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ZUSAMMENFASSUNG

Die IgG Antikorper-Effektorfunktionen, Aktivierung von Komplement und Fcy-Rezeptoren,
werden von der 1gG-Subklasse und der Art der Fc N-Glykosylierung reguliert. Humanes
IgG4 und murines IgG1 kdnnen im Gegensatz zu den anderen Subklassen den klassischen
Komplementweg tiber C1q nicht aktivieren. Stattdessen wird diskutiert, ob humanes 19G4
die Hexamerbildung von humanem IgG1/3 zur Interaktion mit dem sechskopfigen C1q in-
hibieren kénnte. Des Weiteren besitzen humanes 1gG4 und murines 1gG1, im Gegensatz zu
humanem 1gG1/3 und murinem 1gG2a/2b, eine verringerte Spezifitat und Affinitat zu klas-
sischen aktivierenden Fcy-Rezeptoren; murines 1gG1 interagiert sogar bevorzugt mit dem
inhibitorischen Fcy-Rezeptor Ilb. Zusatzlich reguliert die Art der 1IgG Fc N-Glykosylierung
die Affinitat zu Fcy-Rezeptoren. Galactosylierte und sialylierte IgG Antikorper weisen eine
verringerte Affinitat zu diesen auf, jedoch eine erhohte Interaktion mit Zucker-bindenden
C-Typ Lektin-Rezeptoren, was letztendlich zu inhibitorischen Signalen fiihren kann.

Ziel dieser Arbeit war es, die antigenspezifische, anti-inflammatorische Wirkung des muri-
nen IgG1 und der IgG Fc N-Sialylierung weiter zu untersuchen. Dazu wurde das Potential
von murinen monoklonalen anti-TNP IgG1 Antikdérpern untersucht die C1g-Bindung, die
Komplementaktivierung und -vermittelte Zelllyse durch anti-TNP 1gG2a, 1gG2b und 1gG3
Antikdrper in vitro zu inhibieren. Murines 1gG1 inhibierte dosisabhangig, affinitdtsabhéngig
und antigenspezifisch die C1g-Bindung an 1gG2a, 1gG2b und 1gG3 und auch die funktio-
nelle Komplementaktivierung durch IgG2a in einem Hamolyse-Assay mit TNP-gekoppelten
Erythrozyten. Die Ergebnisse wurden in einer Peer-Review Fachzeitschrift verdffentlicht
(Lilienthal, G-M et al. Front. Immunol. 2018 [1]).

Im weiteren Teil der Arbeit sollten Komplement-abhangige Mausmodelle etabliert werden,
um die in vitro Ergebnisse zu verifizieren. Ein in vivo-Hamolysemodell mit murinen mono-
klonalen anti-Erythrozyten 1gG-Subklassen Antikorpern wurde erfolgreich zur Untersu-
chung der Komplementaktivierung/-inhibierung in Fc y-Kette-defizienten M&usen etabliert.
Leider zeigte sich, dass durch die Zugabe eines IgG1-Uberschusses die applizierte Gesamt-
IgG Menge zu hoch wurde, und somit - wahrscheinlich durch IgG-Erythrozyten-Agglutina-
tion - keine stabile Messung mehr moglich war.

Fur ein Komplement-abhangiges murines Modell zur Transfusions-assoziierten akuten Lun-
geninsuffizienz wurde eine murine monoklonale anti-MHCI IgG1 Klassen-Switch-Variante
des pathogenen 1gG2a Klons 34-1-2s kloniert und produziert. Das Potential dieses IgG1 An-
tikorpers die 1gG2a-vermittelte Komplementaktivierung in diesem Modell zu inhibieren
wird momentan in einer Kooperation untersucht.

Daruber hinaus wurde ein Komplement- und Fcy-Rezeptor-abhangiges aktives Mausmodell
der blasenbildenden Hautautoimmunerkrankung EBA genutzt, um die durch Toleranzverlust



Zusammenfassung 6

gegenuber Typ VII Kollagen entstehenden 1gG-Autoantikdrper zu untersuchen. Auch wenn
dort keine Unterschiede in der Subklassenverteilung in Bezug zur Krankheitsmanifestierung
auffielen, zeigte sich, dass die spezifischen IgG Autoantikdrper kranker Mause gering sialy-
liert waren im Vergleich zum Gesamt-1gG gesunder Mause.

Hierauf aufbauend, sollte ein passives 1gG-Transfer EBA Mausmodell - mit murinen po-
lyklonalen IgG Antikérpern aus dem aktiven EBA Modell - etabliert werden, um das Poten-
tial ex vivo Glykan-modifizierter autoreaktiver IgG Antikdrper in der Effektorphase der EBA
zu untersuchen. Ein erster Versuch zum Transfer von ex vivo-galactosylierten und sialylier-
ten 19G Autoantikdrpern im passiven EBA Modell zeigte im Trend eine geringere Hautent-
zlindung als die nativen IgG Autoantikdrper. In Zukunft sollen weitere Versuche folgen, um
die Rolle der IgG Autoantikorper-Glykosylierung in EBA genauer zu untersuchen.
Zusammenfassend konnte in vitro gezeigt werden, dass murines IgG1 die klassische Kom-
plementaktivierung inhibieren kann. Verschiedene IgG Antikdrper-Techniken und Maus-
modelle wurden etabliert, um in Zukunft eine antigenspezifische, anti-inflammatorische
Rolle des murinen 1gG1 und der IgG Fc N-Sialylierung weiter zu untersuchen. Die Ergeb-
nisse dieser Arbeit und weiterer Versuche kdnnten dazu beitragen auch die Rolle des huma-
nen IgG4 und der humanen 1gG Fc N-Sialylierung besser zu verstehen.



1 EINLEITUNG

Das Immunsystem ist ein komplexes Zusammenspiel zellularer und humoraler Effektoren, wel-
che den Korper vor Infektionen schiitzen. So wirkungsvoll wie es viele Pathogene bekampft,
kann ein dysreguliertes Immunsystem korpereigene Strukturen angreifen und chronische Ent-
zundungen induzieren. Im Folgenden soll auf wichtige Komponenten des Immunsystems ein-
gegangen werden, insbesondere auf die unterschiedlichen aktivierenden und inhibierenden
Wirkungen von Immunglobulin G-Subklasse Antikorpern und deren Fc-Glykosylierung, die im
experimentellen Teil dieser Arbeit untersucht wurden.

1.1 Immunologische Erkennung und Effektor-Funktionen

1.1.1 Angeborenes Immunsystem

Konnen schédliche Eindringlinge die physikalischen und chemischen Barrieren der Epithelien
bzw. antimikrobielle Peptide mukdser Oberflachen Uberwinden, werden sie sofort vom ange-
borenen Immunsystem erkannt und angegriffen. Die von der myeloiden Linie abstammenden
Immunzellen exprimieren verschiedenste Pattern recognition receptors (PRRs), um mikrobi-
elle Bestandteile, haufig repetitiv angeordnete Strukturen, zu erkennen. Lektin-Rezeptoren z.B.
interagieren mit Kohlenhydratstrukturen und Scavenger-Rezeptoren mit Lipoproteinen. Durch
Phagozytose kénnen insbesondere neutrophile Granulozyten, Makrophagen und Dendritische
Zellen Pathogene schnell eliminieren [2].

Weitere Pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) werden von Toll-like Rezeptoren
(TLRs), NOD-Proteinen und weiteren Rezeptoren erkannt. Infolgedessen wird in den
myeloiden Zellen eine Vielzahl von kostimulatorischen Molekulen sowie Zytokinen und
Chemokinen hochreguliert (bspw. NF-kxB Weg, TNF-o, CXCL-1/2 und IL-8), welche sekretiert
sowohl eine lokale Entziindung bewirken als auch weitreichend andere Effektoren anlocken.
Am Infektionsort werden Adhasionsmolekiile der Selektin- und Integrinfamilie sowie der
Immunglobulin-Superfamilie hochreguliert, welche die Migration, Interaktion und das Homing
von Leukozyten zum Entziindungsherd im Gewebe ermdglichen [2].

Nach der immunologischen Erkennung und Sofortreaktion ist ein wichtiger Verteidigungsap-
parat zur Begrenzung und vollstdndigen Beseitigung einer Infektion das Komplementsystem.
Es kann auf drei Wegen, dem klassischen, alternativen und Lektin-Weg schnell aktiviert wer-
den und selbstverstarkend wirken. Lokal agieren die hochreaktiven, Pathogen-opsonisierenden
(markierenden) Molekile und lytischen Membranporenkomplexe; weitreichende Wirkung er-
zielen die von einzelnen Komplementmolekilen abgespaltenen Anaphylatoxine.
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1.1.2 Erworbenes Immunsystem

Im Vergleich zum angeborenen Immunsystem ermdglicht das erworbene Immunsystem eine
noch viel gréRere Bandbreite fremde Strukturen, die Fremdantigene, zu erkennen. Die von einer
lymphoiden Vorlauferzelle stammenden Lymphozyten tragen jeder nur einen Rezeptortypen,
jeweils mit einer einzigartigen Spezifitdt. Durch klonale Deletion werden mit Selbstantigen
(Autoantigen) reagierende Zellen eliminiert. Eine unzureichende Effektivitat dieses Schrittes,
der zentralen Toleranz, soll im Verlauf dieser Arbeit noch weiter aufgezeigt werden. Die ver-
bleibende Population naiver Lymphozyten stellt ein riesiges Repertoire hoch diverser Prototy-
pen von Antigenrezeptoren dar. Erst in Folge einer Infektion und dem spezifischen Antigen-
kontakt wird ein Klon selektiert zu proliferieren und zum Effektor-Lymphozyten zu reifen.
Diese Primérantwort ist zeitlich betrachtet eine spate Abwehr. Durch das immunologische Ge-
déachtnis allerdings wird eine schnelle und verstérkte Sekundarantwort, also ein effektiver
Schutz vor Reinfektion, bewirkt [2].

Die meisten Lymphozyten haben ihren Ursprung im Knochenmark. Wahrend B-Lymphozyten
(B-Zellen) die antigenunabhangige Entwicklung hier auch abschlieRen, wandern Vorlaufer der
T-Lymphozyten (T-Zellen) zumeist in den Thymus aus. Beide weisen in ihrer Entwicklung
Parallelen auf: schrittweise Neuanordnung der, in V, D und J gegliederten Gene fur die variable,
antigenbindende Rezeptordoméane (VDJ Rekombination), sequentielle Kontrollschritte und
schlielich das Zusammensetzen eines heterodimeren Antigenrezeptors.

Anders als bei B-Zellen differenzieren Thymozyten entweder in die a:f - oder in die y:5 (Min-
derheit) -Linie, welche distinkte Antigenrezeptor-Gene exprimieren. Der aus a- und p-Kette
zusammengesetzte T-Zell Rezeptor erkennt spezifisch Antigenfragmente (Epitope) von Prote-
inen, welche tber MHC (Major histocompatibility complex, auch humanes Leukozytenantigen-
System, kurz HLA-System) anderer Korperzellen présentiert werden. Die a:3 T-Zellen werden
im Thymus positiv auf Erkennung von Selbst-MHC und negativ auf starke Interaktion mit Au-
toantigen, d.h. auf Selbst-Toleranz, selektiert und begeben sich dann als reife naive Zellen in
die Zirkulation des peripher lymphatischen Gewebes (Milz, Lymphknoten u.a.).

Bei Aufeinandertreffen mit einer Antigen-prasentierenden Zelle (APZ, z.B. Dendritische
Zelle), die das passende Antigen Gber MHC Molekule présentiert, liefert diese den Kostimulus
zur Proliferation und Differenzierung zu Effektor T-Zellen. Auf MHC Klasse | restringierte
CD8+ T-Zellen werden zu zytotoxischen T-Zellen, die Pathogen-verénderte Korperzellen er-
kennen und zerstoren. Fast jede Korperzelle prasentiert iber MHC Klasse | Molekiile auf ihrer
Oberflache Peptide des Zytosols. Ein Virusbefall oder krebsartige Verdnderungen spiegeln sich
hier ebenfalls wieder [2].

MHC Klasse Il wird von Antigen-prasentierenden Zellen (APZ) wie Makrophagen, Dendriti-
sche Zellen und B-Zellen exprimiert, welche am Ort einer Infektion Pathogenstrukturen auf-
nehmen und intrazelluldr prozessieren. Die daraus entstehenden Peptidfragmente werden auf
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MHC Klasse 1l geladen und an der Zelloberflache CD4+ T-Zellen prasentiert. Diese sind pro-
grammiert bei Aktivierung zu T-Helfer Zellen (TH) zu werden und mit der Ausschittung ver-
schiedener Effektormolekiile (Zytokine) die Zielzelle zu aktivieren. Je nach spezifischer Akti-
vierung und Differenzierung werden CD4+ Effektor T-Zellen mindestens unterteilt in Thl, Th2
und Tw17 Helferzellen, die spezifische Zytokinmuster exprimieren sowie T-follikulare Helfer-
zellen (Trn), die speziell B-Zellen wahrend der Keimzentrumsreaktion (weiter unten) aktivie-
ren. Eher gegenteilige, immunsuppressive Arbeit leisten regulatorische T-Zellen (Treg); Sie un-
terdriicken T-Zell-Antworten, limitieren somit Immunantworten und beugen Autoimmunitét
vor [2].

In die Peripherie ausgewanderte naive B-Zellen exprimieren auf ihrer Oberflache den B-Zell-
Rezeptor (BZR), der direkt extrazelluldre oder freie Antigene binden kann. Erkannt werden
spezifische Teile (Epitope) des antigenen Molekdls, welche fast jede chemische Struktur haben
kénnen. Im Fall von Proteinantigenen wird die B-Zell-Aktivierung durch CD4+ T-Zell-Hilfe
unterstutzt und fihrt in der Keimzentrumsreaktion zu Proliferation sowie Ausdifferenzierung
zu Gedéachtniszellen und Plasmazellen. Plasmazellen produzieren Antikorper, die sezernierte
Form des B-Zell-Rezeptors, mit derselben Antigenspezifitat. So wird das urspringlich aktivie-
rende Antigen zum Ziel der aktivierten B-Zell-Klone und deren Antikorper.

Die Zellen des angeborenen Immunsystems exprimieren verschiedene Antikdérper-bindende
Rezeptoren, sogenannte Fc-Rezeptoren (FcR). Durch die Verlinkung der Effektormechanismen
des angeborenen Immunsystems wirken Antikérper so hauptsachlich auf drei Wegen:
Neutralisation, Opsonisierung und Komplementaktivierung. Durch Wegbinden von bakteriel-
len Toxinen werden diese unschadlich gemacht (neutralisiert). Antikdrper-opsonisierte Viren,
Bakterien und Zellen werden z.B. von Natirlichen Killerzellen via Fc-Rezeptoren erkannt und
zerstort; dieser Mechanismus wird als Antibody-dependent cellular cytotoxicity (ADCC)
bezeichnet. Wird durch die Antikdrper-Opsonisierung auch der klassische Komplementweg
aktiviert, und so das Signal ,,Fremd* fiir Phagozyten vielfach verstirkt, spricht man auch von
Complement-dependent cytotoxicity (CDC) [2].

Das humorale Immunsystem, vor allem mit seinen Zytokinen, Komplementkomponenten und
Antikdrpern, zeigt deutlich, dass das angeborene Immunsystem nicht vollstandig getrennt vom
erworbenen Immunsystem betrachtet werden kann. Vielmehr sind beide vor allem tber Anti-
korper und Komplementsystem vielseitig verzahnt und voneinander abhangig. Zusammen bil-
den sie so eine vielfaltig gesteigerte Immunabwehr.
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1.1.3 Komplementsystem

Das Komplementsystem umfasst sowohl zirkulierende als auch lokal zellular exprimierte
zymogene Proteine (inaktive Enzymvorstufen) [2, 3]. Durch Erkennung von ,,Fremd* wird ein
initiales Zymogen aktiviert, wodurch eine Kaskade sequentieller Interaktionen und Proteolysen
startet. Sie lauft in vier Hauptschritten ab: 1) Initiation der Komplementaktivierung,
I1) C3-Konvertase-Aktivierung und Amplifikation, 1Il) C5-Konvertase-Aktivierung und
IV) Terminale Membrane attack complex (MAC) -Bildung, die zur Formierung einer Pore in
der Zielmembran flhrt. Es werden drei Hauptaktivierungswege unterschieden: die klassische
und alternative Aktvierung sowie der Lektin-Weg. Jeder dieser Wege resultiert in einer
C3-Konvertase-Formierung, welche aus dem Molekil C3 das Effektormolekil C3b entstehen
lasst (Abbildung 1.1).

Jules Bordet entdeckte, dass ein Hitze-instabiler Plasmabestandteil die Antikdrper vermittelte
Opsonisierung und Totung von Bakterien steigern konnte. So kam die Bezeichnung etwas
,komplementiere“ die Wirkung von Antikérpern zustande [2]. Bei diesem klassischen Kom-
plementaktivierungsweg bindet die erste Komplementkomponente C1q an Antikdrper (IgM
und 1gG), die an Antigene gebunden haben [2, 4]. C1q ist ein 462 kDa schweres, komplexes
Homohexamer. Sechs globulére Kopfgruppen verfiigen tber je drei nicht-identische Bindestel-
len und sind mit der zentralen Domane Uber eine Kollagen-Triple-Helix verbunden. Hier asso-
ziieren die Serin-Protease Zymogene C1r und Cls Calcium-abhéngig und bilden zusammen
den C1-Komplex. Eine erfolgreiche Aktivierung bedingt die multivalente Interaktionen der
Cl1g-Kopfgruppen mit den Antikdrpern. Dadurch kommt es zu einer Konformationsanderung,
die sich auf C1r tbertragt und zu dessen Autoaktivierung fiihrt [2].

In Folge dessen aktiviert es C1s, welches C4 spaltet. In dem groReren Spaltprodukt C4b wird
eine Thioestergruppe exponiert, die unspezifisch mit Nukleophilen wie Hydroxylgruppen oder
Aminogruppen reagiert und so das Fortschreiten der Komplementkaskade direkt auf dem
Zielobjekt verankert [5, 6]. Komplement C2 bindet an C4b und wird durch C1ls Magnesium-
abhangig gespalten. Der entstandene C4b2a-Komplex entspricht der klassischen C3-
Konvertase. C3 ist ein C4-Homolog sodass die, im C3b-Spaltprodukt freiwerdende, reaktive
Thioestergruppe ebenfalls die Fremdstruktur opsonisiert. Weiterhin bildet sich aus C4b2a3b
mit C2a in proteolytischer Funktion die C5-Konvertase. Das Spaltprodukt C5b initiiert die
Ausbildung des terminalen Komplementproduktes MAC durch Bindung an C6. Ist die
Zielstruktur eine Lipiddoppelschicht, fiihrt der daran assoziierende Komplex aus C5b6789 zur
Lyse (Abbildung 1.1).

Durch die schnelle Hydrolyse des Thioesters ist die Wirkung von aktiviertem C4b sowie C3b
und somit das Fortschreiten der Komplement-Kaskade lokal begrenzt und durch die C1g-Bin-
dung an den Antikorper festgelegt [7].
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Ahnlich verhalt es sich beim weniger hiufig stattfindenden Lektin-Weg, der getriggert wird,
wenn losliche PRRs Pathogene erkennen. Dazu gehdren das Kohlenhydrat-spezifische,
Calcium-abh&ngige Mannose-bindendes Lektin (MBL) und Ficoline. Das MBL-Molekil
gehort mit seiner N-terminalen Kollagen-ahnlichen Struktur und C-terminalen C-Typ Lektin-
Doméne zu den Kollektinen. Alle Bindedomanen zusammen ergeben eine hohe Aviditét fur
Mannose, Fucose und N-Acetylglucosamin-Resten. Das fir Vertebraten typische terminale
Glykan Sialinsdure wird nicht erkannt. Ficolin-Molekdile dhneln mit Stamm und sechs Kopfen
der Struktur von MBL und C1q, jedoch weisen sie Fibrinogen-ahnliche Bindedoméanen auf,
welche auf acetylierte Oligosaccharide spezialisiert sind. MBL und Ficoline sind mit Serin-
Proteasen assoziiert (MASPs), welche nach Pathogenbindung die Spaltung von C4 und C2
bewirken. Die weitere Kaskade setzt sich wie der klassische Weg fort (Abbildung 1.1).

Der alternative Komplementaktivierungsweg ermdglicht eine Amplifikationsschleife fur C3b.
Als Substrat dient C3b aus dem klassischen und Lektin-Weg sowie nicht-proteolytisch, sondern
spontan hydrolysiertes C3b(H20), welches stetig auf geringem Level aus zirkulierenden C3
entsteht [8]. Das Zymogen Faktor B interagiert mit C3b und wird durch Faktor D Magnesium-
abhangig gespalten. Die entstandene alternative C3-Konvertase (C3bBb) &hnelt der klassischen
C3-Konvertase sehr, ist jedoch allein zu kurzlebig [9, 10] und bendtigt den Stabilisator
Properdin (Faktor P) [11-13]. Das nun entstehende C3b kann kovalent an die direkt
umgebenden Oberflachen binden und weitere alternative C3-Konvertasen formieren. Weiterhin
kann C3b auch an C3bBb binden, wodurch die alternative C5-Konvertase (C3bBb3b) entsteht
(Abbildung 1.1). Durch diese lokale C3b-Amplifikation werden vermehrt sowohl Phagozyten
rekrutiert als auch MAC ausgebildet und damit die Zerstérung des Pathogens beschleunigt.

Die, auf allen drei Aktivierungswegen, von Komplementprodukten markierten Pathogene wer-
den von Komplementrezeptoren exprimierenden Phagozyten erkannt und beseitigt. Der unter
den Blutzellen am weitesten verbreitete, C3b/C4b spezifische Komplementrezeptor CR1 for-
dert die Phagozytose Komplement-opsonisierter Strukturen sowie den Abtransport von Immun-
komplexen uber Erythrozyten (in der Maus sind es Thrombozyten). Neben CR2 sind auch CR3,
CR4 und CRIg spezifisch fur C3b sowie dessen inaktivierte oder degradierte Form und stimu-
lieren Phagozytose [2].

Die in der Kaskade anfallenden kleinen Peptide, allen voran C5a sowie mit mittlerer bzw.
geringer Aktivitadt auch C3a bzw. C4a, wirken aulRerdem als Entziindungsmediatoren, auch
Anaphylatoxine genannt. Uber ihre entsprechenden C3a- und C5a-Rezeptoren (C3aR und
C5aR) auf Endothelzellen von BlutgefaRen stimulieren sie eine Verstarkung des Blutflusses
durch Muskelkontraktion, der vaskularen Permeabilitat und der Expression von Zelladh&sions-
Molekilen. Das erlaubt die Extravasation von Antikérpern und Komplement in umliegendes
Gewebe, die Infiltration von Immuneffektorzellen und mikrobizide Aktivitdt. C5a aktiviert
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zudem Mastzellen die Mediatoren Histamin und TNF-a auszuschiitten. Eine grole Menge
dieser kleinen Komplementprodukte konnen einen Kreislaufkollaps, den anaphylaktischen
Schock, herbeifiihren [2].
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Abbildung 1.1: Komplementaktivierungswege

Schematische Darstellung der Initiation der Komplementaktivierung, C3-Konvertase-Aktivierung und C3b-Amp-
lifikation, C5-Konvertase-Aktivierung und terminale Formierung des Membrane attack complex (MAC). Grin:
klassischer und MBL-Weg: Initiation der Komplementaktivierung durch Bindung von C1q an IgM und 1gG Anti-
korper bzw. Lektin an Mannose. Durch proteolytische Aktivitat der zugehdrigen Enzyme C1s/C1r bzw. MASPs
wird die C3-Konvertase C4b2a generiert, die C3 spaltet. Spaltprodukt C3b bindet kovalent an den Komplemen-
taktivator und hat einen chemotaktischen Effekt auf Phagozyten, oder wird Teil der C5-Konvertase. Durch Spal-
tung von C5 assemblieren C5b6789 porenférmig an der Zielmembran und fihren zur Lyse. Blau: C3b und
C3b(H20) (hydrolysiertes C3b aus spontaner Konversion) binden Faktor B. Durch Aktivierung von Faktor D ent-
steht eine alternative C3-Konvertase (C3bBb) und somit mehr C3b, das opsoniert oder Teil der alternativen C5-
Konvertase (C3bBb3b) wird (modifiziert nach Sim und Dodds [7]).

Die bisherigen Abschnitte verdeutlichen, dass das Komplementsystem, einmal getriggert, eine
rapide, weitreichende und sehr effektive Abwehr betreibt. Das bedeutet auch, dass der Korper
sich vor einem unspezifischen Komplementangriff schitzen muss. Etliche positive und
negative Regulationsmechanismen haben sich entwickelt, die sowohl in der Flissig-Phase als
auch direkt auf Zelloberflachen in jedes Level der Kaskade eingreifen kdnnen. Wirtszellen
schiitzen sich direkt durch Expression extrazellul&rer negativ regulatorischer Proteine [2, 7].
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1.1.4 Antikorper

Die globuldre Form der Antikorper, auch Immunglobuline (1g), erinnert an einen Stamm mit
zwei Armen, gebildet aus zwei identischen schweren (heavy chain, HC, je ca. 50 kDa) und zwei
identischen leichten Polypeptidketten (light chain, LC, je ca. 25kDa). Die N-terminalen vari-
ablen Doménen der HC und LC (Vw und VL) bestehen aus hypervariablen Schleifen, die eine
heterogene Protein-bindende Oberflache bilden, beféhigt mit unterschiedlichsten Liganden zu
interagieren. In C-terminaler Richtung befindet sich die konstante Region der HC und LC
(Ch und C.). Die drei Cx -Doménen werden vom N- zum C-Terminus durchnummeriert: Chl,
CH2 und CH3, siehe Abbildung 1.2.

Ublicherweise wird ein Antikorper der Funktion nach in zwei Fab, die antigenbindenden Frag-
mente, und einen konstanten Fc- (Fragment crystallizable) Teil gegliedert. Hierliber interagie-
ren Antikdrper mit den Fc-Rezeptoren auf Immunzellen und Komplement C1q, siehe Abbil-
dung 1.2 [2].

Antigen-Bindung

— ~

C1g-Bindung
N-Glykosylierung

Fc:Fc Interaktion

Abbildung 1.2: Schematischer Aufbau eines 1gG Antikorpers

Zwei schwere (H, rot) und zwei leichte (L, gelb) Polypeptidketten assoziieren tiber Disulfidbriicken zu drei gleich-
grofRen globuldren Domanen. Die variable (V) Region ist die Antigenbindestelle. Die Gelenkregion verleiht den
Fab-Armen Flexibilitat bei der Antigenbindung. An Cu2 und Cn3 der Fc-Doméne binden Komplement C1q und
Fc-Rezeptoren. IgG tragt an Asparagin297 ein Glykan (tiirkis), das in den Freiraum der nicht interagierenden Cn2-
Domaénen reicht und Einfluss auf die Effektorfunktion hat [14].

Die beiden Fab und der Fc-Teil bilden globuldare Domanen, sodass ein Antikorper in seiner
Quartarstruktur aus drei gleich grof3en globuldren Teilen besteht. Diese sind Uber eine flexible
Polypeptidkette, die Gelenk-Region, verknipft. Die HCs und LCs assoziieren, stabilisiert durch
Disulfidbriicken sowie hydrophobe und polare nichtkovalente Interaktionen, wie folgt: Vu mit
VL und die CH1 mit C sowie beide Cx3 miteinander. Die Ch2-Doménen interagieren nicht
direkt, in diese Licke reichen an Fc-konjugierte Kohlenhydrat-Strukturen [15].

Durch die vertikale Symmetrie kdnnen Antikdérper simultan an zwei identische Antigene bin-
den. Die Gesamtstéarke der Interaktion, Aviditat, hangt von der Affinitat jedes Fab-Teils und
auch von der Flexibilitat in der Gelenkregion ab. Diese ist, wie auch die Effektorfunktionen der
Antikorper, letztlich von der HC und somit von der Immunglobulinklasse abhéngig, die durch
den Prozess des Klassenwechsels (siehe weiter unten) entsteht.



1 Einleitung 14

Anders als die HC erfillt die LC keine andere spezifische Funktion als Bauteil der V-Doméne
zu sein. Die LC kann entweder als « oder A Form ausgepragt sein, sie durchgehen keinen Klas-
senwechsel und erscheinen funktionell gleichartig. Das Verhéltnis « zu A der naturlich vorkom-
menden LC ist in Menschen 2:1 und in Méusen 20:1 [2].

