Aus dem Institut fiir Klinische Neuroimmunologie
der Ludwig-Maximilians-Universitat Miinchen
Emeritus: Prof. Dr. Reinhard Hohlfeld
Direktor: Prof. Dr. Martin Kerschensteiner

in Zusammenarbeit mit dem Max-Planck-Institut fiir Neurobiologie Miinchen

Glykosylierungen von Autoantikorpern bei

entziindlichen Erkrankungen des Nervensystems

Dissertation
zum Erwerb des Doktorgrades der Medizin
an der Medizinischen Fakultat der

Ludwig-Maximilians-Universitat zu Miinchen

vorgelegt von

[lona Maria Karolina Baumann
aus
Regensburg
2020



Mit Genehmigung der Medizinischen Fakultat

der Universitat Miinchen

Berichterstatter:

Mitberichterstatter:

Mitbetreuung durch den

promovierten Mitarbeiter:

Dekan:

Tag der mundlichen Priifung:

Prof. Dr. med. Edgar Meinl

PD Dr. Christian Kellner
PD Dr. Tobias Birnbaum

PD Dr. med. Markus Krumbholz

Prof. Dr. med. dent. Reinhard Hickel

30.01.2020



Gewidmet

meiner Familie



,Symptoms, then, are in reality nothing

but a cry from suffering organs.”
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Einleitung

1 Einleitung

Bei Autoimmunerkrankungen werden korpereigene Strukturen durch das fehlgesteuerte
Immunsystem angegriffen und dadurch stark geschadigt. Welche Prozesse zu dem
fehlgeleiten Immunsystem fiihren, sind nur in Teilen bekannt.

Aufgrund der Bluthirnschranke wurde das Zentralen Nervensystem (ZNS) lange Zeit als ein
Raum angesehen, der nicht vom peripheren Immunsystem angegriffen werden kann. Man
nahm an, das periphere Immunsystem sollte durch die Bluthirnschranke vom zentralen
Nervensystem separiert sein. Neuere Daten belegen, dass das ZNS nicht vollstandig isoliert
ist und die Bluthirnschranke eher als selektierende Instanz interagiert (Banks 2015).
Vielmehr werden die ins ZNS gelangten Immunzellen wohl durch Zellen des ZNS selbst
reguliert (Carson et al. 2006). Immunzellen kénnen somit von der Blutbahn ins ZNS
wandern und dort zum Beispiel eine Infektion bekdmpfen oder aber auch zu einer

Autoimmunerkrankung fithren. (Becher et al. 2000)

1.1 Demyelinisierende Erkrankungen des ZNS

Die chronisch-entziindlichen Erkrankungen des Zentralen Nervensystems stellen
Immunvermittelte, sogenannte Autoimmunerkrankungen dar.

Hierbei werden die Myelinschichten der Neurone und schliefdlich die Nervenzellen selbst
durch autoimmunvermittelte Prozesse geschadigt. Die Nervenzellen sind somit in ihrer
Funktion, der Weiterleitung elektrischer Impulse, verlangsamt.

Zu den primar chronisch-entziindlichen Autoimmunerkrankungen des ZNS zdhlen u.a. die
Multiple Sklerose, die Neuromyelitis optica, die Neuritis nervi optici und die Akut
disseminierte Enzephalomyelitis (Popescu and Lucchinetti 2012, The optic neuritis study
group 2008). Wichtig hierbei ist zu erwahnen, dass die Neuritis nervi optici nur selten als
isoliertes Krankheitsbild bestehen bleibt, sondern meist in den Symptomkomplex einer

Multiplen Sklerose oder Neuromyelitis optica iibergeht.

Demeyelinisierende Erkrankungen gehen zum Teil mit dhnlichen Krankheitssymptomen

einher, sodass es lange schwer war diese zu differenzieren.
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Die bei der Multiplen Sklerose (MS) makroskopisch sichtbaren Herde bzw. sklerosierenden
Plaques im Marklager des ZNS sind nicht nur namensgebend, sondern auch wegweisend
gewesen. Eine erste histopathologische Aufarbeitung fand durch den Pathologen und
Neurologen Jean-Martin Charcot statt, der diese Herde in ,De la sclérose en plaques
disséminées” naher beschrieb.

Durch ihn wurde auch die Charcot-Trias (Intensionstremor, Nystagmus, skandierte Sprache)
als typisches klinisches Bild fiir die Multiple Sklerose gepragt. (Goetz 2009, Kumar et al.
2011, Pearce 2005)

Meist ist das klinische Bild der MS durch schubartige Symptome wie motorische und
sensible Ausfille, Gangunsicherheit oder Gleichgewichtsstérungen gepragt, welche nach
einem Schub meist wieder abklingen. Aktuell wird eine schubartige Form mit vollstandiger
Remission der Symptome von einer chronisch-progredienten Form der Multiplen Sklerose
unterschieden. (Lublin 2014) Zu Beginn tritt oft eine Sehstérung mit Bewegungsschmerz des
Auges auf. (Compston et Coles 2008, Malik et al. 2014) (Abb. 1.1)

So wurde die Neuromyelitis optica (NMO, Devic-Syndrom) lange als Unterform der MS
angesehen, da diese ebenfalls mit Sehstorungen einhergeht. Zudem sind aber auch
Querschnittssymptome haufig ausgepragt, was auf eine Myelitis hinweist (Lucchinetti 2014).
Eine akute Hirnstammsymptomatik oder ein Area postrema Syndrom (mit Ubelkeit und
Erbrechen zdhlen ebenfalls zum Symptomkomplex nach aktuellen Leitlinien. (Thompson et
al. 2018) Seit 2015 wird die neue Nomenklatur der Neuromyelitis-optica-Spektrum-
Erkrankungen (,neuromyelitis optica spectrum disorders“ - NMOSD) verwendet, um eine
deutlichere Unterscheidung zur MS zu vorzunehmen. (Wingerchuk et al. 2010 und 2015)
Klinisch ist es daher bei Erstmanifestation schwer zu unterscheiden, ob eine MS, NMOSD

oder Neuritis nervi optici (NNO) vorliegt. (AWMF-Leitlinie 2018 Optikusneuritis)

Oft werden diese Symptome daher vorerst als CIS (klinisch isoliertes Syndrom)
zusammengefasst, bis ein erneuter Schub eintritt und damit eine Diagnose gestellt werden
kann. (Langer-Gould et al. 2014, Lublin et al. 2014) Zudem sollten Untersuchungen wie
Liquordiagnostik und MRT durchgefiihrt werden.

Erst mit der zeitlichen und rdumlichen Dissemination ist letztendlich die Diagnose z.B. einer
MS zu stellen. (Polman et al. 2011) Das bedeutet, sind mehrere Schiibe einer Erkrankung
festzustellen, u.a. durch klinische Symptome, MRT oder Liquordiagnostik, spricht man von
einer chronisch-entziindlichen Erkrankung des ZNS.

2
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Fir die MS sind diese Diagnosekriterien nach McDonald zusammengefasst, s. Abb. 1.1. Diese
Kriterien werden regelméaf3ig iiberarbeitet, zuletzt 2017. Man spricht von einer MS, wenn es
bereits zwei oder mehr klinische Schiibe mit klinischem Nachweis gab, oder zu einem Schub
mehrere zeitlich oder rdumlich disseminierte Lasionen im MRT erkennbar sind bzw. der
Liquorbefund auffallig ist. Dazu gehort nach den neuen Richtlinien auch, dass im Liquor
nachgewiesene OKBs zur zeitlichen Dissemination gehoren, wodurch sich die Diagnose bei

manchen Patienten friiher stellen ldsst. (Thompson et al. 2018)

Clinical episodes? MRI CSF Diagnosis of
multiple sclerosis

» Yes
Delayed MRI
» Yes
e |
— Yes
CSF serum

Yes

Abb. 1.1: Diagnosekriterien der Multiplen Sklerose (Compston et Coles 2008)

Obwohl sich die Darstellung auf alte Richtlinien fiir die Diagnose einer MS bezieht, zeigt sie
tibersichtlich das Zusammenspiel der Komponenten (u.a. klinische Symptomatik, MRT-Diagnostik
ZNS, Liquordiagnostik), die fiir eine Diagnose benotigt werden. Rédumliche und zeitliche
Dissemination fithren zur Diagnose einer Multiplen Sklerose. Klinische Episoden konnen schubweise
oder progredient verlaufen. Im MRT des Schidels oder Riickenmarks lassen sich hyperintense
Liasionen in verschiedenen Bereichen des ZNS finden und zeitlichen Abschnitten zuordnen.
Zusitzliche Oligoklonale Banden im Liquor ermoglichen die Diagnose einer MS. (Thompson et al.
2018)
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Im weiteren Verlauf bleibt die NNO auf den Sehnerv isoliert (The optic neuritis study group
2008). Als Leitsymptome einer NMOSD sind der Befall des Sehnervs und das Riickenmarks

zu nennen. (Lucchinetti 2014)

Im Vergleich zur MS verlauft die NMOSD oft schwerer und eine Optikusneuritis tritt nicht
selten bilateral auf. Sichtbare Lasionen finden sich im MRT bei der MS meist periventrikular,
bei der NMOSD hingegen iiberwiegen Lasionen im Riickenmark ab dem 3. Segment.

Oligoklonale Banden lassen sich hauptsachlich bei der MS nachweisen. (Wingerchuk 2007)

Die Akut disseminierte Enzephalomyelitis (ADEM) hingegen tritt iiberwiegend bei Kindern
und monophasisch auf. Die neurologischen Defizite werden von einem allgemeinen
Krankheitsgefiihl (Kopfschmerz, Erbrechen, Schwache) begleitet und koénnen einen

fulminanten Verlauf bis hin zu Koma oder Tod nehmen. (Young et al. 2010, Pohl et al. 2006)

1.1.1 Epidemiologie

Die Multiple Sklerose ist mit einer Inzidenz von 2500 Neuerkrankungen pro Jahr in
Deutschland eine der haufigsten neurologischen Erkrankungen, vor allem im jungen
Erwachsenenalter. Frauen sind doppelt so haufig betroffen als Manner (DMSG2013), wobei
Studien der letzten Jahre ein noch hoheres Krankheitsrisiko fiir Frauen vermuten lassen
(Alonso et al. 2008, Compston et al. 2008). Das mediane Erkrankungsalter liegt zwischen 20
und 40 Jahren, wobei kindlichen MS Formen (2-10 % der MS-Patienten sind jlinger als 18
Jahre (Waldman et al. 2015) und eine Erstmanifestation nach dem 60. Lebensjahr als selten
angesehen werden (DMSG2013). Noch ungeklart ist das hohere Erkrankungsrisiko z.B. der
Européer. Fiir Menschen aus Regionen mit zunehmendem Abstand zum Aquator steigt die
Wahrscheinlichkeit an einer MS zu erkranken (Abb. 1.2), wobei hier vor allem die Zeit von
Geburt bis ins junge Erwachsenenalter pragend erscheint. Als Risikofaktor kann hier ein

moglicher Vitamin-D-Mangel diskutiert werden. (Compston et Coles 2008)
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Il High prevalence
3 Medium prevalence
Il Low prevalence

Abb. 1.2: Regionenbezogene MS-Hiufigkeit (Compston et Coles 2008)

Darstellung der weltweiten Verteilung des Risikos an Multiple Sklerose zu erkranken. Die Pfeile
stellen Migrationen zwischen Hoch- und Niedrig-risiko Gebieten dar.

Im Vergleich zur MS liegt das mediane Erkrankungsalter der NMOSD bei 39 Jahren etwas
hoher. Frauen sind neun mal haufiger betroffen als Manner. Das weltweite
Verteilungsmuster dhnelt dem der MS. (Wingerchuk et al. 2007) Die Daten zur Pravalenz
sind ungenau, nach Etemadifar et al. (2015) liegt diese bei 1,3 pro 100.000 Einwohner in
Deutschland. Grund fiir die erschwerte Datenerhebung ist eine oft falschlicherweise
diagnostizierte MS. Damit ist anzunehmen, dass die NMOSD seltener als die MS in
Deutschland ist.

Das Haupterkrankungsalter der ADEM liegt zwischen 3-8 Jahren. Nach einer
Kohortenanalyse lage die Inzidenz in Deutschland bei ca. 0,07 pro 100.000 Einwohner mit
einer etwas hoheren Erkrankungshaufigkeit bei den Jungen gegeniiber den Madchen. (Pohl
etal. 2007)

Die Inzidenz der isolierten NNO (Neuritis nervi optici, oder auch Optikusneuritis,
Sehnervenentziindung bzw. Retrobulbarneuritis genannt) lasst sich auf ca. 3-4 pro 100.000
Einwohner schatzen, wobei hier auch Erstmanifestationen von MS einberechnet sind.
(Langer-Gould et al. 2014, GBE des Bundes, AWMF-Leitlinie 2018 Optikusneuritis)

Das Risiko, nach einer Optikusneuritis an einer Multiplen Sklerose innerhalb der nachsten
15 Jahre zu erkranken, liegt bei 50 %. (The optic neuritis study group 2008) Bei ca. 50 % der
NMOSD-Patienten ist die Optikusneuritis die Erstmanifestation. (Morrow 2012)

[solierte Verlaufsformen sind eher selten, oft ist die Retrobulbédrneuritis ein Frithsymptom

einer MS oder einer NMO.
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1.1.2 Pathophysiologie

Der genaue Pathomechanismus der autoimmunentziindlichen Erkrankungen ist noch
unbekannt. Die entziindlichen Lasionen werden jedoch von fehlgeleiteten Immunzellen
ausgelost. Es gibt Hinweise darauf, dass virale Infektionen oder Umwelteinfliisse, wie
Vitamin D-Mangel als Ausldser der Multiplen Sklerose anzunehmen sind. So lassen aktuelle
Forschungsergebnisse = weiterhin  einen  moglichen = Zusammenhang  zwischen
Virusinfektionen insbesondere einer latenten EBV (Epstein-Barr-Virus) - Infektion und
aktiven MS-Lasionen vermuten. (Tzartos et al. 2012, Ascherio et Munger 2007, Ascherio et
Munger 2007, Ruprecht et al. 2018, Reich et al. 2018)

Eine genetische Disposition ist ebenfalls in Betracht zu ziehen, da vor allem Zwillinge ein
erhohtes Risiko (ca. 30 %) besitzen an MS zu erkranken (Compston et coles 2008). Olerup et
al. (1991) konnten zeigen, dass eine Assoziation zu den Human-Leucocyte-Antigen (HLA)
DRB1-15 besteht. Derzeit werden eine Reihe von Allelen untersucht, die ebenfalls eine
Assoziation vermuten lassen. So scheinen auch die Gene des Interleukin-2-Rezeptors (IL-

2RA), sowie des Interleukin-7-Rezeptors (IL-7RA) eine Rolle zu spielen. (Grigorian 2012)

Eine wichtige Rolle bei der Autoimmunreaktion spielen die T-Zellen. Diese werden in der
Peripherie aktiviert und konnen durch Adaptation an Endothelzellen die Blut-Hirn-Schranke
durchqueren. Die erh6hte Permeabilitat hat vermutlich ihre Ursache in viralen Infektionen
oder genetischen Faktoren. Im Zentralen Nervensystem erkennen die T-Zellen ihnen
prasentierte Antigene und losen eine Entziindungsreaktion aus. Die durch Zytokine
(Interleukine, Interferon y, Tumornekrosefaktor TNFa) getriggerte Entzlindungsreaktion
fordert die Permeabilitit der Blut-Hirn-Schranke und setzt weitere immunologische
Prozesse in Gang. Falschlicherweise erkennen die T-Zellen allerdings korpereigene Antigene,
z.B. Myelinproteine, die eine hohe Ahnlichkeit zu Fremdantigenen aufweisen (molekulares
mimikry). Durch die proinflammatorischen Zytokine der T-Zellen werden auch
Makrophagen und B-Zellen stimuliert, das koérpereigene Gewebe anzugreifen. Dadurch
werden die korpereigenen Zellen zerstort. Zunachst gehen die Oligodendrozyten, welche die
Myelinscheiden bilden, zugrunde (Demyelinisierung) und im weiteren Verlauf die Neurone
selbst. Der Untergang der Myelinscheiden ist in sehr geringem Mafd reversibel, nicht
allerdings der Untergang der Neurone. (Noseworthy 2000, Multiple Sklerose
Schmidt/Hoffmann 2012, Hohlfeld et al. 2016 (A), Hohlfeld et al. 2016 (B)) (Abb. 1.3)
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Abb. 1.3: Pathophysiologie der MS (Noseworthy 2000)

Aktivierte T-Zellen passieren die Bluthirnschranke und erkennen korpereigene Antigene wie
Myelinproteine. Durch immunologische Prozesse werden zunichst Oligodendrozyten, spiter auch
Neurone angegriften. Es kommt zur Demyelinisierung der Neurone und zu einem Funktionsverlust.

