITY
1 2-a2if QSALTQPASVSGSPGQSITISCTGTSSDVGGYNFVSHYQOHPGKAPKLI TY!
T 2-a2ig QSALTOPASVSGSPGOSITISCTGTSSDVGGYDYVSWYQOHPGKAPKLI 1Y
1 2-a2ih QSALTQPPSVSGHPGQRVTISCTGTSSDVGGY DYVSHYQOHPGKAPKLI I¥! .
1 2-a2i QSALTQPASVSGSPGOS ITISCTGTSSDVGGY DYVSHYQOHPGKAPKLITY!
1 2-a2ik QSALTQPASVSGSPGQSITISCTGT WYQOHL GRAPKLITY!
2 2-a2il OSALTOPRSVSARPGOKV I ISCSGSSSNIG. KNYVSWYQOLPGTAPKVVIYOV, ...\
2 3ria SYELTQSPSVSVSPGGTASITESG . DK . LGDK . YACHYQOKPGOSPVLVIYQD. . . . .
1 3rib SYELTQPPSVSVSPGQTAF YAYWYQOKSGQAPVLVIYON. . . .
6 3ric SYELTQPPSVSVSPGQTASTACSG. DM. LGYK. FVSWYQQKPGQSPVLVIYQN
1 3-rid SYELTQPPSVSVSPGQTASIACSG. DM YQOKPGOSPVLVIYQN
1 3ale SYELTQPPSVSVSPCOTASTACSE. D WYQOKPGOSBVLVIYON
1 3-nf SYELTQPPSVSVSPGQTASIACSG. DM. LGYK. FVSWYQQKPGQSPVLVIYON
1 3-rig SYELTQPPSVSVFPGQTASTACSG. DM. LGYK. FVSWYQQKPGQSPVLVIYQN
1 3-r/h SYELTQPPSVSVSPGOTASTACSG, DM, LGYK, YQOKPGQSPVLVIYQN
1 3 SYELTQPPSVSVSPGOTASTACSG . DH. LGYK.
1 3k LGDK.
5 3 LGDK.
1 3-im LGDK. .
1 3mla SYELMOPPSVSVSPGOTARTTESE, DS . LPKG. YVEHYQOKPEOABVLVIYED. . ..
1 G.ala NFMLTQPHSVSESPGKTVTISCTRSSGSIASN . YVQHYQORPGSAPTTVIYED. . . ..
T Tbla QAVVTOEPSLTVSPGGTVTLICASSTGFVTSGHY PYWPQQKPGOAPRTLIYDT. . . . .
1 7-bb QAVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCASSTGPVTSGHY PYWFQOKPGQAPRTLIYDT. . . ..
1 T-ble QAVVTQEPSLTVSPGGTVTLICASSTGPVTSGHY PYWPODKPGOAPRTLIYDT
1 8ala QTVVTQEPSFSVSPGGTVTLTCGLSSGAVATSHY PSWYQQT PGQAPRTLIYST. . . ..

Abb. 1V-1: Ig-V(D)J-Transkriptom aus

CDR2

NNRPSGVSNRESGSKSG . . NTASLTISGLOAEDEADY YC. TS

HKRPSGIPERESGSNSH, (N

CDR3

HNRPSGVPDRFSASKSG. . TSASLATTGLOAEDEAHYYC . QSYDT S,

VVLGGETKLTV)

NRPSGVPDREFSGSKSG . . TSASLAITGLQAEDEADY YC . 0SS FGTGTEVIVL
RPSGVPDRESGSKSG . . TSASLAITGLQREDEADYYC. 0SS GLFGTGTRVIVL
NRPSGVPDRFSGSKSG. . TSASLALSGLQSEDEADYYC. PVFGGGTKLTVL

HORPPGVPDRFSGSRSG. . TSASLATSGLOSEDEADYYC. EMFGGETKLTVL
HQRPPGVPDRFSGSRSG. . TSASLAISGLQSEDEADYYC. T’ PMFGGGTKLTVL
KQRPPGVPDRESGSRSG. . TSASLAISGLQSEDEADY YC. FMFGGGTKLTVL

NQRPPGVPORESGSRSG. . TSASLAISGLESEDEADY YC, A

HQRPPGVPDRESGSKSG. . TSASLAITGLQREDEADYYC. FGGGETKLTVL
HQRPPGVPDRESGSKSG. . TSASLALSGLOREDEADYYC. VFGGGTKLTVL
HKRPSGVPDRFSGSKSG . . ASASLAVSGLQSEDEADYYC . + VLFGGGTKLTVL

DQRSSGVPDRFSGSKSG. . TSASLAISGLRSEDEADYYC. ~RVFGGGTKLTVL
HORPSGVPDRFSGSKSG . . TSASLAISGLRSEDEADYYC. VFGGGTKLTVL
HORPSGVFDRFSGSKSG . . TSVSLAISGLOSEDEADYYC .