Diversifizierung der variablen Domé&ane und somit Antigenerkennung

Die riesige Diversitat im Repertoire fur Antikorperspezifitat wird durch mehrere Schritte er-
maoglicht. Ein Hauptpunkt hier ist die combinatorial diversity durch Neuanordnung hoch vari-
abler, separater Gensegmente, welche die V-Region kodieren.

Die Immunglobulin-Gensegmente fiir LC und HC sind in drei Genloci organisiert: k-LC Locus
auf Chromosom 2, A-LC Locus auf Chromosom 22 und HC Locus auf Chromosom 14. Fir die
Vu-Region gibt es drei Gruppen rekombinationsféhiger Gensegmente: V- (Variabel), D-
(Diversitét) und J- (Joining, verbindend) Abschnitte, wohingegen es fur V¢ nur V und J sind.
Jeder Abschnitt liegt als multiple Kopie mit leicht unterschiedlicher Sequenz vor. Ausschliel3-
lich in B-Lymphozyten durchgehen diese Segmente genomischer DNA den Prozess der soge-
nannten somatischen Rekombination. Konservierte, flankierende Signalsequenzen (Recombi-
nation signal sequence) und spezifische Abstandshalter (Spacer) regulieren die Rekombination.
Diese wird katalysiert von einzigartigen Lymphozyten-spezifischen Rekombinasen, den RAG-
Proteinen. Nach dem Zufallsprinzip werden fiir V. jeweils eines von vielen V-Segmenten (A
bis zu 33 und « bis zu 38 funktionelle) mit einem von finf moglichen J-Segmenten aneinander-
geknipft [2].

Die C-Region ist in einem weiter abwaérts liegenden Exon kodiert und wird durch Spleif3en der
leichte Kette-DNA an die V-Region gekniipft. Fur Vi wird in einer ersten Rekombination eines
von 23 D-Segmenten mit einem von sechs J-Segmenten kombiniert; in einer zweiten wird eines
von bis zu 46 V-Segmenten mit dem rearrangierten JD verbunden [2].

Die weiter abwarts gelegenen Gensegmente der Cn-Region bilden ein groRes Cluster, in dem
jedes Cu-Gen in mehrere Exons gesplittet ist (Abbildung 1.3). In naiven B Zellen wird das
Cu-Segment mit VDJ verknupft und schlieflich der vollstandige BZR présentiert. Spéater, nach
Aktivierung, wird je nach Stimulus ein definiertes Cx-Segment mit dem VDJ verkniipft und die
dazwischen liegenden Segmente rausgeschnitten [2].

Die hochst variablen Stellen der V-Domane sind die Complementarity-determining regions
(CDR1-3); hiertiber erfolgt die Kontaktaufnahme mit dem Antigen. Wéhrend die hypervariab-
len Regionen von CDR1 und 2 im V-Gensegment kodiert sind, unterliegt die CDR3 der juncti-
onal diversity, dem Einfligen und Weglassen von Nukleotiden beim V(D)J-Verknipfungspro-
zess. Weitere Variabilitat in der Antigenbindestelle wird durch die V. - VH -Paarung generiert.
SchlieBlich erhalten aktivierte B-Zellen eine zusétzliche Variation und somit gereifte Affinitat
durch somatische Hypermutation, vor allem wahrend der Keimzentrumsreaktion, bei der
Punktmutationen in den rearrangierten V-Gensegmenten eingeflhrt werden [2].
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Generierung verschiedener Immunglobulinklassen und somit variabler Effektor-
funktionen

Das Cluster 3¢ von den Jy Segmenten enthalt verschiedene Immunglobulin Cn-Gensegmente,
welche fur die verschiedenen Ig-Isotypen und deren Subklassen kodieren. Es wird zwischen
funf humanen HC-Isotypen p, J, v, a und & mit entsprechenden Subklassen unterschieden. Die
dazugehdrigen Immunglobuline beim Menschen sind: IgM, IgD, 1gG1, 1gG2, 1gG3 und 1gG4,
IgA1 und IgA2 sowie IgE. Die Ig-Isotypen und Subklassen in der Maus sind: 1gM, IgD, 1gG1,
IgG2a (Homolog in C57BL/6 19G2c), 1gG2b, 1gG3, IgA und IgE [16] (Abbildung 1.3).

Auf die Ju-Gensegmente folgt als erstes das Cy-kodierende Gensegment, gefolgt von Cs (Ab-
bildung 1.3). Durch alternatives Spleien werden IgM und IgD BZR auf B-Zellen koexpri-
miert, wobei je nach Entwicklungsstadium das molekulare Verhaltnis variiert. Sie sind die ers-
ten von einer naiven B-Zelle exprimierten BZR [2]. Die Koexpression und einzigartige Funk-
tion von IgD sind bis heute nicht vollstandig verstanden. Da das IgD Gelenk deutlich flexibler
als das von IgM ist, konnte es als Hilfsrezeptor beim Einfangen von Antigenen dienen. Nach
Aktivierung der B-Zelle mit Antigen differenzieren und proliferieren einige der B-Zellen zu
Plasmazellen, die die I6sliche Form des BZRs als IgM Antikorper exprimieren.

Jedes Cn-Gensegment tragt am Ende zwei alternative Exons, welche einen Carboxyterminus
mit hydrophilem, sekretorischem Ende bzw. ein hydrophobes Membranankerende kodieren.
Durch alternatives mMRNA Spleif3en wird erreicht, dass Plasmazellen hauptsachlich die sekre-
torische Variante (Antikorper) ihres 1g-Isotypen ausbilden. IgM wird vor allem als Pentamer
sekretiert und ist auf Grund der GroRe auf die Zirkulation im Blut beschrankt. Als Pentamer
besitzt diese erste Abwehrform bereits eine hohe Aviditdt. Zudem formen die finf Fc-Teile
einen starken C1 Komplement-Aktivator [2].
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Abbildung 1.3: Cn -kodierendes Gencluster in Mensch (hu) und Maus (mu) mit Switch-Region Elementen
S fur die nicht-homologe Rekombination zum Ig-Klassenwechsel.

In anderen aktivierten B-Zellen kann, je nach Stimulus, die Klassenwechsel-Rekombination
induziert werden. In diesem irreversiblen Prozess wird die C,, der HC durch einen der Isotypen
Y, € oder a bzw. deren entsprechende Subklasse ersetzt, resultierend in einer verénderten
Effektoraktivitat bei gleichbleibender Antigen-Spezifitat [17]. Ein spezifischer Klassenwechsel
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wird durch spezifische Zytokinsignale und das fir aktivierte B-Zellen spezifische Enzym AID
(Activation-induced cytidine deaminase) initiiert [2].

In den Introns vor jedem HC Isotyp/Subklassen-Gensegment (aulRer Cs) befindet sich ein soge-
nanntes Switch-Region Element S mit repetitiver Sequenz, siehe Abbildung 1.3. Wenn eine
Zelle z.B. Signale flr einen spezifischen Klassenwechsel von IgM (IgD) zu 1gG1 bekommt,
erfolgt eine nicht-homologe Rekombination zwischen S, und S;1, wobei die repetitiven Sequen-
zen sich zusammenlagern. Die dazwischenliegende chromosomale DNA wird ausgeschnitten
und die neuen Enden ligiert. Die nun 1gG1 produzierende B-Zelle kann bei einem weiteren
Klassenwechsel nicht mehr zurtick zu IgM (1gD) oder IgG3 wechseln, siehe Abbildung 1.3.

Uber einen spezifischen Klassenwechsel entscheiden spezifische Zytokin-sezernierende T-Hel-
ferzellen aulRerhalb und vor allem innerhalb des Keimzentrums. B-Zellen, die tiber MHCII ein
Peptidantigen présentieren, treffen in sekundar lymphoiden Organen auf die passenden Tw-Zel-
len. Die Verbindung tber die Korezeptoren CD40/CD40L und das Aussenden von Zytokinen
stimuliert die B-Zelle. In der Maus werden typische Subklassenwechsel zu IgG1 und IgE v.a.
von IL-4 stimuliert, 1gG2a sowie 1gG3 sind haufig von IFN-y stimuliert, wéhrend TGF-f 1gG2b
und IgA induziert. Letzteres entsteht auch durch IL-5.

Zusatzlich konnen T-Zell-unabhé&ngige Antigene (Nicht-Proteine), wie etwa bakterielles LPS,
zu B-Zellantworten mit Klassenwechsel fiihren. Dabei fiihrt eine repetitive Antigenstruktur zur
Kreuzvernetzung der BZR und weitere Signale zur Aktivierung und eventuell zum Klassen-
wechsel der B-Zelle [2].

Sequenzunterschiede in den V-Segmenten der konstanten Region der HC entscheiden tber die
unterschiedlichen Charakteristika jedes Antikorper Isotypen bzw. deren Subklasse. Dazu geho-
ren Anzahl und Auspragungsstellen von Disulfidbriicken zwischen den Ketten, Anzahl der Gly-
kosylierungsstellen, Anzahl von C-Domanen, Lange und Flexibilitat der Gelenkregion, die pri-
mare Aminosduresequenz und letztlich auch die Halbwertszeit. 1gG ist der dominanteste
(=11 mg/ml) und langlebigste (t12 21Tage) Isotyp im Menschen, gefolgt von IgA (2,6 mg/ml)
[18, 19]. IgE tragt einen nur einen geringen, aber biologisch sehr wichtigen Teil bei. Anders als
andere Fc-Rezeptoren, kann der von Mastzellen und Basophilen konstitutiv exprimierte, hoch-
affine IgE Rezeptor (FceRlI) freies monomeres IgE binden. Bei Antigenbindung werden die
Ausschuttung von Histamin und anderen Mediatoren unmittelbar getriggert. Verbreitung findet
diese Funktion direkt unter der Epithelschicht der Haut sowie unterhalb der Basalmembran des
Verdauungs- und Atemwegstrakts. Das System, das sich urspriinglich zu einer effektiven Para-
sitenabwehr entwickelt hatte, ist heute vor allem Verursacher der Symptome akuter allergischer
IgE-vermittelter Reaktionen [2].

IgM und IgA sind die einzigen Ig-Isotypen, die mit der kurzen Polypeptidkette, der J-Chain,
interagieren. Diese fordert eine Multimerisierung durch das Verlinken von Cysteinen im
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sekretorischen HC-Schwanzstiick. Die Dimerisierung von IgA ermdglicht den Transport durch
Epithelien, so ist es gehauft in mukdsen Sekreten des Darmes, der Atemwege und in Mutter-
milch vorhanden, wahrend sich monomeres IgA nur im Plasma bewegt [2].

Eine J-Chain-unabhéngige Multimerisierung kannte man lange Zeit nur von IgM Hexameren
im Plasma, welche durch nichtkovalentes Aneinanderlagern der Fc-Teile(Abbildung 1.2) von
sechs monomeren IgM Antikorpern entstehen kann. Jingere Forschung hat aufgedeckt, dass
auch 1gG Molekile multimerisieren, und mit besonderer Bedeutung fur die klassische Komple-
mentaktivierung, auch Hexamere bilden kdnnen [20-23].

1.2 Immunglobulin G

IgG ist der dominanteste Isotyp nach Klassenwechsel. Die Ig Isotypen sind im Kdrper selektiv
verteilt, wobei 1gG groRflachige Verbreitung im Blutsystem und der extrazelluléren Flussigkeit
findet und mithilfe des neonatalen FcR auch Uber die Plazenta transportiert werden kann. Au-
Rerdem bietet IgG die am breitesten aufgestellten Effektorfunktionen. Das sind Neutralisation,
Opsonisierung, Sensibilisierung zur Tétung durch Naturliche Killerzellen oder Komplementak-
tivierung und nach IgE auch die Sensibilisierung von Mastzellen [2].

1.2.1 1gG-Subklassen

Mit vier 1gG-Subklassen sind Spezialisten entstanden, die in Verteilung und Effektorfunktion
variieren. Die IgG-Subklassen im Menschen sind in der Reihenfolge ihrer Haufigkeit im Serum
von 1 bis 4 durchnummeriert, wobei IgG1 die hdufigste ist und zusammen mit 19gG3, die wahr-
scheinlich abwehrstarksten Subklassen stellt. Sie alle entsprechen der schematischen Darstel-
lungsweise in Abbildung 1.2. Zu den auffalligsten strukturellen Unterschieden zéhlt das mit
Abstand langste Gelenk im 1gG3 und die besondere Eigenschaft von IgG4 einen Fab-Arm-
Tausch durchfiihren zu kénnen und dadurch bispezifische Antikdrper zu generieren [19].
Humane (hu) und murine (mu) 1gG-Subklassen teilen einige Ahnlichkeiten. Funktionelle Pa-
rallelen gelten annéhernd nach der Orthologie in Tabelle 1.1 [24-26].

Tabelle 1.1: Humane IgG-Subklassen und ihre murinen, funktionellen Entsprechungen

Humanes 1gG lgG1 1gG2 1gG3 lgG4
Murine Entsprechung  1gG2a/2c  1gG3 1gG2b lgG1

Mu lIgG2a (1gG2c in C57BL/6) interagiert wie hu 1gG1 am starksten mit C1q und aktivierenden
FcyR, gefolgt von mu IgG2b bzw. hu 1gG3. Mu IgG3 interagiert noch vermindert mit C1q, aber
nicht mit FcyR. Die Funktion dieser Subklasse ist am wenigsten charakterisiert.
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Mu 1gG1 und hu 1gG4 interagieren nicht mit C1qg, wenngleich hu IgG4 wie die anderen IgG-
Subklassen in der Lage ist ein Hexamer zu bilden [21]. Mu IgG1 sowie hu IgG4 weisen
auBerdem eine limitierte Spezifitdt und Affinitat zu den aktivierenden FcyR auf. Stattdessen
zeigt mu IgG1l die hochste Affinitdt zum einzigen inhibitorischen Rezeptor, FcyRIlb, der
klassischen FcyR [27]. Im humanen wie murinen System translatiert FcyRI1b, der im Gegensatz
zu den anderen klassischen FcyR nicht Uber einen ITAM (Immunoreceptor Tyrosine-based
Activation Motif), sondern Gber einen ITIM (Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibition Motif)
-Adapter verfiigt, inhibitorische Signale. Mechanistisch betrachtet induziert das Quervernetzen
von IgG Antikorpern mit klassischen, aktivierenden FcyR die Phosphorylierung des ITAM in
dieser, oder der assoziierten intrazellularen Fc-Rezeptor gamma (FcRy) -Kette. Dies fuhrt zur
Zellaktivierung und z.B. Chemokin/Zytokin Produktion sowie Zellmigration. Weiteres
Quervernetzen von 1gG Immunkomplexen mit FcyRIIb fiihrt zur ITAM-abhéngigen
Phosphorylierung des intrazellularen ITIM. Hierdurch wird die SHIP1 Phosphatase rekrutiert,
welche die zellaktivierenden Signale unterdriickt [28, 29]. Demnach ist die inhibitorische
Wirkung immer auf eine aktivierende ITAM-Phosphorylierung angewiesen.

Tabelle 1.2 fasst die Effektorfunktionen hu und mu 1gG-Sublassen im Hinblick auf FcyR und
Clg Aktivierung zusammen.

Tabelle 1.2: Differenzierte Effektorfunktionen von 1gG-Subklasse Antikérpern via FeyR und Clq

Affinitét zu aktivierenden (blau) oder inhibitorischen (rot) klassischen FcyR bzw. Komplement C1g mit Affini-
tatskonstante Ka (M), +++: K, > 107; ++: Ky > 105; +: K, >10°; +: Ko > 10% —: keine Bindung; /: variable Datenlage,
adaptiert nach [19, 25, 27].

Human 1gG1 1gG2 19G3 1gG4 Murin 1gG1 1gG2a 1gG2b 19G3
FeyRI +++ — +++ +++ FeyRI — +++ —/+ —/+
FcyRIla ++ + + +

FcyRIIb +++ + + + FcyRIIb ++ + ++ =
FcyRlIlc + + + + -
FcyRIIIa +/++ + ++/+++ A FeyRIIT + A + -
FcyRIIIb + - ++ - FeyRIV - +++ ++/+++ -
Clq ++/+++ + ++/+++ = Clq = +++ ++ +/++

So relevant wie der IgG-Subklassenwechsel fir die 1gG-Effektorfunktion ist auch das VVorhan-
densein und die Auspragungsform der 1gG Fc-Glykosylierung.

1.2.2 19gG Fc N-Glykosylierung

Wie die meisten Plasma- und Membranoberflachenproteine sind auch die Ig-Klassen in der
konstanten und variablen Region unterschiedlich stark glykosyliert. IgG trdgt am Fc nur eine,
hoch-konservierte N-Glykosylierung, die von wichtiger funktioneller Bedeutung ist.

Angeknlpft am Asparagin 297 wirkt das, in die C42 Domane hineinragende Kohlenhydratge-
rist, je nach terminaler Auspragung strukturformend. Das Basisgerist aus zwei
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N-Acetylglucosaminen (GIcNAc) verzweigt sich tUber drei Mannose-Molekile und endet mit
GIcNAc. An dieser Stelle kann zusétzlich einseitig bzw. beidseitig Galactose Uber 1,4 verlinkt
sein, bezeichnet als G1 bzw. G2. Weiterhin kann die Galactose terminal einseitig bzw. beidsei-
tig um 02,6 verknlpfte Sialinsdure (hu: N-Acetylneuraminsdure, mu: N-Glycolylneuramin-
saure) erweitert sein. Man spricht dann von G1S1, G2S1 bzw. G2S2. Fehlen Sialinséure oder
Galactose génzlich, spricht man von GO [30].

Erweiterungen der Basisstruktur mit Fucose und bisecting GIcNAc sind mdglich (Abbildung
1.4 b). Mu IgG sind nahezu immer fucosyliert, wobei bisecting GICNAc nur selten vorkommt.
Fur das hu IgG Fc N-Glykan ist mehr Variabilitat beschrieben. Das Hinzufligen von bisecting
GIcNAc unterbindet die Fucosylierung und ist mit einer erhéhten ADCC verbunden. Wahrend
einer Schwangerschaft wird 1gG stérker fucosyliert (weniger bisecting GIcNAc) [31].

Fehlt das Fc N-Kohlehydratgerist vollstandig oder fast vollstdndig kann IgG gar nicht, bis
schlecht mit FcyR oder Clq interagieren; die Antikorperstruktur ist beeintrachtigt und kann
somit in einer verminderten Fc:Fc-Interaktionsmdglichkeit und damit verkniipften Immunkom-
plexformierung resultieren. Entsprechend konnte eine Entziindung in Autoimmunmodellen,
wie Immunthrombozytopenie (ITP) und Arthritis, durch die Hydrolyse des IgG mit dem Enzym
EndoS unterdriickt werden. Durch die stattgefundene Hydrolyse bleibt nur das primére GIcCNAc
mit oder ohne Fucose erhalten. Allerdings wurde in weiteren Studien deutlich, dass trotz dieser
Modifizierung hu IgG1 und IgG3 eine gewisse Fahigkeit behielten FcR-wirksame Immunkom-
plexe zu formen [32—35]. Dies unterstreicht zum einen die funktionelle Bedeutung des Fc N-
Glykans und zum anderen die enorme Stérke von hu IgG1 und IgG3.

Eine durchschnittliche Glykanverteilung von Serum-1gG gesunder Spender ist in Abbildung
1.4 a aufgefuhrt. Dieses Muster tritt altersabhangig auf, mit einem erhohten GO Anteil
(entspricht geringerer Galactosylierung) in sehr jungen und wieder in spéten Jahren. Eine
Schwangerschaft dagegen geht mit erhohter Galactosylierung einher [31]. Eine geringe
Galactosylierung wurde auch fir Autoimmunerkrankungen wie Rheumatoide Arthritis (RA),
chronisch-entziindliche Darmerkrankungen (IBD), Myasthenia gravis, systemische Sklerose,
systemischer Lupus erythematodes (SLE) und andere gefunden, die mit dem Beginn und
Verlauf der Krankheit assoziiert ist. Fur wenige Erkrankungen gibt es bislang Daten, aus denen
hervorgeht, wie sich die spezifische Autoantikdrper Glykosylierung vom Gesamt-1gG abhebt.
Fir RA ist bekannt, dass eine Linderung in der Erkrankung mit erhohter 1gG Sialylierung durch
Schwangerschaft oder anti-TNF Therapie auftritt [36—40]. Dies war umso deutlicher, wenn die
autoreaktiven IgG Antikorper betrachtet wurden [41].

Diese Daten deuten bereits darauf hin, dass die Form der terminalen IgG Fc N-Glykosylierung
einem Costimulus-kontrollierten, posttranslationalen Mechanismus unterliegt und funktionell
bedeutend ist. Arbeiten von Ohmi et al. und Oefner et al., Hess et al. sowie Bartsch et al. aus
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unserer Arbeitsgruppe haben hierzu starke Indizien geliefert [42—45]. Vielmehr noch, diese und
weitere Forschungsarbeiten der letzten Jahre enthullten, dass die terminale Sialylierung anti-
inflammatorisches Potential aufweist. Dies wurde zunéchst fiir IVlg (gepooltes Serum-1gG von
5000-10.000 gesunden Spendern) beschrieben, das erfolgreich zur Therapie von entziindlichen
Erkrankungen eingesetzt wird und auch in autoimmunen Mausmodellen wirksam ist [46]. Die
anti-inflammatorische Wirkung resultiert aus der sialylierten IgG Fraktion im 1VIg, die mit dem
Zucker-bindenden C-Typ Lektin-Rezeptor hu DC-SIGN oder mu SIGN-R1 auf Makrophagen
oder DC interagiert [47-49]. Dies fuhrt zur Hochregulation von IL-33, das wiederum Basophile
anregt 1L-4 auszuschutten, wodurch der inhibitorische FcyRIIb auf Effektor-Makrophagen
hochreguliert wird. Hierdurch wird sehr wahrscheinlich das Verhéltnis an sialylierten 19G An-
tikorpern im Serum und dadurch auch der Schwellenwert zur Aktivierung von Immunzellen
angehoben, der notwendig ist, um Entziindung auszulésen.
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Abbildung 1.4: 1gG Fc N-Glykosylierung

a. HPLC Analyse ermittelt die relativen Glykananteile vom Gesamt-Glykan am Fc-Asparagin 297 nach EndoS-
Verdau des Serum-1gG gesunder Menschen oder naiver Wildtypméuse; b. Mdgliche Glykosylierungsmuster GO
bis G2S2 durch terminale Galactosylierung und/oder Sialylierung des Basisgerists. c. Die terminale Galactosylie-
rung und Sialylierung beeinflusst die Fc-Konformation und verschiebt somit das Interaktionspotential von Typ |
FcyR zu einem zweiten Typ, den C-Typ Lektin-Rezeptoren, welche inhibitorisch wirken.

Ein weiterer C-Typ Lektin-Rezeptor, der mit galactosylierten Immunkomplexen interagiert,
wurde von Karsten et al. beschrieben. Dectin-1 auf Neutrophilen reagierte auf intraperitoneal
applizierte, galactosylierte und sialylierte Immunkomplexe und konnte durch Quervernetzung
zusammen mit FcyRI1Ib eine Aktivierung der Zelle durch C5a/C5aR unterbinden [50]. Diese
und viele andere Studien zeigen somit Mdglichkeiten der in erster Linie unspezifischen, aber
anti-inflammatorischen Therapie auf [42, 43, 51-54].

Demnach ergibt sich ein Typ 1l FcyR, zu denen bislang die C-Typ Lektine DC-SIGN, CD23
und BDCA2 im Menschen sowie SIGN-R1, DCIR, CD23 und Dectin-1 in M&usen geordnet
werden [1, 55, 56]. Die anti-inflammatorische Wirkung erfolgt entweder durch ein eigenes
ITIM, durch Assoziation mit FcyRIIb oder durch einen bisher noch unbekannten Mechanismus.
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Strukturanalysen ergaben, dass Galactosylierung und Sialylierung die Fc-Konformation dahin-
gehend beeinflussen, dass es verstarkt fur C-Typ Lektin-Rezeptoren (Typ 1), dagegen die GO
Form verstérkt fir klassische FcyR (Typ 1) zuganglich ist (Abbildung 1.4 c) [57].

In wie weit die terminale Galactosylierung und/oder Sialylierung von 1gG auch die C1g-Bin-
dung beeinflusst ist umstritten. Quast et al. verweisen auf eine verminderte Komplementakti-
vierung durch Sialylierung, neuere Arbeiten von Dekkers et al. konnten dies jedoch nicht be-
stétigen [58, 59].

1.3 Maladaptive Inmunreaktionen und die modulatorische
Wirkung der IgG-Subklassen und Fc N-Glykosylierung

In gesunden Menschen lassen sich autoreaktive B-Zellen finden, die noch nicht aktiviert und
daher sehr wahrscheinlich auf eine unzureichende zentrale Toleranzkontrolle zurtickzufiihren
sind. Die aus V(D)J Rekombination entstehenden autoreaktiven B-Zellen werden entweder di-
rekt im Knochenmark eliminiert oder in der Peripherie durch weitere Toleranzmechanismen in
Schach gehalten. Entkommen diese auch der peripheren Toleranzkontrolle und expandieren,
koénnen Autoimmunerkrankungen entstehen. Interessanterweise kénnte nach Suurmond et al.
ein Groliteil autoreaktiver B-Zellen, abhdngig von der Autoimmunerkrankung, vor allem von
nicht-autoreaktiven B-Vorlauferzellen stammen, die im Keimzentrum gereift sind und deren
Autoreaktivitat ein Produkt somatischer Hypermutation ist [60].

Autoimmunitat tritt meist spontan (idiopathisch) auf, wobei Umwelteinfliisse und eine geneti-
sche Pradisposition einwirken kdnnen. Verschiedenste Organ-spezifische und systemische Au-
toimmunerkrankungen sind mit bestimmten HLA Antigenen assoziiert [61]. Mittlerweile sind
viele Zielautoantigene beschrieben, allerdings ist nicht allumfassend klar, ob dieselben Auto-
antigene auch immer die Immunreaktion ausgeldst haben [2]. In einigen experimentellen Maus-
modellen macht man sich dies zunutze; durch aktive Immunisierung mit rekombinantem muri-
nem Autoantigen zusammen mit einem stark pro-inflammatorisch kostimulierenden Adjuvans
kann eine Autoimmunitat erzeugt werden, indem die autoantigenspezifische Toleranz gebro-
chen wird.

In jedem Fall besteht die Tendenz zur chronischen Entzlindung, da, bis auf wenige Ausnahmen,
die Autoantigene immer vorhanden sein werden. Vielmehr besteht die Gefahr, dass durch au-
toimmune Gewebezerstorung intrazelluldre Antigene freigesetzt und von zirkulierenden auto-
reaktiven B-Zellen erkannt werden. Werden diese aktiviert, differenzieren sie in Plasmazellen,
die wiederum Autoantikorper sekretieren. Autoimmunitét ist also ein kontinuierlicher und evol-
vierender Selbstzerstérungsprozess [2].
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Die Autoimmunpathogenese erfolgt ahnlich der Bekdmpfung pathogener Eindringlinge, wobei
einzigartige Autoimmunsyndrome zusatzlich auch an den Funktionsverlust des Zielantigens
durch Antikorperbindung gekoppelt sein konnen. Dazu z&hlen beispielsweise anti-Acetylcho-
linrezeptor Antikdrper in Myasthenia gravis oder anti-Desmoglein 3 Antikorper in Pemphigus
vulgaris, siehe Abbildung A.1 [2, 62]. Mit Ausnahme von Typ | Diabetes mellitus sind die
bedeutendsten Effektoren die AutoantikOrper-mediierten Fc-Rezeptor-Systeme und Komple-
ment (fur einen beispielhaften Pathomechanismus in der Autoimmundermatose Epidermolysis
bullosa acquisita (EBA) siehe Abbildung A.2).

Da die Autoantikdrper vor allem der 1gG-Klasse angehoren, ist es naheliegend, dass die auto-
antigenspezifische 1gG-Subklassenverteilung eine Rolle in der Pathogenese spielt. Basierend
auf Tabelle 1.2 sind vor allem hu 1gG1 und 3 bzw. mu IgG2a und 2b die Entziindung-treibenden
Subklassen [63, 64]. Das kaum reaktive hu 1gG4 tragt normalerweise den geringsten Anteil des
Serum-1gG, so auch h&ufig in Autoimmunpatienten ([19, 65] und Abbildung A.5). Einige For-
schungsarbeiten schreiben der hu 1gG4 Subklasse immunregulatorische Funktionen zu. Bereits
in den 80er Jahren machten van der Zee et al. die Beobachtung, dass sich in Imkern durch die
regelmaRige Sensibilisierung mit Bienengift ein Subklassenwechsel von IgG1 zu dominanten
IgG4 Leveln vollzog [66]. Es stellt sich die Frage, ob eine generelle oder spezifische Anreiche-
rung an hu IgG4 einem dysregulierten Immunsystem wieder Homagostase verleihen kann. Man
nutzt diesen Zusammenhang heute teilweise schon erfolgreich in Form einer Allergen-spezifi-
schen Immuntherapie [54, 67, 68].