Histopathologisch sind wahrend der akuten Entziindungsreaktion Infiltrate aus T-Zellen,
Makrophagen und B-Zellen zu sehen (Abb. 1.4). Begleitet wird die Reaktion von Odemen.
Der Korper setzt Reperaturmechanismen in den Entmarkungsherden in Gang und aktiviert
Astrozyten, welche proliferieren. Diese bilden allerdings nur ein Art Narbengewebe (Gliose),
was nicht die urspriingliche Funktionsfahigkeit widerherstellt.

Die Demyelinisierung bzw. der Zelluntergang zeigt sich letztendlich klinisch in
neurologischen Ausfallerscheinungen, wobei diese histopathologisch nicht zwingend mit

dem Kklinischen Verlauf korrelieren.
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In spaten Stadien schreitet die Demyelinisierung kortikal (zerebral und zerebellar) fort.

(Popescu 2013, Kutzelnigg et al. 2007, Lassmann 2019)
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Abb. 1.4: Histologisches Schnittpriparat von MS-Lisionen (Popescu 2013)
A) Aktive Demyelinisierung:
hyperzellular infiltriertes Gewebe, u.a. Myelin beladene Makrophagen (Pfeil)
(Myelin Proteolipid-Protein Immunhistochemische Fiarbung)
B) Perivaskulires Infiltrat von T-Zellen (Pfeil)
(Lymphozyten Immunhistochemische Féirbung)

Ebenfalls Infiltrate von Immunzellen in Lasionen finden sich sowohl bei der NMOSD (Briick
2012), als auch bei der ADEM und lassen auf ahnliche Umbauprozesse schlief3en.
(Popescu 2013)

1.2 Die Rolle der Autoantikorper bei der NMOSD und der MS

Die Liquoruntersuchung von NMOSD oder MS Patienten zeigt oft eine Pleozytose, bestehend
aus u.a. Lymphozyten und Plasmazellen. Zudem sind intrathekale synthetisierte
Immunglobuline nachweisbar. Der Nachweis der Liquorspezifitit der Immunglobuline
gelingt durch die isoelektische Fokussierung. Die Auftrennung der Proteine aus dem Liquor
veranschaulicht oligoklonale IgG-Banden (OKB) im Vergleich zum Serum. (Abb. 1.1) Diese
sind ein Beweis fiir die Aktivitit der B-Zellen im zentralen Nervensystem und deren
Produktion von Immunglobulinen. OKBs sind bei der Mehrzahl der MS-Patienten zu finden.
(Wingerchuk et al. 2007, Compston et Coles 2008, Correale et al. 2002) Oft lassen sich auch
Antikorper gegen Mumps, Masern oder Roteln nachweisen, die sogenannte MRZ-Reaktion.
Allerdings ist noch unklar, warum bei vielen MS-Patienten diese im Gegensatz zum Serum

erhoht sind. (Reiber et al. 1998)
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Bei MS-Patienten finden sich Antikorper gegen Myelinbestandteile, wie das basische
Myelinprotein (MBP), so dass diskutiert wird, welche Rolle diese in der Pathogenese spielen.
Als mogliche Angriffsfliche fiir Autoantikérper stellt sich das Myelin-Oligodendrozyten-
Glykoprotein (MOG) dar, ein Glykoprotein in der duféeren Schicht von Oligodentrozyten,
welches nur im zentralen Nervensystem exprimiert wird (Abb. 1.5). Die Funktion des
Proteins ist noch weitestgehend unbekannt. (Reindl et Waters 2019, Mayer et Meinl 2012)
Experimentell konnte gezeigt werden, dass anti-MOG IgG eine Demyelinierung auslésen
konnen (im Model des EAE = experimental autoimmune encepahlomylitis, induziert durch
CD4+ T-Zellen), welche mit humanen MS-Lasionen vergleichbar ist. (Linington et al. 1988,
Meinl 2011, Wekerle 2008) Aus einer aktuellen Analyse geht hervor, dass aufgereinigte
spezifische MOG-Antikorper aus humanen Proben (von Patienten mit entziindlichen
demyelinisierenden Erkrankungen) nach Transfer ins Tier dort zu einer vergleichbaren
Demeylinisierung fithren (Spadaro et al 2018). Derzeit ist noch nicht klar erwiesen, ob anti-
MOG-Ak oder andere Autoantikorper als pradiktive Faktoren fiir eine MS angesehen werden
konnen. (Meinl et al. 2010) Eine Korrelation der anti-MOG zu entziindlichen
demyelinisierenden  Erkrankung scheint allerdings zu bestehen, der genaue
Pathomechanismus ist aber noch nicht geklart. (Reindl et Waters 2019) Hingegen bei der
kindlichen MS oder ADEM werden anti-MOG-Ak bereits fiir prognostisch relevant gehalten.
(Probstel et al. 2011)
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Abb. 1.5: Antigene der Oligodentrozyten (Mayer et Meinl 2012)

Vergroflerte Darstellung eines Neurons und dessen Oligodendrozyten an einem Ranvierschen
Schniirring. Die Oligodendrozyten (gelb) umbhiillen dabei spiralférmig die Neurone (griin). An den
kleinen Liicken die dabei zwischen den Oligodendrozyten entstehen, liegen die Neurone frei. Diese
Bereiche werden Ranviersche Schniirringe genannt. Mogliche Antigene der Myelinschicht fur
Autoantikorper bei der Multiplen Sklerose sind MOG (Myelin-Oligodendrozyten-Glykoprotein) an
der Oberfliche und MBP (basische Myelinprotein) im Inneren des Myelins. Weitere Angriftsstellen
sind Proteine wie das Neurofascin 186 und 155 am Ranvierschen Schniirring.

Antigene des Myelins wie Neurofascin oder Contactin-2 stellen weitere Angriffspunkte bei
demyelinisierenden Erkrankungen dar. Diese Proteinbestandteile befinden sich vorwiegend
an den Ranvierschen Schniirringen. Zwei Formen des Neurofascin koénnen hierbei
unterschieden werden, ein axonales (NF186) und ein gliales Neurofascin (NF155). NF155
bildet mitunter die Zytoarchitektur aus und NF186 ist an einen spannungsabhangigen
Natriumkanal gekoppelt, welcher an der Weitergabe des Aktionspotenzials am Ranvierschen
Schniirring beteiligt ist. (Meinl et al. 2010, Meinl 2011) Autoantikérper gegen Neurofascin
sind bei ca. 10 % der Patienten mit Chronisch inflammatorischen demyelinisierenden
Polyneuropathie (CIDP) nachweisbar, was einen moglichen Riickschluss tber die
Pathogenitiat dieser Antikorper zuldsst. Bei der CIDP findet die Demyelinisierung im
peripheren Nervensystem statt. (Ng et al. 2012, Vural et al. 2018, Kurzlehrbuch Neurologie
Bender/Rémi/Feddersen/Fesl 2015, Manso et al. 2019) Die Rolle der NF-Ak bei der MS ist
nach wie vor unklar. (Mathey et al. 2007)

Spezifisch fiir die NMOSD ist der Antikorper gegen Aquaporin-4, einem Wasserkanal der

Astrozyten, welcher vornehmlich auf Sehnerv, Hirnstamm und Riickenmark exprimiert wird
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(Lehrbuch Neurologie Sitzer/Aksu 2011). Hier gibt es zwei Isoformen M1 und M23. (Crane
et Verkam 2009) Serum anti-AQP4-Ak scheinen hier vor allem die kiirzere M23-isoform zu
binden (Abb. 1.6). Antikorper gegen den Wasserkanal sind somit nicht nur diagnostische
Marker, sondern auch pathogene Faktoren und bei einer Vielzahl (aktuelle Daten variieren,
liegen aber bei ca. 70%) von NMOSD-Patienten nachweisbar (Mader et al. 2011, Takahashi
2007, Kurzlehrbuch Neurologie Bender/Rémi/Feddersen/Fesl 2015). Noch ungeklart ist
allerdings der Ursprung der Antikorper. Zu erwdhnen ist, dass bei manchen Patienten mit

NMOSD Antikoérper gegen MOG nachweisebar sind. (Wingerchuk et al. 2015)

AQP4
monomer

Met-23
Met-1

Abb. 1.6: Aufbau Aquaporin-4 (Crane et al. 2011)

Proteinarchitektur des Aquaporin-4 mit Isoformen M1 und M23. Der Wasserkanal spielt eine Rolle
bei der Wasserhomoostase. (Wingerchuck 2012)

Im Bereich der Area Postrema ist die Bluthirnschranke weniger dicht ausgebildet als in
anderen Hirnregionen, daher haben dort Antikérper leichter einen Zugang zum ZNS. Ob eine
Schrankenstorung vorliegt oder intrathekal Immunglobuline gebildet werden, ldsst sich
herausfinden, wenn man die Immunglobuline und das Albumin aus Serum und Liquor
vergleicht. Dies kann im Reiber-Diagramm (Abb. 1.7) verdeutlicht werden, welches den
Liquor-Serum Quotienten der Immunglobuline gegen Albumin darstellt. Bei manchen
Patienten mit chronisch-entziindlichen Erkrankungen des ZNS ldsst sich durch das Reiber-
Diagramm die vermehrte intrathekale IgG-Synthese nachweisen. (Reiber et al. 1998, Reiber

1998)
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Abb. 1.7: Reiber-Diagramm (Reiber 1998)

Diagramm nach Reiber, Albumin- und Ig-Quotienten aus Serum und Liquor gegeneinander
aufgetragen; empirisch ermittelte Grenzlinie. 1) Intrathekale IgG-Synthese 2) Stérung der Blut-Hirn-
Schranke.

Bei starken Schiiben der Erkrankung kann es daher von Nutzen sein, eine Plasmapherese
(Blutwasche) durchzufiihren, um autoreaktive Immunglobuline auszuschwemmen.

Ebenso kann ein Schub durch die Gabe von Intravenésem Immunglobulin G oder
Methylprednisolon abgemildert werden. Monoklonale Antikérper, wie Rituximab
(anti-CD20-Ak), konnen die weitere Interaktion von B-Lymphozyten (Trager des
Oberflachenantigens CD20) hemmen und werden daher zur Eskalationstherapie eingesetzt.
Insgesamt werden immunmodulatorische Medikamente als Dauertherapie zusatzlich zur
symptomatischen Therapie im schubfreien Intervall eingesetzt. (Papadopoulos et al. 2014,
Wingerchuk et al. 2007, Hauer et al. 2008, AWMF-Leitlinie 2014 Diagnose und Therapie der
Multiplen Sklerose)

Die Therapie der NMOSD unterscheiden sich sowohl im Schub als auch im Verlauf sehr von
der einer MS. Azathioprin und Methotrexat (Immunsupressiva) haben sich bei der NMOSD
als Dauertherapie bewdahrt, wohingegen Fingolimod (unterdriickt Lymphozytenwanderung)
(Kappos et al. 2010) oder Natalizumab (Antikorper, welcher die Migration von Lymphozyten
hemmt) (Polman et al. 2006) als Medikation der MS vorbehalten sind. (Wingerchuck 2012,
Kurzlehrbuch Neurologie Bender/Rémi/Feddersen/Fesl 2015) Langzeitstudien haben
gezeigt, dass Rituximab als Medikament einsetzbar ist und zur Stabilisierung bei NMOSD

Patienten der klinischen Symptome fiihren kann. (Pellkofer et al. 2011)
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1.3 Glykosylierung von Antikérpern

Die Antikorper scheinen eine zentrale Rolle bei neuroimmunologischen Erkrankungen zu
spielen. Im Serum ist die meist vertretene AntikOrperklasse das IgG. Der Aufbau der
Immunglobuline G besteht aus zwei leichten und zwei schweren Polypeptidketten, wobei die
variablen Teile Fab durch je einen Teil der schweren und einen Teil der leichten Kette
gebildet werden und der konstante Teil Fc allein aus schweren Ketten besteht. Bei
Immunglobulinen der Gruppe G finden sich im Bereich des Fc-Teils Zuckerketten. (Abb. 1.8)
Diese Glykosylierungen beeinflussen iiber ihre Zusammensetzung die Struktur und damit
die Aktivitdt des Fragments. Die Oligosaccharide sind an der Aminogruppe der Aminosaure

Asparagin 297 gebunden. (Selman et al. 2011, Arnold et al. 2007)

Abb. 1.8: Aufbau von IgG mit Glykosylierung (Arnold et al. 2007)

Die y-artige Struktur ergibt sich aus den schweren (blau) und leichten Ketten (lila).
Die Glykosylierung (rot) stabilisiert und modelliert den Fc-Teil des Antikorpers.

Innerhalb der Immunglobulingruppe G koénnen vier Untergruppen IgG1-4 unterschieden
werden. Jede Untergruppe zeigt eine Variante in der Glykosylierungssequenz. Ebenso
scheint die Sequenz bei physiologischen, sowie pathologischen Prozessen zu variieren.
(Huhn et al. 2009, Wuhrer et al. 2015) Die Untergruppen der Immunglobuline G
unterscheiden sich auch in der Haufigkeit ihres Vorkommens. Im Serum ist die Subklasse

[gG1 am haufigsten zu finden, wie auch bei der MS in den Oligoklonalen Banden des Liquors.
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(Correale et al. 2002, Janeway Immunologie Murphy/Travers/Walport 2009, Losy et al.
1990)

1.3.1 Fcy-Rezeptor-Aktivierung

Die Fcy-Rezeptoren lassen sich ebenso wie die Immunglobuline in Unterklassen (FcyI-III,
FcRn) aufteilen. Sie gehdren zu einer Familie von Fc-Rezeptoren, wobei die Fcy-Rezeptoren
Immunglobuline G binden. (Lisi et al. 2011, Nimmerjahn et al. 2008)

Die Zellen des Immunsystems exprimieren jeweils Isotypen dieser Rezeptoren. Der
Fcyl-Rezeptor ist vornehmlich auf Makrophagen und Monzyten zu finden, wohingegen auf

B-Zellen der FcylIB-Rezeptor zu finden ist. (Bruhns 2012)

Die Tabelle 1.1. zeigt eine Zusammenstellung von Fcy-Rezeptoren, sowie ihre Vorkommen
und Bindungsaffinitdten, ebenso wie den Vergleich von humanen zu Maus Rezeptoren.

Bei der Maus ist die Nomenklatur der Rezeptoren die gleiche wie beim Menschen, allerdings
gibt es keine FcylIA-, FcylIC- und FcyllIB-Rezeptoren, dafiir allerdings einen FcyIV-Rezeptor,
welcher beim Menschen nicht vorkommt. Vergleicht man die Rezeptortypen von Maus und
Mensch unabhdngig von ihrer Struktur eher im Hinblick auf die Funktionalitit mit
Expressionsmuster und Ligandenbindung, waren sich zum Beispiel der FcyRIV und der

hFcyllIA bzw. hFcyl am dhnlichsten. (Bruhns 2012)
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Fc-Rezeptoren

HUMAN MAUS
Fc-Rezeptor Name Bindung Affinitdt Zelltyp Effektorfunktion Motiv —> Fc-Rezeptor Name Bindung Affinitdt Zelltyp Effektorfunktion Motiv
Vergleich
FcyRI (CD64) 1gG1 T Basophile Zellaktivierung ITAM FcyRI ™ Dendtritischen Zellen Zellaktivierung ITAM
Dendtritischen Zellen 1gG2a
1gG3 Makrophagen 1gG2b
18G4 Mastzellen 1gG3
Monozyten
Neutrophile
FcyRIIA (CD32A) 1gG1 N Dendtritischen Zellen Zellaktivierung ITAM
18G2 Eosinophile
1gG3 Makrophagen
18G4 Monozyten
Neutrophile
FcyRIIB (CD32B) 1gG1 N Basophile Inhibierung Zellfunktion ITIM FcyRIIB 1gG1 N Basophile Inhibierung Zellfunktion ITIM
1gG2 B-Zellen 1gG2a B-Zellen
18G3 Dendtritischen Zellen 1gG2b Dendtritischen Zellen
1gG4 Makrophagen Eosinophile
Monozyten Makrophagen
Neutrophile Mastzellen
NK-Zellen Monozyten
Neutrophile
FeyRIIC (CD32C) 1gG1 $ Makrophagen Zellaktivierung ITAM
1gG2 Monozyten
1gG3 Neutrophile
18G4 NK-Zellen
FcyRINIA (CD16A)  1gG1 N Makrophagen Zellaktivierung ITAM FeyRIll 1gG1 N Basophile Zellaktivierung ITAM
1gG2 Monozyten 1gG2a Dendtritischen Zellen
18G3 NK-Zellen 1gG2b Eosinophile
1gG4 Makrophagen
Mastzellen
Monozyten
Neutrophile
FcyRINB (CD16B)  1gG1 N Basophile Nicht bekannt GPI NK-Zellen
Neutrophile
1gG3
18G4
FcyRIV ™ Makrophagen Zellaktivierung ITAM
1gG2a Monozyten
1gG2b Neutrophile
FcRn 1gG1 ™ Antigen-prasentierende Zellen 1gG-Recycling FcRn 1gG1 O B-Zellen 1gG-Recycling
1gG2 Dendtritischen Zellen Transport IgG-Ag 1gG2a Dendtritischen Zellen
18G3 Endothelzellen vaskuldr 1gG2b Endothelzellen vaskular
1gG4 Epithelzellen intestinal 1gG3 Epithelzellen intestinal
Makrophagen Makrophagen
Monozyten Monozyten
Neutrophile Neutrophile

Synctiotrophoblasten

Tab. 1.1: Ubersicht der Fcy-Rezeptoren bei Mensch und Maus

Die Tabelle zeigt eine Zusammenstellung der gingigen Fcy-Rezeptoren und deren Bindungsaffinitit zu den
Immunglobulinklassen, sowie welche Zelltypen die Rezeptoren exprimieren. Dabei gibt es aktivierende (ITAM) und
inhibierende (ITIM) Doménen, die an die Rezeptoren gekoppelt sind und somit den Ligandeneffekt beeinflussen. Im
Vergleich zu den humanen Fc-Rezeptoren stehen die analog benannten Rezeptoren der Maus. Diese Nomenklatur
ist allerdings nach der Beschaffenheit getroffen, daher muss ein genauerer Vergleich in der Funktionalitit erfolgen.
Zudem sind nicht alle Rezeptortypen bei Maus und Mensch zu finden. So ist der FcyIV-Rezeptor nur bei der Maus
vorhanden, wohingegen FcyITA-, FcylIC-, sowie FeyIIIB-Rezeptoren nur beim Menschen vorkommen.