HORPSGVPDRESGSKSG .

- TSASLAITGLOREDEADYYC.QSYL

HQRPSGVPDRFSGSRSG. . TSASLAISGLRSEDEADY YC. 5
HQRPSGVPDRFSGSRSG. . TSASLATSGLRSEDEADYYC.
KKRPSGISDRFSGSVSG. . TSATLGITGLQTGDEADYYC . T+ YVFGIATKVIVL
SDRPSGVSNRESGSKSG. .NTASLTISGLQREDEADY YC. TS VVFGGGTKLTVL
SNRPSGVSNRFSGSKSG. .NTASLTISGLOAEDEADYYC. S VFGGGTRLTVL
SNRPSGVSNRESGSKSG . . NTASLTISGLQAHDEANYYC. 55 D.VVFGGETHLTVL
HNRPSGVSNRESGSKSG . .NTASLTISGLQRHDEANYYC. D NVFGGETKLTVL
NRPSGVSNRFSGSKSG. D.VVFGGGTKLTVL
NRPSGVSNRESGSKSG. D.VVFGGGTKLTVL
NRPSGVSNRESGSKSG. . D.VVFGGGTRLTVL
HNRPSG! FSGSKSG. .NTASLTISGLQAHDEA D.VVFGGGTKLTVL

NRPSGVSNRESGSKSG . .NTASLTISGLQRHDEANYYC.
{NRPSGVSHRFSGSKSG . . NTASLTISGLQAEDEADYYC . 0S¥ DS

SKRPSGIPERFSGSNSR. .NTAALI TSGTQAVDEADYYC. VVFGEGTKLTVL
TARPSGIPE TELTVL
RPSGIPERFSGSTSG . . NTARLITSGTQRVDEADYYC . OAHDGST . . . . VWFGRGTKLTVL

RPSGIPERFSGSTSG. . NTAARLIISGTORVDEADYYC . OAWDGST, . . . WWFGRGTKLTVL
RPSGIPERFSGSTSG. .NTARLITSGTQAVDEADYYC . QAWDGST. . . .WWFGRGTKLTVL
RPSGIPERFSGSTSG. .NTARLIISGTQRVDEADYYC . ORWDGST . . . . VWFGRGAKLTVL
RPSGIPERFSGSTSG. . NTARLITSGTQRVDEADYYC . OAWDGST . . . . VWFGRGTKLTVL
RPSGIPERFSGSTSG, . NTAALIL ISGTQAVDEADYYC, K/ VFGTGTKVIVL
ARPSGIPERFSGSTSG. .NTAALI ISGTQAVDEADYYC. () VFGIATKVIVL
HKRPSGIPERFSGSTSG. .NTAALL ISGTQAMDEADY YC . ()
NKRPSGIPERFSGSNSH . . NTATLTISGTQAMDERDYYC . 0/
FLTISGIQAMDEADYYC,

“RFSGSGSG. . TTVTLTITDARAEDEADYHE . QSEDVDGY

RORPSHT S

+ JWVFGGGTTLTVL

ANYYC.SSYTLIS

D.WVFGGETKLTVL

EVEGGETOLTVL
FVFGGGTQLTVL
PVFGGGTOLTVL

r'v . WVFGGGTKLTVL

HQRPSGVPDRFSGSIDSSSNSASLTISGLOF
SNKHSWTPARFSGSLLG. . GKAALTLSGARPEDEADYYC.
SNKHSWTPARFTGSLVG . . GKAALTLSGARPEDEADYYC.
WNKHSWTPARESGSLLG . . GKAALTLSGARPEDEADYYC.

STRSSGVPDRFSGSILG. .NKAALTITGAQREDESDYYC.

Liquor-B-Zellen des Patienten HM-63

identifizierten Peptiden der OKB-Spots 2, 8 und 9

mi

t

(¢) Analyse der A-Ketten. Legende entspricht Abbildung IV-1a. Insgesamt wurden 74 Ig-A-
Transkripte untersucht. A-Kette 3-1/b gehort zu OKB-HM-63-s2.
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anzahl Familie
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1
1
5
1
1
1
5
1
1
1
1
3
1
1
1
2
1
2
1
3
1
1
1
1
1
1
4
2
1
1
1

b Klon-
anzahl

w
ok RO R b RO SE kD b ek Gl bk ok N S 8 b bk ok b G R ke A ok R A R) b ek A DS ek ek bk