Auch autoimmune Mausmodelle deuteten an, dass mu IgG1 ein kontextabh&ngiges, anti-in-
flammatorisches Potential besitzt. So konnte z.B. eine genetische mu 1gG1 Defizienz eine au-
toantigenspezifische Subklassenverteilung mit vielfach gesteigerter Pathogenitét entstehen las-
sen [69]. Weiterhin konnte mu IgG1 die Formierung morbider Immunkomplexe in der Niere
verhindern. Hierzu wurde vorgeschlagen, dass mu IgG1/hu IgG4 aufgrund der kurzen Ge-
lenkregion und damit verbundenen verringerten segmentalen Flexibilitat im Quervernetzen von
Antigenen limitiert ist [70]. Die, der Inhibition zugrunde liegenden molekularen Mechanismen
zu verstehen, und die Ausschopfung des subklassenspezifischen anti-inflammatorischen Poten-
tials ist im Hinblick auf maladaptive Immunreaktionen in Autoimmunitat oder Transfu-
sion/Transplantation von hdchstem Interesse.

Auch die Art der IgG Fc N-Glykosylierung kann die pathogene Effektorstarke von Autoanti-
korpern beeinflussen. Agalactosylierte, aber nicht sialylierte 1gG Autoantikérper induzieren
Krankheitssymptome in passiven Arthritis-Mausmodellen, woraus abzuleiten ist, dass GO 1gG
Antikorper eine autoimmune Entzlindung antigenspezifisch verschlimmern kénnen [44, 45,
71]. Daruber hinaus konnten antigenspezifische - aber nicht unspezifische - sialylierte IgG An-
tikorper die Entwicklung von Arthritis im immunisierungsinduzierten Mausmodell inhibie-
ren [45]. In einem &hnlichen Modell zeigten Bartsch et al., dass die Injektion geringer,
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antigenspezifischer, sialylierter IgG1 AntikGrpermengen vor aktiver Immunisierung und Anti-
gen-Boost die Entwicklung von Arthritis schwéchte. Dies wurde auf eine verringerte Akkumu-
lierung pathogener TH17-Zellen und auf eine verringerte autoantigenspezifische 1gG Antikor-
per-Antwort zurickgefiihrt [44]. Demnach schienen sialylierte 1gG Autoantikorper die Ent-
wicklung pathogener Autoimmunzustéande zu schwachen, indem entzindliche T- und B-Zell
Antworten beeinflusst wurden.

Hiernach stellt sich die Frage, ob das anti-inflammatorische Potential der 1IgG Fc N-Sialylierung
die groRte Bedeutung in der Entstehungsphase pathogener Autoimmunzustande hat oder auch
noch in der Effektorphase besteht.
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1.4 Zielstellung

Wie bis hier hin dargestellt, wird die Effektorfunktion von 1gG Antikdérpern von der 19G-Sub-
klasse und der Art der Fc N-Glykosylierung reguliert. Entsprechend unterscheiden sich die hu-
manen sowie murinen IgG-Subklassen in ihrem Potential Komplement und FcyR zu aktivieren.
Hu 1gG4 und mu IgG1 kdnnen im Gegensatz zu den anderen Subklassen den klassischen Kom-
plementweg tUber C1q nicht aktivieren. Stattdessen wird diskutiert, ob hu 1gG4 eine Hexamer-
bildung durch hu 1gG1 und 1gG3 und deren anschliefende Interaktion mit dem sechskopfigen
C1q durch sterische Interferenz inhibieren kdnnte. Des Weiteren zeigen hu 1gG4 und mu IgG1
eine verringerte Spezifitat und Affinitat zu klassischen aktivierenden FcyR und mu IgG1 sogar
eine bevorzugte Interaktion mit dem inhibitorischen FcyRI1Ib. Einige Studien zu maladaptiven
Immunreaktionen deuten bereits auf eine immunregulatorische, teils sogar anti-inflammatori-
sche Funktion des hu 1gG4 und mu IgG1 hin.

Zusétzlich reguliert die Art der IgG Fc N-Glykosylierung die Affinitat zu FcyR. Galactosylierte
und sialylierte IgG Antikorper zeigen eine verringerte Affinitat zu diesen, jedoch eine erhéhte
Interaktion mit Zucker-bindenden C-Typ Lektin-Rezeptoren. Dies kann letztendlich zu inhibi-
torischen Signalen fiihren. Obwohl zahlreiche Studien bereits eine anti-inflammatorische Funk-
tion fir die 19G Fc N-Sialylierung beschrieben haben, gibt es bisher nur sehr wenige Daten, die
dieser Funktion auch ein antigenspezifisches anti-inflammatorisches Potential nachweisen
konnten. Sialylierte autoreaktive 1gG Antikdrper inhibierten die Entwicklung pathogener T-
und B-Zellantworten und schwachten somit den entztindlichen Autoimmunzustand.

Ziel dieser Arbeit war es, die antigenspezifische anti-inflammatorische Wirkung des mu IgG1
und der IgG Fc N-Sialylierung weiter zu untersuchen. Dazu sollten in vitro-Methoden etabliert
werden, um die Rolle von IgG1l fur die klassische Komplementaktivierung zu untersu-
chen (3.1). Um dieser Fragestellung auch in vivo nachgehen zu kénnen, sollten Komplement-
abhangige Mausmodelle etabliert werden. Hierzu boten sich autoimmune und transfusionsbe-
dingte Modellerkrankungen an (3.2). Daruiber hinaus sollte die Rolle der 1gG Fc N-Sialylierung
wahrend der Antikorper-Effektorphase in einem Komplement- und FcyR-abh&ngigen Mausmo-
dell untersucht werden. Hierfir sollte das aktive, immunisierungsinduzierte Modell der Auto-
immundermatose Epidermolysis bullosa acquisita genutzt und dazu eine passive Modellvari-
ante etabliert werden (3.4).
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2.1 Material

2.1.1 Mause

BALB/c Mé&use wurden bei Janvier Labs gekauft. C57BL/6J, C57BL/6S und FceR1gKO (im
Folgenden FcyKO) wurden in der Gemeinsamen Tierhaltung (GTH) der Universitat zu Lubeck
nach institutionellen Vorschriften gezlichtet und gehalten.

Innerhalb der Vergleichsexperimente autoimmunhémolytische Anédmie (3.3.1) und passive Epi-
dermolysis bullosa acquisita (3.4.2) wurden Tiere gleichen Geschlechts und Alters verwendet.
Daten der immunisierungsinduzierten Epidermolysis bullosa acquisita (3.4.1) wurden in Ko-
operation mit Dr. Katja Bieber (LIED, Universitat zu Llibeck) gewonnen; das fur die Fragestel-
lungen 3.4 verwendete Antiserum war verbliebenes Material anderer bereits abgeschlossener
Fragestellungen und Projekte. Entsprechend waren die aktiv immunisierten Kohorten in Ge-
schlecht und Alter gemischt.

Die Tierversuche wurden vom Ministerium fur Energiewende, Landwirtschaft, Umwelt, Natur
und Digitalisierung des Landes Schleswig-Holstein genehmigt.

2.1.2 Antikérper

mu anti-TNP 1gG3 (Klon 9A6) Fred Finkelman, Cincinnati Children's Hospital
Medical Center (Cincinnati, OH, USA)

anti-mu IgG H+L -HRP Bethyl Laboratories, Inc. (Montgomery, TX, USA)

anti-mu 1gG Fc -HRP Bethyl Laboratories, Inc. (Montgomery, TX, USA)

anti-mulgG1-HRP Bethyl Laboratories, Inc. (Montgomery, TX, USA)

anti-mu IgG2c -HRP Bethyl Laboratories, Inc. (Montgomery, TX, USA)

anti-mu 1gG2b -HRP Bethyl Laboratories, Inc. (Montgomery, TX, USA)

anti-mu 1gG3 -HRP Bethyl Laboratories, Inc. (Montgomery, TX, USA)

anti-hu C1q -HRP AbD Serotec (Bio-Rad, Kidlington, GBR)

anti-hu 1gG Fc -HRP Bethyl Laboratories, Inc. (Montgomery, TX, USA)

anti-hu 19G4 -HRP Biozol (Eching, Deutschland)

anti-mu 1gG1 -BV510 BD (Franklin Lakes, NJ, USA)

anti-mu IgG1 -Bv421 Biolegend (San Diego, CA, USA)

anti-mu C3 -Biotin Biozol (Eching, Deutschland)

anti-mu 1gG2a -FITC Bethyl Laboratories, Inc. (Montgomery, TX, USA)
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anti-mu lgG2a -AF488
anti-mu B220 -BV768
anti-mu CD16/32
anti-mu CD8 -AF700
anti-mu CD4 -BV711

2.1.3 Zellen und Bakterien

mu anti-TNP 1gG1
(Klon B8401HS5, hier H5) Hybridom

mu anti-TNP 1gG1, 1gG2a, 1gG2b
switch-variant (sv) Hybridome

mu anti-Erythrozyten IgG1, 19gG2a,
1gG2b switch-variant
(sv; Klon 34-3C) Hybridome

mu anti-MHCI 1gG2a
(Klon 34-1-2s, HB-79) Hybridom

mu anti-OVA 1gG1 (Klon 4C9)
Hybridom

HEK293T/17 Zelllinie
(Human Embryonic Kidney cell)

Z-kompetente NovaBlue E.coli

Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)
BD (Franklin Lakes, NJ, USA)
Biolegend (San Diego, CA, USA)
Biolegend (San Diego, CA, USA)
Biolegend (San Diego, CA, USA)

Birgitta Heyman, Universitat Uppsala,
(Schweden)

Lucien Aarden, Sanquin Research (Amster-
dam, Niederlande)

Shozo lzui, Universitat Genf (Schweiz)
ATCC Cultures (Manassas, VA, USA)

Falk Hiepe, Charité (Berlin, Deutschland)
LGC Standards (Luckenwalde, Deutschland)

LIED, Universitat zu Libeck (Deutschland)

2.1.4 Rekombinante Proteinantigene und Enzyme

mu rekombinantes von-Willebrand
-factor-A-like domain 2 (VWFA2)

His-(NC16A)4
hu 02,6 Sialyltransferase
hu 1,4 Galalctosyltransferase

Endoglykosidase S (EndoS)
Agel

BsiwI

Sall

Q5 Hot Start High-Fidelity DNA Poly-
merase

T4 DNA Ligase (+ 10x Ligase Puffer)

AG Ludwig, Universitat zu Lubeck

Euroimmun AG (Libeck, Deutschland)
Roche (Basel, Schweiz)

Kelley Moremen, University of Georgia (Ath-
ens, GA, USA)

Mattias Collin, Universitat Lund (Schweden)
New England BioLabs (Ipswich, MA, USA)
New England BioLabs (Ipswich, MA, USA)
New England BioLabs (Ipswich, MA, USA)
New England BioLabs (Ipswich, MA, USA)

New England BioLabs (Ipswich, MA, USA)
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2.1.5 Vektoren und Primer

Die hier verwendeten Expressionsplasmide fur murine Igyl HC und fiir murine kappa LC wur-
den in Tiller et al., 2008, 2009 und 2010 sowie Hess et al. 2013 beschrieben [43, 72-74]. Spe-
zifische Primer wie in Tabelle 2.1 und Tabelle 2.3 aufgefiihrt, wurden von Eurofins Genomics

(Ebersberg, Deutschland) produziert.

2.1.6 Chemikalien und Reagenzien

2-(N-Morpholino)ethansulfonsaure
(MES-Puffer)

6x DNA Ladepuffer

Agarose peqGOLD

Alsever’s Solution

Ampicillin

Bovines Serumalbumin (BSA)
Bromphenolblau

Citrat-Phosphat-Dextrose-Ldsung mit
Adenin (CPD-A)

CMP-Sialinséure, Dinatriumsalz
(CMP-Sial)

CNBr-aktivierte Sepharose Fast Flow
Coomassie Brilliant Blue R-250

DL-Dithiothreitol (DTT) L&sung
1 Min H20

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
- high glucose (DMEM)

Dulbeco’s buffered saline (DPBS)
Essigsaure

Ethanol

Ethylendiamintetraessigséure (EDTA)

Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-
N,N,N’,N'-tetraessigsaure (EGTA)

Fetales Kéalberserum (FCS)

Fixable Viability Dye eFluor™ 780
(Live/Dead)

Gelatine
Glycerol
Glycin

Merck (Darmstadt, Germany)

Thermo Scientific (Waltham, MA, USA)
VWR (Radnor, PA, USA)
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
GE-Healthcare (Little Chalfont, UK)
AppliChem (Darmstadt, Deutschland)
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

Merck (Darmstadt, Germany)

GE Life Sciences (Little Chalfont, GB)
BioRad (Hercules, CA, USA)
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

LifeTechnologies
(Darmstadt, Deutschland)

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

LifeTechnologies (Darmstadt, Deutschland)
Thermo Scientific (Waltham, MA, USA)

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Merck (Darmstadt, Germany)



2 Material & Methoden

28

Glycylglycin
Hank’s balanced salt solution
mit Magnesium und Calcium (HBSS**)

Hank’s balanced salt solution
ohne Magnesium und Calcium (HBSS™)

Hexadecyltrimethylammoiumbromid
(HTAB)

Isopropanol
Kanamycin Sulfat

Ketanest (Ketamin)

LB-Medium (Luria/Miller)
Lymphozyten-Separationsmedium
Methanol

MgCl.

MnCI2

Natriumacetat (NaOAc)
Natriumazid
Natriumcacodylat-Trihydrat
Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO:3)

PageRuler™ Plus Prestained Protein
Ladder, 10- 250 kDa

Penicillin-Streptomycin

Picrylsulfonsdure (TNBS)-L6sung 5 %
w/v in H.0

Polyethylenimin (PEI)

Primaton

Protein G Sepharose 4 Fast Flow
Rompun (Xylazin)

Salzséure (HCI)

Schwefelsdure (H2SOq)
Streptavidin BV605
Tetramethylbenzidine (TMB)
TiterMax® Classic Adjuvant

Trinitrophenol-konjugiertes Ficoll
(TNP-Ficoll)

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

LifeTechnologies
(Darmstadt, Deutschland)

LifeTechnologies
(Darmstadt, Deutschland)

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

Otto Fischar (Saarbriicken, Deutschland)

Serva Elelctrophoresis
(Heidelberg, Deutschland)

Pfizer (New York City, NY, USA)
Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
GE-Healthcare (Little Chalfont, UK)
AppliChem (Darmstadt, Deutschland)
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
AppliChem (Darmstadt, Deutschland)
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Merck (Darmstadt, Germany)

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Thermo Scientific (Waltham, MA, USA)

LifeTechnologies (Darmstadt, Deutschland)

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
GE Life Sciences (Little Chalfont, GB)
Bayer (Leverkusen, Deutschland)
Merck (Darmstadt, Germany)
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Biolegend (San Diego, CA, USA)

BD (Franklin Lakes, NJ, USA)
TiterMax (Norcross, GA, USA)

Biosearch Technologies
(Petaluma, CA, USA)



2 Material & Methoden

29

TRIS-HCI
Tween20

UDP-a-D-Galactose, Dinatriumsalz

(UDP-Gal)

Veronal buffered saline mit Gelatine,
Magnesium und Calcium (GVB**)

Veronal buffered saline mit Gelatine,
ohne Magnesium und Calcium (GVB™)

2.1.7 Puffer, Medien, LOosungen

Beschichtungspuffer
Cacodylatpuffer
Coomassie-Entfarbeldsung

ELISA-Puffer

Elutionspuffer
Erylysepuffer

Extraktionspuffer

FACS-Puffer

Glycylglycin
HEK-Produktionsmedium

HEK-Wachstumsmedium

Hybridom-Produktionsmedium

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Merck (Darmstadt, Germany)

Complement Technology (Tyler, TX, USA)

Complement Technology (Tyler, TX, USA)

50 mM Carbonat/Bicarbonat-Puffer
0,56 M Natriumcacodylat-Trihydrat, pH 6,9

40 % Methanol (v/v)
10 % Essigsaure (v/v)

3 % BSA (w/v)

0,1 % Gelatine (w/v)
3mM EDTA

in 1x PBS

0,1 M Glycin, pH 2,9

0,15 M NH4CI

0,1 mM EDTA
1 mM NaHCOs3
pH 7,2

0,1MTRIS, pH 7,6
0,154 M NaCl

0,5 % BSA (w/v)

0,05 % Natriumazid (w/v)
10 mM EDTA

in 1x PBS

1 mg/ml in 1x PBS

500 ml DMEM

8 ml 2 % Primaton

100 U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin

500 ml DMEM

25 ml hitzeinaktiviertes FCS
100 U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin

500 ml RPMI

8 ml 2 % Primaton

100 U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
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Hybridom-Wachstumsmedium

Kaliumphosphatpuffer

Kopplungspuffer

LB-Medium

MES-Puffer

PBST

Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS)

Quenching-Puffer
SDS-Laufpuffer

SDS-Probenpuffer 5x

TRIS-Puffer zur Neutralisation
Waschpuffer pH 4

Waschpuffer pH 8

2.1.8 Kits

NucleoBond Xtra Maxi Plus Kit
Nucleo Spin Gel and PCR Clean UP
Pierce™ BCA Protein Assay Kit

500 ml RPMI

50 ml hitzeinaktiviertes FCS
100 U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin

0,2 M KH2POg4
0,2 M KzHPO4
mit HsPO4 auf pH 6 einstellen

0,1 M NaHCOs, pH 8,3
0,5 M NaCl

7,5 g in 300 ml Reinstwasser
0,1 M MES, pH 6,5
0,05 % Tween 20 (v/v) in 1x PBS

137 mM NaCl

2,7 mM KCI

72 mM NazHPOq4

1,8 mM KH2POq4

in Reinstwasser, pH 7,4

0,1 M TRIS-HCI in Reinstwasser, pH 8

25 mM Tris

190 mM Glycin

0,1 % SDS (w/v)

in Reinstwasser, pH 8,3
0,25 M Tris, pH 6,8
05MDTT

25 % Bromphenolblau (w/v)
50 % Glycerol (v/v)

10 % SDS (wi/v)

0,1 M TRIS-HCI in Reinstwasser, pH 9

0,1 M NaOAc, pH 4
0,5 M NaCl

0,1 M TRIS-HCI, pH 8
0,5 M NaCl

Macherey-Nagel (Duren, Deutschland)
Macherey-Nagel (Duren, Deutschland)
Thermo Scientific (Waltham, MA, USA)
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2.1.9 Patientenmaterial

Normales humanes Serum wurde aus dem Vollblut von gesunden Spendern gewonnen. Serum
von Patienten mit bullésem Pemphigoid wurden von Prof. Dr. Dr. Enno Schmidt (Hautklinik,
UKSH Lubeck und LIED Universitat zu Liibeck) zur Verfligung gestellt. Humane Seren wur-
den gewonnen und verwendet mit der Genehmigung und nach den Vorschriften und ethischen

Standards der Universitat zu Libeck.

2.1.10 Verbrauchsmaterial

Cell Strainer 70 um
EDTA-Monovette®/Microvette®

Falcon, Polypropylen Réhrchen
(15ml/50 ml)

Filter Stericup 0,22 pm
Kantlen
Lanzetten Solofix®

Mikrotiterplatten (hochbindend) 96 Well
Mini-PROTEAN® TGX™ Protein Gel,

10% Polyacrylamid

PCR Reaktionsgefale
Pipettenspitzen (10/200/1000 pl)
Reagiergefalie (0,5/1,5 ml/2,0 ml)
Sdaule, 10 ml, Pierce Centrifuge
Saule, 20 ml

Serologische Pipetten (5/10 mi/25/50
ml)

Serumseparator MiniCollect® 0,8 ml
Skalpell Einweg

S-Monovette®

Spritzen Einweg, Injekt®-F 1 (1ml)
Spritzen Einweg, Injekt®-Solo (2 ml)
Spritzen Micro-Fine™ (0,3 ml)

Suspensionskultur-Flasche CEL-
LSTAR® Filter Top

Zellkultur-Flasche CELLSTAR®
Zellkultur-Schale CELLSTAR®

Zentrifugationsfilter 10kDa,
Amicon-Ultra 15 und Ultra 0,5

BD (Franklin Lakes, NJ, USA)
Sarstedt (Nimbrecht, Deutschland)
Greiner Bio-one (Kremsmiinster, Osterreich)

Merck (Darmstadt, Deutschland)

BD (Franklin Lakes, NJ, USA)

Braun (Melsungen, Deutschland)

Corning Incorporate (Corning, NY, USA)
Bio-Rad-Laboratories (Hercules, CA, USA)

Bio-Rad-Laboratories (Hercules, CA, USA)
Sarstedt (Nimbrecht, Deutschland)
Sarstedt (Nimbrecht, Deutschland)
Thermo Scientific (Waltham, MA, USA)
G-Biosciences (St. Louis, MO, USA)
Sarstedt (Nimbrecht, Deutschland)

Greiner Bio-one (Kremsmiinster, Osterreich)
Feather (Kita-Ku, Japan)

Sarstedt (Nimbrecht, Deutschland)

Braun (Melsungen, Deutschland)

Braun (Melsungen, Deutschland)

BD (Franklin Lakes, NJ, USA)

Greiner Bio-one (Kremsmiinster, Osterreich)

Greiner Bio-one (Kremsmiinster, Osterreich)
Greiner Bio-one (Kremsmiinster, Osterreich)
Merck (Darmstadt, Deutschland)
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2.1.11 Gerate

Analysenwaage

Autoklave VX-75
Dickenschnellmessgerat 7301
Dispergierer Ultra-Turrax T8

Durchflusszytometer Attune NxT

Durchflusszytometer Benchtop analyzer

LSRII

Gelsystem PowerPac Basic
Hématologie-Messgerat XN-9000
Inkubator AutoFlow NU-5510

Mikroplatten-Photometer
Anthos Reader 2001

Mikroplatten-Photometer Spectra Max
iD3

Mikroskop Primovert

Mikrozentrifuge Ministar
NanoDrop-2000C

pH Meter FiveEasy F20

Pipette Mehrkanal Multistep
Eppendorf Xplorer® plus

Pipetten Einkanal

Pipetten Mehrkanal

Pipettierhilfe Pipetboy Accu 2
Protein G HiTrap Saule HP, 5 ml
Protein G Monolith Saule CIM®, 8 ml
Pumpe Dual-Pump KP-22
Schittelinkubator Ecotron

Tube Roller RS-TR5

Tube Rotator

Vakuumpumpe Vacusafe 158310
Vortex-Genie 2

Wasserbad SW-2C

Wipptisch WT12

Zentrifuge 5424R

Zentrifuge 5810R

Sartorius (Gottingen, Deutschland)
Systec (Linden, Deuschland)
Mitutoyo (Kawasaki, Japan)

IKA Labortechnik (Staufen im Breisgau,
Deutschland)

Thermo Scientific (Waltham, MA, USA)
BD (Franklin Lakes, NJ, USA)

Bio-Rad-Laboratories (Hercules, CA, USA)
Sysmex (Kobe, Japan)

NuAir (Plymouth, MN, USA)

Anthos Mikrosysteme (Eberstadt, Deutschland)

Molecular Devices (San José, CA, USA)

Zeiss (Oberkochen, Deutschland)

VWR (Radnor, PA, USA)

peglab Biotechnologie (Erlangen, Deutschland)
Mettler-Toledo (Columbus, OH, USA)
Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
VWR (Radnor, PA, USA)

Integra Bioscience (Zizers, Schweiz)

GE Life Sciences (Little Chalfont, GB)
BIA Separations (Ljubljana, Slowenien)
Fischer Analytics (Weiler, Deutschland)
Infors HT (Bottmingen, Schweiz)
Phoenix Instrument (Garbsen, Deutschland)
VWR (Radnor, PA, USA)

Integra Bioscience (Zizers, Schweiz)
Scientific Industries (Bohemia, NY, USA)
Julabo (Seelbach, Deutschland)

Biometra (Gottingen, Deutschland)
Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
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Zentrifuge Avanti J26XP
Zentrifuge Mega Star 3.0R

2.1.12 Software

Office 365

GraphPad PRISM 6.0
FlowJo v10.0.7
Serial Cloner v2.6.1

Beckmann (Krefeld, Deutschland)
VWR (Radnor, PA, USA)

Microsoft (Redmond, WA, USA)
GraphPad Software (San Diego, CA, USA)
Treestar (Ashland, OR, USA)

Serial Basics, Freeware
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2.2 Methoden

2.2.1 Hybridomkultur

Mycoplasmenfreie Hybridomzellen wurden in FCS-haltigem Hybridom-Wachstumsmedium
als Suspensionskultur bei 37°C, 5 % CO. herangezogen. Bei gewinschter Dichte wurden die
Zellen bei 200 xg 7 Minuten abzentrifugiert und in FCS-freiem Hybridom-Produktionsmedium
aufgenommen. Nach zwei Wochen wurde die Kultur bei 2000 xg, 4°C fur 10 Minuten zentri-
fugiert und der Kulturiiberstand gesammelt, steril filtriert und bis zur Antikérperaufreinigung
mittels Protein G bei 4°C gelagert.

2.2.2 Aufreinigung monoklonaler IgG Antikorper mittels Protein G

Murine monoklonale IgG Antikérper, produziert in Hybridomkultur oder durch Transfektion
von HEK-Zellen, wurden unter Zuhilfenahme der Dual Pump KP-22 mit HiTrap Protein G oder
Monolith Protein G Saulen nach Herstellerangabe aufgereinigt. Rekombinantes Protein G bin-
det den Fc-Teil vom IgG mit hoher Affinitat pH-abhangig. HiTrap Protein G wurde zunéachst
mit PBS equilibriert und dann mit Kulturiiberstand beladen. Die Sepharose wurde mit dem
zehnfachen Bettvolumen PBS gewaschen. Dann wurde IgG mit 0,1 M Glycin pH 2,9 fraktio-
niert eluiert und sofort mit 0,1 M TRIS pH 9 neutralisiert. Alle verwendeten Losungen waren
eisgekunhlt. IgG positive Fraktionen wurden mittels Nanodrop ermittelt, vereint und mit 10 kDa
Zentrifugationsfiltern eingeengt und zu PBS dialysiert.

2.2.3 Enzyme-linked Immunosorbent Assay - ELISA

Alle ELISA wurden nach dem folgenden Standardprotokoll in hochbindenden 96 Well- Mikro-
titerplatten durchgefiihrt. Das Beschichten von Antigen erfolgte in Beschichtungspuffer; 50 ul
pro Well wurden fiir zwei Stunden bei Raumtemperatur oder Ubernacht bei 4°C inkubiert. Da-
nach wurde die Flussigkeit ausgeklopft, dreimal mit 150 ul PBST pro Well gewaschen und
erneut ausgeklopft. Alle folgenden Inkubationsschritte wurden fiir eine Stunde bei Raumtem-
peratur durchgefiihrt und danach jeweils gewaschen. Meerrettichperoxidase (horseradish per-
oxidase, HRP) -konjugierte Detektionsantikorper wurden entsprechend ihren vorangegangen
Titrationen verdunnt und 50 pl pro Well inkubiert. Hiernach wurde viermal mit je 150 pl PBST
gewaschen. Schliel3lich wurden pro Well 100 pl TMB Substrat aufgetragen und die Reaktion
mit 50 pl 0,5 M H>SO4 gestoppt. Im Platten-Photometer wurde die Optische Dichte bei 450 nm
(OD4sonm) gemessen.
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NC16A-spezifischer humaner Subklassen ELISA mit BP-Seren

Rekombinantes His-(NC16A)4 wurden in einer Konzentration von 10 pg/ml an die Platte ge-
koppelt. AnschlieBend wurde gewaschen und die Platte fiir eine Stunde mit 200 pl ELISA-
Puffer pro Well inkubiert, um freie Bindestellen mit BSA abzuséttigen. Die Proben wurden in
ELISA-Puffer verdiinnt und 50 pl pro Well in die ausgeklopfte Platte pipettiert. Fir die Detek-
tion mit anti-Human IgG-HRP wurden Patientenseren 1:10.000 verdiinnt, fir anti-Human
IgG4-HRP 1:100 und héher verdinnt und in Zweifachbestimmung aufgetragen. Als Negativ-
kontrolle wurde zum einen normales humanes Serum von gesunden Spendern, zum anderen nur
ELISA-Puffer inkubiert. Die aufgetragenen OD-Werte sind die Mittelwerte der Doppelbestim-
mung abziglich der Negativkontrollwerte.