(Bruhns 2012)

Die IgG Subklasssen zeigen unterschiedliche Bindungsaffinitaten zu Fcy-Rezeptoren, was die
Signalintensitat zur Aktivierung des Rezeptors beeinflusst. IgG1 weist dabei die starkste
Affinitit zu den humanen Rezeptoren auf, vor allem am Fcyl-Rezeptor. Eine
Signaliibertragung tber andere Fcy-Rezeptoren als FcyRI kommt vorwiegend durch
multivalente IgG-Antigen Immunkomplexe zustande, denn diese Immunkomplexe ergeben
eine hohe Aviditadt in den Fc-FcyR Interaktionen. (Bournazos et al. 2017)

Bis auf den FcylIB-Rezeptor, welcher eine inhibierende Wirkung nach Bindung von IgG

induziert, haben alle humanen und Maus Isotypen der Fcy-Rezeptoren eine aktivierende
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Wirkung (Abb. 1.9). 1gGs konnen damit sowohl einen pro- wie auch antiinflammatorischen

Wirkmechanismus bedingen. (Bruhns 2012)
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Abb. 1.9: Schematische Darstellung der humanen (oben) und Maus (unten) Fcy-Rezeptoren
(Bruhns 2012)

Die obige Abbildung zeigt die humanen Rezeptoren, die untere die Maus Fcy-Rezeptoren.

Es wird davon ausgegangen, dass die Fcy-Rezeptoren eine transmembrane Struktur mit einem
zytoplasmatischen Anteil darstellen. Die Signalvermittlung nach Bindung eines Antikérpers findet an
der zytoplasmatischen Region mittels aktivierenden Dominen (ITAM = immunorecptor tyrosine-based
activation motif) oder inhibierenden Dominen (ITIM = immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif)
statt. Eine Ausnahme stellt der Fcy-RIIIb (human) dar, da dieser keine direkte Verbindung zum
Zytoplasma aufweist und die Aktivierung noch unklar ist.

Die Zuckerketten (Abb. 1.10) scheinen dabei eine mafdgebliche Rolle in der Aktivierung von
Fc-Rezeptoren zu spielen. Die verschiedenen Arten der Glykosylierungen bedingen die Form
des Fc-Fragments des Antikorpers, wodurch die Bindungsfahigkeit zu dessen Fc-Rezeptoren
beeinflusst und letztendlich die Aktivierung des Rezeptors verandert wird. (Wuhrer et al.
2007, Kaneko et al. 2006)

Es liegt daher die Frage nahe, ob die Zuckerketten von Antikérpern experimentell
modifiziert werden kénnen und somit die Aktivierung durch den Antikérper verstarkt oder
vermindert werden kann.

Mittels enzymatischer Spaltungen der Oligosaccharide konnten Allhorn et al. (2010) die

reduzierten Effektorfunktionen von anti-D der roten Blutkérperchen nachweisen. Diese
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These konnten auch Nandakumar et al. (2007) bestdtigen, indem Endoglykosidase

modifizierte Antikorper in vivo eine abgeschwachte Form der Arthritis-Induktion zeigten.

Neuraminidase

EndoS

‘NeuSAc ‘Gal ‘GIcNAc Man 1,6

Fuc

—alb
’GIcNac H Man H GlcNACc H GlcNACc F g%
~

‘ Neu5Ac ‘ Gal l GlcNACc | Man

PNGaseF

GlcNAc

Abb. 1.10: Glykosylierung des Fc-Teils von IgG mit Spaltungsstellen der verwendeten Enzyme

Grundautbau der Glykosylierung an Asparagin 297.

Die Neuraminidase spaltet die Neuraminsiure endstindig ab und PNGaseF die gesamte Zuckerkette.
EndoS spaltet die Oligosaccharide an der Verbindung zwischen Mannose und N-Acetylglucosamin.
NeusAc: Neuraminsaure; Gal: Galactose; GleNAc: N-Acetylglucosamin; Man: Mannose;

Fuc: Fucose; Asn: Asparagin

(Bondt et al 2014, Kaneko et al. 2007, Nandakumar et al.2007, Collin et Olsén 2001)

1.3.2 Clqg-Komplement Aktivierung

Am Anfang der klassischen Komplement-Kaskade zur Abwehr von Krankheitserregern steht
das C1, welches aus zwei Proteinuntereinheiten Cl1q und C1lrCls-Komplex zusammen
gesetzt ist. C1q fungiert als Erkennungsregion und C1rC1 als katalytische Einheit.

Bei Aktivierung des Komplement Systems auf dem klassischen Weg, wird der Fc-Rezeptor an
dem Protein C1q gebunden. Die daraus resultierende Konfirmationsdanderung des C1q setzt
die katalytischen Prozesse des (Clr:Cls);-Komplexes in Gang und initiiert damit die
Komplementkaskade. (Janeway Immunologie Murphy/Travers/Walport 2009, Basta et
al.1991)

Auch hier lasst sich eine veranderte Aktivierung nach Deglykosylierung der Antikérper
vermuten. So konnten bereits Leatherbarrow et al. (1985) eine reduzierte Clq

Bindungsaffinitat, sowie eine verminderte Komplementaktivierung zeigen.
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1.4 Zielsetzung

Autoantikérper sind mafdgebliche Effektoren bei verschiedenen, entziindlichen
Autoimmunerkrankungen des zentralen und peripheren Nervensystems.
Die Rolle der Glykosylierungen von Autoantikorpern steht im Fokus der Arbeit, um mehr
iiber das Erkennen von Zielstrukturen der Antikorper und deren Induktion von
Effektorfunktionen zu erfahren.

Zur Analyse wurde zum einen mit Neurofascin-Antikérpern und zum anderen mit
Aquaporin-4-Antikorper gearbeitet.

Der monoklonale Antikorper gegen Neurofascin, welcher im Tiermodell die experimentell
ausgeldste autoimmune Enzephalitis verstarkt und einen Axonschaden induziert, wurde mit
verschiedenen Glykosidasen behandelt. Anschlieffend wurde untersucht, inwieweit die
Antigenerkennung durch eine Deglykosylierung des Antikorpers beeinflusst wird und
welchen Effekt die Deglykosylierung auf Fc-Rezeptor-vermittelte Stimulation einer
monozytaren Zelllinie hat.

Der ebenfalls verwendete Autoantikorper gegen Aquaporin-4 findet sich bei NMOSD
Patienten.

Um in einem Zell-basierten Assay die Antikérper-Antigen-Erkennung dieser IgGs iiberpriifen
zu konnen, wurde zunidchst eine mit AQP4 stabil transfizierte Zell-Linie etabliert. Die
gleichen Glykosidasen wie zuvor bei den NF-Ak dienten zur Praparation der IgG.

Die Ergebnisse sind die Basis fiir weitere Untersuchungen des Einflusses der

Glykosylierungen der Antikorper auf ihre Effektorfunktionen in vitro und in Tiermodellen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Patientenmaterial

Die verwendeten Plasmapheresen (PPH) stammen von NMOSD-Patienten. Die
Arbeitsgruppe von Prof. Reindl stellte die Proben zur Verfiigung (Universitatsklinik fiir
Neurologie, Innsbruck). Die humanen Proben enthalten fiir die NMOSD typische
AQP4-Antikorper, welche mittels Affinititschromatographie aufgereinigt wurden
(ausfiihrliche Beschreibung in 2.2.2.1). Sowohl die Plasmapherese, wie auch die

aufbereiteten Proben wurden bei -80 °C gelagert.

2.1.2 Labormaterial

2.1.2.1 Gerite

Die folgende Tabelle 2.1 fiihrt die verwendeten Gerate mit Name und Hersteller auf.

Tabelle 2.1
Geriit Name Hersteller
Blot Kammer MPI Werkstadt
Thermocycler Mastercycler gradient Eppendorf AG

DNA Engine, Peltier Thermal Cycler Bio-Rad Life Science
ELISA Reader VICTOR? 1420 Multilabel Counter Perkin Elmer
FACS Gerat FACS Calibur Becton Dickinson
FPLC-Anlage (initial) Pharmacia
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Geldokumentation Perfection 4990 Photo

Gelelektrophorese

Heizblock Blockthermostat BT 100
Laminar Air
Flow Hood Safe 2020
Inkubatoren Hareaus® BBD 6220
Kihlschrank 4°C
-20 °C
-80 °C
Magnetrihrer RCT basic
Mikroskop Lichtmikroskop Biomed

Spectrophotometer NanoDrop
Netzgerate EPS 500/400
EPS 3501XL

Neubauer-
Zahlkammer

pH-Meter inoLab® pH 720
Pipetten Pipete-Boy
Multipipette® plus
Multi-Channel Pipette Research®
Pipetman®
Pipetten Research®
Plattformschittler ~ Unimax 1010
Protein G Saule

Vortex Mixer MS2 Minishaker

20

Epson
MPI Werkstadt

Kleinfeld

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Liebherr-International AG
Liebherr-International AG
Thermo Fisher Scientific
IKA®Werke

Leitz

PEQLAB Biotechnologie
Amersham Pharmacia

Amersham Pharmacia

Carl Roth GmbH
WTW

INTEGRA Biosciences
Eppendorf AG
Eppendorf AG

Gilson

Eppendorf AG
Heidolph Instruments
GE Healthcare

IKA®Werke
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Waagen

Wasseraufbereitung
Wasserbad
Zellzéhler

Zentrifugen

Vortex Genie 2
PG5002 Delta Range
Prazisionswaagen
Milli-Q Advantage

Agualine

Tischzentrifuge 100AC
Tischzentrifuge 5417C
Tischzentrifuge 5415R
Ultrazentrifuge L8-50 M/E

Zellkulturzentrifuge
Heraeus® Multifuge 3 S-R

Zellkulturzentrifuge Rotina 46R

Scientific Industries
Mettler Toledo

Kern & Sohn GmbH
Millipore

Lauda

VWR International GmbH
Carl Roth GmbH
Eppendorf AG
Eppendorf AG

Beckman Coulter

Thermo Fisher Scientific

Hettich

Tabelle 2.1: Verwendete Gerdite

2.1.2.2 Chemikalien und Reagenzien

Die verwendeten Chemikalien wurden von
Invitrogen/Gibco®,

abweichende Reagenzien werden separat aufgefiihrt.

den Firmen Sigma-Aldrich, Merck,

sowie Thermo Fisher Scientific und Biozym bezogen. Davon

2.1.2.3 Verbrauchsmaterialien

Die Tabelle 2.2 listet die Verbrauchsmaterialien auf, welche im Methodenteil nicht naher

betitelt werden.
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Tabelle 2.2

Material Name Hersteller
Facsrohrchen Nunc Thermo Fisher Scientific
Kryoréhrchen Nunc Thermo Fisher Scientific

Pipettenspitzen
Mikrotiterplatten

Zellkulturplatten

Combitips Plus®
Nunc

Falcon ™

Eppendorf AG
Thermo Fisher Scientific

Becton Dickinson

Stericup Express™ plus Merck Millpore
Tubes Safe-Lock Eppendorf AG
Protein loBind® Eppendorf AG

Tabelle 2.2: Verbrauchsmaterial

Diverse Pippettenspitzen, Reaktionsgefafie und Zentrifugenrohrchen wurden von Becton
Dickinson und Eppendorf verwendet u.a. aus Polypropylen, um das Anhaften von Proteinen

wie zum Beispiel der Antikérper an den Gefafdwanden zu verringern.

2.2 Methoden

2.2.1 Zellbiologische Methoden

2.2.1.1 Zelllinien und ihre Kultivierung

HEK 293 (Human Embryonic Kidney - Zellen)

Die adhdrent wachsenden HEK 293 Zellen, welche sich gut zur Transfektion und
Proteinexpression eignen, wurden im Kulturmedium (s.u.) bei 37 °C 5 % CO2 kultiviert. Dem
Medium der AQP4-Plasmid transfizierten HEK-Zellen wurden 10 pl/ml Blasticidin
(GIBCO/Invitrogen, Karlsruhe) beigegeben, um den Selektionsdruck zu erhalten.
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TE671 (humane Rhabdomyosarkomzellen)

Ebenfalls adhdrent wachsen die TE671 Zellen. Diese wurde sowohl als Wildtyp Zellen
(TE-WT), als auch mit Neurofascin (TE-NF) kultiviert. Mit Neurofascin stabil transfizierten
TE671 Zellen wuchsen durch Zusatz von 0,75 mg/ml des Antibiotikums Geneticin (G418)
(PAA Laboratories, Colbe) bei 37 °C 5 % CO2 im Inkubator.

Die Zelladhdarenz wurde enzymatisch mit Trypsin-EDTA (Gibco®, Invitrogen) gelost. Die
enzymatische Reaktion zum Detachment wird mit Zugabe von Medium abgestoppt. Die

Zellen wurden pelletiert und im frischen Medium (s.u.) resuspendiert.

THP1 (humane monozytdre akute Leukdmiezellen)

THP1-Zellen sind Suspensionszellen und dem Medium (s.u.) wurde 1 % Pyruvat, 1 % NEAA
und 0,4 pl/ml 3-Mercaptoethanol zugefiigt.

Hybridom (Fusion von B-Zellen und Myelomzellen)

Zur MOG- oder NF-Antikorperproduktion wurden Hybridomzellen verwendet. Der

Uberstand wurde abzentrifugiert und die Antikdrper aufgereinigt.

¢  Kultivierungsmedium fiir alle Zelllinien (steril filtriert):
RPMI 1640 + L-Glutamin (GIBCO®/Invitrogen, Karlsruhe)
10 % FCS (Fetales Kalberserum)(PAN Biotech, Aidenbach)
1 % Penicillin/Streptomycin (GIBCO® /Invitrogen, Karlsruhe)

e Zellkulturflasche:

Falcon™ mit Gasaustauschkappe (Beckton Dickinson, Heidelberg)

2.2.1.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Um die Zelllinien langfristig zu lagern, wurden diese im fliissigen Stickstoff kryokonserviert.
Die Zellen wurden zunichst aus dem Kulturmedium abzentrifugiert. Jeweils 1x10°¢ Zellen
wurden in 1 ml Einfriermedium resuspendiert und in Kryotubes abgefiillt, welche umgehend
auf Eis gestellt wurden. Die Kryotubes wurden schrittweise erst bei -80 °C, einen Tag spater
in fllissigen Stickstoff eingefroren.

Das Einfriermedium bestand aus steril filtriertem 20 % FCS (= Fetal Calf Serum), 70 % RPMI
und 10 % DMSO (Dimethylsulfoxid). Das DMSO, welches eigentlich zelltoxisch ist, wirkt
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hierbei als Gefrierschutzmittel. Es minimiert die Kristallbildung u.a. in den

Zellzwischenraumen und somit das Absterben beim Einfrieren der Zellen.

Zum Auftauen der Zellen wurden die Kryotubes kurz in einem 37 °C warmen Wasserbad
erwarmt und direkt anschliefend in ein Kulturmedium gegeben, bis die Zellen vollstandig
aufgetaut sind. Um das DMSO-Medium abzutrennen, wurden die Zellen pelletiert und in

neuen Kulturmedium resuspendiert und ausgesat.