anzahl

_————D

1-ela
1-elb
1-ele
1-eld

3-07ia
3.07ib
3-07ic
3.07id

315/a
3-15ib
3-15/¢
3-15id

4.31a
4-31ib
4-31fc
4-311d

4-340a
4-34ib
4-3dic

4-39ia
4-39ib
4-39ic
4-39id
4-390e
4-39i
4-30ig

4.-597a
4-59/b
4-590c
4-59id
4-50/e

4-510a
4-51ib

Ve
Familie

1-02/012/b
1-02/012/a
1-02/012/b
1-02/012/a

1-420/a
1-A20/0

1-A3IA 188
11-A3IA19/b
11-A3/A 18]
I-A3IA19d

Ii-LB/a

1I-L6/gg
11I-LB /b
WI-LBfin
1I-LB/kk
1I-LB/M
1I-L6/mm
1I-LE/nn
lll-LBleo

V-B3la
IV-B3/b
IV-B3ie

VA
Familie

3-hia
3-hib
3-hic
3-hid

CDR1 CDR2

WYRQAPGQGLEW!
WYRQAPGOGLEW!
THVRQAPGQGLEW!
¥TVIWVRORPGQGLEW,

YHMSWVRORPGKGLEWVANLKE . . DGSEKYYVDSVKGRET I SRONAKNSLYLOMNS LRAEDTAVYYCAR
EVOLVEFGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTEE YWMSWVRQAPCKGLEWVANTKE . . DGSEKYYVDSVKGREFT T SRONAKNSLY LOMNSLRAEDTAVYYCAR
EVQLVEESGGLVQPGGSLRLSCAASGETFR YWMSWVRQAPGKGLEWVANIKE . . DGSEKYYVDSVKGRFT I SRONAKNSLY LOMNS LRAEDTAVYYCAR
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLFCARSGFTFRT . . YWMSWVRQAPGKGLEWVANTKE . . DGSEKY YVDSVKGRETI SRONAKNSLY LOMNSLRAEDTAVYYCAR

QVOLVQSGAEVKKPGSSVEVSCHASGGTFSS. . Y/
QUOLVOSGAEVKKPGSSVEVSCHASGGTFSS .
QVOLVOSGAEVKKPGSSVEVSCRASGGTESS
QUOLVOSGAEVKKPGSSVEVSCHASGGSF

ANNAQNFQGRVTITADKSTCTAYMELSSLRSEDTANYYCA
ANNAQNFQGRVTITADKSTGTAYMELSSLRSEDTAY
[ANNAQNFQGRVTITADKSTCTAYMELSSLRSEDTAY
IANNAQNFQGRVTITADKSTGTAYMELS SLRSEDTAMYYCA

AFDVWGOGTMVTVSSASTK
AFDVHGOGTMVTVSSASTH
AFDVAGQGTMYTWSSASTK
AFDUWGQGTMTVSSASTK

FOFRGOGTLVTVSSASTK
+ FDFWGQGTIVTVSSASTR
« FOFRGQGTLVTVSSASTH
FOFNGQGTLVTVSSASTK

< YYYYFGMOVHGOGTTVTIVSSASTK
FYYYFGMOVHGQGTTVTVSSASTK
YYYYFGMOVHGQGTTUTVSSASTK
FYYYFGMOVHGOGTTVTVSSASTK

AFDIWGQGTMVTVSLASTK
-AFDIWGQGTMVTVSLASTK
-AFDIWGQGTMITYSLASTK
<AFDIWGQGTTVTVSSASTK

-YCDYWGQGTLVTVSSASTK
. YCDYWGQGTLVTVSSASTK
S YFDFRGRGTLVIVSAASTH

+ . YFDFWGQGTLVIVSAASTK
VY YGMOVHGOGTTVTY:! STK

EVOLVESGGGLVQPGGS LRLSCARSGETFF

EVQLVESGGGLVKPGGSLELSCAASGFTFSN. . AWMSWVRQAPGKGLEWVGRIKSKTDGGTTDY AAPVOGRFTI SRODSKNTLDLOMNS LKTEDTGVYYCTT .
EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCARSGFTFSN . . AWMSWVRQAPGKGLEWVGRTKSKTDGGTTDY AAPVOGRETI SRODSENTLULQMNSLKTEDTGVYYCTT .
EVQLVESGGEGLVKPGGSLRLSCARSGFTFSN . . AWMSWVRQAPCKGLEWVGR T KSKTDGGTTDY AAPVOGRFTI SRODSKNTLDLOMNSLKTEDTCVEYCTR
EVQLVESGPGLVKPSQTLSLIC 35 RQAPGKGLEWVGRIKSKTDGGTTDYAAPYOGRFTI SRODSKNTL ULOMNS LKTEDTSWYYCTT