VWFA2-spezifischer muriner IgG-Subklassen ELISA mit Antiseren

Rekombinantes murines VWFA2 wurde in einer Konzentration von 10 pug/ml an die Platte ge-
koppelt. Anschlielend wurde gewaschen und die Platte fir eine Stunde mit 200 pl ELISA-
Puffer pro Well inkubiert, um freie Bindestellen mit BSA abzusattigen. Jedes VWFA2 Antise-
rum wurde flr die Detektion mit anti-Maus 1gG Fc-HRP, 1gG1-HRP, IgG2b-HRP, IgG2c-HRP
sowie 1gG3-HRP 1:10.000 in ELISA-Puffer verdinnt und 50 pl pro Well in Zweifachbestim-
mung aufgetragen. Als Negativkontrolle wurde statt Serum nur ELISA-Puffer inkubiert. Die
aufgetragenen OD-Werte sind die Mittelwerte der Doppelbestimmung abziglich der Negativ-
kontrollwerte.

C1q ELISA

TNP-Ficoll wurde in einer Konzentration von 10 pg/ml an die Platte gekoppelt. Die zu testen-
den monoklonalen Antikérper wurden in PBS mit 0,1 % Tween20 verdiinnt und je 50 ul pro
Well inkubiert. Verdlinnungsreihen oder Kombinationen von zwei Antikorpern der anti-TNP
IgG-Subklassen switch-variant (sv) Antikorper 1gG2a, IgG2b und 1gG1 sowie IgG1 Klon H5
und IgG3 Klon 9A6 wurden, wenn nicht anders indiziert, mindestens in Zweifachbestimmung
aufgetragen. Nach einer Stunde wurden ungebundene Antikérper weggewaschen und die Platte
mit 50 pl pro Well normalem humanem Serum 1:20 in HBSS** mit 0,1 % Tween20 verdiinnt
fiir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurde gewaschen und C1q mit
HRP-konjugiertem polyklonalem Schaf anti-Human C1q IgG 1:400 in PBS mit 0,1 % Tween20
detektiert.

2.2.4 In vitro Hamolyse

Erythrozyten Praparation und TNP-Kopplung

Humanes EDTA-Vollblut wurde in 150 mM NaCl 1:2 verdiinnt, 3:1 auf Lymphozyten-Separa-
tionsmedium geschichtet und eine Dichtezentrifugation bei 1000 xg fur 30 Minuten bei Raum-
temperatur durchgefiihrt. Der Uberstand wurde abgenommen, die Erythrozyten mit 40 ml
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DPBS bei 800 xg fur 7 Minuten gewaschen und schlielich zu gleichen Anteilen in Alsever’s
Solution bei 4°C gelagert.

Fur die Kopplung des Haptens 2,4,6-Trinitrophenol (TNP) an die Erythrozyten-Zelloberflachen
wurde die hoch-reaktive Picrylsulfonsaure (2,4,6-Trinitrobenzolsulfonséure, TNBS) verwen-
det. In ein 50 ml Gefal? wurden 3 ml Reinstwasser, 1,75 ml 0,56 M Cacodylatpuffer und 1 ml
Erythrozytenkonzentrat in Alsever’s Solution vorgelegt und 0,5 ml 5 % TNBS w/v in H20 dazu
pipettiert. Die Reaktion erfolgte bei Raumtemperatur auf einem Wipptisch fur eine Stunde.
Dann wurden 25 ml DPBS dazugegeben und die Zellen von der lbrigen Reaktionslésung ab-
zentrifugiert (500 xg, 5 min, 4°C). Uberschiissige TNBS wurde mit 10 ml Glycilglycin in PBS
(1 mg/ml) fir 5 Minuten abgesattigt. Es folgten Waschschritte bis der Uberstand klar war.
SchlieBlich wurden die TNBS-konjugierten Erythrozyten mit Citrat-Phosphat-Dextrose-L6-
sung mit Adenin (CPD-A) anteilig 9:1 stabilisiert und bei 4°C gelagert.

Die Kopplungseffizienz wurde mittels Durchflusszytometrie Gberprift. Hierfur wurden TNBS-
konjugierte Erythrozyten mit mu anti-TNP 1gG2a und anschlieBendem FITC-konjugierten anti-
Maus 1gG2a in FACS-Puffer gefarbt und mit dem LSRII gemessen.

Sensibilisierung und Komplement-vermittelte Hamolyse

In jedem Ansatz sollten 5 x 108 Zellen mit Antikorpern sensibilisiert werden. Dafiir wurde ba-
sierend auf Whaley und North [75] eine definierte Zellsuspension von 10° Erythrozyten pro ml
GVB-/- 10 mM EDTA angelegt. Uber die OD bei 414 nm und 541 nm einer 100 pl Zellsuspen-
sion lysiert in 2,9 ml Wasser, wurde je nach Dichte mittels (2.1) oder (2.2) auf die tatséchliche
Konzentration ¢ geschlossen.

2.1
ODgyanm = 3 %107 x ¢ 21

2.2
ODsgynm = 4% 10710 % ¢ (22)

50 pl der 10%/ml Zellsuspension wurden mit 50 pl anti-TNP 1gG verdinnt in GVB-/- 10 mM
EDTA inkubiert, wobei als Richtwert fir die maximale Dosis die héchste subagglutinierende
Menge von anti-TNP 1gG2a (sv) diente. In Doppelbestimmung wurden Verdiinnungsreihen
oder Kombinationen von zwei Antikorpern der anti-TNP 1gG-Subklassen switch-variant (sv)
Antikorper 19G2a, 1gG2b und 1gG1 sowie 1gG1 Klon H5, 1IgG3 Klon 9A6 und anti-OVA IgG1
Klon 4C9 fir 30 Minuten bei 37°C unter Schwenken inkubiert. Ungebundene Antikorper
wurden mit GVB”10 mM EDTA weggewaschen und die Zellen durch zwei weitere Schritte
bei 2000 xg fiir 5 Minuten und 4°C auf GVB** umgestellt und die Zellen in 50 ul GVB*"*
resuspendiert. Humanes Serum wurde 1:3 in GVB** verdiinnt und die sensibilisierten Zellen
mit je 100 pl fir 30 Minuten bei 37°C unter Schwenken inkubiert. Die Komplement-mediierte
Lyse wurde mit 1 ml eiskalter 0,9 % NaCl abgestoppt. Die Ansatze wurden bei 2000 xg fiir
5 min und 4°C abzentrifugiert und freies Hamoglobin im Uberstand bei 414 nm im Platten-
Photometer detektiert. Die effektive Lyse wurde in Relation zur OD von 5 x 108 Erythrozyten
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lysiert in Wasser (Positivkontrolle, 100 %) ermittelt. Als Negativkontrolle wurden nicht-
Antikorper-sensibilisierte TNBS-konjugierte Erythrozyten mit der Serumverdunnung 1:3 in
GVB™* inkubiert.

2.2.5 Mausmodell Autoimmunhamolytische Anamie

In diesem Mausmodell wird durch Antikorper-Injektion passiv eine autoimmunhamolytische
Anédmie (AIHA) erzeugt [76, 77]. Die monoklonalen anti-Erythrozyten 34-3C 1gG1, IgG2a und
IgG2b switch-variant (sv) Antikorper wurden durch Hybridomkultur und Protein G-Aufreini-
gung gewonnen. Wie in Abbildung 3.5 a dargestellt, wurde durch intraperitoneale Injektion
von 1gG2a oder 1gG2b eine Anamie erzeugt (Vergleichsgruppe). Die schitzende Funktion von
IgG1 wurde in C57BL/6J Wildtyp Mausen mit 1gG2a (oder 1gG2b) zusammen mit der zweifa-
chen Menge an IgG1 getestet (Testgruppe). Aufgrund der héheren Grunddosierung in FcyKO-
Maéusen wurde hier 1gG2a (oder IgG2b) zusammen mit IgG1 im Verhaltnis 1:1 eingesetzt. Die
alleinige Wirkung der in der Testgruppe gewahlten 1gG1-Dosis wurde als Negativkontrolle
mitgefihrt.

Je nach Fragestellung wurden die Versuchstiere bereits einen oder drei Tage nach Antikoérperin-
jektion mit einer Lanzette an der Vena facialis punktiert und das Blut in EDTA-Microvetten
aufgefangen. Dieses wurde sofort 1:2 in 100 MM EDTA in PBS verdinnt. Nach der Blutent-
nahme wurden die Tiere geopfert.

An Tag 3 nach Antikdrperinjektion wurde der Hamatokrit als Parameter eines kleinen Blutbil-
des mit Sysmex XN-9000 bestimmt.

Zum Nachweis der Komplement- und 1gG-Opsonisierung an den Erythrozyten wurde in einem
separaten Versuch an Tag 1 eine FACS-Analyse durchgefiihrt. Anhand des Blutbildes wurde
das benotigte Blutvolumen fiir 107 Erythrozyten kalkuliert und dieses in 25 pl wie folgt gefarbt:
Im ersten Schritt wurde mit biotinyliertem anti-Maus C3 fur 15 Minuten auf Eis inkubiert. An-
schlieend wurde zweimal mit 250 pl FACS-Puffer bei 300 xg, 5 Minuten, 4°C gewaschen.
Als nachstes wurde mit Streptavidin-BV605, anti-Maus 1gG2a-AF488 sowie anti-Maus 1gG1-
BV510 fur 15 Minuten, auf Eis, im Dunklen gefarbt. Nach zweimaligen Waschen wurden die
Zellen in FACS-Puffer aufgenommen und mit dem LSRII Durchflusszytometer analysiert.

2.2.6 Klonierung von murinen anti-MHCI IgG1

Amplifikation der V(D)J Sequenz

Aus einem mu anti-H-2 Dd/Kd (kurz H-2%; MHC Klasse | Antigen) IgG2a Antikorper des
Klons 34-1-2s sollte ein mu IgG1 mit derselben variablen Doméne kloniert werden. Hierfur
wurde die Firma Absolute Antibody (Oxford, Gro3britannien) beauftragt, die variable Doméne
der Hybridomzellen 34-1-2s (ATCC® HB-79 ™) zu sequenzieren und in den TOPO™ Blunt-
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End Vektor zu subklonieren. Bei der Sequenzierung wurden die Antikdrperspezies und -Sub-
klasse der Hybridome bestatigt (Tabelle A.1).

Die in Tabelle 2.1 gelisteten Primer wurden entworfen, um die HB-79 VDJ (VH) und VJ (VL)
entlang des Subklons in einer Hot Start PCR zu amplifizieren, um sie dann in vorhandene Ex-
pressionsvektoren einzubringen. Dazu wurde die variable Region, zu dem jeweiligen Expressi-
onsvektor passend, um eine nicht bindende Restriktionsschnittstelle am 5° Ende und gegebe-
nenfalls um einen Abstandshalter erweitert.

Tabelle 2.1: Primer zur Amplifikation der HB-79 VDJ und VJ Subklone
Restriktionsschnittstellen gelb: Agel, griin: Sall, blau: BsiWI; nicht bindende Sequenz: fett; Anfangstriplett
(im Vorwértsprimer, fwd) und Endtriplett (im Rickwartsprimer, rev) sind unterstrichen.

Name Sequenz in 5¢->3¢
HB-79 VDJfwd  ATTATTACCGGTGTACATTCCGAGGTTCAGCTGCAG
CAGTCTGGGGC

HB-79 VDJ rev AATAATGTCGACGCTGAGGAGACTGTGAGAGTGGTG

HB-79 VJ fwd ATTATTACCGGTGTACATTCAGACATCCAGATGACC
CAGTCTC

HB-79 VJ rev AATAATCGTACGTTTTATTTCCAGCTTGGTCCCC

Verwendet wurde die Q5® Hot Start High-Fidelity DNA Polymerase (New England Biolabs)
mit 1ng Template DNA (TOPO-Subklon) in einem 25 pul Reaktionsansatz nach
Herstellerangabe. Nach initialer Denaturierung bei 98°C fiir 30 Sekunden folgten 35 Zyklen
des in Tabelle 2.2 dargestellten Protokolls, gefolgt von der finalen Elongation bei 72°C flr
10 Minuten.

Tabelle 2.2: Hot Start PCR Bedingungen

Temperatur Zeit
Schritt [°C] [Sekunden]
Denaturierung 98 10
Primer-Anlagerung 52 30
Elongation 72 30

Mit Hilfe von Agarosegelelektrophorese wurde die PCR Uberprift und die Produkte extrahiert.
Ein einprozentiges Agarosegel mit GelRed (1:10.000) wurde mit den Proben in 6x DNA-Lade-
puffer und einem 100 bp Marker beladen und diese fiir 10 min bei 80 V, dann bei 100 V aufge-
trennt. Unter UV-Licht wurden die VDJ und VJ-Banden ausgeschnitten und die DNA mit dem
Kit ,,Nucleo Spin® Gel & PCR clean up* nach Herstellerangaben aus dem Gel extrahiert und
30 pl eluiert. Die DNA-Konzentration wurde photometrisch mit dem Nanodrop bestimmt.



2 Material & Methoden 39

Restriktionsverdau und Ligation

Zielexpressionsvektor fur die HB-79 VDJ war ein C57BL/6 anti-TNP IgG1 schwere Kette ko-
dierender Vektor [43, 72—74]. Dieser tragt zwischen einer Leader-Sequenz und der Sequenz fir
die konstante Region von murinem C57BL/6 1gG1 je eine Agel und Sall Restriktionsenzym-
Schnittstelle. Zielexpressionsvektor flr die HB-79 VJ war ein C57BL/6 anti-TNP kappa-Kette
kodierender Vektor [43, 72—74]. Dieser tragt zwischen einer Leader-Sequenz und der Sequenz
fiir die murine C57BL/6 kappa Kette je eine Agel und BsiWI Restriktionsenzym-Schnittstelle.
Beide Vektoren kodieren zudem fur Ampicillin Resistenz und werden vom HCMV Promoter
kontrolliert.

Der Restriktionsverdau erfolgte mit 1 g des jeweiligen Expressionsvektors und 4 pug HB-79
VDJ bzw. VJ PCR-Produkt in einem 50 pl Reaktionsansatz. Agel und Sall reagieren in
CutSmart Puffer bei 37°C fir 1,5 Stunden, daher wurden beide Verdauschritte gemeinsam in
einem Ansatz fiir den schwere Kette-Expressionsvektor bzw. fir die VDJ/Vy durchgefiihrt.
BsiW| reagiert in 3.1 Puffer bei 55°C fiir 1,5 Stunden. Das erforderte einen zusétzlichen DNA-
Aufreinigungsschritt fir den leichte Kette-Expressionsvektor bzw. HB-70 VVJ/V zwischen dem
ersten Verdau mit Bsiwl und dem zweiten mit Agel. Nach jedem Verdauansatz wurden die
Enzyme bei 65°C fiir 20 Minuten inaktiviert. Alle Pipettierschritte erfolgten auf Eis.

Die DNA Aufreinigung erfolgte wie nach der Amplifikation der VV(D)J Sequenzen durch elekt-
rophoretische Auftrennung der Verdauansétze in 6x DNA-Ladepuffer in einem einprozentigen
mit GelRed gefarbten Agarosegel. Zur GroRenorientierung wurde hier ein 1 kb Marker verwen-
det und die verdauten Produkte unter UV-Licht ausgeschnitten. Die DNA wurde mit dem Kit
,»Nucleo Spin® Gel & PCR clean up* aus dem Gel extrahiert und mit 30pl eluiert.

Die Ligation des restriktionsverdauten Inserts HB-79 VDJ bzw. HB-79 VJ in 100 ng des rest-
riktionsverdauten schwere Kette-Expressionsvektor bzw. leichte Kette-Expressionsvektor er-
folgte im molaren Verhaltnis 6:1. Je Ansatz wurden 1 pul T4 DNA-Ligase und der zugehdrige
10x Puffer eingesetzt und mit Wasser auf ein Gesamtreaktionsvolumen von 20 ul aufgefiillt.
Die Reaktion erfolgte eine Stunde lang bei Raumtemperatur.

Transformation und Maxi-Kultur

Je 5 pl der ligierten Vektoren wurden zu 100 pl Z-Kompetenten Nova Blue E. coli gegeben und
diese fir 5 Minuten auf Eis inkubiert. Je 50 pl wurden auf einer LB-Agarplatte (50 pg/ml Am-
picillin) gleichmé&Rig ausgestrichen und Gber Nacht bei 37°C inkubiert. Kolonien wurden ge-
pickt und in jeweils 300 ml autoklaviertem LB-Medium (50 pg/ml Ampicillin) bei 37°C schiit-
telnd inkubiert. Nach 20 Stunden wurden Glycerolstocks mit einem 3:1 Kultur zu Glycerol-
Verhéltnis angelegt und bei -80°C eingefroren. Dann wurden die Bakterien abzentrifugiert und
die Plasmid-DNA mit dem Kit ,,NucleoBond Xtra Maxi Plus* aufgereinigt.
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Die finale Sequenzierung der MHCI mu Igy1l und MHCI mu kappa Plasmide erfolgte bei der
Firma Eurofins Genomics (Ebersberg, Deutschland) und wurde mit den in Tabelle 2.3 aufge-
fuhrten Primern durchgefihrt. Die Primer wurden so gewahlt, dass sowohl der kodierende Be-
reich der variablen als auch der konstanten Antikorperregion grotmaoglich abgedeckt waren.

Tabelle 2.3: Primer final
Vorwarts (fwd) und Riickwarts (rev) -Primer fir die finale Sequenzierung der Plasmide MHCI murines Igy1 und
MHCI murines kappa

Name 5¢- 3¢ Sequenz

MHCI mu Igyl fwd AGTGACAGTGACCTGGAACTCT
MHCI mu Igyl rev CTGAGCTGCTCAGAGTGTAGA
MHCI mu kappa fwd ACCGGTGTACATTCAGACATCCA
MHCI mu kapparev ~ CGTACGTTTTATTTCCAGCTTGGT

Produktion von murinen anti-MHCI IgG1 Antikérpern mittels Transfektion

Zur Antikorperproduktion wurde die adhdrente, humane, embryonale Nierenzelllinie
HEK293T/17 genutzt. Diese wurde in HEK-Wachstumsmedium bei 37°C und 5 % CO> kulti-
viert. Zur Transfektion wurden Zellen auf 15 cm Zellkultur-Platten ausgesat und diese bei Er-
reichen von 80 % Konfluenz griindlich mit DPBS gewaschen. Das FCS-haltige HEK-Wachs-
tumsmedium wurde durch 22 ml HEK-Produktionsmedium ersetzt, welches statt FCS 0,03 %
Primaton enthielt [43]. Im Anschluss sollten die Zellen mit Polyethylenimin (PEI) chemisch
transfiziert werden. PEI ist ein kationisches Polymer und komplexiert mit DNA, und macht
diese so membrangéngig.

Die Transfektionslosung wurde in DPBS angesetzt und enthielt je zu transfizierende Platte
35 pg Gesamt-DNA (17,5 pg MHCI mu Igyl + 17,5 pg MHCI mu kappa Plasmid) und 70 pg
PEI. Fur eine effiziente Komplexierung wurde das Gemisch 10 Sekunden gevortext und an-
schlieBend bei Raumtemperatur fir 10 Minuten ruhen gelassen. Je 3 ml Transfektionsldsung
wurden vorsichtig auf die Zellen pipettiert und diese dann flr eine Woche inkubiert. Dann
wurde der Uberstand vorsichtig abgenommen und die Zellen mit frischem HEK-Produktions-
medium eine weitere Woche in Kultur gehalten. Uberstande wurden gesammelt sterilfiltriert
und bis zur Aufreinigung mit Protein G bei 4°C gelagert.

Verifizierung der murinen anti-MHCI IgG1 Antikérper-Zusammensetzung mittels
SDS-PAGE

5 g des in dieser Arbeit durch Umklonierung und Transfektion erzeugten mu anti-MHCI IgG1
sowie 5 pg mu anti-TNP IgG1 Klon H5 wurden mit SDS-Probenpuffer versetzt und fir 5 Mi-
nuten bei 95°C denaturiert und reduziert. Die Proben wurden dann in einem Sammel- und
Trenngel mit 10 % Polycarylamid in SDS Laufpuffer zundchst bei 80 V, dann bei 120 V elekt-
rophoretisch getrennt. Als Grolienmarker diente PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder,



2 Material & Methoden 41

10- 250 kDa. Die Proteine wurden mittels Coomassie Blau angefarbt und das Gel mit Coomas-
sie-Entfarbeldsung behandelt und schlieBlich fotographisch dokumentiert.

Verifizierung der murinen anti-MHCI IgG1 Antikdrper Funktionalitat mittels FACS

Um zu Uberprifen, ob der rekombinante mu anti-MHCI 1gG1 an sein bestimmtes Antigen bin-
det, wurden Milzzellen von BALB/c und C57BL/6J Wildtyp Mé&usen mit dem Antikdrper in-
kubiert und diese mittels Durchflusszytometrie nachgewiesen.

Hierfur wurde je Wildtypstamm ein Tier durch zervikale Dislokation getdtet und die Milz ent-
nommen. Das Organ wurde mit eiskaltem PBS gewaschen und mithilfe eines 70 um Cell Strai-
ner in Einzelzellsuspension gebracht. Die Zellen wurden bei 300 xg, 4°C flr 5 Minuten pelle-
tiert, im Folgenden: gewaschen, und anschlieRend in 5 ml Erylysepuffer resuspendiert. Nach
5 Minuten wurde mit 30 ml PBS aufgefullt und erneut zentrifugiert. Die Zellen wurden in 1 ml
FACS-Puffer aufgenommen und mit Hilfe einer Neubauer-Kammer gezéhlt.

Im Folgenden wurden von beiden Wildtypstaimmen je 107 Zellen eingesetzt. Die
Antikorperinkubationsschritte erfolgten in 50 ul FACS-Puffer auf Eis. Nach jeweils
20 Minuten Antikdrperinkubation wurde mit 250 pul FACS-Puffer gewaschen. Im ersten Schritt
wurde ein Fc-Rezeptor Block mit anti-CD16/CD32 durchgefiihrt, um unspezifische Signale zu
reduzieren oder zur Kontrolle nur mit FACS-Puffer inkubiert. Als zweites wurden die Zellen
mit 0,5 pg mu anti-MHCI 1gG1 oder 0,5 pg mu anti-TNP 1gG1 (Isotypkontrolle) inkubiert. Als
drittes wurden alle Test- und Kontrollansatze mit einem Mastermix aus Fixable Viability Dye
eFluor 780 (Live/Dead, 1:1000), anti-mu 1gG1-BV421, anti-mu B220-BV768, anti-mu CD8-
AF700 sowie anti-mu CD4 -BV711 im Dunklen gefarbt. Hiernach wurde zweimal gewaschen
und die Zellen mit dem Attune NXT Durchflusszytometer aufgenommen.

2.2.7 Mausmodell immunisierungsinduzierte EBA

Das Mausmodell beruht auf der Etablierung von Iwata et al [78]. C57BL/6S Tiere wurden ge-
schlechts- und altersunabhangig mit rekombinantem murinem vWFA2 (von-Willebrand-factor-
A-like domain 2) immunisiert. Hierzu wurde eine 1:1 Wasser-in-Ol Emulsion mit dem Ad-
juvans TiterMax Classic vorbereitet. Im Detail heif3t das, TiterMax wurde fiir 1 Minute gevor-
text und die bendétigte Menge mit einem Volumensicherheits-Faktor 1,7 entnommen und dann
mit einer 20G Kaniile in eine 2 ml Spritze aufgezogen. Die gleiche Menge VWFAZ2 aus einer
2 mg/ml Stockldsung in PBS wurde bereitgestellt und in zwei Teilen mit einer 23G Kaniile in
eine weitere 2 ml Spritze aufgenommen. Die Kanulen wurden fest ineinandergesteckt und zu-
nachst die eine Halfte der wassrigen Proteinldsung in das Adjuvans gespritzt, dann fiinfmal von
einer in die andere Spritze gedriuckt. Der zweite Teil wurde hinzugefiigt und mindestens drei-
Rigmal durch Driicken gemischt bis eine homogene, weie, sehr viskése Emulsion vorlag.
Diese wurde maglichst luftblasenfrei in 1 ml Spritzen berfiihrt und auf Eis kurz zwischenge-
lagert.
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Zunéchst wurden die Tiere durch intraperitoneale Injektion von Xylazin, 15 ug/g Korperge-
wicht, und Ketamin, 100 pg/g Korpergewicht narkotisiert. Dann wurden in beide Hinterlaufe
jeweils 50-60 pl Emulsion (entspricht max. 120 pg VWFAZ2 pro Tier) mit einer 30G Kanile
subkutan gespritzt. Die Emulsion wirkt als Depot, das mit einer Schwellung der Flle einher-
geht. Mobilitat und Fressverhalten der Tiere waren davon uneingeschréankt.

Nach Immunisierung wurden die Tiere wochentlich auf die Krankheitsmanifestation hin beo-
bachtet. Beim Erreichen eindeutiger EBA-Symptome, i.d.R. ab Woche 6, spétestens aber nach
Woche 12 wurde die betroffene Maus narkotisiert und der finale Schweregrad in Anlehnung an
Bieber et al. als Prozent der von Ldsionen, Erosionen, Verkrustung und Erythema betroffenen
Haut eingestuft [79]. SchlieRlich wurde final Blut gewonnen und die Maus geopfert. Das Blut
wurde nach Gerinnung abzentrifugiert und das Serum bei -20°C aufbewahrt. Die Durchfiihrung
erfolgte in Kooperation mit Dr. Katja Bieber (LIED, Universitat zu Lubeck).

2.2.8 Aufreinigung von murinen polyklonalen anti-vWFA2 IgG Anti-
korpern

Aufreinigung des murinen VWFA2-Antiserums mittels Protein G

Antiserum von EBA erkrankten Mdusen mit einem Schweregrad tber 1,1 % wurde aufgetaut
und fir 5 Minuten bei 10.000 xg, 4°C abzentrifugiert. Gesammelte Proben wurden vereint und
1:10 mit PBS verdunnt. Eine 20 ml Sdule wurde mit 4 ml Protein G 4 Fast Flow befillt und mit
50 ml PBS equilibriert. Das Antiserum wurde zweimal auf die Sdule gegeben und diese dann
mit 100 ml PBS gewaschen. AnschlieRend wurde mit 0,1 M Glycin pH 2,9 fraktioniert eluiert
und sofort mit 0,1 M TRIS pH 9 neutralisiert. Alle verwendeten Losungen waren eisgekiihlt.

IgG positive Fraktionen wurden mittels Nanodrop ermittelt, gepoolt und mit 10 kDa Zentrifu-
gationsfiltern eingeengt und zu PBS dialysiert. Die Aufreinigung ergab 30 mg Gesamt-1gG.

Parallel wurde IgG aus dem Serum unbehandelter Wildtypmause nach dem gleichen Protokoll
mit Protein G aufgereinigt. Dieses diente in Versuchen der passiven EBA als Negativkontrolle.