2.2.1.3 Bestimmung der Zellzahl und Viabilitit

Um die Lebendzellzahl einer Zellpopulation zu bestimmen, wurden diese mit Trypanblau
angefarbt. Der Farbstoff kann nur die Zellmembran toter Zellen passieren, so dass die vitalen
Zellen mithilfe der Neubauer-Zahlkammer unter dem Mikroskop ausgezahlt werden kénnen.
Daraus wurde der Mittelwert gebildet, mit dem Verdiinnungswert 10 multipliziert und der
Korrekturfaktor der Zahlkammer von 104 einberechnet. Der erhaltene Wert entsprach der

Zellzahl pro Milliliter.

* Trypanblaufirbung (1:10):

0,4 % Trypan blue solution (Invitrogen, Karlsruhe), in PBS 1:4 verdiinnt und steril filtriert

2.2.1.4 Stabile Transfektion eines Plasmids

Die HEK 293 Zellen wurden chemisch mittels FUGENE® 6 Transfection Reagent mit dem
Insert (AQP4) versehenen Plasmid pcDNA™ 6.2C-EmGFP-GW/TOPO® (Invitrogen,
Karlsruhe) transfiziert. Das darauf enthaltene rekombinante Plasmid AQP4-M23-EmGFP
(humanes Aquaporin-4, Isoform M23, Fusionsprotein mit EmFGP) wurde von Prof. Reindls
Arbeitsgruppe (Universitatsklinik fiir Neurologie, Innsbruck) zur Verfiigung gestellt.

Auf Multiwell-Zellkulturplatten wurden einen Tag vor der Transfektion 105 Zellen pro Well
in Kultivierungsmedium ausgesit, um eine Konfluenz von 50-80 % zu erreichen. Die
Transfektionslosung wurde den Zellen am darauffolgenden Tag zugegeben. Nach einer
Inkubationszeit von 24-48 Stunden erfolgte das Passagieren der Zellen und die Zugabe des

Antibiotikums Blasticidin, um eine stabile Transfektion zu gewahrleisten.
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* Transfektionslésung:
1 pug Plasmid DNA
3 nl FUuGENE® 6 Transfection Reagent (Roche, Mannheim)

97 ul RPMI 1640 + L-Glutamin (GIBCO® /Invitrogen, Karlsruhe)

¢  6-Well-Zellkulturplatte

2.2.1.5 Zellstimulation

Fiir die Fc-Rezeptor abhdngige Stimulation der THP1 Zellen wurden diese zusammen mit
den NF-Antikérpern und den mit Neurofascin stabil transfizierten TE Zellen bei 37 °C 5 %
CO; inkubiert. Dafiir wurden 3x10> THP1 Zellen zusammen mit 105 Wildtyp bzw.
Neurofascin TE Zellen in Kultivierungsmedium in einer 24-Well-Platte ausgesait. Die
deglykosylierten NF-Antikorper wurden entsprechend einer Verdiinnungsreihe zugegeben.
Nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden wurden die Uberstinde auf eine IL8-ELISA Platte

libertragen und analysiert.

*  Kultivierungsmedium(steril filtriert):

RPMI 1640 + L-Glutamin

10 % FCS (Fetales Kéalberserum)

1 % Penicillin/Streptomycin

1 % Pyruvat

1% NEAA

0,4 ul/ml 3-Mercaptoethanol
* Antikérper:

Unterschiedlich deglykosyliert (Neuraminidase; EndoS; PNGase) je 1 pg/ml, 0,1 pg/ml, 0,01 pg/ml
¢ 24-Well-Kulturplatte

2.2.2 Proteinanalytik

2.2.2.1 Antikérperaufreinigung

Zur Aufreinigung der Antikérper wurde eine Protein G-Affinitdtschromatographie

angewendet. Dabei bindet der Fc-Teil des IgGs reversibel und spezifisch das Protein G (ein
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Bakterienprotein aus der Gattung Streptococcus). Eine Sdule fungiert als Trager fiir das
Protein G.

Die Sdule wurde nach dem Waschen bzw. Reinigen mit PBS mit dem Probenmaterial
beladen. Das Protein G hat nun die Antikérper gebunden und soll nun wieder davon getrennt
und aufgefangen werden (= Elution). Vor der Elution mit Glycin wurde die Saule erneut mit
PBS gewaschen. Das Eluat wurde in Fraktionen von 1 M Tris (pH = 9) aufgefangen, um den
niedrigen pH-Wert des Glycins auszugleichen. Dabei wird ein End-pH-Wert von ca. 7-8
erreicht. Verfolgt wurd die Elution mittels UV-Detektor basierend auf einer

Absorptionsmessung bei A = 277 nm.

®* FPLC-Anlage (Fast protein liquid chromatography): Flussrate 1 ml/min

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte im Anschluss mittels NanoDrop-Messung

bei A = 280 nm.

2.2.2.2 Antikoérperdeglykosylierung

Die Antikdrper wurden mit den Enzymen EndoS, PNGaseF und Neuraminidase
deglykosyliert.

EndoS (Endo-f-N-Acetylglucosaminidase) wird von den Bakterium Streptococcus pyogenes
gebildet und hydrolysiert die B-1,4-di-N-Acetylchitobiose Bindung der Zuckerketten von
humanen IgG.

Das Enzym PNGaseF (Peptid-N-Glykosidase F) stammt von dem Flavobacterium
meningosepticum und spaltet die Bindung zwischen Asparagin und N-Acetylglucosamin.

Die Neuraminidase (Endo-N-Acetyl-Neuraminidase (Sialidase)) stammt aus dem Bakterium
Clostrium perfrigens und spaltet endstindige Neuraminsduren (Sialinsduren) an der

Bindung a2-3, a2-6 und a2-8 von restlichen Zuckerketten ab.

Die Protokolle fiir den Antikérperverdau wurden empirisch bestimmt.

EndoS (Kooperation mit Matthias Collin, Universitat Lund):

e fiir 1 mg Antikérper wurden 5 - 10 pl Enzym verwendet
PNGaseF (New England Biolabs®):

¢ fiir 1 mg Mausantikérper wurden 22 pl Enzym verwendet
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¢ fiir 1 mg Plasmapherese wurden 4 pl Enzym verwendet
* der Puffer G7 wird 1:10 zum Gesamtvolumen zugegeben

* der Puffer NP40 wird 1:10 zum Gesamtvolumen zugegeben

Neuraminidase (New England Biolabs®):
¢ fiir 1 mg Mausantikérper wurden 22 pl Enzym verwendet
¢ fiir 1 mg Plasmapherese wurden 4 pl Enzym verwendet

* der Puffer G1 wird 1:10 zum Gesamtvolumen zugegeben

Inkubation fiir 24 Stunden bei 37 °C.

2.2.2.3 Gelelektrophorese und Lektin-Blot

Die Deglykosylierung der Antikorper wurde mittels Gelelektrophorese und Lektin-Blot
tiberpriift.

Die diskontinuierliche SDS-PAGE (Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis)
dient der Auftrennung des Proteingemisches. Hierbei denaturiert das SDS die Proteine und
unterbindet die Ausbildung von Quartarstrukturen. Die Proteine werden auch mit einer
negativen Gesamtladung versehen und wandern dadurch ausschliefdlich anhand ihrer Grofie
im elektrischen Feld zum Plus-Pol. Die Polyacrylamidmatrix fungiert als Trenngel.

Verwendet wurden die Gele NUPAGE® Novex® 4-12 % Bis-Tris (Invitrogen) und als
Grofdenstandard Full-Range Rainbow Marker (MW 10-250 kDa) (GE Healthcare). Die Proben
wurden vor dem Auftragen auf das Gel mit einem nicht-reduzierenden Auftragspuffer
versehen und 5 min bei 95 °C denaturiert. Die Gelelektrophorese wurde in einer Gelkammer
(Novex®, XCell II™ Blot Module (Invitrogen)) umspiilt von einem Lauf-Puffer bei einer

konstanten Spannung von 200 V ca. 50 min durchgefiihrt.

¢ Auftragspuffer: NuPAGE® LDS Sample Buffer (4X) (Invitrogen)
¢ Lauf-Puffer: NuPAGE® MOPS SDS Running Buffer (20X) (Invitrogen)

Um im nachsten Schritt die Reste der Zuckerketten der Antikorper selektiv mit
Lektinfarbungen analysieren zu kénnen, wurden die Proteine aus dem Gel auf eine Membran

mittles Elektroblotting transferiert und darauf fixiert. Dabei wurde das Semi-dry-Verfahren
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angewandt. Dazu wurde das Gel auf die Membran und zwischen den dreilagigen
Filterpapieren platziert und anschlieflend zwischen die Elektrodenplatten gelegt. Das

Blotten erfolgte 60 min bei 150 mA.

®* Membran: Hybond-P Polyvinylidenfluorid (PVDF) (GE Healthcare)
* Filterpapier: Whatman®-Filterpapier (GE Healthacare) getrankt in Transferpuffer
* Transferpuffer: NuPAGE® Transfer Buffer (20X) 5 ml, 10 ml 100 % Methanol, 85 ml Aqua dest.

®* Blotgerit: Trockenblot (MPI Werkstatt)

Uber Nacht wurde die Membran mit den entsprechenden Lektinen angeférbt.

* LCA (Lens ulinaris agglutinin, VECTOR Laboratories):
1:1000 in TBS
nach EndoS und PNGaseF

bindet an D-Glucose und D-Mannose

* SNA (Sambucus nigra lectin, VECTOR Laboratories):
1:1000 in TBS
nach Neuraminidase

bindet an Galaktose und Neuraminsauren

Geblockt wurde die Membran mit dem Blocking Reagent fiir eine Stunde und anschlief3end
wurde zweimal mit TBS und einmal mit TBS mit Mg?* gewaschen. Nach der Aktivierung mit
Streptavidin (1:2000 mit TBS; Jackson) wurde die Membran mit der Detektionslésung 1 min
inkubiert und direkt anschliefiend in eine lichtgeschiitzte Kassette gelegt. Im Dunkelraum
(OPTIMAX® X-Ray Processor, Protec) wurden die Rontgenfilme (Amersham Hyperfilm™
ECL, GE Healthcare) nach 1 bis 15 Sekunden Expositionszeit entwickelt.

* Blocking Reagent: Western Blocking Reagent

* Detektionsléosung:
10 ml ECL A-L6sung (0,25 % Luminol, 1 M Tris-HCl pH 8.6)
100 pl ECL B-Loésung (0,11 % para-Hydroxycoumarinsaure, DMSO)
3,1 pl 30 % H20:

Das Gel wurde nach dem Blot mit dem Coomassie®-Brilliant-Blau (0,1 % Coomassie®-

Brilliant-Blue, 40 % Methanol, 10 % Essigsdaure) 20 Minuten angefarbt und anschlief3end mit
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dem Entfiarber (50 % Ethanol, 7 % Essigsdure) solange entfarbt bis nur noch die Banden

blau gefarbt zu sehen waren.

2.2.3 Immunologische Methoden

2.2.3.1 ELISA: Quantifizierung von IL8

Um die IL8 Konzentration aus dem Zellstimulationsversuch zu quantifizieren wurden die
Uberstiande abzentrifugiert und auf die ELISA-Platte iibertragen. Hierfiir wurde das ELISA-
DuoSet® human CXCL8/IL8 (#DY208) von R&DSystems verwendet. Nach dem Prinzip eines
Sandwich-ELISA wurde eine 96 Well-Mikrotiterplatte tiber Nacht mit dem Capture Antibody
(antihumaner IL-8 Maus-antikérper) bei 4 °C gecoated. Zwischen den einzelnen
Inkubationsschritten wurde die Platte dreimal mit jeweils 200 pul Waschpuffer gewaschen.
Das Abblocken erfolgt mit einer Blockierungslosung 300 pl je Well fiir 1 Stunde bei
Raumtemperatur, um die Hintergrundaktivitat des ELISA zu minimieren. Die Proben wurden
mit 100 pl je Well unverdiinnt aufgetragen und als Kontrolle wurde der Standard
(rekombinantes humanes IL-8) in einer Verdiinnungsreihe verwendet. Der zweistiindigen
Inkubationszeit folgte die Zugabe des Detection Antibody (biotinylierter antihumaner IL-8
Ziegenantikorper) mit erneuter Inkubation von 2 Stunden bei RT. Die Enzymmarkierung der
Antikorper erfolgte mit Streptavidin-HRP 20 Minuten dunkel abgedeckt bei RT. Die
Substratlésung startete die Enzymreaktion und wurde nach 20 Minuten Inkubation (RT;
dunkel abgedeckt) ohne erneuten Waschvorgang mit Schwefelsaure gestoppt. Die Messung
der optischen Dichte erfolgte bei 450 nm und wurde durch die Messung bei 540 nm

korrigiert.

®* Waschpuffer: PBS-Tween® 0,05 %,pH 7,2 - 7,4

* Blokierungsléosung: 1 % BSA in PBS mit 0,05 % NaN3

®* Reaktionslésung: 0,1 % BSA in TTBS, pH 7,2 - 7,4, steril filtriert

¢ Sreptavdin-HRP (Jackson): Verdiinnung 1:200 in Reaktionslésung
® Substratlosung: 1:1 (H20,:TMB)

* Stopplosung: 2 N H,SO4
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2.2.3.2 FACS-Analyse

Die FACS-Analyse (fluorescence activated cell sorter) dient der Separation von markierten
Zellpopulationen und der quantitativen Analyse von Zellen. Die Erfassung von
Oberflachenmolekiilen der untersuchten Zellen erfolgt durch Fluoreszenzfarbstoff-
markierte Antikorper. Das Prinzip der hydrodynamischen Fokussierung ermoglicht in
Einzelzellsuspension die Laserbestrahlung und Detektion der Fluoreszenz. Eine
Mehrfarbenfluoreszenzanalyse erlaubt dabei die Messung verschiedener Antikorper-
Markierungen. Das Vorwartsstreulicht des Lasers (FSC = Forwardscatter) korreliert mit der
Grofle bzw. dem Volumen der Zelle. Das senkrecht abgestrahlte Seitwartsstreulicht (SSC =
Sidescatter) dient als Maf$ fiir die Zellgranularitat. Mittels FSC-SSC-Diagramms lassen sich

die Zellpopulationen unterscheiden.

Um die Oberflichenantigenbindung deglykosylierter Antikérper zu untersuchen, wurden
zunachst 105 Zellen pro Well mit dem entsprechenden Oberflichenantigen in FACS-Puffer
auf einer 96 Well-Mikrotitierplatte ausgesat und zusammen mit den deglykosylierten
Antikérpern 45 Minuten auf Eis inkubiert. Die Sekundirantikdrper wurden nach
dreimaligem Waschen mit 200 pl FACS-Puffer zugegeben und erneut 45 Minuten auf Eis
inkubiert. Nach einem erneuten Waschschritt werden die Zellen mit einem Totfarbstoff
angefarbt und direkt in die FACS-Rohrchen tiberfiihrt. Nach der Messung am FACS-Gerat
wurden die FACS-Daten mittels Flow]o (TreeStar, USA) ausgewertet.

¢ FACS-Puffer: 1 % FCS in PBS (steril auf Eis)
* Totfarbstoff: Propidiumiodid; TO-PRO®-3 (Invitrogen)

Flir das ,Sorten“ der stabil transfizierten HEK 293 Zellen wurde nach gleichem Schema

ebenfalls die Durchflusszytometrie angewandt. Als Farbstoff diente hier das im

transfizierten Plasmid enthaltene GFP (Griin fluoreszierendes Protein).
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2.2.4 Molekularbiologische Methoden

2.2.4.1 Transformation des Plasmides

Zur Transformation des Plasmids wurde dieses mittels Elektroporation in E.coli Bakterien
eingebracht. Daflir wurden die Plasmid-DNA und Bakterien in Elektroporations-Kiivetten
vermengt, ohne Lufteinschliisse zu verursachen und fiir 30 Minuten gekiihlt. Durch das
Anlegen eines elektrischen Feldes fiir ca. 4 Sekunden wurde die Zellmembran
permeabilisiert und die DNA konnte in die Bakterienzelle eingeschleust werden. Zur
Regeneration wurden die Zellen nach Zugabe von LB-Medium fiir 45 Minuten bei 37 °C in
einen Schiittlerinkubator gestellt. Anschliefend wurden die Zellen auf einer Agarplatte
ausgestrichen und bei 37 °C fiir eine Nacht inkubiert. Die Klone wurden gepickt und in LB-

Medium erneut uber Nacht kultiviert.