QVOLOESGPGLVKPSETLELTCTVSGGSVSSADYYWTWIRQHPGRGLEWLGYTEF . STFYTPSLKSRVTISVDTSKNQFSLELNSVTARDTAVYYCAR
QVOLOESGPGLVKPSQTLSLTCNVSGGESVSSADYYWTW IROHPGEGLERLGYLF HSTEY TPSLKSRVTISVDTSKNQFSLELNSVIARDTAVYYCAR
QVQLQESGPGLVKPSQTLSLTCNYSGGS VSSATY YWTWI RQHPGEGLEWLGY I, SLESRVTISVDTSKRQFSLALNSVTAADTAVYYCAR
QVQLOESGPRLVKPSQTLSLTCNVSGESYSSADYYWIWIRQHPGRGLEWLGHT F. TPSLESRVTISVDTSHNQFS! SVTARDTAVYYCAR,

QVOLOQIGPGLYKPSETLSLTCTVYGESFSG. . YSWIWIRQS PGKGLEWIGEIN. . . CYNPSLKSRVTISLDTSKNQFSLNPRSVTARDAAVYYCAR,, L)
QUOLOQWGAGLLKPSETLSLTCAVYGGSFSG. . YSWTWIRQSPGKGLEWIGETN . CYNPSLKSRVTISLDTSKRQFSLNLESVTARDAAVYYCAR .
OVOLOQWGAGLLKPSETLSLTCAVYGGSFSG, . YOWIWIRQS PGKGLERIGEIN, . (HAGCTHYNESLESRVTISLDTSKNQFSLELSSYTARDTAVIYCAT

QLOLOESGPGLVKPSETLSLTCTVSSGSISSSNYYWGWLRQPPGKGLEY IGNIY , . . ¥SGTTOY SPSHKSRVTISVDRSKNQFSLELSSVTARDTAVYYCAT, 1
QLOLQESGPHLVKPSEALSLTC I VSGGS: YWOWLRQPPGKGLEWIGS SGETYYNPSLENRVTHSVDTSNNOFSLKLSSVTAADTAVY YCAR

SGETYYNPSLENRVTHMSVDTSHNQFSLKLSSVTARDTAVY YCAR,
¥SGGTYYNPSLKNRVTHSVDTSHNQFSLKLSSVTARDTAVY YCAR.
YSGLTYYNPSLENRVTHSVDTSHNQFSLKLESVTARDTAVY YCAR
¥SGOTYYNPSLENRVTMSVDTSENQFSLKLSSVTARDTAVY YCAR
SGSTHYNPSLKSRLTISVDTSNNQFSLKLSSVTARDTAVY YCAR

SGSTNYNPSLKSRLTISVDTSKNQFSLKLSSVTARDTAVYFCAR
GSTNYNPSLESRVHISVDT.

LQESGPGLVKPSERLSLTCIVSGGS
QWWESGP:‘LVKPSEALELT‘C VSGGSIHSHTYYWUAL] RQI’?GKGLEHIGSI‘
QLOLOESGPHLVKPSEALSLTC IVSGES THSHTYYWIWL RQPPGKGLEWIGSTS
QLOLOESGPHLVKPSEALSLTCIVSGES INSHTYYWIWLROPPGKGLEWIGSLS

< YYYYGMDVWGQGTTVTVSSASTK
DD s e o YYYYGHMDVRGQGTTVTVESASTH
3D+ . « . ¥ DYYGHMDVHGQGTTVTVS SASTK
« - YDYYGMDVWGQGTTVTVSSASTK

YYYYGMDVWGOGTTVIVESASTE
FDYWGQGTLVIVSSASTE
- YYYYGMDVHGOGTTVIVSSASTK
MOVWG
MDVRGQGT L.VTVESASTK

- WFDFWGQGTLVTVSSASTK
4G WFDPWGQGTLVTVSSASTH

QVOLOESGPGLVKPSETLSLTCAVSGGRITS. .YWSWIRQPPGI'GLEWIG‘: 0
QVOLOESGPGLVKPSETLSLTCAVSGGET FLIQ.
QVOLQESGPGLVKPSETLSLTCEVSGGSINS., . YYWSHI RQP'PEKGLEWIG IF.
QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCAVSGGSISS. . YYWSWIRQPPGKGLEWIGCIY .
QVOLOESGPGLVKPSETLSLTCAVSGESTSS . . YYWSWIROPPGKGLEWIGTTY .

EVQLVQSGAELKKPGESLKISCOGSGETFT] WIAWVROTPGKGLEWMGTIYP . .
EVQLVQSGAE LKKPGESLKISCX FTE. . SWIARVRQTPGKGLEWMGIIYP. .