Kopplung von vVWFA2 an CNBr-aktivierte Sepharose

Fur die antigenspezifische Aufreinigung des Gesamt-IgG VWFA2-immunisierter Mause wurde
rekombinantes murines VWFA2 an CNBr-aktivierte Sepharose gekoppelt. Die Herstellung der
Séule erfolgte in Anlehnung an Herstellerinstruktionen sowie Kavran und Leahy [80]. Zun&chst
wurden 5 mg Ligand zu Kopplungspuffer pH 8,3 mit einem 10 kDa Zentrifugationsfilter um-
gepuffert und die Konzentration des 2 ml Dialysats im Nanodrop (OD2e0/280) bestimmt. Weiter-
hin wurden 0,7 g Sepharose mit 1 mM HCI aufgequollen und in eine 10 ml Saule tberfihrt.
Uberschiissige Flussigkeit wurde aus der gedffneten Saule in ein 50 ml GefaR abzentrifugiert
(3 Minuten, 300 xg). Ein ca. 2,5 ml grof3es Bettvolumen war entstanden. Die Kopplungslésung
wurde auf die nun verschlossene S&ule gegeben, fur 12 Stunden bei 4°C inkubiert und dabei
mehrfach vorsichtig durchmischt. Hiernach wurde die Kopplungslosung in ein 50 ml Gefaly
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zentrifugiert und die Kopplungseffizienz mit Nanodrop (OD2e0/280) unter Bezug zur Ausgangs-
I0sung ermittelt. Die S&ule wurde mit 15 ml Kopplungspuffer gewaschen, abzentrifugiert und
der Schritt mit 15 ml Quenching Puffer wiederholt. Dann wurde die Saule mit 15 ml Quen-
ching-Puffer beladen und fir 2,5 Stunden auf einem Rotator bei Raumtemperatur inkubiert, um
verbliebene reaktive Gruppen abzuséttigen. Nach dem Abzentrifugieren der Losung folgten
vier Zyklen der folgenden Waschschritte: Resuspendieren der Sepharose mit 15 ml Waschpuf-
fer pH 8, abzentrifugieren (3 Minuten, 300 xg), dann resuspendieren mit 15 ml Waschpuffer
pH 4 und abzentrifugieren. Hiernach wurde die Saule mit 15 ml 20 % Ethanol in PBS gewa-
schen, abzentrifugiert und zur Lagerung bei 4°C erneut beftllt. Alle verwendeten Ldsungen
waren eisgekuhilt.

VWFA2-spezifische IgG Aufreinigung

Die VWFAZ2-spezifische Sdule wurde mit PBS equilibriert. 13,2 mg Protein G aufgereinigtes
Gesamt-1gG VWFA2 immunisierter Mause wurden in 100 ml PBS verdinnt und auf die Séule
gegeben. Der Durchfluss wurde aufgefangen und weitere zweimal auf die Sdule geladen und
im Anschluss mit 50 ml PBS gewaschen. Dann wurde mit 0,1 M Glycin pH 2,9 fraktioniert
eluiert und sofort mit 0,1 M TRIS pH 9 neutralisiert. Alle verwendeten Lésungen waren eisge-
kihlt. 1gG positive Fraktionen wurden mittels Nanodrop ermittelt, vereint und mit einem
10 kDa Zentrifugationsfilter eingeengt und zu PBS dialysiert. Die Aufreinigung ergab 1,4 mg
polyklonales VWFA2-spezifisches 1gG. Spezifitat und Effizienz der Saule wurden mit ELISA
gepruft.

2.2.9 Invitro Glykosylierung

IgG Antikorper wurden mit 10 kDa Zentrifugationsfiltern zu 100 mM MES-Puffer dialysiert
und aufkonzentriert. Dann wurde in zwei Enzymreaktionen zuerst galactosyliert, dann sialy-
liert. Im Detail heif3t das, in die vorbreitete Antikorper-Losung wurde im Massenverhaltnis zu
IgG das Substrat UDP-Gal 1:1,2 sowie humane 1,4-Galactosyltransferase 100:1 pipettiert.
Nach Hinzufiigen von MnCl> zu einer 20 mM Endverdiinnung wurde die Reaktion bei 37°C
und 300 rpm gestartet. Nach 24 Stunden wurde im Massenverhaltnis zu 1gG das Substrat
CMP-Sial 1:2 sowie humane a2,6-Sialyltransferase 1:20 zum Reaktionsansatz pipettiert und
weitere 8 Stunden bei 37°C und 300 rpm inkubiert. Die finale 1IgG Konzentration im Reakti-
onsansatz betrug mindestens 5 mg/ml.

Zum Beenden der Reaktion wurde der Reaktionsansatz zunéchst zu reinem 100 mM MES und
schlieBlich zu PBS dialysiert.
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2.2.10 Glykoanalyse

Aufgereinigte 1gG Antikorper wurden ber Nacht bei 37°C mit EndoS verdaut, um spezifisch
die N-Glykane durch Hydrolyse freizusetzen. Die Glykane wurden von Yannic Bartsch mit
Aminobenzamid markiert und mittels (HILIC-) HPLC auf einer Dionex Ultimate 3000 (Thermo
Fischer, Waltham, MA, USA) analysiert.

2.2.11 Mausmodell passive EBA

In den Ohransatz von C57BL/6J Wildtyp Méusen wurden polyklonale EBA Maus IgG Anti-
korper injiziert, welche entweder nativ glykosyliert oder in vitro (ex vivo) sialyliert waren. Zu-
vor wurden die Tiere narkotisiert (i.p. Xylazin 15 nug/g Korpergewicht und Ketamin100 pg/g
Korpergewicht) und die Ohrdicke an drei Stellen mit einem Dickenschnellmessgerat (Genau-
igkeit 10 um) vermessen. Dann wurden je Ohr 50 pl Antikdrper in PBS subkutan mittig in die
Ohraulenseite injiziert.

Der Versuch wurde sowohl mit EBA Gesamt-IgG als auch mit vVWFA2-spezifischem IgG
durchgefuhrt. Als Negativkontrolle diente dieselbe Menge von Protein G-aufgereinigtem Se-
rum-IgG unbehandelter C57BL/6J Wildtypmause.

Nach einer Beobachtungszeit von 48 Stunden wurden die Tiere erneut narkotisiert und die Ohr-
dicke an drei Stellen gemessen. Jedes Ohr wurde fotografiert und ein Schweregrad kalkuliert,
der sich aus der Summe der jeweils prozentual betroffenen Hautflache A im &uf3eren und sicht-
baren Bereich des inneren Ohrs ergibt (Formel (2.3); Abbildung 3.11 c).

2.3
Schweregrad = (0'4 * Ainnen tief) + (0'2 * Ainnen) + (0'4 * Aauf&en) ( )

Nachdem die Tiere durch zervikale Dislokation getotet waren, wurden die Ohren abgeschnitten,
Haare weggeschnitten und jeweils in 1,5 ml Gefallen in Stickstoff schockgefroren. Biopsien
wurden bei -80°C zwischengelagert.

2.2.12 Myeloperoxidase Aktivitats-Nachweis von Ohrbiopsien

Mit dem Test werden reaktive Sauerstoffspezies nachgewiesen, welche von dem Neutrophilen-
Enzym Myeloperoxidase produziert werden. Es wird als Entzindungsmarker fur die Ohrenbi-
opsie des passiv lokalen EBA Modells herangezogen. Hierfur wurden schockgefrorene Ohrbi-
opsien mit einem Skalpell zerkleinert. Die Gewebestlicke wurden zuerst in Extraktionspuffer,
dann durch Zugabe von 0,5 % HTAB dispergiert (Endvolumen 1 ml). AnschlieRend wurde mit
drei Einfrier-/Auftau-Zyklen bei -80°C fiir 5 Minuten ein Zellaufschluss bewirkt. Zuletzt wur-
den verbliebene feste Bestandteile durch Zentrifugation bei 18.000 xg fiur 15 Minuten, 4°C vom
Lysat abgetrennt. Der Uberstand wurde bei -80°C eingefroren oder auf Eis direkt weiterver-
wendet. Eine Verdunnungsreine wurde in Kaliumphosphatpuffer angefertigt und in einer



2 Material & Methoden 45

Mikrotiterplatte 50 pl Probe mit 50 pl TMB bis zu 30 Minuten dunkel inkubiert. Schlief3lich
wurde die Reaktion mit 50 pl 0,5 M Schwefelséure gestoppt und bei 450 nm im Platten-Photo-
meter gemessen.

Die resultierenden OD-Werte wurden auf den Gesamtproteingehalt (BCA-Test) normalisiert.

2.2.13 BCA-Test von Ohrbiopsien

Der Test dient zur Bestimmung des Proteingehalts jeder Ohrenbiopsie des passiv lokalen EBA
Modells und wird mit dem Pierce™ BCA Protein Assay Kit durchgefiihrt. Ausgangsmaterial
waren die fir den MPO-Test préaparierten Zelllysate. Diese wurden in Kaliumphosphatpuffer
1:5 verdinnt und im selben Puffer wurde eine BSA-Standard Verdunnungsreihe nach Kit-In-
struktion angefertigt. Je 25 pl Probe wurde in eine Mikrotiterplatte pipettiert und mit 200 pl
BCA-Reaktionslosung versetzt, gemixt und fir 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Der Protein-
nachweis beruht auf der Biuret-Reaktion und wird durch Bicinchoninsaure (BCA) verstarkt.
Die entstandene farbige Losung wurde bei 562 nm im Platten-Photometer gemessen und die
Proteinmenge der Proben (ber die geplottete Standardkurve errechnet.

2.2.14 Statistik

Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe von GraphPad PRISM. Kleine Gruppengréfiien
wurden als normalverteilt angenommen. Der Vergleich von zwei Gruppen erfolgte mittels
t-Test oder, bei signifikant verschiedener Varianz mittels Welch-Test und 95 % Konfidenzin-
tervall. Fur 3.4.1 wurden lineare Regressionsanalysen durchgeftihrt.

P< 0,05 wurde als Signifikanzanzeige erachtet (*P < 0,05; **P < 0,01 und ***P < 0,001).
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Die mu IgG1 Subklasse, &hnlich dem hu 1gG4, und die terminale 1gG Fc-N Sialylierung werden
unabh&ngig voneinander mit verringerter Entziindung und Pathologie assoziiert [25, 31]. In
dieser Arbeit sollte das inhibitorische Potential von mu IgG1 Subklasse Antikdrpern und sialy-
lierten 1gG Autoantikdrpern in Komplement- und FcyR-vermittelter Autoimmunitét untersucht
werden. Dabei sollte zunachst modellhaft die blockierende Wirkung von nicht-C1g-bindendem
mu IgG1 auf die klassische Komplementaktivierung durch andere murine Subklassen in vitro
analysiert werden (3.1). Weiter sollte untersucht werden, ob mu IgG1 komplementabhé&ngige
Krankheitsmodelle in der Maus inhibieren kann (3.2). Zusétzlich zur 1gG1 Subklasse sollte
auch die schutzende Wirkung von sialylierten mu IgG Autoantikdrpern in der Effektorphase
bulldser Autoimmundermatosen getestet werden (3.4).

3.1 Inhibitorisches Potential von antigenspezifischen
murinen IgG1 Antikdrpern in der klassischen Komple-
mentaktivierung in vitro

3.1.1 Murines IgGl hemmt die Komplexformierung von IgG2a,
IgG2b, and IgG3 mit C1q in vitro

Unter den mu 1gG-Subklassen sind 19G2a und IgG2b, gefolgt von IgG3 starke C1g-Binder und
somit Aktivatoren des klassischen Komplementweges. Stattdessen findet zwischen 1gG1 und
C1lq keine ausreichende Interaktion statt, um die klassische Komplement-Kaskade zu aktivie-
ren. Basierend auf den jlingsten Publikationen, dass eine Hexamerbildung C1g-bindender 1gG-
Subklassen die C1g-Bindung fordert, war die Hypothese, dass hu 1gG4 oder mu IgG1 eine sol-
che Hexamerbildung und die folgende C1g-Bindung durch eine Antigen-abhdngige sterische
Interferenz inhibieren kdnnte. Entsprechend sollte in vitro untersucht werden, ob mu IgG1 die
C1g-Bindung und somit Komplementaktivierung durch IgG2a, 1gG2b und IgG3 Subklassen
Antikorpern inhibieren kann.

Vielfaltige Moglichkeiten bot hier das 2,4,6-Trinitrophenyl (TNP) -System, ein Hapten, wel-
ches iber eine reaktive Gruppe an variable Tragermolekdle wie Polymere oder Proteine gekop-
pelt werden kann, so dass diese dann von TNP-spezifischen Antikorpern erkannt werden. Zur
Verfugung standen die murinen monoklonalen anti-TNP 1gG1 (Klon H5) [43, 54, 81] sowie
IgG1, 1gG2a und IgG2b switch-variant (sv, Klassenwechsel-Varianten) [54, 70, 82] Antikor-
per-produzierenden Hybridom-Zelllinien. Durch Kultivierung der Hybridomzellen und Aufrei-
nigung des Kulturiiberstandes mittels Protein G wurden die entsprechenden Antikorper teils
eigenstdndig im Labor Ehlers, teils von der Firma InVivo (Henningsdorf, Deutschland)
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produziert und zur Verfugung gestellt. Fur die Versuchszwecke wurde weiterhin ein aufgerei-
nigter muriner monoklonaler anti-TNP 1gG3 Subklasse Antikorper (Klon 9A6) von Prof. Dr.
F. Finkelman (Cincinnati Children's Hospital Medical Center, OH, USA) bereitgestellt [70, 83].
Die verfugbaren monoklonalen anti-TNP 1gG-Subklassen Antikorper zeichnen sich durch eine
hohe Affinitat zu TNP aus, wobei die anti-TNP 1gG sv aufgrund ihrer identischen VDJ Sequenz
dieselbe Affinitat besitzen. Allerdings weist der IgG1 (Klon H5) eine etwas hohere Affinitat
auf als die anti-TNP IgG sv; dies wurde in Epp et al. gezeigt [54].

Um zu untersuchen, ob mu IgG1 die antigenabhangige C1g-Bindung durch IgG2a, 1gG2b und
IgG3 blockieren kann, wurde mit einem ELISA System gearbeitet. 96 Wellplatten wurden mit
einer gesattigten TNP-Ficoll Menge beschichtet und anschlieRend mit verschiedenen Konzent-
rationen einzelner anti-TNP IgG-Subklasse Antikorpern inkubiert. Hiernach wurden die immo-
bilisierten Antikdrper mit humanem Serum als C1g-Quelle inkubiert, welches in einem Cal-
cium-haltigen Puffer (HBSS*™*) mit 0,1 % Tween20 verdinnt war. Calcium ist relevant fiir die
vollstandige Ausbildung des C1-Komplexes (siehe 1.1.3). Antikdrpergebundenes C1q wurde
mit HRP-konjugierten, polyklonalen Schaf anti-human C1q 19G Antikérpern und TMB Sub-
strat als ODassonm detektiert (Abbildung 3.1 a). Die C1q ELISA-Werte wurden gegen die
anti-TNP IgG-Subklassen Dosis aufgetragen. Hieraus resultierten Subklassen-spezifische C1g-
Bindungskurven (Abbildung 3.1 b, d), die zeigten, dass C1q bevorzugt an anti-TNP IgG2a
(sv), aber auch IgG2b (sv) und 1gG3 (9A6) band.
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a. C1q ELISA
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Abbildung 3.1: Murines IgG1 inhibiert die C1g-Bindung an 1gG2a, 1gG2b und IgG3 in vitro

a. Schematische Beschreibung des in (b-e) sowie Abbildung 3.2 angewendeten C1q ELISA. TNP-Ficoll beschich-
tete 96 Well Mikrotiterplatten wurden mit verschiedenen Konzentrationen eines oder zwei anti-TNP monoklona-
len Maus Subklassen Antikérpern inkubiert; IgG1 (Klon H5; rot), 1gG3 (Klon 9A6; grau) sowie die IgG1 (orange),
1gG2a (blau) und 1gG2b (griin) switch-variant (sv; mit identischen VDJ Sequenzen) Antikérper. Auf die immobi-
lisierten Antikorper wurde C1g-enthaltendes, humanes Serum pipettiert, welches mit HRP-konjugiertem anti-C1q
Antikorper und TMB-Substrat detektiert wurde. b.,d. Mittelwerte der als OD gemessenen C1g-Bindekurven ein-
zelner anti-TNP 1gG-Subklassen Antikorper bei entsprechender Dosis (pg/ml). Die 1gG-subklassenspezifische
mittlere Effektivdosis (EC50; x) wurde durch Interpolation der C1q-Bindekurve kalkuliert (R% >0,99). c., e. Mit-
telwerte + SEM der resultierenden C1g ELISA-Werte der entsprechenden anti-TNP 1gG-Subklassen Antikdrper
(-kombinationen) (c. 5 pg/ml 1gG2a: n=1, Kombinationen: n=2; e. n>2); einer von mindestens zwei unabhéngigen

Versuchen; Abbildung teilweise modifiziert aus Lilienthal, G-M et al., Front. Immunol. 2018 [1].
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Um die 1gG-subklassenspezifische C1g-Bindungskapazitat zu quantifizieren wurden die C1g-
Bindekurven interpoliert und die mittlere Effektivdosis (EC50) kalkuliert. Sie ergaben
1,1 pg/ml fur IgG2a (sv), 4,3 pg/ml fir 1IgG2b (sv) und 12,5-12,9 pg/ml fiir IgG3 (9A6), wobei
der EC50 Wert fir IgG3 aufgrund der VVDJ Differenzen nicht direkt mit den Werten der 1gG2a
und IgG2b sv Antikorper vergleichbar war. Wie erwartet, fand keine nachweisbare Interaktion
von C1qg mit den monoklonalen IgG1 Antikorpern (H5 und sv) statt (Abbildung 3.1 b, d). Im
Folgenden wurde die inhibierende Wirkung des mu IgG1, bzw. anderen Subklassen zur Kon-
trolle, auf die C1g-Bindung durch IgG2a, 1gG2b und 1gG3 untersucht.

In der Anwendung einer Kombination von zwei anti-TNP IgG-Subklassen Antikdrpern, inhi-
bierten beide 19G1 Klone (H5 und sv) konzentrationsabhéngig die C1g-Bindung an 1gG2a,
IgG2b und 19G3 (Abbildung 3.1 c, e; Abbildung 3.2). IgG1 Klon H5 erwies sich als starkerer
Inhibitor, was sehr wahrscheinlich auf die hthere TNP-Affinitat zurlickzufihren war. Aufgrund
der begrenzten Immobilisierungsflache in einem Reaktionswell und der damit verbundenen
Kompetition um TNP-Bindungsstellen wurde die Inhibition sowohl bei hohen als auch mittle-
ren Konzentrationen C1g-bindender 1gG-Subklassen Antikorper getestet. Bei einer fast gesat-
tigten C1g-Bindungsdosis von 1gG2a (5 pg/ml) wurde eine 2- oder 10-fache Inhibition bei
zweifacher Menge IgG1 sv bzw. IgG1 Klon H5 beobachtet (Abbildung 3.1 b, ¢; Abbildung
3.2 a). Bei einer 1gG2a Konzentration (1,5 pg/ml) nahe dessen EC50 war die Inhibition durch
eine zweifache 1gG1 Klon H5 Menge 1,4-fach (Abbildung 3.1 d, f; Abbildung 3.2 b). Bei
einer fast geséattigten C1g-Bindungsdosis von 1gG2b (10 pg/ml) genigte die eineinhalbfache
Menge an IgG1 sv oder Klon H5, um die C1g-Bindung um das 4- bzw. 9-fache zu hemmen
(Abbildung 3.1 d; Abbildung 3.2 c). Die Clg-Bindung an IgG3 Dosierungen (12 oder
16 pg/ml) nahe dessen EC50 wurde allein durch Zugabe der halben Mengen IgG1 Klon H5 um
das 3- bis 4-fache inhibiert (Abbildung 3.2 d.).

Zusammengefasst galt, je schwécher das C1g-Bindungspotential einer 1gG-Subklasse, desto
effizienter war die Inhibition durch die 1gG1-Subklassen Antikdrper, und je hoher die Konzent-
ration an 19G2a, 1gG2b, oder 1gG3, umso stérker war die dosisabhéngige C1g-Bindungsinhibi-
tion. Hierin zeigte 19G1 Klon H5 eine stérkere Inhibierung als 1IgG1 sv, was sehr wahrscheinlich
an dessen hoherer TNP-Affinitét lag.

Im Gegensatz dazu steigerte 1IgG2b in Kombination mit IgG2a die C1g-Bindung im Vergleich
zu 1gG2a allein. Eine Kombination aus 1gG2a oder 1gG2b mit IgG3 bewirkte keine Inhibierung
der C1g-Bindung gegeniiber IgG2a oder 19gG2b allein (Abbildung 3.1 e; Abbildung 3.2 b, c).
Somit inhibierte ausschlieBlich mu IgG1 die Bindung von C1qg an mu 1gG2a, 1gG2b und IgG3.
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Abbildung 3.2: Inhibition der C1g-Bindung an 1gG2a, 1gG2b und 1gG3 durch IgG1.

(a-d) Clq ELISA Experimente wie beschrieben und partiell in Abbildung 3.1 (c, €) gezeigt mit TNP-Ficoll be-
schichteten 96 Well Platten, die mit verschiedenen Konzentrationen von ein oder zwei monoklonalen anti-TNP
IgG-Subklassen IgG1 (Klon H5; rot), IgG3 (Klon 9A6; grau) sowie IgG1 (orange), IgG2a (blau), und 1gG2b (griin)
switch-variant (sv; mit identischen VDJ Sequenzen) Antikorpern inkubiert wurden. Nach Zugabe von C1q enthal-
tendem humanem Serum und anschlieBendem HRP-konjugiertem anti-C1g und TMB-Substrat wurde die OD bei
450nm bestimmt. Die jeweils linke Abbildung zeigt die OD der C1g-Bindekurven von IgG2a (blau), IgG2b (griin),
oder 1gG3 (grau) allein (linke y-Achse, Mittelwert von n=2) und deren interpolierte Kurven mit Prozentanteil
(rechte y-Achse) ihrer maximalen C1g-Bindung (schwarz; R? der Interpolation war > 0,99; Maximum bzw. Mini-
mum der Kurven wurden auf 100 % bzw. 0 % gesetzt). Die 1gG-Subklassen spezifische mittlere Effektivdosis
(EC50 in pg/ml) wurde mittels interpolierter C1g-Bindekurve kalkuliert. Zu den indizierten Mengen (gestrichelte
Linie) einzelner 1gG-Subklassen (a. 5pg/ml 19gG2a; b. 1,5 pg/ml 1gG2a; ¢. 10 pg/ml 1gG2b; d. 12 oder 16 pg/ml
1gG3) wurde die indizierte x-fache Menge einer zweiten indizierten anti-TNP 1gG-Subklasse hinzugeflgt. Die
resultierenden OD Mittelwerte und errechnete Prozentanteile sind in der jeweils rechten Abbildung dargestellt;
Abbildung teilweise modifiziert aus Lilienthal, G-M et al., Front. Immunol. 2018 [1].

3.1.2 Murines IgG1 hemmt die Clg-mediierte, funktionelle Komple-
mentaktivierung durch IgG2a in vitro

Als néchstes wurde in vitro untersucht, ob mu IgG1 auch die C1g-mediierte, funktionelle Kom-
plementaktivierung inhibieren kann. Ubliche Komplementaktivitatsnachweise beruhen auf der
CDC, bei der durch funktionelle Aktivierung der Komplementkaskade final der MAC ausge-
bildet und die Zielzelle lysiert wird. Das in dieser Arbeit genutzte CDC-Verfahren war ein Ha-
molyse Assay und beruhte auf der durch Antikdrper- und Komplement- vermittelten Lyse von
Erythrozyten und der dadurch induzierten Freisetzung von photometrisch detektierbarem Ha-
moglobin.

Aufgereinigte humane Erythrozyten wurden mit 2,4,6-Trinitrobenzoeséure (TNBS) -L6sung
inkubiert und so fur monoklonale anti-TNP Antikorper spezifisch gemacht. Molekular unter-
scheidet sich TNBS von TNP lediglich durch eine Sulfonsaure-Gruppe am Phenolring, tber die
es mit priméren Aminen reagieren und so an Oberflachenmembranproteine konjugieren kann.
Mittels Durchflusszytometrie wurde die Kopplungseffizienz und die erfolgreiche Erkennung
durch anti-TNP 1gG Antikorper bestétigt (Abbildung 3.3).
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Abbildung 3.3: Nachweis der TNP-Kopplung an Erythrozyten fir den Hamolyse Assay

Dichtegradienten isolierte Erythrozyten wurden zur TNP-Kopplung mit 2,4,6-Trinitrobenzoeséure (TNBS) behan-
delt, welches an Membranoberflachenproteine konjugiert. Die Kopplung wurde anschliefend mit anti-TNP 19gG2a
und FITC-markierten anti-Maus 1gG2a Antikdérpern im Durchflusszytometer verifiziert. FITC Signale ausgewéhl-
ter Einzelzell-Erythrozyten (a) wurden durchflusszytometrisch aufgenommen und als Prozent TNP-positiver
Erythrozyten dargestellt (b) (v.l.n.r. nicht TNBS-behandelte, mit Primér- und Sekundérantikorper gefarbte Zellen;
TNBS-behandelte Zellen mit Sekundarantikdrper; TNBS-behandelte Zellen mit Priméar- und Sekundérantikorper
gefarbte Zellen); Abbildung teilweise modifiziert aus Lilienthal, G-M et al., Front. Immunol. 2018 [1].

Der Hamolyse Assay wurde in Anlehnung an Whaley und North [75] etabliert. Als Komple-
mentquelle diente normales humanes Serum, welches neben Clq alle weiteren Komplement-
komponenten enthielt, um eine Lyse der Erythrozyten und Hamoglobinfreisetzung herbeizu-
fiihren. Daruber hinaus lief der Hamolyse Assay in einem Calcium- und Magnesium-haltigem
Natrium-Veronal Puffer, kurz GVB** ab. Calcium wird fiir die funktionelle C1-Aktivierung
bendtigt und Magnesium fiir die Ausbildung der C3 Konvertasen (1.1.3). Nicht vorhandenes
oder durch EGTA cheliertes Calcium erlaubte in diesem Assay keine messbare durch anti-TNP
Antikorper- und Serum-Komplement-vermittelte Hdmolyse (Daten nicht gezeigt). Demnach
basierte der Assay auf der klassischen Komplementaktivierung und eignete sich, um eine nach
3.1.1 gefundene Inhibition mit mu IgG1 zu untersuchen.
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Hierzu wurde eine definierte Zellsuspension in GVB™ angelegt und mit einem mu anti-TNP
IgG-Subklassen Antikorper oder einer Kombination aus zwei anti-TNP 1gG-Subklassen inku-
biert. Ungebundene Antikorper wurden entfernt und die nun sensibilisierten Zellen mit huma-
nem Serum in GVB** inkubiert (Abbildung 3.4 a). Zur Quantifizierung der Erythrozytenlyse
wurden die Reaktionsansatze abzentrifugiert und die Absorption von Hamoglobin im Uber-
stand bei 414 nm photometrisch detektiert. Die Komplement-mediierte Erythrozytenlyse wurde
als Prozent einer Volllyse mit H20 (100 %; Positivkontrolle) kalkuliert (Abbildung 3.4 b-d).

In dieser Anwendung induzierte 1gG2a allein eine dosisabhéngige C1qg-mediierte Erythrozy-
tenlyse im Bereich zwischen 2,5 und 22,5 pg/ml; die Lyse erreichte bis zu 70 % der H.O-Posi-
tivkontrolllyse (Abbildung 3.4 c, d und Daten nicht gezeigt). IgG2b induzierte nur eine schwa-
che Lyse im Bereich zwischen 7,5 — 22,5 pg/ml und erreichte nicht mehr als 8 % der H2O-
Positivkontrolllyse (Daten nicht gezeigt). Mu 1gG1 und auch 1gG3 bewirkten keine eindeutige
Lyse (1-4 % der H.O-Positivkontrolllyse), die sich von der Negativkontrolle (kein 1gG) ab-
grenzen lie} (Abbildung 3.4 c, d). Weil eine signifikante Erythrozytenlyse mit 1gG2b und IgG3
ausblieb, wurde im Folgenden ausschlieBlich der Einfluss von IgG1 auf die 1gG2a-mediierte
Erythrozytenlyse getestet.

Beide anti-TNP 1gG1l Klone inhibierten die 1gG2a-induzierte Erythrozytenlyse. Ein
IgG1:1gG2a Verhaltnis von 2:1 ermdglichte eine 2,4- oder 3-fache Inhibition der 1gG2a-medi-
ierten Lyse mit 1gG1 sv bzw. IgG1 Klon H5. Im Gegensatz hierzu steigerte die Zugabe von
IgG2b die 1gG2a-mediierte Lyse, wéahrend 1gG3 keinen Effekt zeigte (Abbildung 3.4 d und
Daten nicht gezeigt). Ein anti-Ovalbumin mu IgG1 (Klon 4C9), unspezifisch fiir das TNP-An-
tigen, zeigte selbst bei doppelter anti-Ovalbumin 1IgG1 Menge keine Inhibierung der anti-TNP
IgG2a-mediierten Erythrozyten-Lyse (Abbildung 3.4 c).

Zusammenfassend konnte ausschlieBlich antigenspezifisches mu 1gG1 eine 1gG2a- und C1g-
induzierte, funktionelle Komplementaktivierung im Hamolyse Assay inhibieren.