¢ E.coli: 50 ul One Shot TOP10® Chemically Component (Invitrogen)
¢ Plasmid-DNA: 1 pl Plasmid pcDNA™ 6.2C-EmGFP-GW /TOPO® (Invitrogen, Karlsruhe)
Insert: human Aquaporin-4, Isoform M23, Fusionsporien mit EmGFP
Leervector: pcDNA™ 6.2 (Invitrogen, Karlsruhe)
* Elektroporation: Kiivetten (Bio-Rad), Gerat (Gene-Pulser I, Bio-Rad)
¢ LB-Medium (autoklaviert): 500 pl
1 % Bacto Trypton (Becton Dickinson), 0,5 % Hefeextrakt (Becton Dickinson), 0,5 % NaCl
e Agar (autoklaviert): 1,5 % Bacto Agar (Becton Dickinson) mit LB-Medium und 100 pg/ml Ampicillin

2.2.4.2 Praparation von Plasmid-DNA

Die Isolierung der DNA aus den abzentrifugierten Bakterienkolonien erfolgte mittels
QIAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN) nach dem QIAprep Miniprep Handbook. Das Protokoll
zur Aufreinigung der DNA basiert auf der alkalischen Lyse der Bakterien und das binden an
ein Anionenaustauscherharz.

Die DNA-Konzentration wurde photometrisch mit dem Nano-Drop gemessen.
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2.2.4.3 Analyse der Plasmid-DNA

Die aufgereinigten Plasmide wurden mittels PCR (Polymerase Chain reaction) und
Gelelektrophorese auf ihren Inhalt tiberpriift. Zuvor wurden die Plasmide linearisiert.
Dafiir wurden die Plasmide mit einem Enzym und einem Puffer fiir zwei Stunden bei 37 °C

inkubiert.

¢ Plasmid: 5 pg

¢ Scal: 5pl (Enzym zum schneiden von Plasmiden)
e Puffer: 5 pl 10fach Puffer FastDigest

e Hz0:ad 50 ul

Anschliefdend wurden die Proben (gelost in PCR-Puffer), sowie die Leervektoren zunachst
im Cycler amplifiziert und im Anschluss auf ein Gel aufgetragen. Zusatzlich wurde ein
Ladder, ein Marker fiir DNA-Grofien, verwendet. Nach Anlegen der elektrischen Spannung
an die Gelkammer wandern die DNA-Fragmente je nach Groéfie schneller oder langsamer
zum Pluspol, so dass diese in der anschliefenden Fotokammer nach der Grofie aufgetrennt

detektiert werden konnen.

* Gel: 1,5 g Agarose mit 150 ml TAE-Puffer und 15 ul SYPR Safe
¢  PCR-Puffer: 10fach Puffer, d’'NTPs, Primermix, Taq Polymerase, H20
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3 Ergebnisse

Untersucht wurden die Effektorfunktionen und die Rolle der Glykosylierungen von
Antikorpern bei demyelinisierenden Erkrankungen des Nervensystems, zundchst an einem
monoklonalen Maus-Antikorper gegen Neurofascin und anschliefend an humanen

Aquaporin-4-Antikorpern aus Plasmapheresen von NMOSD Patienten.

3.1 Modulation und Reaktivitit von Neurofascin-Antikérpern

Der verwendete monoklonale Neurofascin A12/18.1 Antikorper wurde von Hybridomzellen
produziert und aus den Uberstinden mittels Protein G-Affinititschromatographie
aufgereinigt. Dieser Antikorper (IgG2a) bindet sowohl NF155, als auch NF186 und induziert
in vivo einen axonalen Schaden. (Mathey et al. 2007) Dariliber hinaus verstirkt dieser

Antikorper auch Entziindungen im peripheren Nervensystem. (Ng et al. 2012)

3.1.1 Differentielle Deglykosylierung des monoklonalen anti-Neurofascin

Antikoérpers

Der monoklonale Neurofascin-Antikorper A12/18.1 wurde mit drei verschiedenen Enzymen
verdaut, welche Zucker von glykosylierten Proteinen abspalten kénnen.
Die Enzyme Neuraminidase, PNGaseF und EndoS wurden hierbei eingesetzt, um die

Glykosylierungen am Fc-Fragments des Antikorpers an verschiedenen Stellen zu schneiden.

Neuraminsdauren sind endstdndige Zuckerreste und wurden durch die Neuraminidase
abgespalten.

Fiir das Trennen der kompletten an Asparagin2?’ gebundenen Zuckerkette am innersten
N-Acetylglucosamin wurde die PNGaseF verwendet, welche komplexe Oligosaccharide mit
hohem Mannoseanteilen vollstindig vom Protein hydrolysieren kann.

EndoS schneidet den {3-1,4-di-N-Acetylchitobiose Anteil der an Asparagin gebundenen

Zucker ab und 16st somit die Verbindung zwischen Mannose und GIcNAc.
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Die Deglykosylierungen der Antikorper durch die Enzyme Neuraminidase, PNGaseF und
EndoS wurden anhand von SDS-PAGE und einem Lektin-Blot iiberpriift.

Mittels der SDS-PAGE (Abb. 3.1) konnten die Molekulargewichte der deglykoslierten und der
unveranderten Antikorper miteinander verglichen werden. Deutlich zeigte sich ein
verringertes Molekulargewicht bei den mit PNGaseF und EndoS verdauten AK. Die
endstindigen Neuraminsduren fallen nicht so schwer ins Gewicht, aber auch nach
Neuraminidase Deglykosylierung schien das Molekulargewicht in der SDS-Page etwas

leichter. Die Wirksamkeit der Enzyme wurde somit nachgewiesen.
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Abb. 3.1: SDS-PAGE Anti-Neurofascin mAb A12/18.1

Anti-Neurofascin mAB A12/18.1 wurden pro Tasche 8pg zusammen mit dem Auftragspuffer zur
Gelelektrophorese aufgetragen. Die Gelelektrophorese wurde unter reduzierenden Bedingungen
durchgefiihrt. Der Full-Range Rainbow Marker zeigte den GroBenstandard an. Nach der Coomassie -
Farbung wurde die schwere Kette des Antikorpers sichtbar. Verglichen wurden der unbehandelte
NF-Antikorper A12/18.1 mit zuvor Neuraminidase, PNGaseF oder EndoS inkubierten
NF-Antikérper. Man erkennt das reduzierte Molekulargewicht der mit PNGaseF oder EndoS
behandelten AK.

Der Lektin-Blot wurde ebenfalls als Methode verwendet, um die Deglykosylierungen
nachzuweisen. Lektine sind Proteine, die an spezifischen Zuckerresten binden und wodurch

das Vorhandensein bestimmter Zuckerstrukturen nachgewiesen werden kann.
Die Neuraminidase spaltet Neuraminsauren endstandig von den Zuckerketten ab. Das Lektin

SNA bindet an Neuraminsduren, so dass nur bei Vorhandensein dieser eine Farbung

entsteht.
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Bei den unverdanderten NF-Antikorpern zeigte der Blot (Abb. 3.2) eine Markierung durch die
SNA gefarbten endstindigen Neuraminsauren an. Ein noch angedeutetes reduziertes Signal
zeigte sich bei den SNA angefarbten mit Neuraminidase deglykosylierten NF-Antikorpern.

Anhand des Blots konnte gezeigt werden, dass eine Reduktion durch das Abschneiden der
endstandigen Neuraminsaure erfolgreich war. Der Rest des Zuckerbdumchens bleibt stehen,
daher ist die minimale Anderung des Molekulargewichtes durch den Verdau im Coomassie-

Gel kaum darstellbar.

Die an Asparagin?®’ gebundene Zuckerkette wird am N-Acetylglucosamin durch PNGaseF
hydrolysiert. Das Lektin LCA markiert die in der Glykosylierung enthaltene Mannose, was
sich am Signal der unverdauten NF-Antikorper im Blot veranschaulichen lasst. Eine
verminderte Signalintensitdt zeigten die mit LCA angefarbten PNGaseF hydrolysierten

NF-Antikorper im Lektin-Blot.

Das Enzym EndoglykosidaseS (EndoS) schneidet die 3-1,4-di-N-Acetylchitobiose, so dass im
Lektin-Blot die LCA Anfarbung reduziert detektierbar ist. Im Vergleich zu den Antikérpern
mit ungeschnittenen Zuckersequenzen bindet das Lektin LCA an der Mannose und farbt

diese damit im Blot an.
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Abb. 3.2: Lektin-Blot Anti-Neurofascin mAb A12/18.1

Der Lektin-Blot der SDS-PAGE fiir Anti-Neurofascin mAB A12/18.1 wurde bei der
Deglykosylierung durch die Neuraminidase mit SNA (1:1000 verdiinnt) (4) und der
Deglykosylierungen durch PNGaseF oder EndoS mit LCA (1:1000 verdiinnt) (B und C) detektiert. Die
unverdnderten NF-Antikorper lieBen sich dabei gut anfirben. Bei den deglykosylierten
NF-Antikérpern war das Signal stark vermindert. Daher lieB sich eine Hydrolyse einzelner
Zuckersequenzen durch die Enzyme bestitigen.
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Im Lektin-Blot zeigten alle deglykosylierten Antikorper eine abgeschwachte Signalintensitat,
verglichen mit den unveranderten Antikérpern. In der SDS-PAGE zeigte sich zusatzlich ein
Gewichtsunterschied zwischen den nicht verdauten und den mit EndoS und PNGaseF
verdauten Neurofascin Antikoérpern. Ebenso ldasst sich der Effekt bei Neuraminidase
deglykosylierten AK im Coomassie-Gel erahnen (Abb. 3.1). Hierdurch konnte die
hydrolysierende Wirkung aller Enzyme auf die Glykosylierungen der Neurofascin

Antikorper gezeigt werden.

Bei jedem neuen Ansatz eines Verdaus wurde der Effekt anhand einer SDS-PAGE und eines
Lektin-Blots tiberpriift. So konnte jedes Mal, bevor die Antikérper weiter verwendet wurden,

die Deglykosylierung nachgewiesen werden.

3.1.2 Antigenerkennung deglykosylierter monoklonaler anti-Neurofascin Antikorper

Nach der Deglykosylierung des mAk anti-NF wurde eine etwaige Konformationsanderung
des AK und damit verbundene mogliche Beeintrachtigung der Antigenbindung untersucht.
Zur Uberpriifung wurde die stabil mit NF-186 transfizierte Zelllinie TE671 (TE-NF186)
eingesetzt (Ng et al. 2012). Die Zellen tragen auf ihrer Oberfliche das Antigen NF-186,
welches der Anti-NF mAk A12/18.1 erkennt.

Hierbei wurde die FACS-Analyse herangezogen, um die Antigenbindung der

deglykosylierten und der unveranderten NF-Antikorper zu vergleichen.

Die TE-NF186 Zellen wurden zusammen mit den NF-Antikorpern inkubiert. Zur Detektion
wurde ein sekundirer anti-mouse Ig PE verwendet. Als negativ Kontrolle dienten
untransfizierte TE671-Wildtyp-Zellen (TE-WT), welche ebenfalls mit den NF-Ak inkubiert
wurden. Die Durchflusszytometrie (Abb. 3.3) zeigte eine erhohte Fluoreszenzintensitat der
TE-NF186 Zellen als die TE-WT Zellen, welche hier zur negativ Kontrolle dienten. Die
Fluoreszenzmessung der deglykosylierten AK wies keinen Unterscheid zu den nicht
deglykosylierten AK auf. Somit hat die Deglykosylierung keinen Einfluss auf die
Antigenerkennung der NF-Antikorper. Die Bindungsaffinitat der NF-Ak bleibt auch nach der
Deglykosylierung erhalten.
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Abb. 3.3: Fluoreszenzbasierte Durchflusszytometrie zur Analyse der Antigenbindung des
Anti-Neurofascin mAk A12/18.1 nach Deglykosylierung

Die Antigenbindung der Anti-Neurofascin mAb A12/18.1 an NF186 exprimierenden TE671-Zellen
zeigt die ,,TE Neurofascin® FACS-Analyse. Die Antigenerkennung stellte sich als unbeeinflusst nach
Deglykosylierung mit den Enzymen PNGasel', Neuraminidase und EndoS dar. Die ,TE WT*
Analyse fungierte als negativ Kontrolle. Erwartungsgemil3 fand zwischen den TE-WT und den
Neurofascin-Antikérpern keine Bindung statt. Die Durchflusszytometrie belegte das Erkennen des
Antigens der deglykosylierten Antikérper (griine, orange und rote Linie) in gleicher Weise wie die
unbehandelten Antikérper (blaue Linie).

(Mit freundlicher Unterstiitzung von Petra Sperl, Biologisch technische Assistentin)

3.1.3 Aktivierung von F.-Rezeptoren nach differentieller Deglykosylierung der

monoklonalen anti-Neurofascin Antikérper

Um nun die Effektorfunktionen deglykosylierter NF-Antikoérper zu beurteilen, wurde die
Interaktion zwischen den Fcy-Rezeptoren und dem F.-Fragment der NF-Antikorper genauer
untersucht.

Am Zielantigen gebundene Antikorper binden Fcy-Rezeptoren und aktivieren diese.

Die THP1-Zellen gehoren zu den monozytdren Zelllinien und exprimieren auf ihrer
Oberflache Fcyl/ll-Rezeptoren (Fleit et Kobasiuk 1991), welche die Fc.-Domane von IgG
binden und somit die Zellen aktivieren konnen. Als Antwort auf die Aktivierung durch einen
Fc-Rezeptor sekretieren die Zellen u.a. IL8, ein Interleukin zur Chemoattraktion von
Immunzellen. (Janeway Immunologie Murphy/Travers/Walport 2009) Das Zielantigen
prasentierte sich den Antikérpern an der Oberflache stabil NF-transfizierter TE671-Zellen.
Die THP1-Zellen fungieren somit als Trager der Fc Rezeptoren (RI/II), welche durch die
Ag-gebundenen Antikorper (IgG2) stimuliert werden.
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Der Versuchsaufbau (Abb. 3.4) bestand aus THP1-Zellen, den NF-Antikérpern und den
TE-NF186 Zellen, welche zusammen in Medium bei 37 °C inkubiert wurden. Im nachsten
Schritt wurden die Uberstinde auf IL8-Produktion im ELISA gemessen. Zunichst musste ein
Protokoll mit optimaler Inkubationszeit, Zellzahl und Antikorperkonzentration etabliert
werden. Etwaige Storfaktoren wurden in separaten Versuchsreihen ausgeschlossen.
Die IL8-Konzentration im Uberstand ist somit ein Maf fiir die Stimulation der THP1-Zellen
durch am Fcy-Rezeptoren gebundene NF-Antikorper. Auf der gleichen Basis wurde die

Aktivierung durch deglykoslierte Antikorper gemessen.
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(Graphikdesign unterstiitzt durch E. Palencia)

Abb. 3.4: Stimulationsversuch der THP 1-Zellen

An Neurofascin186 (exprimiert auf NF-Transfektanten der TE671 Zellen) gebundene
Anti-Neurofascin mAb A12/18.1 stimulierten den Fcy-Rezeptor der THP1-Zellen zur IL8-Sekretion.
Unterschiede der Stimulation durch deglykosylierte Antikérper wurden mittels IL8-Kontentration im
ELISA gemessen.

3.1.3.1 Antigenspezifische und dosisabhingige Induktion von IL8

Bevor der oben beschriebene Versuchsaufbau ausgewertet werden konnte, wurden

mogliche Storvariablen untersucht.

Eine Beeinflussung der IL8-Konzentration im Uberstand durch eine Stimulation von

TE-Zellen wurde in einem separaten Versuch ausgeschlossen. Die verschiedenen Zelllinien
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THP1, TE-WT und TE-NF186 wurden je ausschliefdlich mit dem mAk A12/18.1 inkubiert, um
anschliefend die IL8 Produktion zu messen. Die TE-Zelllinien wiesen keine Produktion auf.

Im Gegensatz dazu zeigten die THP1-Zellen eine Grundsekretion von IL8. (Abb. 3.5)
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Abb. 3.5: ELISA zum Ausschluss einer IL8 Produktion von TE-Zellen

Nach Inkubation der Zelllinien THP1, TE-WT und TE-NF186 mit dem mAk A12/18.1 in
verschiedenen Konzentrationen wurden die Uberstinde mittels ELISA auf IL8 iiberpriift. Die THP1-
Zellen produzierten eine geringe Menge IL8. Es zeigte sich keine Produktion von Interleukin 8 durch
TE-Zelllinien, womit eine Beeinflussung des oben beschriebenen Versuchsaufbaus durch TE-Zellen
ausgeschlossen wurde.

Die negativ Kontrolle (Abb. 3.6) des Stimulationsversuches stellte eine Inkubation von
THP1-Zellen mit TE-WT-Zellen mit den entsprechenden Antikérpern dar. Die IL8
Konzentration blieb hier erwartungsgemaf$ unverandert. Es konnte veranschaulicht werden,
dass eine Kombination aus THP1-Zellen, TE-NF186-Zellen und anti-Neurofascin AK notig ist,
um eine IL8 Sekretion zu induzieren. Mit einer hoheren Dosierung des Antikérpers konnte
zudem der Sekretionseffekt verstarkt werden. Die Stimulation der THP1-Zellen zeigte sich

somit antigenspezifisch und zudem dosisabhangig.
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Abb. 3.6: Antigenspezifische und dosisabhingige Induktion von IL8

Die Exemplarische Darstellung eines Stimulationsversuches mit TE-WT-Zellen mit THP1-Zellen
und unverinderten Anti-Neurofascin mAk A12/18.1 im Vergleich zur Inkubation mit TE-NF-Zellen
zeigte keinen IL8-Konzentrationsanstieg. Die Messung des ELISA wurde bei einer Wellenlinge von
450nm mit einer Korrektur bei 540nm durchgetiihrt.