CDR1 CDR2

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISS. ... WYQOMPGRAPKLLI YAASSLOSGVPSRFSGNGSGADFSLTISNLOPEDFATYYC. O FGQGTKVEIK
DIQMIQSPSSLSASYGDRVTITCRASQSISS . v\ NWY QOMPGRAPKLLI YAASSLOSGVPSRFSGGGSGADFS LTISNLQPEDFATYYC. TEGQGTKVELK
DIQLTQSPSFLSVEVGDRYTITCRASQSISS . LNWY QOMPGRAPKLL YAASSLOSGVPSRFSGCGSGADFE LT ISNLOPEDFATYYC . -NTEGQGTKLEIR
DIQLPQSPSFLSVSYGDRVT ITCRASQST ¥LNWYQOKPGKAPKLLI YARSSLOSGYPSRFSGSGSGTEFTLTISSLOPEDFATYYC NTPGOGTKLEIK
DIOMTOSPSSLSASVGDRVT ITCRASH - - YLAWYQOKFGKVENLLI YARSTLOSGY PSRESGSGSGTHFTLT ISSLQPEDVATYYC . -FIEGPGTKVDIK
DIQMTQSPSSLSASYGDRVTITCRASQ! YLARYQOKPGKVPHLLI YARSTLQSGVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLQPEDFA L YYC . «FTEGPGTKVDIK

DIVMTOSPLELPVTPGEAASISCRSSOSLLHS
DIVMTQSPLSLPVTPGEAASISCRSSQSLLHS
DIVMTQSPLSLPVTPGEAASTSCRSSQSLLES

EIVLTQSPATLSLEPGERATLSCRASQSVSS .. o« o o YLAWYQOKPGOAPRLLI Y DT SNRATGI PGRFSGSGEGTDF I LTISSLEPEDSAVYYC.
EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVSS. . . . . . YLAWYQQKPGQAPRLLMYDTSNRATGI PGRFSGSGSGTDF I LTISSLEPEDFAVYYC.
EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVES. . . . . . YLAWYQOKRPGOAPRLLMYDAS SRATGT PARFSGSGEGTDF I LTTSSLEPEDFAVYYC .
EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVSS . YLARYQHKEGQAPRLLMY DASSRATGT PARFSGSGSGTDFTLTISSLEFEDFAVYYC. O
ETVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVSS . YLAWYQOKPGOAPRLLMY DASSRATG] PARFSGSGSGTDFTLTVSSLEPEDFAVYYC. O
EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVSS .o o v o o YLAWYQORFGOAPRL DASSRATGIPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDSAVYYC,
EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASLEVSES. . . . . . YLAWYQORPGQAPRL DASSRATGI PARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYC.
EIVLIQSPATLSLSPGERATLSCRASLSVSS . YLARYQHKPGQAPRLLI Y DTSNRATG] PGRFSGSGSGTDFILTVSSLEPEDFAVYYC.
EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSV: LAWYQOKPGQAPRLLI Y DTSNRATGI PGRFSGSGSGTDF | LTISSLEPEDFAVYYC.
EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVSH , FLAWYQQKPGOAFRLLMYDASSRATGI PGRFSGSGSGTDF I LTISSLEPEDFAVYYC .
EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVSA. YLAWYQQKPGQAPRLLI Y DASKRATGI PGRESGSGSGTDF ] LTISSLEPEDFAVYYC.
EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSY! YLAWYQHKPGQAPRLLIY DT SNRATGI PERPSGSGSGTDFTLTVSSLEPEDPAVYYC. O
EIVLTOSPATLSLSPGERATLSCRASQGV! ¥LAWYQHKPGOAPRLLI Y DASSRATGI PARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYNC.
EIVLTQSPATLSLEPGERATLSCRASQGVSH YLAWYQHKPGOAPRLLI Y DY SNRATGI PGRFSGSGSGTDF 1 LTISSLEPEDFAVYYC. O
EIVLIQSPATLSLSPGERATLSCRASQGVSA. - YLAWYQHKPGQAPRLLIYD7SNRATG] PGRFSGSGSGTDF I LTTSSLEPEDFAVYYC.
EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQOVSA, YLAWYQHKPGQAPRLLIYDTSNRATGI PORFSGSGSGTDFTLTVSSLEPEDFAVYYC.
EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASH YLANYQHKPGQAPRLLI Y DTSNRATGI PGRFSGSGSGTDFTLT1SSLEPEDS

EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASS YLAWYQHKEGQAPRLLI YD SNRATG] PGRFSGSGSGTDFTLTISSLOREDY

EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASE TLARYQHRFGOAPRLLIY DT SNRATGI PGRFSGSGSGTDF | LTISSLEFEDFAVYYC.
EIVLTQSPATLSLEPGERATLSCRAS! YLAWYQHKPGOAPRLLIY DTSNRATGI PARFSGSGSGTDF I LTISSLEPEDFAVYYC. O
EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASH ¥ YLARYQHKPGQAPRLLMY DASNRATG] PGRFSGSGSGTDFI LTISSLEPEDFAVYYC.
EIVLTQSPATLSLEPGERATLSCRASQGVSA., YLAWYQQKPGQAPRLLMYDASERATG] PARFSGSGSGTDFTLTVSSLEPEDFAVYYC.
EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVSS. YLAHYQOKPGOAPRLLMY DASSRATG] PARFSGSGSGTDFTLT ISSLEFEDSAVYYC.
EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVSS . TLARYQOKPGQAPRLLMYDAF KRATG] PARFSGSGSGTDFTLTVSSLEPEDSAVYYC.
EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVSN LAWYQOKPGOAPRLLIY DASHRATGI PARFEGSGSGTDFTLTVSSLEPEDPAVYYC. |
EIVLTOSPATLSLSPGERATLSCRASQSVSN . LANYQOKPGOAPRLLI Y DASKRATGI PARFSGSGSGI DFTLTVSSLEPEDFAVYYC .
EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVSH . LAWYQOKPGOAPRLLI YDTSNRATGI PGRFSGSGSGTDFTLTVSSLEPEDFAVYYC .
EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQGVSA . YLAWYQHKPGQAPRLLI Y DTSNRATGI PGRFSGSGSGTDF I LTISSLEPEDPAVYYC.
EIVLTQSPATLSLEPGERATLSCRASQS! « YLAWYQHKPGOAPRLLIY DT SNRATGI PCRFSGSGEGTDF I LTISSLEPEDFAVYYC..

GH NYWYUQKPEQ PQLLIYUSSNRASGVPDRFSGSGSGTDHLK] TRVEREDVGVYYC.|
GHNYLDWYLOKPGQ POLLT YLGSNRASGVPDRFSGSGSGTDFTLK ISRVERAENVGVYYC .

ITFGOGTRLETK
iPPYV Y TEGOGTKLEIK

-YTPGQGTKLELK
YTEGQGTKLELK
-YTPGQGTKLETK
- ITEGQGTKLEIK

-LTFGGGTKVEIK
-LTEGGGTKVELK
-LTFGGGTKVETK
< LTEGGGTKVEIK
- LTFGGGTKVEIK
-LTEGGGTKVEIK
«LTRGGGTKVEIR

EIVLT(SPATLSLSPGERATLSCRASQSVSS .. . . . YLAWYOQKPGQAPRLLHY DASSRATG PARFSGSGSGTDFT LTI SSLEPEDSAVYYC., . ITFGOGTRLEIK
EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVSS . YLAWYQQKPGOAPRLLHYDASSRATGI PARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDSAVYYC.. - ITEGQGTRLETK
EIVLTOSPATLSLSPGERATLSCRASQSVSS . YLAWYQOKEGORPRLLMYDAS SRATGT PARESGSGSGTDFTLTISSLEPEDSAVYYC. | ITEGOGTRLEIK
EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASLSVSS. .. . . . YLAWYQOKPGOAPRLLMY DASSRATG] PARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDSAVYYC. - ITFGQGTRLEIK
EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVSH . . . LAWY QOKPGOAPRLL T Y DASSRATGI PARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDSAVYYC . - ITFGQGTRLEIK
EIVLTQSPATLSLEPGERATLSCRASQSVSN, . RATGIPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDSAVYYC. O - - ITFGOGTRLETK
EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQGVSA. ATGIPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDS. .ITEGQGTRLEIK
EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQGVSA. YLAWYQOKPGOAPRLLMY DASSRATGI PARFSGSGSGTDF | LTTSSLEPEDSAVYYC. ITFGOGTRLETK
EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQGVS YLAWYQHKPGOAPRLLI Y DTSNRATGI PGRFSGSGSGTDFTLTISSLEFEDSAVYYC. ITFGOGTRLEIK
EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQGVS « « YLAWYQHKPGOAPRLLI ¥ D' SNRATGIPGRFS GTDF I LTVSSLEPEDFAVYYC . +ITEGQGTRLEIK
DIVMTQSPDSLAVSLGERAT INCKSSQSVLYSSNNKNY LAWY QDKPGOPPKLLI YWASTRESGY PDRFSGSGEGTDFTLT ISSLOAEDVAVYYC . ++ - PTEGQGTKVETK
DIVMTOSPDSLAVSLGERATINCKSSOSVLY SSNNENY LAWY QOKPGCPPKLLI YWASTRES DRFSG! GTDFTLTISSLOAEDVAVYYC . 0 ITF. . . PTEGLGTKVELK
DIVMIQSPOSLAVSLGERAT INCKSSQSVLY SSNNKNYLANYQ . KPGOPPKLL 1 YWASTRESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLOAEDVAVYYC. QUYFI TP, . . PTEGOGTKVEIK
CDR1 CDR2 CDR3
SYVLTQPPSVSVAPGOTARITCGS .NN . IGRK . SVHWYQQRPGOAPVLVVYDD, , . . . SDRPSGIPERFEGSOSG, . NTATLTISRVEAGDEADYYC, . YVFGTGTKVIVLSQPK
SYVLTQPPSVSVAPGOTARITCGE . NN . IGIK . SVHWYQQRPGOAPVLVVYDD. SDRPSGI 1SG. . DTATLTISR! ve. « . YVFGTGTKVIVLSQPK
SYVLTOPPSVSVAPGUTARLTCGE NN . 16K , SVEWYOQRPGOAPYLVVY DD, SDRPSGIPERFSGST YPATLTISRVEAGDERDYYC, Lo . YVEGTGTKVIVLSQPK
SYVLTQPPSVSVAPGOTARITCGS . NN. IGRK . SVHWYQORPGUAPYLYY YD, SDRPSGIPERFSGSL ITATLTISRVEAGDERDYYC . £ . YVFGTGTRVTVLSQPK