Die Daten in 3.1.1 und 3.1.2 wurden in der Peer-Review Fachzeitschrift Frontiers Immunology
publiziert [1].
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Abbildung 3.4: IgG1 inhibiert die 1gG2a vermittelte funktionelle Komplementaktivierung in vitro antigen-
spezifisch

a. Schematische Beschreibung des in (b-d) angewendeten in vitro Hdmolyse Assays. Eine definierte Zahl TNP-
gekoppelter Erythrozyten (Abbildung 3.2) wurde mit einem oder einer Kombination aus zwei verschiedenen muri-
nen monoklonalen anti-TNP 1gG-Subklassen 1gG1 (Klon H5 rot) oder IgG3 (Klon 9A6 grau) sowie IgG1 (orange)
und 1gG2a (blau) switch-variant (sv; mit identischen VDJ Sequenzen) oder anti-Ovalbumin IgG1 (Klon 4C9 tiir-
kis) Antikorper inkubiert. Um die Lyse herbeizufuhren wurden sensibilisierte Zellen mit Serum als Komplement-
quelle inkubiert. b. Beispielhafte Anwendung zentrifugierter TNP-gekoppelter Erythrozyten nach Reaktion mit
Serum allein, anti-TNP 1gG2a plus Serum oder H,O als Positivkontrolle (100 % Lyse). c., d. Mittelwerte £ SEM
der resultierenden Erythrozytenlyse, gemessen als OD von Hamoglobin bei 414 nm im Uberstand zentrifugierter
Zellen, kalkuliert als Prozent der maximal mdglichen Lyse induziert durch H.O (100 %) bei angezeigter pg/ml
einzeln oder paarweise angewendeter 1gG-Subklassen Antikdrper (n=2). Die Ergebnisse eines von mindestens
zwei unabhéngigen Versuchen sind aufgefhrt; Abbildung teilweise modifiziert aus Lilienthal, G-M et al., Front.
Immunol. 2018 [1].
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3.3 Inhibitorisches Potential von antigenspezifischen
murinen IgG1l Antikdrpern in der Komplementaktivie-
rung in vivo

3.3.1 Translationsstudie zur inhibitorischen Wirkung des murinen
IgG1l im Mausmodell der autoimmunhamolytischen Anamie

Um das inhibitorische Potential des mu IgG1 auf Komplement-mediierte Immunantworten in
vivo zu untersuchen, wurde ein beschriebenes Mausmodell zur hdmolytischen Andmie gewahlt.
Patienten mit autoimmunhamolytischer Andmie exprimieren anti-Erythrozyten Antikorper, die
zur Eliminierung von Erythrozyten flihren. Diese beruht auf Komplement-mediierter Lyse und
weiteren CR- und FcyR- abhangigen Mechanismen [61, 76, 84].

In dem Mausmodell wird die Erythrozytendepletion durch hochaffine murine monoklonale
anti-Maus Erythrozyten IgG2a Antikdrper (Klon 34-3C bzw. deren Subklassen switch variant
(sv) Antikdrper mit identischen V(D)J Ketten) induziert [76, 85]. Eine einmalige intraperitone-
ale Injektion von z.B. IgG2a flhrt zur Depletion von Erythrozyten, welche sich im Abfall des
Héamatokrits (Ht), dem relativen Anteil der Blutzellen zum Blutvolumen (Erythrozyten 99 %
und andere 1 %), wiederspiegelt und nach drei bis vier Tagen seine stérkste Auspragungsform
hat. Flr das Modell beschrieben sind 1gG2a mit der groten Pathogenitét, gefolgt von 1gG2b.
Beide Subklassen induzieren eine sowohl Komplement- als auch FcyR-abhéngige Lyse [76].

Basierend auf diesem Modell sollte getestet werden, ob und wie die 1IgG1-Subklasse eine 1gG2a
und 1gG2b-mediierte Anamie inhibieren kann (Abbildung 3.5 a-c). Dazu wurden die 1gG2a,
IgG2b und IgG1 sv Antikdrper produzierenden 34-3C Hybridomzellen von Prof. Dr. S. lzui
(Universitat Genf, Schweiz) zur Verfligung gestellt und wie beschrieben kultiviert, und die An-
tikdrper via Protein G aus dem Zellkulturiberstand aufgereinigt.

AnschlieBend wurden C57BL/6J Wildtypméause intraperitoneal mit 1gG2a oder 1gG2b allein
(Vergleichsgruppe) oder jeweils kombiniert mit der doppelten Menge 1gG1 injiziert (Test-
gruppe) und der Ht bestimmt. Dabei diente die gewahlte therapeutische Dosis von 1gG1 allein
injiziert als Negativkontrollgruppe gegeniiber dem normalen Ht, der ahnlich wie im Mensch
auch in Méusen zwischen 40 und 50 % liegt (Abbildung 3.5 a; Daten nicht gezeigt und [76]).
70 pg lgG2a induzierten eine schwere Anédmie (Ht 21,5 %) und 70 pg 1gG2b eine milde Ané-
mie (Ht 34,9 %). In beiden Fallen hatte die Zugabe von 140 pg IgG1 keine inhibierende Wir-
kung auf die Depletion IgG2a- oder IgG2b-opsonisierter Erythrozyten (Ht22,5% bzw.
32,4 %).

Um die FcyR-vermittelte Erythrophagozytose als Depletionsmechanismus auszugrenzen und
die Involvierung vom Komplement zu untersuchen, sollte die Wirkung von IgG1 letztendlich
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in FcRy-Kette defizienten Mausen (FcyKO) durchgefiihrt werden. Diese Mé&use exprimieren
keine klassischen aktivierenden FcyR.

Hierin war eine Dosissteigerung auf 200 pg 1gG2a allein nétig, um nach drei Tagen mindestens
eine milde Anédmie (Ht auf 32,6 %) zu induzieren. Diese FcyR-unabhéngige Lyse wurde in
Azeredo da Silveira et al., als Komplement-abh&ngige Lyse nachgewiesen [76]. Entsprechend
war dies auch die IgG2a Ausgangsmenge flr einen kombinierten 1gG1/IgG2a Versuch. In ei-
nem ersten Versuch in FcyKO-Mausen konnte gezeigt werden, dass die Kombination von
200 pg IgG2a mit der gleichen Menge IgG1 (200 pg) keine Auswirkung auf den Ht (32,0 %)
im Vergleich zu 1gG2a allein hatte (Abbildung 3.5 b). Héhere (Kombinations-)Dosierungen
hatten negative Auswirkung auf die Messgenauigkeit, was auf CR-abhdngige Erythrophagozy-
tose durch Kupffer Zellen zurtickzufuhren sein kdnnte. Ein anderer Interpretationsansatz dieser
Schwankungen bei noch hoheren IgG Mengen war der mogliche Beginn einer Erythrozy-
tenagglutination, welche jedoch nicht nachgewiesen werden konnte.

Um dennoch eine mogliche 1gG1-abhéngige Inhibition der 1IgG2a-vermittelten Komplementak-
tivierung auf den Zielzellen zu einem friihen Zeitpunkt zu untersuchen, wurden FcyKO-Méuse
an Tag 1 geblutet und extrazellular auf opsonisierendes Komplement C3 sowie mu IgG1 und
IgG2a mittels Durchflusszytometrie hin untersucht. Auf diese Weise konnte eine mégliche ver-
ringerte C3 Aktivierung und/oder subklassenspezifische Verdrangung zu erkennen sein. In der
durchflusszytometrischen Analyse wiesen alle Erythrozyten der Vergleichsgruppe eine voll-
standige einzel- bzw. der Testgruppe doppelt-positive IgG1- und IgG2a-Opsonisierung auf. Die
Zugabe von 200 pg IgG1 zu 200 pg 1gG2a konnte auch die C3 Opsonisierung der Erythrozyten
durch 1gG2a nicht reduzieren, wobei nur 15-16,5 % aller Erythrozyten als C3 positiv gefarbt
waren (Abbildung 3.5 ¢).

Zusammenfassend konnte die, im Rahmen der aufgefthrten in vivo Versuche, bei den gewéhl-
ten Dosierungen von mu anti-Erythrozyten 1gG2a oder 1gG2b sv (Klon 34-3C) Antikorpern
erzeugte hamolytische Andmie nicht durch die Zugabe der 1gG1 sv inhibiert werden (doppelte
IgG1 Menge in WT Maiusen und einfache IgG1 Menge in FcyKO-M@ausen). Eine Erhdhung der
IgG1 Menge und damit das IgG1/IgG2a Verhéltnis konnte leider nicht konsequent durchgefiihrt
werden, da es dann zu starken Messschwankungen, wahrscheinlich ausgeldst durch
lgG2a+lgG1-vermittelte Agglutinationen, kam. Demnach war dieses Modell zur Untersuchung
der IgG1 vermittelten Inhibierung der IgG2a- oder 1gG2b-induzierten Komplementaktivierung
ungeeignet.
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Abbildung 3.5: Untersuchungen der autoimmunhamolytischen Andmie im Mausmodel

a. Schematische Beschreibung des in (b, ¢) angewendeten in vivo Modells. C57BL/6J Wildtyp und Fc-Rezeptor
gamma-Kette defizienten (FcyKO) -Mé&usen wurde i.p. ein einzelner oder eine Kombination aus zwei 34-3C mo-
noklonalen anti-Maus Erythrozyten 1gG2a, 1lgG2b und 1gG1 switch-variant (mit identischen VDJ-Sequenzen) An-
tikorper injiziert. Je nach Mauslinie wurde eine Andamie induzierende 1gG2a und 1gG2b Dosis gewdhlt, deren
Schweregrad drei Tage nach Injektion als Verlust im Ht bestimmt wurde (b) als Parameter eines kleinen Blutbil-
des; Wildtyp: n=5; FcyKO: n=3-5; Mittelwert £ SEM, nicht signifikant; c. Nach Injektion von 200 pg 19G2a oder
200 pg IgG2a +200 pg IgG1 oder 200 pug IgG1 allein (Negativkontrolle) in FecyKO-Mause wurde an Tag 1 durch-
flusszytometrisch die Opsonisierung von Komplement C3 und die Verteilung der Erythrozyten gebundenen 1gG-
Subklassen Antikdrper bei Kombinationsdosis mit 1gG1 uberprift. Proben wurden mit anti-Maus 1gG1-BV510,
1gG2a-AF488 sowie C3-Biotin + Streptavidin-BV605 gefarbt. Abgebildet sind die relativen Signale nach
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Vorauswahl der Erythrozyten Population mittels 405 nm Side Scatter (Abbildung A.3). Einer von mindestens zwei
unabhéngigen Versuchen dargestellt, n=5, nicht signifikant.

3.3.2 Herstellung eines murinen monoklonalen anti-MHCI IgG1 An-
tikbrpers fir das Mausmodell der Transfusions-assoziierten
akuten Lungeninsuffizienz

Um die inhibierende Rolle von IgG1 bei der IgG2a-induzierten Komplementaktivierung zu un-
tersuchen, sollten 1gG Antikorper fiir ein zweites Mausmodell in Kooperation mit Prof. Dr.
Fred Finkelman (Cincinnati Children's Hospital Medical Center, Cincinnati, OH, USA) produ-
ziert werden. Transfusionsassoziierte akute Lungeninsuffizienz (TRALI) ist eine Todesursache
von Blutprodukt-Transfusionen, induziert durch Spender anti-Empfanger HLA Antikdrper
[86]. Eine Antikdrper-induzierte TRALI kann in Mausen des H-2¢ Haplotyps mit dem 34-1-2s
monoklonalen mu IgG2a Antikérper gegen H-2D¢ und H-2K® (kurz H-2¢; MHC Kilasse | Anti-
gen) induziert werden [87, 88]. Wie Strait et al. zeigten, ist der pathogene Mechanismus in
diesem System primar Komplement- statt FcyR-getrieben und involviert v.a. periphere Blut-
Monozyten [89]. Hierin binden die pathogenen Antikorper an H-2¢ MHCI auf vaskularen En-
dothelzellen, die in Folge der Komplementaktivierung und dem Einstromen reaktiver Monozy-
ten beschadigt werden. Sind die Blutgefalle der Lunge betroffen, kann ein nichtkardiogenes
Lungenddem entstehen.

Nachdem das Modell der hamolytischen Andmie (oben) fir die Beantwortung der zentralen
Fragestellung dieser Arbeit als ungeeignet bewertet werden musste, erschien das TRALI-Mo-
dell optimal, um in vivo einer mdglichen antigenspezifischen, IgG1-vermittelten Inhibition ei-
ner IlgG2a-mediierten Komplementaktivierung nachzugehen. Hierfiir sollte aus dem mu anti-
MHCI IgG2a (Klon 34-1-2s; [89]) die 1gG1 switch-variant mit derselben V(D)J kloniert und
produziert werden, siehe Abbildung 3.6.

Dazu wurden die variablen Doménen der Hybridomzellen 34-1-2s (ATCC® HB-79 ™) extern
sequenziert und subkloniert (Tabelle A.1). Basierend hierauf wurden die in Tabelle 2.1 (siehe
2.2.6) aufgefuhrten Primer inklusive Restriktionsschnittstellen entworfen und die Subklone der
HB-79 VDJ schweren und VJ leichten Kette mittels PCR amplifiziert. Nach Gelelektrophorese
und DNA-Extraktion wurden die Produkte und Zielexpressionsvektoren enzymatisch verdaut.
Die VDJ schwere Kette wurde dann in einen murinen anti-TNP 1gG1 schwere Kette Expressi-
onsvektor [43, 72, 73] zwischen eine Leader-Sequenz und der Sequenz fur die konstante murine
C57BL/6 1gG1 Region ligiert. Die VJ leichte Kette wurde in einen murinen anti-TNP kappa-
Kette Vektor [43, 72, 73] zwischen eine Leader-Sequenz und der Sequenz fur die murine
C57BL/6 kappa Kette ligiert. Beide Vektoren kodieren fir eine Ampicillin-Resistenz und sind
unter der Kontrolle des HCMV Promotors. Dies ist notwendig flr die Selektion erfolgreich
ligierter und transformierter Expressionsvektoren in Z-kompetenten E. coli Bakterien sowie die
Gewahrleistung einer konstitutiven Transkription des Genproduktes.
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Abbildung 3.6: Klonierung der murinen 1gG1 Klassen-Switch-Variante von anti-MHCI (H-2%) 1gG2a
In Anlehnung an Tiller et al. [74].

Die MHCI mu Igy! und MHCI mu kappa Plasmid-DNA wurde aufgereinigt und unter VVerwen-
dung der in Tabelle 2.3 (siehe 2.2.6) aufgefiihrten Primer extern sequenziert (Tabelle A.2). Die
erfolgreiche Umklonierung von HB-79 VDJ und VJ in Vektoren mit mu 1gG1 schweren Kette
Sequenz bzw. mu kappa leichten Kette Sequenz wurde bestatigt. Zur Antikérperproduktion
wurden adhdrente HEK293T/17 Zellen in FCS-freiem HEK-Produktionsmedium chemisch
transfiziert. Hierflir wurde Polyethylenimin (PEI) mit einem Plasmid-DNA zu PEI
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Massenverhéltnis von 1:2 verwendet, wobei das Massenverhaltnis von MHCI mu Igyl zu
MHCI mu kappa 1:1 betrug. Der Kulturtiberstand wurde via Protein G aufgereinigt.

Die Zusammensetzung des neuen IgG1 Antikorpers wurde mittels SDS-PAGE unter denaturie-
renden Bedingungen uberprift. Hierin wies die ansonsten saubere Bahn eine jeweils scharfe
Bande der schweren bzw. der leichten Ig-Ketten bei erwarteter Hohe auf (Abbildung 3.7 a).
Daruber hinaus wurde getestet, ob der umklonierte Antikorper in seiner spezifischen Antigen-
bindung funktionell ist. Leukozyten haben die hochste Expression von MHCI, daher der Ter-
minus Humanes Leukozytenantigen (HLA), und sind leicht zu isolierende kernhaltige Korper-
zellen. Dementsprechend wurden Splenozyten der Wildtypstdamme BALB/c und C57BL/6J iso-
liert und mit anti-MHCI IgG1 Antikorpern inkubiert. Die durchflusszytometrische Analyse
ergab starke 1gG1-Signale auf unterschiedlichen Lymphozytenpopulationen, wobei aufgrund
des Ursprungs der VV(D)J aus BALB/c, erwartungsgemal hohere IgG1 Signale auf BALB/c
(H-2% im Vergleich zu C57BL/6J (H-2°) Zellen gefunden wurden (Abbildung 3.7 b).

b.
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Abbildung 3.7: Verifizierung der murinen anti-MHCI 1gG1 Produktion

Verifizierung von Zusammensetzung (a) und Funktionalitét (b) des in dieser Arbeit produzierten monoklonalen
mu anti-MHCI IgG1, der auf der VV(D)J-Sequenz von 34-1-2s 1gG2a (HB-79) aus BALB/c beruht. Nach Umklo-
nierung wurden HEK293T/17 Zellen mit den Plasmiden MHCI mu Igy! und MHCI mu kappa chemisch transfiziert
und der Antikdrper aus dem Kulturiiberstand mittels Protein G aufgereinigt. a. SDS-PAGE von DTT- und hitze-
denaturierten Proben des mu anti-MHCI IgG1 und des monoklonalen mu anti-TNP IgG1 Antikdrpers, mit Gro-
Renstandard-Marker 10-250 kDa flr schwere (~55 kDa) und leichte Ketten (~25 kDa); Coomassie Blau Férbung.
b. Splenozyten unbehandelter Mause der Wildtypstimme BALB/c (blau) und C57BL/6J (grau, durchgezogene
Linie) wurden zundchst mit einem Fc-Rezeptor-Block (anti-CD16/CD32) und anschlieBend mit anti-MHCI 1gG1
behandelt. Als Isotypkontrolle wurden separat Splenozyten mit mu anti-TNP IgG1 inkubiert (grau, gestrichelte
Linie). Dann wurden die Zellen mit fluoreszenzmarkiertem anti-mu 19gG1, B220, CD4 und CD8 geféarbt und im
Durchflusszytometer analysiert. Abgebildet sind Histogramme der IgG1 Signalstarke modal normalisierter Zell-
zahlen von Einzelzellen unterteilt nach CD8"9CD4P* und CD8"™9B220P* Oberflachenantigenen; einer von min-
destens zwei unabhéngigen Versuchen.

Hiernach ist zu schlussfolgern, dass die anti-MHCI IgG1 sv von 34-1-2s IgG2a erfolgreich
generiert wurde und im TRALI Mausmodell auf inhibitorische Wirkung getestet werden kann.
Die Tests werden momentan im Labor von Prof. Dr. F. Finkelman durchgefiihrt, wo das Modell
bereits etabliert ist [89], und sind deshalb noch nicht Bestandteil dieser Arbeit.
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3.4 Inhibitorisches Potential von sialylierten antigenspezi-
fischen IgG Antikdrpern in EBA

In einem weiteren aktiven Maus-Autoimmunmodell zur Epidermolysis bullosa acquisita (EBA)
sollte zum einen die 1gG-Subklassenverteilung, zum anderen die 1gG Fc N-Glykosylierung,
insbesondere die Fc N-Sialylierung, mit dem Schweregrad der induzierten Krankheit korreliert
werden. Die 1gG Fc-N Sialylierung reguliert vor allem die Interaktion mit Fcy-/C-Typ Lektin-
Rezeptoren.

Die EBA ist eine 1gG-mediierte, Komplement- und FcyR- abhangige blasenbildende (bulltse)
Autoimmundermatose. Die Entstehung der Krankheit ist abhangig von APC-induzierten CD4+
T-Zellen, die wiederum die Entwicklung autoantigenspezifischer Plasmazellen bewirken [78].
Sezernierte Typ VII Kollagen-spezifische Antikorper binden an die dermo-epidermale Junkti-
onszone, in der vor allem die Subklassen IgG2a/2b pathogen wirken [64]. Dabei wird Komple-
ment aktiviert und Uber die C5a/C5aR-Achse infiltrierte Neutrophile werden von den Immun-
komplexen Uber FcyRIV aktiviert [90-92]. Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) und Proteasen
werden freigesetzt. Die Folge sind eine Hautentziindung und die dermo-epidermale Separation
(Blasenbildung), siehe Abbildung A.1 und Abbildung A.2. Die Induktion des aktiven Maus
EBA-Modells ist an den H-25 Haplotyp gekniipft, weshalb die aktive, immunisierungsindu-
zierte EBA mit SJL oder C57BL/6S Mausen durchgefiihrt wird. Die Neutrophilen-dominierte
Effektorphase in der experimentellen, passiven EBA kann auch in Méusen mit anderem Haplo-
typ erfolgen [79].

Zunéchst sollte die Auto-lgG-Subklassenverteilung und Fc N-Sialylierung von C57BL/6S
Méusen untersucht werden, die durch Immunisierung Toleranz gegeniiber dem endogenen Typ
VIl Kollagen verlieren, entsprechend eine T- und B-Zell- und Antikérperantwort gegen Typ
V11 Kollagen und schlielich eine EBA-Symptomatik entwickeln (3.4.1). AnschlieBend sollten
auf diesem Weg polyklonale IgG Autoantikdper gewonnen werden, um diese unmodifiziert
(nativ) oder in vitro galactosyliert und sialyliert im passiven Mausmodell auf Induktion einer
Hautentziindung hin zu untersuchen (3.4.2).

3.4.1 1gG-Subklassenverteilung und Fc N-Sialylierung nach Tole-
ranzverlust gegentber Typ VIl Kollagen im aktiven EBA Maus-
modell

Um in Mausen eine aktive EBA auszulésen, wurden C57BL/6S Tiere mit rekombinanter
mu von-Willebrand-factor-A-like domain 2 (VWFAZ2), der immundominanten Doméne im NC1
von Typ VII Kollagen [93-95], injiziert [78, 96] (Abbildung 3.8 a). Das Adjuvans TiterMax
diente dabei als starker Costimulus, um den Toleranzverlust auszulésen. Als Folge entwickeln
die Tiere zirkulierende und gewebsstandige 1IgG Antikorper, die etwa ab der sechsten Woche
nach Immunisierung zu deutlich sichtbaren Hautldsionen und Blasenbildungen fihrten
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(Abbildung 3.8 b und Daten nicht gezeigt). Die prozentual akut betroffene Hautflache jeder
Maus wurde basierend auf Bieber et al. wochentlich als klinischer Schweregrad eingestuft [79].
Serum wurde einmalig, spatestens zwolf Wochen nach Immunisierung gewonnen und dabei der
entsprechende finale Schweregrad dokumentiert.

a.
120 pyg VWFA2 in TiterMax®
_\’. : E 4+ Wochen
cs7Bi/eSwt 0 6, A2
Serum
C. .
0.9 °
= T oaY @vgm o o
2 g o e
k=; S Eo N e
: E ool "xs N
2 8 A
) a VAR e
O 0.3+ o ®
0.1 E . :
0 5 10 15
Schweregrad Schweregrad

Abbildung 3.8: Immunisierungs-induzierte EBA

a. Schematische Beschreibung des Mausmodells der aktiven EBA; naiven C57BL/6S Wildtypmausen wurden je
Hinterlauf subkutan 60 pg einer Emulsion aus rekombinanter muriner von-Willebrand-factor-A-like domain 2
(VWFAZ2) in dem Adjuvans TiterMax injiziert. Hiernach wurden die Tiere auf Auftreten EBA-typischer Symptome
wie juckende, ndssende Wunden, Erythema, Erosionen, Blasen und Krusten beobachtet (b), die i.d.R. ab der sechs-
ten Woche auftraten. Das Antiserum wurde einmalig zwischen der sechsten und zwélften Wochen nach Immuni-
sierung gewonnen und dazu der klinische Schweregrad (prozentual betroffene Koérperflache) eingestuft. c. Nach-
weis VWFAZ2 spezifischer IgG-Subklassen mittels ELISA; VWFA2 beschichtete Platten wurden mit dem verdiinn-
ten Serum jeder Maus (a) inkubiert und schlief3lich jede Platte mit einem HRP-konjugierten anti-mu IgG-Subklas-
sen spezifischen Antikérper und TMB Substrat entwickelt. Exemplarisch gezeigt sind die individuellen ELISA-
Werte fur 1gG1 sowie 1gG2c (IgG2a in C57BL/6) als OD bei 450nm gegen den klinischen Schweregrad. Gepunk-
tete Linien: Median von OD und Schweregrad; Maus-identische Symbolik zwischen den Subklassen sind Mittel-
werte abzlglich Negativkontrolle (kein Serum); n=46, Regressionsanalyse war nicht signifikant. Die Durchfih-
rung erfolgte in Kooperation mit Dr. Katja Bieber.

Um einen Zusammenhang zwischen klinischem Schweregrad und Subklassenverteilung anti-
genspezifischer, zirkulierender IgG Antikdrper zu untersuchen, wurde das Serum jeder Maus
in einem VWFAZ2 spezifischen ELISA mit entsprechenden HRP-konjugierten anti-mu IgG Fc
und anti-mu IgG-Subklassen Sekundarantikoérpern inkubiert. Da keine Standards zur Verfi-
gung standen, wurden die IgG-Subklassen Expressionslevel als relative Messwerte zueinander
(OD bei 450 nm) verglichen. Generell wies die Mehrheit der Tiere einen relativ hohen VWFA2
spezifischen IgG Titer auf, wobei die wenigen niedrig-titrigen nicht durch den Mangel einer
bestimmten Subklasse herausstachen. So waren auch die Messwerte fur die einzelnen
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Subklassen breit gestreut mit einem relativ hohen Median fiir die Expressionslevel von 1gG2b
und 1gG2c sowie 1gG1, und einem dagegen niedrigen Level fiir IgG3. Individuen entwickelten
parallel 1gG2b:1gG2c (R?=0,48; ***), 1gG2b:lgGl (R?=0,40; ***) und schwach auch
IgG2c:19G1 (R?=0,14; *). Es lag keine signifikant negative Korrelation des klinischen Schwere-
grads zu IgG1l-Leveln vor, so auch keine signifikant positive zu den anderen Subklassen
1gG2c/2b/3 (Abbildung 3.8 c; Abbildung A.4).

Wahrend die hier analysierte 1gG-Subklassenverteilung nicht als Krankheitsmarker herangezo-
gen werden konnte, enthiillten Glykoanalysen stark signifikante Unterschiede in der autoanti-
genspezifischen 1gG Fc N-Sialylierung gegentiber dem Gesamt-1gG von nur mit Adjuvans im-
munisierten Mausen (Abbildung 3.9). Serumproben sechs oder zwolf Wochen nach Immuni-
sierung wurden VWFA2-spezifisch aufgereinigt und anschlielend mit EndoS verdaut, welches
spezifisch zwischen dem ersten und zweiten GIcNAc schneidet [97]. Die Analyse der Glykane
erfolgte mittels Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC) (Durchfuhrung Yannic
Bartsch, Labor Ehlers).
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Abbildung 3.9: Autoantikdrper in der immunisierungsinduzierten EBA sind gering sialyliert

HPLC Analyse des EndoS verdauten Gesamt-Glykans am IgG Fc Asparagin297. Sechs oder zwdlf Wochen nach
Immunisierung von C57BL/6S Méusen mit VWFAZ2 in TiterMax wurde Serum-lgG vVWFA2-spezifisch bzw. Se-
rum-lgG der Adjuvans Kontrolle Protein G-aufgereinigt und analysiert.

IgG Autoantikdrper von Autoantigen in TiterMax immunisierten Méausen waren deutlich weni-
ger sialyliert als Gesamt-1gG von Mdusen, die nur mit TiterMax immunisiert wurden. Zwischen
dem Beginn der EBA-Symptomatik in der sechsten Woche bis zur zwolften Woche waren keine
Sialylierungs-Unterschiede zu beobachten, was darauf hindeutete, dass die Entstehung von ge-
ring-sialylierten 1gG Autoantikorpern bereits vor der sechsten Woche determiniert wurde. Zu-
sammenfassend war keine unterschiedliche 1gG-Subklassenverteilung zwischen Mausen mit
unterschiedlichem Schweregrad, wohl aber in der IgG Fc N-Sialylierung zu erkennen. Auf-
grund dieser Datenlage war die Testung verschieden sialylierter Autoantikorper in der Induk-
tion einer EBA von besonderem Interesse.
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3.4.2 Untersuchungen mit ex vivo sialylierten, murinen EBA IgG
Autoantikdrpern in der EBA Effektorphase

Im nachsten Versuch sollte das Potential von ex vivo sialylierten autoantigenspezifischen 19G
Antikdrpern im passiven EBA-Mausmodell untersucht werden.