3.1.3.2 Stimulationsversuch mit monoklonalen anti-Neurofascin Antikérpern

Der Stimulationsversuch wurde mit unterschiedlichen Konzentrationen des
anti-Neurofascin mAk A12/18.1 von 0 bis 1 pg/ml durchgefiihrt. (Abb. 3.7)

Der Effekt auf die IL8-Sekretion wurde dabei zwischen den deglykosylierten und den nicht
deglykosylierten NF-Antikorpern verglichen.

Bei der Inkubation ohne Antikdrper-Zugabe, trat kein Anstieg der IL8-Sektretion auf. Die
Zugabe der verschiedenen Antikorper fithrte im Stimulationsversuch zu unterschiedlicher
IL8 Produktion der THP1-Zellen. Dies wird im unten dargestellten Diagramm als
Aufzweigung der einzelnen AK bei 0,01 pg/ml deutlich. Eine Erhohung der IL8-Sekretion
war bei allen Antikérpern durch eine erhohte Konzentration der beigefligten AK zu
erreichen. Es stellte sich eine Art Plateau bzw. Anndherung der IL8-Sekretion bei hoher

Dosierung der einzelnen AK ein.

Vergleicht man nun die einzelnen Stimulationen durch die verschiedenen Antikorper, lasst
sich eine in etwa gleichstarke bzw. etwas stirkere Induktion durch die Neuraminidase
deglykosylierten AK erkennen. Die Induktion erscheint als reduziert bei den PNGaseF und

EndoS deglykosylierten AK.
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Abb. 3.7: IL8-ELISA nach Stimulationsversuch

Exemplarische Darstellung eines Stimulationsversuches.

Der IL8-ELISA wurde bei einer Wellenldnge von 450 nm mit einer Korrektur bei 540 nm gemessen.
Durch Erstellung einer Standardkurve konnte die Optische Dichte mit IL8-Konzentrationen
korreliert werden. Das Diagramm stellt den IL8-Anstieg in Abhingigkeit von der Glykosylierung
und der Konzentration des Anti-Neurofascin mAb A12/18.1 dar.

3.1.3.3 Ergebnisse und statistische Analyse

Der Stimulationsversuch wurde mehrfach wiederholt und anschlieféend auf statistische
Signifikanz tUberprift. Dabei wurden die Ergebnisse in ein Prozentverhaltnis gesetzt
(= normalisiert) und anschlieffend summiert. Als Referenzwert wurden dabei die Ergebnisse
der unbehandelten Antikorper bei 100 % (= Kontrolle) festgelegt.

Der Versuchsaufbau wurde zunachst mit den Konzentrationsschritten 0 pg/ml - 0,01 pg/ml
- 0,1 pg/ml - 1 pg/ml fiir den mAk A12/18.1 durchgefiihrt. Weitere neun Wiederholungen
des Versuchs fanden mit kleineren Konzentrationsschritten (0 pg/ml - 0,01 pg/ml -

0,03 ug/ml - 0,1 pg/ml - 0,3 pg/ml - 1 pg/ml) des Anti-Neurofascin Antikorpers statt.
Die folgende Tabelle (Tab. 3.1) zeigt exemplarisch die angewandte Umrechnung der

gemessenen IL8-Konzentrationen im ELISA in ein prozentuales Ergebnis flir eine bessere

Vergleichbarkeit der Resultate.
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Tabelle 3.1

Umrechnungstabelle der IL8-Produktion

mAk A12/18.1 Einheit Kontrolle PNGaseF Neuraminidase EndoS

1 pg/mi Wert in pg/ml 838 807 794 812
in % zu Kontrolle 100 96 95 97

0,3 ug/ml Wert in pg/ml 797 758 838 756
in % zu Kontrolle 100 95 105 95

0,1 ug/ml Wert in pg/ml 793 578 888 445
in % zu Kontrolle 100 73 112 56

0,03 ug/ml Wert in pg/ml 529 313 647 218
in % zu Kontrolle 100 59 122 41

0,01 ug/ml Wert in pg/ml 336 206 355 101
in % zu Kontrolle 100 61 106 30

Versuch Nr. V: exemplarische Umrechnung

Die Berechnung fand fiir die Stimulationsversuchs-Ergebnisse durch den anti-Neurofascin mAB A12/18.1
(Konzentrationen von 0,01 bis 1 ug/ml) statt. Dabei wurden die Messwerte des IL8-ELISA (pg/ml) in
prozentuale Verhiltnisse umgerechnet. Die Messwerte der Versuche mit den unverdnderten AK
(= Kontrolle) wurden als Richtwert mit 100 % festgesetzt. Im Bezug hierauf wurden die Resultate der
deglykosylierten AK berechnet.

Die folgenden Auflistungen (Tab. 3.2) zeigen die bereits umgerechneten bzw. normalisierten
Werte der IL8-Konzentrationsmessungen in Abhangigkeit des Referenzwertes (Kontrolle &
100 %). In der Zusammenstellung sind alle Resultate in Prozentangaben fiir die
Stimulationsversuche von 0,01 pg/ml bis 1 ug/ml der mAk A12/18.1 aufgefiihrt. Die Spalten
untergliedern die Versuche der einzelnen Antikérper. Ein Vergleich ist somit von den

verschiedenen Antikérpern, wie auch zwischen den Versuchsreihen, moglich.
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Tabelle 3.2

Zusammenfassung der Stimulationsversuchsreihen mit anti-Neurofascin AK

a) IL8 Produktion bei 0,01 pg/ml mAk A12/18.1

Versuch Nr.: Kontrolle PNGaseF Neuraminidase EndoS
I 100 74 115 59
]l 100 84 129 92
mn 100 70 74 90
v 100 92 122 105
v 100 61 106 30
vi 100 56 107 56
Vil 100 42 86 56
Vil 100 52 116 62
IX 100 65 104 88
X 100 65 92 75
}/10=> 100 66 105 71

Zusammenfassung fiir 0,01 ug/ml mAk A12/18.1
Angaben der Werte in %
p = 0,0001 statistisch signifikant nach Friedman-Test

b) IL8 Produktion bei 0,03 pg/ml mAk A12/18.1

Versuche Nr.: Kontrolle PNGaseF Neuraminidase EndoS
]l 100 86 108 86
mn 100 73 76 72
v 100 72 93 82
v 100 59 122 41
vi 100 65 173 99
vii 100 63 138 100
Vil 100 56 121 80
X 100 44 112 78
X 100 44 104 82
}/9=> 100 62 116 80

Zusammenfassung fiir 0,03 ug/ml mAk A12/18.1
Angaben der Werte in %
p = 0,00001 statistisch signifikant nach Friedman-Test
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¢) IL8 Produktion bei 0,1 pg/ml mAk A12/18.1

Versuch Nr.: Kontrolle PNGaseF Neuraminidase EndoS
/ 100 87 106 78
I 100 92 94 90
11 100 95 83 85
v 100 103 104 91
4 100 73 112 56
Vi 100 78 96 79
vii 100 89 116 83
vl 100 62 132 110
X 100 66 102 78
X 100 59 108 100
}/10 => 100 80 116 85
Zusammenfassung fiir 0,1 ug/ml mAk A12/18.1

Angaben der Werte in %

p = 0,002 statistisch signifikant nach Friedman-Test

d) IL8 Produktion bei 0,3 ug/ml mAk A12/18.1

Versuche Nr.: Kontrolle PNGaseF Neuraminidase EndoS
I 100 99 101 105
11 100 103 80 88
v 100 184 81 96
v 100 95 105 95
Vi 100 75 87 94
vii 100 74 113 89
Vil 100 95 141 97
X 100 114 100 109
X 100 105 108 106
}/9=> 100 88 102 98

Zusammenfassung fiir 0,3 ug/ml mAk A12/18.1
Angaben der Werte in %
p = 0,06 statistisch nicht signifikant nach Friedman-Test
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e) IL8 Produktion bei 1 pyg/ml mAk A12/18.1

Versuch Nr.: Kontrolle PNGaseF Neuraminidase EndoS
I 100 92 98 94
]l 100 100 100 101
mn 100 105 90 99
v 100 92 113 148
v 100 96 95 97
vi 100 83 102 81
Vil 100 55 64 84
Vil 100 61 77 69
IX 100 99 100 117
X 100 101 89 112
}/10=> 100 88 93 100

Zusammenfassung fiir 1 ug/ml mAk A12/18.1
Angaben der Werte in %
p = 0,15 statistisch nicht signifikant nach Friedman-Test

Prozentuale Darstellung der Stimulationseffekte der einzelnen Antikérper fiir die Konzentrationen
0,01 ug/ml bis 1 ug/ml in den Tabellen 3.2 a) - e). Die Tabellen veranschaulichen die bereits
umgerechneten IL8 Konzentrationen in Prozentwerte. Die Tabellen fassen die Versuchsreihen zusammen
und zeigen die zum Bezugswert (Kontrolle = 100 %) ins Verhdltnis gesetzten Resultate der mit PNGaseF,
Neuraminidase oder EndoS behandelten Antikérper. Die einzelnen Tabellen zeigen auch die
Durchschnittswerte fiir die unterschiedlichen AK in den jeweiligen Konzentrationen.

Mithilfe der Zusammenfassung liefden sich die Resultate besser miteinander vergleichen. Es
konnte eine Aussage der einzelnen Versuchsreihen iliber das Stimulationsausmafd der
deglykosylierten AK im Bezug auf die Kontrolle (unbehandelte Antikoérper) getroffen
werden.

Betrachtete man die Durchschnittswerte fiir die einzelnen Konzentrationen, liefRen sich
Tendenzen der IL8-Stimulationen der verschiedenen AK erkennen.

Fiir die Konzentration 0,01 pg/ml bis 0,3 upg/ml zeigte sich ein gesteigerter
Stimulationseffekt durch Neuraminidase verdaute AK im Vergleich zu den Kontroll-AK,
wohingegen die EndoS und PNGaseF verdauten AK einen reduzierten Stimulationseffekt
aufwiesen.

Bei den Versuchen fiir 1 pg/ml induzierten die Neuraminidase und PNGaseF verdauten
Antikorper einen geringeren Effekt als die EndoS verdauten und Kontroll Antikorper.

Allerdings lagen die Prozentwerte bei dieser Konzentration insgesamt sehr nah beieinander.
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Um die Signifikanz der Ergebnisse der deglykosylierten AK im Vergleich zur den Kontroll-AK
zu liberpriifen, wurden die Ergebnisse auf statistische Signifikanz untersucht.

Die Nullhypothese, dass die 4 Stichproben aus der gleichen Grundmenge stammen, wurde
anhand des Friedmann-Tests liberpriift. Der p-Wert lag bei niedrigen Konzentrationen
(0,01 - 0,03 pg/ml) der AK unter dem unadjustierten Signifikanzniveau von p < 0,05 und
zeigte somit einen deutlichen Effekt. Die Nullhypothese konnte somit verworfen und ein
signifikanter Unterschied zwischen den Proben angenommen werden.

Im Posthoc-Test nach Nemenyi wurde ermittelt, welche Gruppen bei den Konzentrationen
von 0,01 ug/ml und 0,03 pg/ml sich zueinander statistisch signifikant unterscheiden. Fiir die
Konzentration 0,01 pg/ml konnten die Gruppen Kontrolle zu PNGase, PNGase zu
Neuraminidase und Neuraminidase zu EndoS zueinander statistisch signifikant
unterschieden werden. Bei der Konzentration 0,03 pg/ml (Abb. 3.8) zeigten sich alle
Gruppen zueinander signifikant unterscheidbar im Quade Posthoc-Test, auf3er die Gruppen
Kontrolle zu Neuraminidase. Die Auswertung im Posthoc-Test nach Nemenyi war signifikant

fir Kontrolle zu PNGaseF, PNGaseF zu Neuraminidase und Neuraminidase zu EndoS.
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Abb. 3.8: Exemplarische Darstellung (0,03 pg/ml, normalisierte Werte) der statistischen
Auswertung

Die statistische Analyse der prozentualen (= normalisierte) IL8-Sekretion der einzelnen Antikorper
ergab im Friedman-Test (p = 0,00001) einen statistisch signifikanten Unterschied (p < 0,05) der
Proben. Die Auswertung fand fiir die Versuchsergebnisse bei 0,08 pg/ml Anti-Neurofascin
mAb A12/18.1 statt. Im Posthoc-Test nach Quade (Q) zeigte sich fiir alle Gruppen zueinander eine
statistische Signifikanz mit Ausnahme von Kontrolle zu Neuraminidase. Der Nemenyi (N) Posthoc-
Test ergab keine Signifikanz bei der Gruppe Kontrolle zu der Gruppe EndoS bzw. Kontrolle zu
Neuraminidase. Fiir die Auswertung im Nemenyi ergab sich fiir die Gruppen Kontrolle zu PNGaseF,
PNGaseF zu Neuraminidase und Neuraminidase zu EndoS eine Signifikanz. (** entspricht einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,01; *** einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,001)
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Insgesamt zeigt diese Analyse, dass unterschiedliche Stimulationseffekte durch modifizierte
Antikorper induziert werden. Die gemessene IL8 Sekretion unterschied sich bei den
einzelnen AK. Dieser Effekt ist bei Konzentrationen zwischen 0,01 pg/ml bis 0,3 pg/ml gut

erkennbar und statistisch signifikant.

3.1.3.4 Gesamtauswertung

Die Neuraminidase deglykosylierten NF-Ak fiihrten im Vergleich zu den unbehandelten
Antikorpern zu einer dhnliches bzw. etwas vermehrten IL8-Ausschiittung. Im Gegensatz
dazu war die Sekretion von IL8 bei PNGaseF und EndoS behandelten AK vermindert.

Ein Einfluss durch eine Eigenproduktion von IL8 der TE-Zelllinien konnte ausgeschlossen
werden. Ebenso konnte gezeigt werden, dass die Stimulation der THP1-Zellen zum einen
antigenspezifisch getriggert wird und zum anderen abhangig von der Antikérperdosierung

ist.

Die Resultate bei 0,03 pg/ml fiir die mit Neuraminidase deglykosylierten AK mit 116 % in
der Stimulation, sowie 62 % bei den PNGaseF und 80 % mit den EndoS deglykoslierten AK,
weisen auf einen unterschiedlich stark ausgepragten Stimulationseffekt der einzelnen AK
hin. Der Fokus liegt vor allem auf den Stimulationsversuchen zwischen 0,01 pg/ml und 0,3

ug/ml, bei welchen sich diese Tendenz deutlich erkennen lasst.

Die unterschiedlichen AK aktivieren die Fcy-Rezeptoren in verstdrkter oder reduzierter
Form wund fiihren zur dementsprechenden IL8-Konzentration. Die F.-standige
Glykosylierung des Antikorpers nimmt somit Einfluss auf die Aktivierungsintensitiat des

Fc-Fragments am Fcy-Rezeptor und letztendlich auf die Effektorfunktion. (Abb. 3.9)

47



Ergebnisse

140

120
2
°
2 100
s anti-Neurofascin
~ —_—
2 80 —&—Kontrolle
(%]
c

_D—

Z: 60 PNGaseF
E) Neuraminidase
€ 40
£ =¥—EndoS
xX

20

0

0,01 0,03 0,1 0,3 1
Anti-Neurofascin mAb (png/ml)

Abb. 3.9: Gesamtauswertung aller Stimulationsversuche im Verhiltnis zum Kontroll-AK

Zusammenfassung der umgerechneten Ergebnisse der Stimulationsversuche im Verhiltnis zur
Kontrolle, den unverinderten Neurofascin-Antikorpern. Es wurden die summierten Werte fiir die
Konzentrationen von 0,01 pg/ml bis 1 pg/ml der deglykosylierten AK (PNGaseF, Neuraminidase,
EndoS) und des unbehandelteten Anti-Neurofascin mAb A12/18.1 verwendet. Vor allem im Bereich
von 0,08 bis 0,1 pg/ml zeigt sich der verstirkte Stimulationseffekt der Neuraminidase
deglykosylierten NF-Ak im Vergleich zur Kontrolle und die verminderte Stimulation durch die
PNGaseF und EndoS verinderten NF-Ak.