Abb. IV-2: Ig-V(D)J-Transkriptom aus Liquor-B-Zellen des Patienten 1039 mit identifizierten
Peptiden des OKB-Spots 1 (sieche Abb. 3.4-1a und Abb. 3.4-2)

Details siche Abbildung IV-1. (a) Analyse der H-Ketten. Insgesamt wurden 98 Ig-H-Transkripte
untersucht. H-Kette 4-39/c gehort zu OKB-HM-1039-s1. (b) Analyse der k-Ketten. Insgesamt wurden
117 Ig-k-Transkripte untersucht. x-Kette 11-A3/A19/a gehort zu OKB-1039-s1. (¢) Analyse der A-
Ketten. Insgesamt wurden 19 Ig-A-Transkripte untersucht. Es wurden keine A-Peptide identifiziert.
Weitere Details siche Legende der Abbildung 3.1-1.

Diese Abbildung befindet sich auch auf einer der Arbeit beigefligten Cd (siche Anhang Teil VI).
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V. Aminosduresequenzen der rFab-Fragmente

Fab-1039-s1 H-Kette

QVOLOESGPRLVKPSEALSLTCIVSGGSINSNTYYWDWLRQPPGKGLEWIGSISYSGGTYYNPSLKNRVTMSVDTSNNQFSLKLSSVTAADTAV
YYCARHTPRQAYYNILTSSQDYYYYGMDVWGQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTEP
AVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHHHHHH

Fab-1039-s1 L-Kette

DIVMTQSPLSLPVTPGEAASISCRSSQSLLHSSGNNYLDWYLOKPGQPPQLLIYLGSNRASGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCM
QALETPPITFGQGTRLEIKRTVAAPSVEFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLS
KADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSEFNRGEC

Fab-HM-63-s2 H-Kette

QVQLVQSGGGLVHPGGSLRLSCATSGFTENSYNMNWVRQAPGKGLEWLAYINSDSSTTYYADSVKGREFTISRDDARRSLDLOMNSLRAEDTAVY
YCARLSGYDWYSDESVLYHDYWGQGTLVTVSSTSTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGL
YSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHHHHHH

Fab-HM-63-s2 L-Kette

SYELTQPPSVSVSPGQTARITCSGDGLPKKYAYWYQQKSGQAPVLVIYQONTARPSGIPERFSGSTSGNTAALIISGTQAVDEADYYCQAWDGST
VVEFGRGTKLTVLRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKH
KVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

Fab-HM-63-s8 H-Kette

QVQLVQSGGGLVQPGESVRLSCAVSGEFSSTTYWMSWVRQAPGKGLEWVANINQDGRQEYYVDSVKGRETISRDNAENSLY LOMNSLRAEDTAVY
YCARRTYDFWSGSSLAFDVWGQGTMVIVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYS
LSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHHHHHH

Fab-HM-63-s8 L-Kette

DIOMTQSPVTLSASVGDRVTITCRASQSVSSYLNWYQQKPGEAPKLLIYAASRLHSGVPSRFSGSGSGTHFTLTVTSLLPEDFATYYCQQSYSN
PTFGQGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKH
KVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