Antiserum von EBA-erkrankten Mausen mit einem Schweregrad tber 1,1 %, gewonnen durch
Immunisierung mit rekombinantem murinem vVWFAZ2 in TiterMax (Abbildung 3.8 a, b), wurde
vereint aufgereinigt. In einem ersten Schritt wurde ber Protein G Sepharose das Gesamt-l1gG
aufgereinigt (30 mg) und in einem zweiten Schritt wurde die Hélfte des gewonnenen IgG uber
eine mit VWFA2-gekoppelte Saule antigenspezifisch aufgereinigt. Unspezifische Bindungen
wurden mit grofRziigigen Waschvolumina reduziert und mittels ELISA Uberprift (Daten nicht
gezeigt).
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Abbildung 3.10: Préparation von polyklonalen EBA 1gG Autoantikdrpern und anschlieBender Glykomo-
difizierung fur in vivo Versuche

a. Antiseren von VWFA2 immunisierten C57BL/6S Wildtypméusen, deren klinische EBA-Symptome einen
Schweregrad tber 1,1 erreicht hatten (Abbildung 3.8), wurden vereint und das Gesamt-IgG mittels Protein G-
Sepharose aufgereinigt. Von der Halfte hiervon wurde in einem weiteren Schritt Gber Sepharose mit Cyanobromid
immobilisiertem VWFA2 das antigenspezifische 1gG gewonnen. b. Schematische Darstellung der anschlieRenden
in vitro Glykomodifizierung; Das nativ gering sialylierte polyklonale EBA 1gG (Gesamt-1gG oder vVWFA2-spezi-
fisches 1gG) wurde zur Testung im passiven EBA-Modell in vitro zunéchst vollstandig galactosyliert und dann
weiter sialyliert. Bei 37°C verkniipfen die rekombinanten, humanen Enzyme 1,4 GalT (Galactosyltransferase)
bzw. 02,6 SialT (Sialyltransferase) die Nukleotid-aktivierten Saccharide UDP-Galactose bzw. CMP-Sialinsdure;
fur Glykoanalysen der nativen und in vitro sialylierten Variante siehe Abbildung 3.11 b.

Maximal 10 % des Gesamt-1gG wurden von der antigenspezifischen Saule eluiert, ein relativ
hoher Anteil, der jedoch Werte aus vorangegangen Testaufreinigungen bestétigte (Abbildung
3.10 a und Daten nicht gezeigt). Um zu prifen, ob eine hohe Sialylierung die Pathogenitét der
Antikdrper hemmt, wurde das native EBA 1gG (Gesamt-1gG und antigenspezifisch) nach dem
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in Abbildung 3.10 b dargestellten in vitro-Verfahren glykosyliert. Dies flhrte zu einer voll-
standigen Galactosylierung und Sialylierung mit 30 % G2S2 Anteil, siehe Abbildung 3.11 b.

Schlief3lich sollte getestet werden, welche Wirkung die polyklonalen EBA IgG Autoantikorper
bei Transfer in naive C57BL/6J Wildtyp Mé&use haben und ob die ex vivo hoch-sialylierte Va-
riante im Vergleich zur nativen Glykosylierung weniger pathogen ist. Hierzu wurde das passive
lokale EBA-Modell am Ohr genutzt, welches bislang systemisch oder lokal vor allem mit po-
Iyklonalen Kaninchen anti-murinen Typ VII Kollagen Antikoérpern durchgefuhrt wurde [79,
91]. Die Antikorper werden hierbei einmalig subkutan in das Ohr injiziert, was ausreichend ist,
um nach 48 Stunden die klinische Phanotypisierung vorzunehmen (Abbildung 3.11 a).

Zur Quantifizierung einer Entziindung wurden am Versuchsende auch die Parameter ,,Zunahme
der Ohrdicke*, als Zeichen einer gesteigerten vaskularen Permeabilitat und auBerdem die Mye-
loperoxidase (MPO) Aktivitat erfasst. Letztere ist eine indirekte Nachweismethode von, in das
biopsierte Ohrgewebe eingewanderten Neutrophilen Granulozyten, deren intrazellulare MPO
nach Zellaufschluss freigesetzt werden und zugefuhrtes Substrat messbar umwandeln. Zur Nor-
malisierung des jeweils verwendeten Gewebestiicks wurde vom Zelllysat parallel die Protein-
menge mittels BCA-Assay bestimmt.

Zunéchst wurde das polyklonale Gesamt-lgG EBA-erkrankter Tiere in einer relativen Do-
sissteigerung getestet. Unter der VVoraussetzung, dass 10 % des Gesamt-IgG antigenspezifisch
waren, wurde 1 mg natives Gesamt-IgG oder ex vivo sialyliertes Gesamt-1gG gespritzt. Zusétz-
lich wurde eine Gruppe, mit 1 mg Maus IgG von unbehandelten Mdusen als Negativkontrolle
appliziert (Abbildung 3.11 a, b).

Nach zwei Tagen Beobachtung hatte sich die gewéhlte Dosis als pathogen erwiesen; der opti-
sche Eindruck der Ohren hob sich deutlich von der Negativkontrolle ab. Sowohl native als auch
ex vivo sialylierte EBA Gesamt-1gG Antikorper induzierten ndssende Wunden mit grol3flachi-
gem Erythema v.a. auf der Ohraufenseite, welche auch die Applikationsseite war. Nativ gly-
kosyliertes EBA Gesamt-IgG induzierte im Mittel einen klinischen Schweregrad von 57,5 %
und das sialylierte EBA Gesamt-1gG 40 % (Abbildung 3.11 c; nicht signifikant). Die Ohrdicke
betrug im Mittel 215 um fir natives IgG (entspricht einer Zunahme von 71 %) und 170 pum far
sialyliertes 1gG (entspricht einer Zunahme von 56 %) (Abbildung 3.11 d, signifikant). Die Ein-
wanderung von Neutrophilen war indirekt ebenfalls nachweisbar; Ohrbiopsien der Gruppen
nativ glykosyliert im Vergleich zu sialyliert wiesen jedoch keine Unterschiede in der Myelo-
peroxidase Aktivitat auf (Abbildung 3.11 e).
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Abbildung 3.11: Wirkung verschieden glykosylierter, muriner polyklonaler EBA 1gG Antikorper in der
Induktion einer lokalen EBA

a. Schematische Beschreibung des in (c-e) angewendeten in vivo Modells der lokalen, passiven EBA. 1 mg natives
oder ex vivo sialyliertes (Abbildung 3.10) polyklonales Gesamt-1gG von mit VWFA2 immunisierten C57BL/6S
Wildtypmausen (Abbildung 3.8) oder Gesamt-IgG von unbehandelten Mausen (Kontroll 1gG) wurden passiv auf
C57BL/6J Wildtypméause durch einmalige, subkutane Injektion in den Ohransatz tibertragen. Nach der klinischen



3 Ergebnisse 67

Phénotypisierung an Tag 2 wurden die Tiere geopfert und die Ohren biopsiert b. HPLC Analyse der, in (c-e)
eingesetzten, EndoS verdauten Glykane, nativ und ex vivo sialylierter EBA Gesamt-1gG Antikorper. Abgebildet
ist die relative Verteilung der Fraktionen agalactosyliert (GO), einseitig galactosyliert (G1) + einseitig sialyliert
(G1S1), beidseitig galactosyliert (G2) + einseitig sialyliert (G2S1) oder + beidseitig sialyliert (G2S2) (Abbildung
1.4) des IgG Asparagin 297- Gesamt-Glykans. c. Fotographische Dokumentation der klinischen Symptome (v.a.
Erythema, nassend) der Ohr-AuRenseiten am Versuchsende; indiziert ist der klinische Schweregrad, welcher sich
aus der Summe der prozentual betroffenen Flache auf der Ohr-Innen- und Aulenseite nach abgebildeter Wichtung
ergibt (siehe Formel (2.2) in 2.2.11); nicht signifikant. d. Zunahme der Ohrdicke von Tag 0 zu 2 (Mittelwerte aus
Dreifachbestimmung). e. Myeloperoxidase (MPO)-Aktivitatsnachweis der Ohrbiopsien am Versuchsende; Gewe-
beproben wurden dispergiert, der Zellaufschluss via Gefrier-Auftauzyklen herbeigefiihrt und das Lysat (1:5 ver-
diinnt) mit TMB Substrat im 96 Well-Format inkubiert. Dargestellt ist die OD bei 450 nm der abgestoppten MPO-
Reaktion normalisiert auf die Proteinmenge der Biopsie, bestimmt mittels BCA-Assay. Mausindividuelle Symbole
in (c-e) identisch; n=3-4, methodische Ausreifler wurden ausgeschlossen; einmaliger Versuch.

Zusammenfassend induzierten ex vivo sialylierte Gesamt-1gG EBA Antikorper vom Trend eine
geringere Hautentzindung am Ohr als nativ gering-sialylierte Gesamt-1gG Antikorper.
Aufgrund der aufwendigen Generierung dieser EBA 1gG Antikorper bzw. der limitierten
Menge an Gesamt-1gG wurde der Versuch mit dem bestehenden 1gG-Material nicht wiederholt,
sondern entschieden, den Rest nach Abbildung 3.10 a antigenspezifisch aufzureinigen.
Hieraus resultierten am Ende gerade so viel natives VWFAZ2 1gG und ex vivo sialyliertes VWFA2
IgG, dass ein Versuch mit jeweils 5 Mausen pro Gruppe & 80 ug Injektion durchgefiihrt werden
konnte. Leider induzierten die 80 pg nur eine kaum von der Negativkontrolle zu differenzie-
rende Hautentzindung am Ohr, so dass auch die Messungen der Ohrdicke und MPO keine hin-
reichend auswertbaren Unterschiede zwischen den beiden Gruppen ergaben.

In Zukunft sollen weitere und diesmal deutlich mehr C57BL/6S Méuse aktiv mit VWFA2 in
TiterMax immunisiert werden, um mehr Gesamt-IgG und letztendlich mehr vVWFA2-spezifi-
sches 1gG fiir Wiederholungsversuche mit einer hoheren vVWFA2-spezifischen 1gG-Dosis
durchfiihren zu kénnen. Um die Rolle der Glykosylierung weiter zu untersuchen, sollen dann
auch ex vivo de-sialylierte und de-galactosylierte 1gG Antikdrper hergestellt werden.

Dazu muss ein weiterer Tierversuchsantrag geschrieben und genehmigt werden sowie weiteres
EBA Gesamt-IgG von kranken Tieren produziert und gesammelt werden.
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In Forschungsarbeiten der letzten Jahrzehnte wurden mu 1gG1 und hu IgG4 sowie die 1gG Fc
N-Sialylierung haufig mit einer immunregulatorischen Funktion assoziiert. Insbesondere in
Komplement-, Fcy-Rezeptor- und T-Zell vermittelten Autoimmun — und Allergiemodellen
wurde fir mu 1gG1 und die 1gG-Sialylierung sogar eine anti-inflammatorische Wirkung aufge-
deckt [65, 66, 69, 70, 83] und [42-44, 46, 50, 51, 53, 54, 77, 98].

Dass eine inhibitorische Wirkung von mu IgG1 oder hu IgG4 antigenspezifisch ablaufen
musste, ist naheliegend. Die anti-inflammatorische Wirkung von sialylierten 19G Antikorpern
beruhte bisher vor allem auf der inhibitorischen Wirkung von unspezifischem 1VV1g [46, 47, 51,
98]. Obwohl naheliegend, diese naturlichen Eigenschaften des 1gG auch in Form eines
antigenspezifischen Ansatzes zu erforschen, gibt es hierzu bisher nur wenige publizierte in vivo-
Daten [44, 45, 65].

In dieser Arbeit wurde modellhaft in vitro untersucht, wie sich die Zugabe der mu IgG1-Sub-
klasse auf die klassische Komplementaktivierung mediiert durch C1g-bindende 1gG-Subklas-
sen Antikorper auswirkt. Anhand der aufbauend durchgefiihrten beispielhaften murinen Auto-
immunmodelle sollte die Rolle von mu IgG1 in vivo untersucht werden. Neben der Subklasse
wurde weiter auch das inhibitorische Potential antigenspezifischer, hoch-sialylierter Autoanti-
korper in dem hierfur erstmalig etablierten Modell der lokalen passiven EBA mit polyklonalem
mu IgG untersucht.

Murines IgG1 inhibiert die Clg-Bindung an andere IgG-Subklassen in vitro
abhangig von der Spezifitat und der Affinitat

Fur hu 1gG1 und hu IgG3 wurde eine antigenabhéngige Hexamerformierung durch nichtkova-
lente Fc:Fc-Interaktion beschrieben, welche die maximale, hexavalente Interaktion mit C1q er-
laubt und damit die Komplementaktivierung steigert [14, 22, 23, 99, 100]. Im Hexamer intera-
giert nur ein Fab-Arm mit dem Antigen, wéhrend der andere Arm mit dem Fc-Teil in einer
Ebene positioniert ist [22, 23]. Wenngleich fur hu IgG4 eine Hexamerformierung beschrieben
wurde [21], kann diese Subklasse nicht C1q binden und Komplement aktivieren [19, 66]. Als
entscheidende Ursachen werden Subklassen-spezifische Aminosduresequenzunterschiede dis-
kutiert, die eine verringerte Flexibilitat bedingen [19, 101] und so auch eine Schleifenkonfor-
mation in der Ch2-Doméne verandern, wodurch die C1g- (wie auch FcyR-) Bindestelle zerstort
wird [102, 103].

Auf der anderen Seite wurde fur hu 1gG4 wie auch IgA eine mogliche Inhibierung der hu IgG1
und hu 1gG3 Hexamerformierung mit effizienter C1g-Bindung vorgeschlagen [14, 21, 66, 104—
106]. Aufgrund der funktionellen Gemeinsamkeiten, wie fehlender C1g-Interaktion, von
hu 1gG4 und mu 1gG1, wurde im ersten Teil dieser Arbeit die vorgeschlagene Inhibition mit
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mu IgG1 und C1g-bindenden mu IgG2a, 19G2b und 1gG3 untersucht. Auch wenn hier nur an-
genommen werden kann, dass eine Hexamerformierung mit verbundener C1g-Bindung auf
diese mu 1gG-Subklassen zutrifft, konnte gezeigt werden, dass mu IgG1 die Interaktion der an-
deren mu 1gG-Subklassen mit C1q verhindert (Abbildung 3.1; Abbildung 3.2). Durch die ge-
storte C1g-Bindung wurde auch die funktionelle Komplementaktivierung unterbunden, so dass
weder pro-inflammatorische Komplementmediatoren noch terminaler MAC entstehen konnten
(Abbildung 3.4).

Die Inhibition korrelierte positiv mit der 1gG1-Dosis und -Affinitat und war starker bei hohen
C1qg-bindenden 1gG2a, 1gG2b und IgG3 Mengen im Vergleich zu geringeren Ausgangsdosie-
rungen nahe ihres EC50. Daher war zundchst anzunehmen, dass die C1g-Inhibition auf affini-
tatsabhangiger Kompetition zwischen mu IgG1 und den anderen Subklassen um freies Antigen
beruhte (Abbildung 3.2 c). Andererseits konnte IgG3 die C1g-Bindung an 1gG2a oder 1gG2b
nicht verhindern, wenn es in der gleichen Dosis wie IgG1 verwendet wurde, obwohl 1gG3 hierin
selbst noch nicht C1q binden konnte (Abbildung 3.2 e); die Inhibition war also auf IgG1 allein
beschrankt. Vermutlich bewirkt mu IgG1 eine sterische Interferenz zu den antigengebundenen
mu 1gG2a, IgG2b oder 19gG3, so dass folglich eine Hexamerformierung verhindert wird. Die
Bindung von mu IgG1 an Antigen in unmittelbarer Umgebung C1qg-bindender Subklassen
konnte deren Fc:Fc-Kontaktaufbau stéren und somit potentiell deren Hexamerisierung, C1q-
Bindung, und Komplementaktivierung reduzieren. Auch denkbar ist die sterische Interferenz
von antigengebundenem mu 1gG1/hu 1g4 mit anderen Komplement Faktoren [14, 23].

Die 1gG-Hexamerformierung beruht nach Diebolder et al. vor allem auf der monovalenten, an-
statt der hoch-affinen bivalenten Antigenbindung und ist demnach stark vom Antikdrper-Anti-
gen Paar abhéngig [22]. Unter der Voraussetzung, dass eine effiziente Inhibition der C1g-Bin-
dung durch mu 1gG1 auf der sterischen Interferenz mit der 19G2a/2b/3-Hexamerausbildung ba-
siert, ist auch diese von der Antigenbeschaffenheit und -dichte abhangig. Das im C1q ELISA
verwendete, polymere Ficoll mit dichter TNP-Haptenisierung schien hierfiur ideal zu sein. Auch
die diffuse TNP-Haptenisierung der Membranoberflache von Erythrozyten und einer
Epitopprasentation, nun im Kontext von Protein, schien flr die anti-TNP 1gG2a und Komple-
ment-mediierte Lyse sowie Inhibition durch mu IgG1 geeignet zu sein. Eine Immunreaktion in
diesem Kontext kommt der potentiellen in vivo Situation naher.

Der Hamolyse-Assay zeigte, dass ein unspezifischer monoklonaler mu IgG1 Antikdrper keine
Auswirkung auf die lgG2a-mediierte klassische Komplementaktivierung hatte (Abbildung
3.4 c). Der beschriebene Inhibitionsmechanismus mit mu gG1 erfolgt also nur unter Fab-Anti-
genkontakt und war somit antigenspezifisch bzw. antigenabhéngig.

Die sehr effiziente 1gG1-Inhibition der C1g-Bindung an den schwécheren Komplementaktiva-
tor 1gG3 gegeniiber IgG2a unterstitzt die Hypothese der verbesserten sterischen Interferenz bei
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verringerter Subklassen-spezifischer Flexibilitat (Abbildung 3.2 d). Fir mu IgG2a wie 1gG2b
ist in der Literatur eine besondere konformationelle Flexibilitat beschrieben. Diese sollte zum
einen eine bessere Antigenbindung und Hexamerformierung erlauben und zum anderen einen
denkbar besseren Widerstand gegentiber mu IgG1, um weiterhin mit einem Fab antigengebun-
den, doch gleichzeitig Fc:Fc-verknipft zu bleiben [25]. So besélie eine auf mu IgG3 abgezielte
Inhibition mit mu IgG1 eine hohe Effizienz, insbesondere auch, weil die Pathogenizitat von
1gG3 nahezu vollistandig auf Komplementaktivierung beruht [76].

Strait et al. fanden heraus, dass in 1gG1-defizienten M&usen mu 1gG3 Immunkomplexe durch
Autoaggregation und Prazipitation in GefalRen (Kryoglobulindmie) eine letale Nierenschadi-
gung auslosten, was durch spezifisches 1gG1 verhindert werden konnte. Zwar wurde diese Be-
obachtung unabhangig von Komplement- oder FcR-Mechanismen betrachtet, zeigt aber umso
mehr, dass die bloRe Subklassenverteilung die Zusammensetzung und Gré3e von Immunkom-
plexen effektiv moduliert. Die Autoren diskutieren auch, dass hu 1gG4 eine dhnliche inhibito-
rische Rolle einnehmen konnte [70].

Die in dieser Arbeit beobachtete IgG1-vermittelte Inhibition der Komplementaktivierung durch
C1g-bindende 1gG-Subklassen beruhte sehr wahrscheinlich auf effizienter sterischer Interfe-
renz in Abhangigkeit von der Epitopspezifitat und Affinitat des mu IgG1 sowie der Antigen-
dichte, zusammengefasst in Abbildung 4.1. Nach Zuo et al. ist offensichtlich, dass hu IgG4
ahnlich funktionieren kann [65], wenn nicht sogar wirksamer ist. Ein einzigartiges Serin an
Position 228 zusétzlich zu R409 erlauben die Interaktion mit dem Fc anderer IgG-Subklassen
und unter bestimmten Umstédnden auch einen Fab-Arm-Austausch, resultierend in bispezifi-
schen Antikorpermolekilen [107-114].

Inhibitorisches Potential von mu IgG1
Clq in der Komplementaktivierung
E 3 — wie hu IgG4, keine Interaktion mit C1q
— Prevention der Hexamerformierung
4’ nL Ce oY
ow WM Lo LA SN anderer IlgG-Subklassen
SeoD e %7 -
":;‘“’g: o v g o 5o abhéngig von
2701: 3y \o'. o — Antigendichte,
417 v ,: .s_:‘ - Spezifitat &
— te —  Affinitat von mu IgG1
mu (IgG2a/2b/3),? mu IgG1 — verhindert C1g-Bindung &
hu (IgG1/3)e hu IgG4(?) funktionelle Komplementaktivierung

Abbildung 4.1: Perspektive auf das Potential von mu 1gG1 und hu 1gG4 die klassische Komplementaktivie-
rung zu inhibieren. Abbildung teilweise modifiziert aus Lilienthal, G-M et al., Front. Immunol. 2018 [1].

Die Moglichkeit, dass mu 1gG1 oder hu 1gG4 durch eine antigenabhangige sterische Interferenz
die Hexamerformierung anderer 1gG-Subklassen verhindern kénnte, konnte bedeuten, dass ein
einzelnes mu 1gG1 oder hu 1gG4 Molekul schon ausreicht, um die Hexamerformierung durch
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sechs Clg-bindende IgG-Subklassen Molekile zu stéren. Dies Mdglichkeit wiirde dem
mu IgG1 oder hu 1gG4 eine starke anti-inflammatorische Eigenschaft durch Blockierung der
klassischen Komplementaktivierung verleihen.

Inhibitorisches Potential von antigenspezifischem murinem IgG1 in maladapti-
ver Immunreaktion in vivo

Nach der erfolgreichen Inhibition der 1gG2a- und Komplement-mediierten Hamolyse mit
mu 1gG1 in vitro war es naheliegend die Rolle des mu IgG1 in einem dhnlichen Modell in vivo
zu untersuchen. Patienten mit autoimmunhamolytischer Anamie exprimieren anti-Erythrozyten
Antikdrper, die zur Eliminierung von Erythrozyten fiihren. Diese beruht auf Komplement-me-
diierter Lyse, CR- und FcyR-abhangiger Erythrophagozytose durch Kupffer-Zellen und Mak-
rophagen sowie FcyR-abhangiger ADCC [61, 76, 84].

Um eine mdgliche 1gG1-vermittelte Limitierung der Pathogenese im Mausmodell zu testen, bot
sich das Komplement- und FcyR-abhdngige Modell der experimentellen autoimmunhamolyti-
schen Andmie an, woflr hoch affine Erythrozytenantigen-spezifische IgG-Subklasse sv Anti-
korper des Klons 34-3C mit gleicher VV(D)J Sequenz im Labor produziert wurden [76].

Entgegen der Erwartung konnte die Zugabe der doppelten Menge von mu IgG1 zu 1gG2a oder
IgG2b sv (2:1) die Reduktion von Erythrozyten in der Zirkulation von Wildtypmausen an Tag 3
nicht messbar verhindern. Es konnte sein, dass eine mogliche Inhibition von Komplement durch
die Interaktion von 1gG2a oder 1gG2b mit FcyRIIl bzw. auch FcyRI und IV Uberlagert wurde
[115]. In FcyKO-Mdusen konnte eine 1:1 Zugabe von IgG1 zu einer pathogenen Dosis von
IgG2a (je 200 pg) die Anamie nicht schwachen (Abbildung 3.5).

Durchflusszytometrische Analysen von Erythrozyten 24 Stunden nach Antikdrperinjektion in
FcyKO-Méause im oben erwéhnten 1:1 Ansatz mit je 200 pug Antikorper, zeigten, dass 1gG1 und
lgG2a doppelt positiv an alle Erythrozyten gebunden hatten. Aufféllig war, dass trotzdem nur
etwa 1/6 der Zellen C3-positiv waren.

Offensichtlich hatte ein 1:1 Verhéltnis von 1gG1 zu 1gG2a nicht ausgereicht, um eine Komple-
mentaktivierung eventuell zu inhibieren. Es konnte sein, dass die anti-Erythrozyten 1gG2a-Do-
sis noch nicht im Uberschuss vorlag, also auch keine starke Kompetition um Antigenbindestel-
len mit IgG1 bestehen konnte. Mdglicherweise basiert die in diesem Modell beobachtete sub-
optimale, aber immerhin funktionelle Komplementaktivierung nicht auf der Ausbildung von
IgG2a-Hexameren, so dass diese auch schwieriger durch IgG1 zu hemmen ware. In der Litera-
tur wird diskutiert, dass die Komplementaktivierung neben der Antigendichte auch von der
,,Natur des Antigens, Effektor- und/oder Zielzellen abhingig ist [59]. Entsprechend vorstellbar
ist, dass nicht nur die Hexamerformierung fur C1g-Bindung, sondern auch die Inhibition dessen



4 Diskussion 72

durch sterische Interferenz mit den verschiedenen molekularen Konfigurationen der Antikorper
und Antigene variiert [22, 59, 116-119].

Der Einsatz einer hoheren IgG1-Ratio (> 1:1) war in dem Modell leider nicht moglich, da dies
zu starken Messschwankungen fuhrte. Also konnte eine potentielle, inhibitorische Wirkung des
IgG1 bei der Komplementaktivierung durch 1gG2a in diesem in vivo Modell nicht beantwortet
werden. Die hoheren 1gG-Gesamtdosierungen (> 400 ug) deuteten auf eine weitere, subklas-
senunabhéngige Erythrozytendepletion hin. Diese funktionierte méglicherweise &hnlich wie die
von Baudino et al. beschriebene Hamagglutination, in der polymeres IgM und IgA Erythrozy-
ten kreuzvernetzen, und von der Milz aufgenommen werden [117]. Die Daten unterstreichen,
dass neben Komplement- und FcR-vermittelten Effekten, jede Krankheit ein hochst individu-
elles Zusammenspiel von Pathomechanismen birgt.

Zirkulierende Zielzellen konnten deshalb fir die hier aufgestellte therapeutische Fragestellung
von Nachteil sein. Vor diesem Hintergrund sollte dann auf alternative Krankheitsmodelle mit
feste Phase Antigenen zur Untersuchung einer inhibitorischen Wirkung des mu IgG1 fokussiert
werden.

Immunisierungsinduzierter Toleranzbruch gegentber murinem Typ VII Kollagen ging unab-
hangig vom EBA-Schweregrad mit hohen autoantigenspezifischen IgG1-Titern einher (Abbil-
dung 3.8). Obwohl nicht Klar ist, ob das 1gG1 pathogen war, schien es im organspezifischen,
stark pro-inflammatorischen Immunstatus der Mause keine alles tiberlagernde Schutzwirkung
zu haben. Dies steht zundchst im Kontrast zu Huda et al., die durch Immunisierung von 1gG1-
defizienten M&usen Toleranzverlust gegenuber Acetylcholin-Rezeptor mit starkeren Sympto-
men einer Myasthenia gravis beobachtet haben. Allerdings beruhte die Verschlimmerung hier
auf hoherer 19G2a/1gG3-Deposition und somit starkerer Komplementaktivierung an der neuro-
muskul&ren Verbindungsstelle im Vergleich zu entsprechenden 1gG1/1gG2b-dominierenden
Subklassen in Wildtypmé&usen [69]. Man kann spekulieren, dass ganzliches Fehlen von IgG1 in
EBA-Mdusen deutlich starkere Symptome ausgeldst hatte.

Im humanen System scheint dies offensichtlicher zu sein, da 1gG4 i.d.R. nur einen geringen
Anteil vom Gesamt-1gG sowie autoreaktivem IgG ausmacht. Beispielsweise weisen an BP er-
krankte Patienten selten hohe Titer an spezifischem IgG4 auf (Abbildung A.5 und [65]). Dass
eine spezifische Anreicherung von IgG4 mit verbesserten Symptomen einhergeht, ist bisher fir
allergische Zusténde, nicht jedoch fir entziindliche Antikorper-mediierte Autoimmunerkran-
kungen beschrieben [66]. Tatsachlich zeigten Zuo et al. kirzlich erfolgreich, dass spezifisches
BP Patienten IgG4 in humanisierten Mdusen die Bindung von IgG1 und 1gG3 mitsamt Kom-
plement-Opsonisierung, Neutrophilen-Infiltration und Blasenbildung blockiert [65].