3.1.4 C1qg-Bindung deglykosylierter Neurofascin-Antikérper

Der Fc-Teil von AK kann nicht nur Fcy-Rezeptoren binden und aktivieren, sondern auch Clq,
ein Faktor zur Aktivierung des Komplementsystems im Zuge einer Immunantwort. Bindet
der AK ein Oberflachenantigen spezifisch, kann am Fc-Fragment C1q aktiviert werden. Diese
Aktivierungsmoglichkeit wurde ebenfalls bei den deglykosylierten Antikdrpern untersucht.
Hierzu wurde ein ELISA verwendet, der die Bindung zwischen Antikérper und Clq
detektiert. In Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von F. Nimmerjahn wurde dieser
ELISA durchgefiihrt. Hierzu wurde mit NF-Ak (deglykosyliert und unbehandelt) die ELISA-
Platte gecoatet und im Anschluss C1q zugegeben. Die Bindung zwischen AK und C1q wurde
mittels Zugabe von HRP-konjugiertem anti-human C1q AK dargestellt. (Kao et al. 2015) Der
ELISA stellt somit die Bindung des Fc-Teils des AK zum Komplement C1q dar. Moduliert

wirde diese Bindung werden nach Erkennen des entsprechenden Antigens.
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Der unbehandelte Neurofascin-Antikorper, welcher als Referenz diente, zeigte eine hohe
Interaktion mit dem C1lg-Komplement. Bei den PNGaseF und EndoS deglykosylierten AK
verminderte sich deutlich die Bindungsfahigkeit im Vergleich zum unveranderten NF-AK,
wohingegen diese bei den Neuraminidase behandelten AK nur minimal erhoht bzw.
gleichstark war. (Abb. 3.10) Dies lasst auch hier darauf schliefden, dass Glykosylierungen eine
Konformationsanderung der Antikérper hervorrufen und so die Fahigkeit, die
entsprechenden Zielstrukturen zu binden, verandern, was letztendlich zu einer reduzierten

oder erhohten Effektorfunktion fiuhrt.
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Abb. 3.10: C1q-ELISA

Die unbehandelten und deglykosylierten NF-Antikérper wurden auf die C1q-Bindung hin tiberpriift.
Die gemessene OD (Optische Dichte) ist ein MaB fiir die Bindungsintensitit zwischen den
Anti-Neurofascin mAb A12/18.1 und C1q. Je hher die OD, desto mehr Interaktion bestand zwischen
C1q und den AK. Es zeigte sich eine hohe Aktivitit bei den Neuraminidase verdauten AK und den
unbehandelten AK, sowie eine niedrige Aktivitit bei den PNGaseF und EndoS behandelten AK.
(Analyse in Zusammenarbeit mit F. Nimmerjahn: C1q-ELISA, wie oben beschrieben, wurde vom
Labor von F. Nimmerjahn durchgefithrt mit den zuvor iibermittelten, unbehandelten und
deglykosylierten AK-Proben)
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3.2 Modulation und Reaktivitit von Aquaporin-4-Antikorpern von

Patienten mit NMOSD

Nach erfolgreicher Deglykosylierung monoklonaler Mausantikérper, sollte nun eine
mogliche Deglykosylierung polyklonaler humaner Antikorper untersucht werden.

Hierzu wurden Patientenseren herangezogen und untersucht.

Bei akuten Schiiben von Neuromyelitis-optica-Patienten kann eine therapeutische
Plasmapherese, welche Blutplasma mit all seinen Bestandteilen aus dem Vollblut
herausgefiltert, hilfreich sein. Die Reinigung aus dem Blut der Bestandteile, wie pathogene
Antikorper, kann eine Schubintensitdt lindern. Die Plasmaproben der NMOSD-Patienten
ermoglichten die Untersuchung von polyklonalen humanen Antikérpern.

Um spezifisch IgG aus den Proben zu isolieren, wurden diese Mithilfe von einer Protein G-

Saule aufgereinigt.

3.2.1 Differentielle Deglykosylierung von Aquaporin-4-Antikérper aus
NMOSD-Plasmapheresen

Bei dem aufgereinigten polyklonalen ImmunglobulinG-Gemisch handelt es sich u.a. um
Aquaporin-4-Antikorper, welche spezifisch bei NMOSD-Patienten nachweisbar sind.

Nach der IgG-Aufreinigung wurden die Proben weiter aufbereitet wie auch schon die NF-
Antikorper. Die zur Deglykosylierung verwendeten Enzyme waren Neuraminidase, PNGaseF
und EndoS. Die Enzyme schneiden die Zuckerenden wie oben beschrieben. Die
Konzentrationsbestimmungen erfolgten ebenfalls empirisch und die Detektion der

Deglykosylierung wurde durch einen Lektin-Blot mit SDS-PAGE gezeigt.

Wie auch bei den NF-Ak wurde zunachst eine SDS-PAGE (Abb. 3.11) zum Nachweis der
Deglykosylierungen der humanen IgG (darunter AQP4-AKk) angewandt.

Ein minimaler molekularer Gewichtsunterschied zwischen den verdauten und unverdauten
AK konnte hierdurch gezeigt werden. Dabei waren die mit EndoS und PNGaseF
deglykosylierten Antikorper ca. 3kD leichter als die nicht deglykosylierten, was ein
Nachweis fiir die erfolgreiche Deglykosylierung der IgG darstellte. Der Verdau der

terminalen Sialinsdure mit Neuraminidase fiihrt nur zu einer geringen Reduktion des
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Molekulargewichts, die im Coomassie-Gel nicht sichtbar war. Der Abbau der

Neuraminsdure-Reste wurde aber im Lektin-Blot mit SNA nachgewiesen. (Abb. 3.12)
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Abb. 3.11: SDS-PAGE aufgereinigter deglykosylierter Plasmapheresen

(u.a. Anti-Aquaporin-4 Antikorper)
Fiir die Gelelektrophorese wurden die aufgereinigten Plasmapheresen (u.a. Anti-AQP4-Ak) zusammen
mit dem Auftragspuffer in die Taschen aufgetragen. Zur Markierung des GroBenstandards wurde der
Full-Range Rainbow Marker verwendet. Die Coomassie-Farbung demaskierte die Antikorper in
einem Bereich zwischen 52 und 76 kDa. Im Vergleich zu den unveridnderten Antikorper zeigten die
mit zuvor Neuraminidase, PNGasel" oder EndoS inkubierten Antikorper eine Grofendivergenz.

Die mit Neuraminidase behandelten IgG waren im Lektin-Blot nicht mit SNA, welches an der
Neuraminsaure bindet, anfiarbbar. Das Signal der unbehandelten AK war mit SNA gut
detektierbar. Eine enzymatische Abspaltung der Neuraminsduren durch Neuraminidase
konnte dadurch gezeigt werden. (Abb. 3.12)

Nach der Hydrolysation der an AsparaginZ°’ gebundenen Zuckerkette durch PNGaseF wurde
im Blot kein Signal durch LCA erkennbar. Im Vergleich dazu war das Signal der
unbehandelten IgG gut erkennbar. Das LCA markiert die Mannose in den Zuckerketten,
welche bei den PNGaseF behandelten AK fehlt. Eine komplette Deglykosylierung der
Zuckerkette hat somit stattgefunden.

Im Gegensatz zu den unverdauten AK zeigte der Lektin-Blot ein reduziertes Signal durch
LCA-Anfarbung bei den EndoS-deglykosylierten AK. Damit konnte die Zuckerabspaltung
durch EndoS an den IgG veranschaulicht werden, da der LCA anfiarbbare mannosehaltige
Teil der IgG-Glykosylierung abgespalten wurde.

Die hydrolytische Wirkung konnte somit bei allen Enzymen im Lektin-Blot durch die

reduzierten Signalintensitdaten nachgewiesen werden. (Abb. 3.12)
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Abb. 3.12: Lektin-Blot aufgereinigter deglykosylierter Plasmapheresen

(u.a. Anti-Aquaporin-4 Antikorper)
Im Lektin-Blot der SDS-PAGE fiir die aufgereinigten Plasmapheresen (u.a. Anti-AQP4-Ak) wurden
die Deglykosylierungen der Neuraminidase durch Anfirben mit SNA (4) und der PNGaselF bzw. des
EndoS (B und C) durch Anfiarben mit LCA dargestellt. Die unverinderten Antikérper lieBen sich dabei
gut anfirben. Bei den deglykosylierten Antikérpern ist das Anfirben mit Lektinen nicht méoglich.
Daher lésst sich auf eine Hydrolyse einzelner Zuckersequenzen durch die Enzyme schlieBen.

Sowohl die SDS-PAGE als auch der Lektin-Blot zeigen die Veranderungen der
Glykosylierungen der humanen Immunglobuline G (mit unter Anti-AQP4-AKk).
Die Enzyme EndoS, PNGaseF und Neuraminidase haben somit an verschiedenen Stellen die

Zuckerketten der AK geschnitten.

Filir jede neuangesetzte Deglykosylierung der Plasmapheresen wurde im Anschluss eine
SDS-PAGE und ein Lektin-Blot durchgefiihrt, um die Wirksamkeit der Enzyme

nachzuweisen.

3.2.2 Etablierung einer mit Aquaporin-4 stabil transfizierten Zelllinie

Flir die Untersuchung der Antigenerkennung von deglykosylierten und unbehandelten
Aquaporin-4-Antikorpern musste das Zielantigen Aquaporin-4 zunachst in eine Zelllinie
stabil transfiziert werden, welche diese Zielstruktur dann auf ihren Oberflichen

exprimieren.

Als Tragerzelle fiir das Antigen Aquaporin-4 wurden HEK 293-Zellen ausgesucht. Es erfolgte

eine Transfektion mit einem rekombinanten Plasmid (erhalten von Prof. Reindls
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Arbeitsgruppe), welches aus dem Vektor pcDNA™ 6.2C-EmGFP-GW/TOPO® (Abb. 3.13) und

dem humanen Aquaporin-4 fusioniert wurde. (Mader et al. 2010)
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Abb. 38.13: Vektor pcDNA™ 6.2C-EmGFP-GW/TOPO® (Invitrogen)
In dem dargestellten Vektor wurde mit AQP4 inseriert, um das rekombinante Plasmid AQP4-M23-

EmGFP (humanes Aquaporin-4, Isoform M23, Fusionsprotein mit EmFGP) zu bilden. Darauf
enthalten ist ebenfalls eine Resistenz gegen Blasticidin.

Mit Hilfe von Elektroporation wurde das Plasmid AQP4-M23-EmGFP (humanes
Aquaporin-4, Isoform M23, Fusionsprotein mit EmFGP) zunachst in Bakterien eingeschleust
und in Medium kultiviert, um das Plasmid zu vermehren. Mithilfe des QIAGEN-Plasmid-Kits
konnte die Plasmid-DNA aus den Bakterienkulturen anschlief3end isoliert und aufgereinigt
werden. Eine PCR-Analyse iberpriifte die DNA der aufgereinigten Plasmide
(AQP4-M23-EmGFP im Vergleich zu einem Leervektor).

Die Transfektion des Plasmids AQP4-M23-EmGFP in die HEK 293-Zellen erfolgte chemisch
mittels FUGENE® 6. Die Zellen erhielten mit dem Plasmid zuséatzlich eine Resistenz gegen das
Antibiotikum Blasticidin. Um eine stabile Transfektion zu erreichen, wurden die
Kulturmedien mit Blasticidin angereichert. Zellen ohne das Plasmid sind in dem Medium
nicht tiberlebensfihig, so dass das aufgenommene Plasmid als Uberlebensgarant in der Zelle
verbleibt und nicht wieder ausgeschleust wird.

In der FACS-Analyse (Abb. 3.14) konnte die erfolgreiche Transfektion anhand der
GFP-Markierung des Plasmids bestéatigt werden.
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Abb. 3.14: FACS-Analyse transfizierter HEK 293-Zellen

Die FACS-Analyse zeigt die stabil mit dem Plasmid AQP4-M23-EmGFIP transfizierten HEK 293-Zellen
anhand des Farbstoffes GFP im Plasmid. Die transfizierten Zellen kénnen so von Zellen ohne GFP
Expression unterschieden werden.

3.2.3 Erkennung von Aquaporin-4 der differentiell deglykosylierten AKs aus den
NMOSD-Plasmapheresen

Zundchst wurde die Bindungsaffinitit der NMOSD-Plasmapheresen gegeniiber dem stabil
transfizierten Antigen AQP4 auf den HEK 293-Zellen zu tberpriift. Die folgenden FACS-
Analysen beziehen sich auf die enthaltenen AQP4-Ak in der PPH.

Die spezifische Antigenbindung der PPH an den HEK 293 AQP4-Zellen konnte anhand der
erhohten Fluoreszenzintensitat nachgewiesen werden. Eine spezifische Bindung der PPH an
den HEK 293-Zellen fand nicht statt. Zudem wurde das AQP4 freie Kontrollserum (HC38)
weder von den HEK 293 noch von den transfizierten Zellen gebunden. (Abb. 3.15)
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Abb. 3.15: FACS-Analyse zum Nachweis der Antigenerkennung der HEK 293 AQP4-Zellen

Die HEK 293 AQP4-Zellen, sowie den nicht transfizierten HEK 293-Zellen, wurden zusammen mit einer
NMOSD-Plasmapherese und einem Kontrollserum (HC38) inkubiert. Als Sekundirantikérper wurde der
antihuman IgG Dylight 649 (Jackson Immuno Research) verwendet. Nur die NMOSD-PPH zusammen mit

den AQP4 positiven Zellen fithrt zu einem Fluoreszenzanstieg. Es findet nur hier eine spezifische AQP4
Ak-Ag-bindung statt.

Fir die Uberpriifung der Antikérper-Antigen-Reaktion der deglykosylierten AQP4-
Antikorper der Plasmapheresen von NMOSD-Patienten, wurden die PPHs zusammen mit
den AQP4 transfizierten HEK 293 Zellen inkubiert. Zur Markierung wurde der
Sekundarantikoérper antihuman IgG Dylight 649 (Jackson Immuno Research) verwendet. Als
Positivkontrolle diente die nicht deglykosylierte Plasmapherese. Das Serum eines nicht

NMOSD-Patienten (Serum HC38) wurde als Negativkontrolle verwendet.

Die Fluoreszenzintensitit in der Durchflusszytometrie (Abb. 3.16) der NMOSD-PPH stellte
sich als erhoht im Vergleich zu der Negativkontrolle des Serums dar. Dies bedeutet, die in
der Plasmapherese enthaltenen AQP4-Ak binden das Ag der transfizierten Zellen.

Die deglykosylierten NMOSD-PPH zeigten zudem keinen Unterschied in der
Fluoreszenzmessung zu den nicht modifizierten NMOSD-PPH auf. Die Antigene werden von
den AQP4-Ak vor wie nach dem Deglykosylieren gleich gut gebunden. Die Antigenerkennung
bleibt nach Deglykosylierung somit unverandert.

Der Versuch wurde mit unterschiedlichen Konzentrationen der NMOSD-PPH durchgefiihrt
(0,1 pg/ml bis 100 pg/ml), wobei die Fluoreszenzintensitit der Plasmapheresen im

Vergleich zur Negativkontrolle mit zunehmender Konzentration deutlicher darzustellen war.
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Abb. 3.16: FACS-Analyse zur Antigenbindung der Plasmapheresen
In der FACS-Analyse wurde die Antigenbindung deglykosylierter IgG der Plasmapheresen iiberpriift. Die
AQP4-positiv  transfizierten HEK 293-Zellen dienen als

Oberflachentriger des Antigens. Die
Plasmapheresen beeinhalten den AQP4 Antikérper. Die deglykosylierten Antikorper zeigen die gleiche

Antigenbindung, wie die nicht deglykosylierten AK. Die Bindungsaffinitit zwischen Ag und AK bleibt

unbeeinflusst bei der Deglykosylierung. Die Negativkontrolle (Serum HC38) zeigte wie erwartet keine
Bindung am AQP4-Ag. Die Konzentration der NMOSD-PPH betrug hier 10 pg/ml.

Aus der FACS-Analyse konnen somit zwei Riickschliisse gezogen werden. Zum einen binden
die AQP4-Ak aus den NMOSD-PPH das AQP4 der stabil transfizierten Zellen. Und zum

anderen haben die Deglykosylierungen der aufgereinigten NMOSD-PPH keinen Einfluss auf
die Antigenbindung des Antikorpers.