Fab-HM-63-s9 H-Kette

QVQLVQSGGGLVQPGGPLRLSCAASGFTFTNYEMNWVRQAPGKGLEWVSYISISGRTIYYADSVKGRETISRDNARNSLYLOMNSLRAEDTAVY
YCARELSHWDGMIVVDSDAFDIWGQGTMVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSG
LYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHHHHHH

Fab-HM-63-s9 L-Kette

EIVMTQSPATLSVSPGERATLSCRASQNVSSNLAWYQQOKPGQVPRLLIYGASTRATGIPARFSGSGSGTEFTLTISSLQSEDFAVYYCQQYNDW
PRTFGRGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEK
HKVYACEVTHQGLSSPVTKSEFNRGEC

Fab-NS-52 H-Kette

QVOLOESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGGSITSGSYYWSWVRQSAGKGLEWIGRISATGSTNYNPSLWSRVTISVDTSKNQFSLKLTSVTAADTAV
YYCARHSSYSDSSYLPYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLS
SVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHHHHHH

Fab-NS-52 L-Kette

DIQMTQSPVTLSASVGDRVSITCRASQGISNYLAWYQQKPGKVPKLLIYAASTLKSGVPSRFSGSGSGTDFTLTITSLOPEDVATYYCQKYYST
PRTFGQGTKVEIKRTVAAPSVEFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEK
HKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

Fab-8-18C5 H-Kette

QVQOLQQOSGAELMKPGASVEISCKATGYTFSSFWIEWVKQRPGHGLEWIGEILPGRGRTNYNEKFKGKATFTAETSSNTAYMQLSSLTSEDSAVY
YCATGNTMVNMPYWGQGTTLTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVT
VPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHHHHHH

Fab-8-18C5 L-Kette

DIVMTQSPSSLSVSAGEKVTMSCKSSQSLLNSGNQKNYLAWYQQKPGQPPKLLIYGASTRESGVPDRFTGSGSGTDFTLTISSVQAEDLAVYYC
ONDHSYPLTFGAGTKLELKRTVAAPSVEFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLS
KADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENREC
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VI. Cd

Der Arbeit ist eine Cd beigefiigt, auf der sich simtliche Abbildungen, in denen Ig-V(D)J-
Transkriptome beziehungsweise relevante Teile davon enthalten sind, befinden. Dies soll eine
genauere Betrachtung der einzelnen Aminosduresequenzen ermdglichen, da eine groBere

Darstellung in der Druckversion der Arbeit nicht moglich war.

Es handelt sich um folgende Abbildungen:

Abb. 3.1-1 Uberlappung von Ig-V(D)J-Transkriptom und -Proteom im Liquor des MS-
Patienten HM-03

Abb. 3.1-2 Uberlappung von Ig-V(D)J-Transkriptom und -Proteom im Liquor des MS-
Patienten NS-52

Abb. 3.1-3 Uberlappung von Ig-V(D)J-Transkriptom und -Proteom im Liquor des MS-
Patienten JN-02

Abb. 3.1-4 Uberlappung von Ig-V(D)J-Transkriptom und -Proteom im Liquor des MS-
Patienten NS-16

Abb. 3.2-1 Uberlappung des Liquor-Proteoms mit Ig-V(D)J-Transkriptomen aus Liquor und
drei verschiedenen Plaques von Patient MS-4

Abb. 3.4-2 Zuordnung von H- und L-Kette in Spot 1 von Patient 1039 (OKB-1039-s1)

Abb. 3.4-3 Zuordnung von H- und L-Kette in Spot 9 von Patient HM-63 (OKB-HM-63-59)
Abb. 3.4-4 Zuordnung von H- und L-Kette in Spot 8 von Patient HM-63 (OKB-HM-63-s8)
Abb. 3.4-5 Zuordnung von H- und L-Kette in Spot 2 von Patient HM-63 (OKB-HM-63-s2)

Abb. III-1  Uberlappung des Liquor-Proteoms mit Ig-V(D)J-Transkriptomen aus Liquor und
drei verschiedenen Plaques von Patient MS-4

Abb. I1I-2  Uberlappung des Liquor-Proteoms mit Ig-V(D)J-Transkriptomen aus Liquor und
sechs verschiedenen Plaques von Patient MS-B2A

Abb. III-3  Ig-V(D)J-Transkriptom aus Liquor-B-Zellen des Patienten L-296

Abb. IV-1 Ig-V(D)J-Transkriptom aus Liquor-B-Zellen des Patienten HM-63 mit
identifizierten Peptiden der OKB-Spots 2, 8 und 9

Abb. IV-2 Ig-V(D)J-Transkriptom aus Liquor-B-Zellen des Patienten 1039 mit
identifizierten Peptiden des OKB-Spots 1
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