Nach den in dieser Arbeit durchgefiihrten Mausmodellen ist anzunehmen, dass die mu IgG1-
Subklasse antigen- und organabhéangig eine mehr oder weniger starke Schutzfunktion ausiben



4 Diskussion 73

kdnnte. Weitere Studien sind notwendig, um zu verstehen, wo mu 19G1/hu 1gG4 schitzen kann,
was zum Beispiel durch genetische Modifizierung wie Igy1” oder Depletion von IgG1 in An-
tiserum und Ubertragung auf naive Méause erreicht werden kann. Fiir eine Substitutionstherapie
sollte auRerdem ermittelt werden, welches Niveau mu IgG1/hu IgG4 gegentiber den anderen
Subklassen haben muss, um zu schitzen, und ab wann eine potentielle, ungewollte Wirkung
wie in der autoimmunhamolytischen Anamie auftritt.

Bei der Auswahl an Modellen ist nicht zu vergessen, dass auch eine Nische hu 1gG4-vermittel-
ter Krankheiten existiert, die einen fibro-entzundlichen, potentiell jedes Organ treffbaren Zu-
stand darstellen und auch Fab-mediierte Pathomechanismen bestehen [62, 120]. Obwohl 1gG4
nur limitiert mit aktivierenden, klassischen Fc-Rezeptoren interagiert, stellt sich die Frage, ob
diese Autoantikorper eine agalactosylierte Fc N-Glykosylierung aufweisen und ob eine Sialy-
lierung ihre Pathogenitét reduzieren, wenn nicht sogar anti-inflammatorisch wirken kénnte.

Hiernach sollte die Relevanz einer antigenspezifischen 1gG4-Therapie flr Transfusions-assozi-
ierte Krankheiten klarer sein, da hier nur eine limitierte pathogene Antikérpermenge vom Spen-
der auf den Akzeptor Gbertragen wird. Im Empféanger kénnte hochaffines, therapeutisches 1gG4,
i.v. appliziert, in der Kompetition um Antigenbindung gut gegen die Spenderantikdrper ankom-
men. In dem von Strait et al. identifizierten primér Komplement-abhangigen Pathomechanis-
mus im Mausmodell TRALI binden anti-H-2¢ monoklonale 1gG2a an H-2¢ MHCI auf vaskuli-
ren Endothelzellen. Nach Komplementaktivierung wirkt die C5a/C5aR-Achse chemotaktisch
und aktivierend auf Monozyten/Makrophagen in Blutgefaien der Lunge. Dort sekretieren sie
reaktive Sauerstoff-Intermediate, wodurch das Endothel beschadigt wird, Flissigkeit und Pro-
teine in das Lungenparenchym einstromen kénnen und so ein nichtkardiogenes Lungenddem
verursachen [89]. Dieses und weitere Folgesymptome wie akute Hypox&mie treten im Men-
schen innerhalb oder nach 6 Stunden auf, wobei viele Patienten eine schwere Morbiditat durch-
leben, die in 5-10 % tddlich ist [86].

VVon héchstem Interesse ist demnach die Testung des in dieser Arbeit erfolgreich hergestellten,
murinen anti-MHCI (H-29) 1gG1, switch-variant des 1gG2a Klon 34-1-2s, der fiir das TRALI-
Modell bereits dem Labor von Prof. Dr. Fred Finkelman, Cincinnati Children's Hospital Medi-
cal Center (Cincinnati, OH, USA) zur Verfugung gestellt wurde (Abbildung 3.7). Dort wird
basierend auf dem BALB/c-Modell in Strait et al. die inhibitorische Wirkung von IgG1 gegen-
uber 1gG2a-mediierter Komplementaktivierung auf vaskularen Endothelzellen und Folgeer-
scheinungen getestet [89].
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Inhibitorisches Potential von sialylierten IgG Autoantikdrpern

Als néachste vielversprechende anti-inflammatorische Eigenschaft von IgG Antikdrpern wurde
die Fc-N297-Sialylierung in dem Modell der passiven lokalen EBA betrachtet. Hierin verur-
sacht die Bindung von 1gG Antikoérpern an Kollagen Typ VII eine Komplement- und FcyR-
mediierte Entziindung mit subepidermaler Blasenbildung durch die Zerstérung der Veranke-
rung zwischen Dermis und Basalmembran (Abbildung A.1; Abbildung A.2) [64]. Die lineare
Deposition von IgG an eine feste Phase, aber auch die kurze Beobachtungszeit von nur 48 Stun-
den sowie die Mdglichkeit verschiedenster Analysemethoden sprachen flr die Nutzung dieses
Modells. Murine Studien der passiven EBA werden der Literatur nach mit polyklonalem Kol-
lagen Typ VIlI-spezifischem Kaninchen IgG durchgefiihrt, pathogene monoklonale Antikdrper
sind nicht beschrieben [79, 91, 121]. Die Kaninchenspezies besitzt allerdings nur ein Cy-Gen
[122]. Da jedoch die Fc N-Glykosylierung die IgG-Subklassen Funktion unterschiedlich stark
zu modulieren scheint, sollte das Antiserum von VWFA2-immunisierten Mausen fur die passive
EBA verwendet werden (Abbildung 3.8) [42, 43, 50, 54, 77].

VWFAZ2 in TiterMax immunisierte Tiere entwickelten unabhangig vom klinischen Schweregrad
neben IgG2b und IgG2c auch hohe 1gG1-Titer (Abbildung 3.8). Glykoanalysen zu einem Zeit-
punkt erster eindeutiger EBA-Symptome sowie einem spaten Zeitpunkt wiesen auf eine redu-
zierte Sialylierung der antigenspezifischen IgG Antikorper im Vergleich zum Gesamt-1gG von
nicht erkrankten, mit Adjuvans allein immunisierten Tieren hin (Abbildung 3.9). Diese Be-
obachtung geht mit der Assoziation einer geringen Sialylierung und Galactosylierung in ande-
ren Autoimmunerkrankungen einher [31] und deutet auf eine in der Induktionsphase stattfin-
dende Regulation der Autoantiktrper-Glykosylierung hin [30, 42, 43, 54].

Die Arbeiten von Ohmi et al. sowie Bartsch et al. zeigten, dass die Entwicklung von autoim-
muner Entziindung in RA durch Eingreifen in die Entstehungsphase moduliert werden kann.
Die anti-inflammatorische Wirkung resultierte aus passiv transferiertem sialyliertem, autoreak-
tivem IgG, welche das Priming der spezifischen T- und B-Zellen und somit die Entstehung
pathogener Antikorper beeinflusste [44, 45].

Hiernach stellte sich die Frage, wie verschieden glykosylierte, autoreaktive 1gG Antikdrper in
der Effektorphase wirken. Es sollte getestet werden, ob eine ex vivo durchgefiihrte Galactosy-
lierung und Sialylierung von EBA 1gG Autoantikorpern die Pathogenitat verringern wiirde.

48 Stunden nach subkutanem Transfer von nativem und ex vivo sialyliertem EBA Gesamt-1gG
in die Ohren von Wildtypmé&usen zeigte sich eine tendenziell verringerte Pathogenitat des sia-
lylierten 1gG im Vergleich zur nativen, gering sialylierten Variante (Abbildung 3.11). Um die
Tendenz zu interpretieren, soll hier der Pathomechanismus passiver EBA beleuchtet werden.

Der erste Schritt zur Entziindung nach Bindung von IgG an Typ VIl Kollagen ist die klassische
und alternative Komplementaktivierung [64, 123]. Das entstandene C5a loste die gesteigerte
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vaskulare Permeabilitéat aus, was aufgrund der gefundenen Ohrschwellung auf beide Gruppen
zutraf, wobei signifikant reduziert mit sialyliertem IgG (Abbildung 3.11). Es ist fraglich, ob
der Unterschied auf eine verringerte Interaktion von sialylierten mu 1gG mit C1q zuriickzufiih-
ren ist, welche nach Quast et al. zumindestens fir hu IgG1 zutrifft [58]. Neuere Arbeiten mit
20 verschiedenen Glykoformen von hu 1gG1 widerlegen diese Aussage jedoch und eigene Ar-
beiten mit verschieden glykosylierten murinen anti-TNP IgG2a wiesen keine differenzierte
Clg-Bindung im ELISA auf ([59] und Daten nicht gezeigt). Um dies zu tberprifen, sind Wie-
derholungsversuche notwendig, in denen dann an der dermo-epidermalen Junktionszone depo-
niertes Komplement C3 immunhistochemisch nachzuweisen waren.

Nichtsdestotrotz, flihrten sowohl nativ glykosyliertes als auch ex vivo sialyliertes EBA Gesamt-
IgG zu einer ausreichend starken C5a/C5aR-Achse mit Hochregulierung des Adhdsionsmole-
kiils CD18 und Extravasation von neutrophilen Granulozyten in die Haut, was anhand der ver-
gleichbaren MPO Werte gezeigt wurde [92, 124]. Allerdings reflektiert dieses Mal} auch nur
den Zustand noch nicht aktivierter Neutrophile zum Versuchsende, jedoch keine vorangegan-
gene Neutrophilen Aktivierung, die bereits kleinere Unterschiede ausmachen kénnten (Abbil-
dung 3.11; Abbildung A.2).

Infiltrierte Neutrophile interagieren via Fc-Rezeptoren mit IgG und werden je nach intrazellu-
larer Signaldoméne aktiviert. Aufgrund der Pathologie beider Gruppen ist anzunehmen, dass
antigengebundenes, sialyliertes wie auch nativ glykosyliertes IgG2b und IgG2c¢ v.a. mit FcyRIV
und der hohe IgG1 Anteil auch mit dem geringer affinen FcyRIII interagiert und so zur ITAM-
Phosphorylierung und Aktivierung der Neutrophilen fuhrten [29, 125]. Die folgende ROS-Aus-
schuttung zerstort umliegendes Gewebe, und die Entziindung wird durch Neutrophile Proteasen
und Mediatoren noch gesteigert wird (Abbildung A.2) [126, 127].

Angesichts dieser komplexen, sich selbst verstarkenden Mechanismen ist leicht vorzustellen,
dass ein starkes Verhéltnis von inhibitorischen gegeniiber aktivierenden FcyR auf den infiltrier-
ten Effektorzellen prasent sein muss, um die Pathogenitét zu begrenzen. Zwar ist beschrieben,
dass das EBA Autoantikorpertransfer-Modell in M&usen defizient in der Expression von inhi-
bitorischen FcyRIIb mit starkeren Symptomen einhergeht [125], wohl aber reicht die basale
Expression von FcyRIIb und C-Typ Lektin-Rezeptoren in naiven Wildtypmé&usen nicht fir die
effiziente Suppression aus. Es ist bekannt, dass die i.p.- oder i.v.-Verabreichung sialylierter
Antikorper in Form von IV1g, 16slichen Immunkomplexen oder spezifischen 1gG-Monomeren
via Interaktion mit C-Typ Lektin-Rezeptoren einen immunregulatorischen Impuls setzen kon-
nen. Dieser wirkt sich zeitabhangig und unspezifisch anti-inflammatorisch auf Effektorzellen
aus [46, 50, 54]. Daruber hinaus konnte der Transfer von 1VIg oder sialylierten IgG Fc-Frag-
ment-geprimten DC oder Makrophagen eine Autoimmunpathologie in anderen Mdusen unter-
driicken [56].

Eine antigenspezifische, immunregulatorische Bedeutung scheint die Autoantikorper Fc N-
Glykosylierung durch die enge Verknlpfung mit der folgenden Rezeptorexpression jedoch nur
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in ihrer Entstehungsphase zu haben, was mit den EBA-Glykoanalysen in Abbildung 3.9 ein-
hergeht. Entsprechend scheint die ex vivo herbeigefuhrte Autoantikorper-Sialylierung bei der
hier durchgefiihrten, einmaligen Anwendung in der Effektorphase zwar ein etwas geringeres
inflammatorisches Potential zu haben, stellt in dieser Form jedoch keine therapeutische Option
dar. In Zukunft sollten die bisher durchgefuihrten Versuche mit spezifischem IgG in einer ho-
heren Dosierung wiederholt werden. Dabei sollte ex vivo sialyliertes IgG mit ex vivo de-sialy-
lierten und de-galactosylierten 1gG Antikdrpern verglichen werden. Auf diese Weise kdnnte
der inhibitorische Effekt der Sialylierung deutlicher werden. Dies wirde zunéchst die Immuni-
sierung weiterer Mause mit VWFAZ2 in TiterMax erfordern.

Weiterhin vielversprechend ware die Etablierung eines kombinierten aktiven und passiven
EBA-Modells, in das man zu einem frihen Zeitpunkt mit sialylierten Typ VII Kollagen IgG
Antikorpern eingreifen wirde und dabei, wie fur Arthritismodelle gezeigt, eventuell die T- und
B-Zellantworten supprimieren konnte [44, 45]. Hierzu kdnnte man auch auf das passiv syste-
mische EBA-Modell zuriickgreifen, worin Typ VII Kollagen 1gG Antikorper wiederholt, sys-
temisch injiziert werden [79]. Mdglicherweise kdnnten die durch wiederholte Verabreichung
gebildeten, sialylierten autoreaktiven Immunkomplexe Effektorzellen zur verstarkten Expres-
sion inhibitorischer Rezeptoren beeinflussen und auf diesem Weg das Immunsystem langfristig
antigenspezifisch modulieren.

Schlussfolgerung und Ausblick

Die in vitro-Ergebnisse dieser Arbeit deuten darauf hin, dass mu 1gG1 die klassische Komple-
mentaktivierung durch mu 1gG2a, 1IgG2b und IgG3 inhibieren kann. Um diese inhibitorische
Rolle des mu IgG1 in vivo zu untersuchen, missen Mausmodelle etabliert werden, in denen die
Immunantwort vorrangig Uber den klassischen Komplementsignalweg aktiviert wird und we-
niger Uber Fcy-Rezeptoren. Alternativ mussen entsprechende Modelle in FcRy-Kette-defizien-
ten Mausen durchgefihrt werden.

Das hier etablierte Hamolyse-Mausmodell in FcRy-Kette-defizienten Mausen erwies sich als
ungeeignet, da hier die nétigen hohen 1gG-Subklassenmengen, um den klassischen Komple-
mentweg zu untersuchen, sehr wahrscheinlich zu Agglutinationen fuhrten. Die Anwendung der
murinen anti-MHCI IgG1 Antikorper im stark Komplement-abhéngigen Transfusionsmodell
und auch die Untersuchung zur Rolle von murinen anti-Typ VII Kollagen 1gG1 Autoantikor-
pern im aktiven und passiven EBA Modell sind vielversprechend und sollen im Anschluss die-
ser Arbeit weiter analysiert werden.

Die ersten Untersuchungen mit sialylierten autoantigenspezifischen IgG Antikérpern im passi-
ven EBA Modell zeigen tendenziell, dass sialylierte 1gG Autoantikorper in der Effektorphase
etwas weniger inflammatorisch wirken kénnten als nicht-sialylierte 1gG Autoantikorper. In der
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Literatur wurden inhibitorische Wirkungen mit sialylierten antigenspezifischen 1gG Antikor-
pern insbesondere in aktiven Modellen gezeigt, und dabei suppressive Wirkungen auf nachfol-
gende T- und B-Zellantworten nachgewiesen. Im Anschluss dieser Arbeit sollen deshalb inhi-
bitorische Wirkungen von sialylierten Antikorpern in frihen Stadien des aktiven EBA Maus-
modells analysiert werden.

Zusammenfassend kdnnten die in dieser Arbeit gezeigten und zukunftige Arbeiten dazu beitra-
gen, in Zukunft die Entstehung und Wirkung der 1gG-Subklassenverteilung und Art der IgG
Fc N-Glykosylierung wahrend einer Immunreaktion besser zu verstehen und, um ein mogliches
inhibitorisches Potential von sialylierten mu 1gG1 und hu IgG4 Antikdrpern weiter zu untersu-
chen.
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Abbildung A.1: Autoantikdrper bulléser Autoimmundermatosen richten sich gegen Ankerstrukturen in
der Haut

a. Ubersicht der Dermoepidermalen Junktionszone; Hemidesmosomen verkntpfen die untere Epidermis-Zell-
schicht mit der Basalmembran und werden von weiteren Kollagenen/Ankerfibrillen mit der Dermis zusammenge-
halten. Desmosomen bilden die interzelluldre Verbindung der Epidermis. Gestorte Protein-Protein Interaktionen
durch Autoantikorper-Bindung resultieren in inflammatorischer Gewebezerstérung und subepidermaler oder in-
traepidermaler Blasenbildung. b. beispielhafte Erkrankungstypen mit Autoantigen; Pemphigus Typ: Pemphigus
foliaceus (PF) / vulagris (PV); Pemphigoider Typ: bulléses Pemphigoid (BP), Cicatricial Pemphigoid (CP), Epi-
dermolysis bullosa acquisita (EBA); in Anlehnung an: [128-131].
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Epidermis a. b.

Dermis

Typ VIl Kollagen
IgG Antikdrper

Proteasen

Komplement C1q
inflammat.
Cytokine Neutrophiler
Chemokine

Granulozyt

Abbildung A.2: Autoantikdrper initiierter Pathomechanismus der Autoimmundermatose Epidermolysis
bullosa acquisita

Autoantigene bulléser Autoimmundermatosen sind Ankerstrukturen, siehe auch Abbildung A.1, a. 1IgG Autoanti-
korper beispielsweise hier in EBA binden an die VWFA2 Doméne in Kollagen Typ VII in der Dermoepidermalen
Junktionszone, gefolgt von klassischer und alternativer Komplementaktivierung b. Durch die C5a/C5aR Achse
wird die vaskulare Permeabilitat erhoht, Integrine wie CD18 und ICAM-1 werden hochreguliert, gefolgt von der
Neutrophilen-Extravasation in die Haut c. Die 1gG - FcyR Interaktion aktiviert Effektorzellen, Reaktive Sauer-
stoffspezies (ROS) und Proteasen werden ausgeschiittet, pro-inflammatorische Mediatoren wie IL-1, GM-CSF
und CXCL-1/2 rekrutieren weitere myeloide Zellen, d. Gewebeschaden und Blasenbildung sind die Folge. e. Die
Effektorzellaktivierung erfolgt via intrazellularem aktivierendem Adaptermolekil ITAM; in Anlehnung an: [79,
91, 92, 129].
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Abbildung A.3: FACS Strategie AIHA Tag 1

EDTA-Vollblutproben von Tag 1 des Mausmodells autoimmunh&molytische Anamie (AIHA) (Abbildung 3.6 a, ¢)
wurden mit anti-Maus 1gG1-BV510, 1gG2a-AF488 sowie C3 Biotin mit anschlieBendem Streptavidin-BV605 ge-
farbt. a. Vorgaten; in der Population von Einzelzellen wurde basierend auf der Absorptionsféhigkeit von Hamo-
globin {iber den 405 nm Side Scatter die Erythrozyten Population identifiziert und fur (b) und (c) ausgewéhlt.
b. Exemplarische, vollgeféarbte Probe der Gruppe 200 pg 1gG2a + 200 pg 1gGL. c. Exemplarische Einzelfarbung;
v.l.n.r. Probe der Gruppe 200 pg 1gG2a mit anti-lgG1-BV510, Probe der Gruppe 200 pg 1gG1 mit anti-lgG2a-
AFA488, Probe der Gruppe 200 pug 1gG2a + 200 pg 1gG1 mit Streptavidin-BV605.
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Tabelle A.1: Sequenzanalyse Hybridom 34-1-2s (HB-79)

Durchgefiihrt von Absolute Antibody (Oxford, GroRbritannien); V-Regionen: 5 Race; C-Regionen: Sanger Se-
quencing; C. Signalsequenz mit muriner kappa leichten Kette {ibereinstimmend, Cy Signalsequenz aus dem Start
der Cnl Region vereinbar mit mu 1gG2a.

HB-79 5¢ -3¢ Sequenz

\VA| GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCTTATCTGCCTCTCTGG
GAGAAAGAGTCAGTCTCACTTGTCGGGCAAGTCAGGACATTGGT
AGTAACTTAAACTGGCTTCAGCAGGAACCAGATGGAACTATTAA
ACGCCTGATCTACGCCACATACAGTTTAGATTCTGGTGTCCCCAA
AAGGTTCAGTGGCAGTAGGTCTGGGTCCGATTATTCTCTCACCAT
CAGCAGCCTTGAGTCTGAAGATTTTGTAGACTATTACTGTCTACA
ATATGCTAGTTCTCCGTACACGTTCGGAGGGGGGACCAAGCTGG
AAATAAAA

CL ATGAGGGCTCCTGCACAGATTTTTGGCTTCTTGTTGCTCTTGTTTC
Signalpeptidsequenz ~ CAGGTACCAGATGT

VDJ GAGGTTCAGCTGCAGCAGTCTGGGGCTGAGTTTGTGAGGCCAGG
GGCCTCAGTCAAGTTGTCCTGCACAGCTTCTGGCTTTAACATTAA
AGACGACTATATGTTTTGGGTGAAACAGAGGCCTGAGCAGGGCC
TGGAGTGGATTGGATGGATTGCTCCTGACAATGGTGATACTGAAT
ATGCCTCGAAGTTCCAGGGCAAGGCCACTATAACAGCAGACACA
TCCTCCAACACAGCCTACGTGCAGCTCAGCAGCCTGACATCTGAG
GACACTGCCGTCTATTACTGTACTACATGGGGTTACTATAGTTAC
GTAAACTACTGGGGCCAAGGCACCACTCTCACAGTCTCCTCA

Cu ATGAAATGCAGCTGGGTCATCTTCTTCCTGATGGCAGTGGTTATA
Signalpeptidsequenz ~ GGGGTCAATTCA
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Tabelle A.2: Sequenzanalyse finaler Vektoren nach Umklonierung
Die VDJ von anti-H-2¢ (MHCI Antigen) 1gG2a Klon 34-1-2s (HB-79) wurde in einen murinen Igyl HC
(C57BL/6J) Expressionsvektor eingebracht zwischen die Agel (gelb) und Sall (griin) Schnittstellen und die VJ
in einen murinen (C57BL/6) kappa LC Expressionsvektor zwischen Agel (gelb) und BsiWI (blau). Cycle
Sequencing der finalen Plasmide wurde durchgefiihrt von Eurofins Genomics (Ebersberg, Deutschland) mit
den in Tabelle 2.3 aufgefilhrten Primern (hier unterstrichen). Ergebnisse sind vereinbar mit theoretischen

Sequenzen.

HB-79 Umkloniert 5¢— 3¢ Sequenz

MHCI mu kappa

ATGGGATGGTCATGTATCATCCTTTTTCTAGTAGCAACTGCAACCGGT
GTACATTCAGACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCTTATCTGCC
TCTCTGGGAGAAAGAGTCAGTCTCACTTGTCGGGCAAGTCAGGACAT
TGGTAGTAACTTAAACTGGCTTCAGCAGGAACCAGATGGAACTATTA
AACGCCTGATCTACGCCACATACAGTTTAGATTCTGGTGTCCCCAAAA
GGTTCAGTGGCAGTAGGTCTGGGTCCGATTATTCTCTCACCATCAGCA
GCCTTGAGTCTGAAGATTTTGTAGACTATTACTGTCTACAATATGCTA
GTTCTCCGTACACGTTCGGAGGGGGGACCAAGCTGGAAATAAAACGT
ACGGATGCTGCACCAACTGTATCCATCTTCCCACCATCCAGTGAGCA
GTTAACATCTGGAGGTGCCTCAGTCGTGTGCTTCTTGAACAACTTCTA
CCCCAAAGACATCAATGTCAAGTGGAAGATTGATGGCAGTGAACGAC
AAAATGGCGTCCTGAACAGTTGGACTGATCAGGACAGCAAAGACAG
CACCTACAGCATGAGCAGCACCCTCACGTTGACCAAGGACGAGTATG
AACGACATAACAGCTATACCTGTGAGGCCACTCACAAGACATCAACT
TCACCCATTGTCAAGAGCTTCAACAGGAATGAGTGTTGAAAGCTT

MHCI mu Igy!/

ATGGGATGGTCATGTATCATCCTTTTTCTAGTAGCAACTGCAACCGGT
GTACATTCCGAGGTTCAGCTGCAGCAGTCTGGGGCTGAGTTTGTGAG
GCCAGGGGCCTCAGTCAAGTTGTCCTGCACAGCTTCTGGCTTTAACAT
TAAAGACGACTATATGTTTTGGGTGAAACAGAGGCCTGAGCAGGGCC
TGGAGTGGATTGGATGGATTGCTCCTGACAATGGTGATACTGAATAT
GCCTCGAAGTTCCAGGGCAAGGCCACTATAACAGCAGACACATCCTC
CAACACAGCCTACGTGCAGCTCAGCAGCCTGACATCTGAGGACACTG
CCGTCTATTACTGTACTACATGGGGTTACTATAGTTACGTAAACTACT
GGGGCCAAGGCACCACTCTCACAGTCTCCTCAGCGTICGACGACACCC
CCATCTGTCTATCCACTGGCCCCTGGATCTGCTGCCCAAACTAACTCC
ATGGTGACCCTGGGATGCCTGGTCAAGGGCTATTTCCCTGAGCCAGT
GACAGTGACCTGGAACTCTGGATCCCTGTCCAGCGGTGTGCACACCT
TCCCAGCTGTCCTGCAGTCTGACCTCTACACTCTGAGCAGCTCAGTGA
CTGTCCCCTCCAGCACCTGGCCCAGCCAGACCGTCACCTGCAACGTTG
CCCACCCGGCCAGCAGCACCAAGGTGGACAAGAAAATTGTGCCCAG
GGATTGTGGTTGTAAGCCTTGCATATGTACAGTCCCAGAAGTATCATC
TGTCTTCATCTTCCCCCCAAAGCCCAAGGATGTGCTCACCATTACTCT
GACTCCTAAGGTCACGTGTGTTGTGGTAGACATCAGCAAGGATGATC
CCGAGGTCCAGTTCAGCTGGTTTGTAGATGATGTGGAGGTGCACACA
GCTCAGACGAAACCCCGGGAGGAGCAGATCAACAGCACTTTCCGTTC
AGTCAGTGAACTTCCCATCATGCACCAGGACTGGCTCAATGGCAAGG
AGTTCAAATGCAGGGTCAACAGTGCAGCTTTCCCTGCCCCCATCGAG
AAAACCATCTCCAAAACCAAAGGCAGACCGAAGGCTCCACAGGTGT
ACACCATTCCACCTCCCAAGGAGCAGATGGCCAAGGATAAAGTCAGT
CTGACCTGCATGATAACAAACTTCTTCCCTGAAGACATTACTGTGGAG
TGGCAGTGGAATGGGCAGCCAGCGGAGAACTACAAGAACACTCAGC
CCATCATGGACACAGATGGCTCTTACTTCGTCTACAGCAAGCTCAATG
TGCAGAAGAGCAACTGGGAGGCAGGAAATACTTTCACCTGCTCTGTG
TTACATGAGGGCCTGCACAACCACCATACTGAGAAGAGCCTCTCCCA
CTCTCCTGGTAAATGACGCGTACG
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Abbildung A.4: vVWFA2-spezifischer 1gG-Subklassen ELISA

Ergénzende 1gG-Subklassendaten zu Abbildung 3.8; VWFAZ2 beschichtete 96 Well Platten wurden mit dem Maus-
individuellem, 1:10.000 verdiinntem Serum VWFAZ2 in TiterMax immunisierter C57BL/6S Mduse inkubiert und
schliellich jede Platte mit einem HRP-konjugierten anti-Maus 1gG-Subklassen spezifischen Antikérper und TMB
Substrat entwickelt. Exemplarisch gezeigt sind die individuellen ELISA-Werte fiir 1gG, 1gG2b und 1gG3 als OD
bei 450 nm gegen den klinischen Schweregrad. Gepunktete Linien: Median von OD und Schweregrad; Maus-
identische Symbolik zwischen den Subklassen sind Mittelwerte abziiglich Negativkontrolle (kein Serum); n=46,
Regressionsanalysen waren nicht signifikant.
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Abbildung A.5: Seltenes Aufkommen von humanem 1gG4 im Serum von BP Patienten

NC16A spezifischer ELISA zur Detektion von Typ XVII Kollagen Autoantikdrpern im Serum von Patienten mit
diagnostizierter Autoimmundermatose bulléses Pemphigoid. In 16 von 19 Patienten war der spezifische 1gG4-
Titer kaum verschieden vom normalen humanen Serum in diesem ELISA (NHS 1gG4; rosa) bei deutlich positiven
spezifischen IgG-Werten (Negativkontrolle: NHS IgG; grau); Serumverdiinnung fiir IgG 1:10.000, fur 1gG4 1:100;
Mittelwerte aus Doppelbestimmung, einmaliger Versuch.
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