Aufgrund der guten Bindungsaffinitdt konnten in weiteren Ansatzen die stabil transfizierten

AQP4 Zellen zur Quantifizierung der AQP4-Ak aus den NMOSD-PPH in der experimentellen
Arbeit von E. Edwards (ehemals E. Kachaturian) verwendet werden.
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4 Diskussion

Die genaue Ursache der chronisch entziindlichen Erkrankungen des ZNS ist noch immer
nicht vollstandig geklart, von autoimmunologischen Prozessen ist allerdings auszugehen.
Pathophysiologisch entstehen Lasionen in der weifden Substanz des ZNS durch entziindliche
Genese, was zu einer Demyelinisierung und schlief}lich zum axonalen Schaden der
Nervenzellen fiihrt. (Lucchinetti 2000) Es ist davon auszugehen, dass es sich um ein
komplexes immunologisches Geschehen handelt, bei welchen viele Komponenten wie B- und
T-Zellen, Makrophagen oder Komplementaktivierung eine Rolle spielen. (Dornmair et al.
2009, Krumbholz 2006, 2012) Hierbei lief3en sich zudem in den letzten Jahren Autoantigene,
Proteinbestandteile der Myelinschicht der Oligodendrozyten als Angriffspunkte des
Autoimmunologischen Geschehens detektieren. Zu diesen Zielstrukturen zdahlen u.a. MOG
(Myelin-Oligodendrozyten-Glykoprotein), welches an der Aufdenseite von Oligodendrozyten
oder MBP (basisches Myelinprotein), welches im Inneren des Myelins zu finden ist. Ebenso
Neurofascin, ein Protein an den Ranvierschen Schniirringen stellt eine mégliche Zielstruktur
fiir Autoantikorper dar. (Derfuss et al. 2010, Ng et al. 2012, Mayer et al. 2012) Speziell bei
der NMOSD konnte Aquaporin-4, ein astrozytischer Wasserkanal als Autoantigen
identifiziert werden. (Lennon et al. 2004, Wingerchuk et al. 2007, Takahashi et al. 2007)

Im Tiermodell konnte gezeigt werden, dass Antikorper gegen MOG, die aus dem Blut von
Patienten gereinigten wurden, im Tiermodell eine durch T-Zellen induzierte Pathologie
verstarken (Spadaro et al.). Das spricht dafiir, dass die MOG-Ak auch beim Patienten eine
pathogene Wirkung haben.

Dies wird auch deutlich, da durch therapeutische Plasmapheresen bei einem grofien Anteil
von Patienten die klinischen Symptome eines Schubes verringert werden konnen, indem
hier Bestandteile wie Autoantikorper aus dem Blut herausgewaschen werden. (Keegan et al.
2005)

Autoantikorpern scheint im Krankheitsprozess somit eine wesentliche Rolle zugeschrieben
werden zu konnen. In dieser Arbeit richtete sich damit der Fokus auf Autoantikérper wie

anti-Neurofascin und anti-Aquaporin-4, um Effektorfunktionen naher zu beleuchten.
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4.1 Enzymatische Deglykosylierung von Autoimmunantikérpern

Die Glykosylierungen von Antikérper sind schon langer bekannt zur Stabilisierung der
Antikorperstruktur. Dadurch wird sicher gestellt, dass Epitope richtig erkannt und damit
Effektorfunktionen reguliert werden. (Arnold et al. 2007, Selman et al. 2011)
Konformationsanderungen des Antikérpers kénnen somit iiber die Verdnderung der
Glykosylierungen erreicht werden, was wiederum eine differente Bindungsaffinitit zum
Fc-Rezeptor und der letztendlichen Antikorperaktivitat nach sich zieht. (Nimmerjahn et al.
2008)

Die Glykosylierungen sind an Asparagin 297 einer Aminosaure des Fc-Teils der Antikérper
gebunden. (Arnold et al. 2007, Nimmerjahn et al. 2008) Diese Zuckerketten kénnen an
verschiedenen Stellen hydrolysiert werden. Albert et al. (2008) haben gezeigt wie EndoS die
Zuckerketten von aufgereignigten IgG aus Humanen- oder Hasen-Seren hydrolysiert und die
immunologischen Abldaufe stéren kann. Auch Allhorn et al. (2010) ist es gelungen bei
Autoimmunhdmolytischer Andmie, verursacht durch Autoantikérper gegen Rote
Blutkoérperchen zu zeigen, wie EndoS als immunmodulierendes Enzym wirken kann,
Effektorfunktionen wie Phagozytose oder Komplementaktivierung beeinflusst und speziell
an IgG Zuckerketten abspaltet.

Diese Ergebnisse wurden als Anhaltspunkte zur Uberpriifung der These angenommen, ob
eine Modifikation auch bei den aufgereinigten monoklonalen Neurofascin Antikérpern
A12/18.1 aus Hybridomzellen, sowie im weiteren Verlauf bei den aus humanen NMOSD-
Plasmapheresen aufgereinigten polyklonalen Aquaporin-4-Antikorpern durchfiihrbar ist. Im
Lektin-Blot und der SDS Page wurde fiir beide Antikérper eine reproduzierbare
Deglykosylierung gezeigt. Im Coomassie-Gel wurde der Nachweis einer Deglykosylierung
mit EndoS und PNGaseF durch die verminderten Molekulargewichte der Antikorper
nachgewiesen. Aufgrund der Randstandigkeit der Neuraminsduren an den Zuckerketten der
IgG bedingt sich hier ein nur minimaler Gewichtsunterschied nach Neuraminidase
Deglykosylierung, der sich im Coomassie-Gel lediglich erahnen lasst. Der Lektin-Blot zeigt
bei allen Antikoérpern und Enzymen ein reduziertes Signal im Vergleich zu den
undeglykosylierten Antikoérpern.

Vergleicht man diese Ergebnisse mit Nandakumar et al. (2007), zeigt sich auch hier fiir die
Kollagen Typ II spezifischen AK ein dhnlicher Gewichtunterschied in der SDS-Page nach
EndoS Deglykosylierung und reduzierter Signalintensitat im Lektin-Blot.
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Collin et al. (2008) zeigten mittles Lektin-Blot bei steigender Konzentration des Enzyms
EndoS eine abnehmende Signalintensitdt, was fiir das graduelle Schneiden von Zuckerketten
der Schweren IgG Kette spricht.

Insgesamt lies sich zeigen, dass eine Deglykosylierung der verschiedenen IgG maoglich ist.
Zudem ist dies an unterschiedlichen Schnittstellen durch verschiedene Enzyme gelungen,
eine spezifische Deglykosylierung ist somit moglich. Es lag nun Nahe, die Bindungsfahigkeit
des Fab-Fragments der Antikérper zu {Uberprifen, ob hier Einfluss durch die

Deglykosylierung genommen wird und eine Konformationsanderung stattfindet.

4.2 Unveranderte Antigen-Antikorper-Reaktion nach differentieller

Deglykosylierung

Nach der erfolgreichen Deglykosylierung der Antikérper wurde iiberpriift, inwiefern diese
funktionsfahig bleiben und Antigene erkennen bzw. binden. Ist es hier zu einer
Konformationsanderung des Fab-Fragments des Antikorpers gekommen?

Die Antigenbindung des NF-spezifischen mAks wurde separat mittels stabil NF-186
transfizierter Zellen im Vergleich zu untransfizierten Wildtyp-Zellen untersucht. In der
Durchflusszytometrie wurde gezeigt, dass die Antikorper keine Antigenbindung zu den
Wildtyp-Zellen aufbauen und somit spezifisch das NF-186 der transfizierten Zellen
erkennen. In der Fluoreszenzmessung zeigte sich die gleiche Intensitit der
degklykosylierten Antikorper, wie bei den nicht enzymatisch behandelten Antikérpern.
Somit lasst sich der Riickschluss ziehen, dass die verwendeten Enzyme keinen Einfluss
nehmen auf die Konformation des Fab-Fragments und deren Antigenerkennung bzw.

Antigenbindungsfahigkeit.

Fiir die Antigentiberpriifung der AQP4-Ak wurden Tréagerzellen mit Aquaporin-4 transfiziert.
Die hierfiir verwendeten HEK 293 Zellen exprimierten nach Transfektion eines
rekombinanten Plasmids (Fusion aus Vektor und humanen AQP4) stabil das Antigen auf
ihrer Oberflache, so dass diese Zellen zur FACS-Analyse herangezogen wurden. Die
spezifische Antigenerkennung wurde zum einen gezeigt, durch die erhohte
Fluoreszenzintensitit bei AQP4 enthaltenen NMOSD-PPH mit stabil transfizierten AQP4

Tragerzellen im Vergleich zu den untransfezierten HEK 293-Zellen. Zum anderen wurde eine
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Antigenerkennung eines Kontrollserums mittels FACS-Analyse ausgeschlossen, weder mit
den HEK 293-Zellen noch den AQP4 HEK 293-Zellen ergab sich eine Bindung.

Vergleicht man nun die deglykosylierten AK mit den unveranderten NMOSD-PPH und einem
AQP4 freiem Kontrollserum, zeigt sich eine unverdnderte Bindungsaffinitit der
aufgereinigten NMOSD-PPH unabhingig von dem Enzymverdau und keine Bindung des
Kontrollserums an den Antigenen der AQP4 Tragerzellen.

Die AQP4-Ak erkennen somit spezifisch das Antigen und die Affinitat bleibt unbeeinflusst
durch die Deglykosylierungen.

Nandakumar et al. (2007) konnten in vivo zeigen, dass kein Unterschied in der
Antigenbindung von EndoS behandelten zu nicht enzymatisch behandelten AK besteht.
Dafiir wurden Kollagen Typ II spezifische AK in Mause injiziert und im Anschluss die
unveranderte Bindungsfahigkeit an den Gelenkknorpeln dargestellt.

Die mit EndoS geschnittenen anti-D-Ak wiesen bei Allhorn et al. (2010) ebenfalls keine
unterschiedliche Bindung der roten Blutkoérperchen auf. Ebenfalls konnte gezeigt werden,
dass dies fiir alle IgG Subtypen 1-4 moglich ist (Allhorn et al. 2008)

Insgesamt lasst sich zeigen, dass durch die Deglykosylierungen am Fc Teil durch die
einzelnen Enzyme an verschiedenen IgG keine Antigenbindungseinschrankung besteht und
der Fab Teil der Immunglobuline unberiihrt bleibt und sich die Konformation nicht dndert.
Die Ergebnisse legten dies zudem nicht nur fiir EndoS dar, sondern auch fiir die Enzyme

PNGaseF und Neuraminidase.

4.3 IgG-Glykosylierungen beeinflussen Effektorfunktionen der
Antikorper

Uber die Interaktion mit Fc-Rezeptoren konnen Antikérper immunregulatorisch
interagieren. Fc-Rezeptoren sind Membranrezeptoren auf myeloiden Zellen des
Immunsystems wie Makrophagen oder B-Zellen. Die Rezeptoren triggern eine
immunologische Antwort wie Phagozytose oder Freisetzung von Entziindungsmediatoren. Je
nach Rezeptortyp wird eine proinflammatorische oder inhibitorische Reaktion ausgeldst.

(Nimmerjahn et al. 2008, Janeway Immunologie Murphy/Travers/Walport 2009)
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Macht man sich nun die Eigenschaften von Fc-Rezepotoren zu nutze, kann man die
Aktivierungsmoglichkeiten der deglykoslyierten IgG untersuchen und ob durch die
verschiedenen Schnittstellen der Enzyme an den Zuckerketten unterschiedliche

Konformationsveranderungen und damit Bindungsaffinitaten induzierbar sind.

Fiir eine zellulare Reaktion bei Aktivierung der Fc-Rezeptoren bendétigt es verschiedene
Komponenten. Dafiir bedarf es einen bestimmten Konformationszustand der Antikérper, um
die Rezeptoren addquat aktivieren zu konnen. Dieser Zustand wird erreicht, wenn der
Antikorper das entsprechende Antigen gebunden hat. (Janeway Immunologie
Murphy/Travers/Walport 2009) Die einzelnen Komponenten Antigen, Antikérper und Fc-
Rezeptoren wurden in einem Versuchsaufbau zusammengefiigt, um das Mafd der Fc-
Rezeptor-Aktivierung, einer Effektorfunktion durch Antikorper, zu eruieren. Als Antigen
wurde Neurofascin verwendet, welches auf der Oberfliche von transfizierten Zellen
exprimiert wurde (TE-NF186-Zellen). Wie bereits nachgewiesen kénnen, die NF-Ak (anti-NF
A12/18.1) diese erkennen und binden unabhdngig von der Glykosylierung bzw. des
Konformationszustandes des Fc-Fragments. Als Trager von Fcyl/II-Rezeptoren (Fleit et
Kobasiuk 1991) eigneten sich THP1 Zellen, monozytire Leukdmiezellen. Bei Stimulation
dieser Rezeptoren wird IL8 (Janeway Immunologie Murphy/Travers/Walport 2009)
ausgeschiittet, welches wiederum im ELISA quantifiziert werden konnte. Die
Funktionsfahigkeit des Versuchsaufbaus wurde iberpriift mittels Inkubation von
THP1-Zellen zusammen mit NF-Antikorpern und TE-NF-Zellen bzw. TE-Wildtypzellen. Hier
kam es nur bei Verwendung der Antigenpriasentierenden TE-NF-Zellen zu einer
ansteigenden IL8 Ausschiittung bei entsprechender Erhohung der NF-Ak Konzentration.
Eine IL8 Produktion als Storvariable von TE-Zellen wurde ausgeschlossen. Der
Stimulationsaufbau zeigt damit eine antigenspezifische und dosisabhangige IL8 Induktion
der Fcyl/Il-Rezeptoren tragenden THP1-Zellen. Bei den Stimulationsversuchen mit den
verschieden hydrolysierten NF mAk A12/18.1 zeigten sich unterschiedlich hohe IL8
Konzentrationen. Bei Stimulation durch Neuraminidase deglykosylierten NF-Antikorpern
wurde eine etwas starkere IL8-Ausschiittung erreicht wie durch den unbehandelten AK. Im
Gegensatz dazu erzielten PNGaseF und EndoS deglykoslierten NF-Ak eher geringere IL8
Konzentrationen. Zudem ist dieser Effekt mit steigendender Antikérper-Konzentration
verstarkt darstellbar. Reproduzierbar und signifikant ist diese unterschiedliche Fc-Rezeptor-
Aktivierung vor allem in einem Bereich von 0,01 upg/ml bis 0,3 pg/ml der AK-
Konzentrationen gezeigt worden. Bei hohen AK-Konzentrationen konnte dieser Effekt nicht
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mehr deutlich dargestellt werden, da dies bei allen Antikoérpern zu einer starken Stimulation

mit IL8-Ausschiittung fiihrte.

Vergleicht man diese Ergebnisse mit den Resultaten von Allhorn et al. (2010), die einen
ahnlichen Versuchsaufbau zur IL8 Stimulation von THP1-Zellen bzw. Monozyten
verwendeten, zeigte sich auch hier nach EndoS Behandlung der anti-D-Ak ein reduzierter
Effekt in der IL8 Sekretion. Nandakumar et al. (2007) wiesen dies ebenso fiir Arthritis-
Antikorper nach Deglykosylierung mit EndoS nach. Die AK induzierten hier eine mildere
Arthritis in Mdusen. Die Antigenbindung blieb bei diesen Versuchen ebenfalls unverandert.
Die Konformationsanderung des Fc-Teils der AK resultierte in einer geringeren Fc-Rezeptor-
bindung.

Die Fc-Rezeptor-Aktivierung scheint damit abhangig vom Konformationszustand des
Antikorpers zu sein, welcher wiederum durch die Zuckerketten bestimmt wird.
Unterschiedliche Konfigurationen der Zuckerketten, verdndert durch Enzyme, fithren zu

unterschiedlich starken Effektorfunktionen.

Antikorper kénnen nicht nur an membrands gebundene Fc-Rezeptoren binden, sondern
koénnen auch iiber das Fc-Fragment weitere Kaskaden wie das Komplementsystem der
humoralen Immunantwort in Gang setzen. Die Kaskade des Kklassisches Weges der
Komplementaktivierung wird hier iiber das Andocken von IgG an Clq in Gang gesetzt.
(Janeway Immunologie Murphy/Travers/Walport 2009) In Zusammenarbeit mit der Gruppe
von F. Nimmerjahn war es moglich, die Bindung von den zuvor deglykosylierten
NF-Ak an Komplementfaktoren zu untersuchen. Hier ergaben sich im ELISA, welcher die
Bindungsaffinitdt zwischen AK und dem Komplementfaktor C1q darstellt, vergleichbare
Ergebnisse wie im Simulationsversuch. Die mit Neuraminidase zuvor behandelten Anti-
Neurofascin AK wiesen eine dhnlich stirkere bzw. etwas verstarkte Bindungsintensitat im
Vergleich zu den unbehandelten AK auf. Fiir EndoS deglykosylierte NF-Ak konnte eine
reduzierte Bindung dargestellt werden. Vor allem bei den PNGaseF verdauten NF-Ak zeigte
sich eine stark verminderte Bindungsintensiat zum Komplentfaktor im Gegensatz zu den im
Normalzustand belassenen NF-Ak.

Verglichen mit anderen Arbeiten spricht dies ebenfalls dafiir, dass es eine

Konformationsveranderung geben muss, je nach Glykosylierung des Fc-Fragments.
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Leatherbarrow et al. (1984) haben herausgefunden, dass monoklonale Maus anti-DNP IgG2a
zwar Clq im aglykosylierten Zustand binden konnten, die Dissoziationskonstante und die
Aktivierung von C1 aber deutlich reduziert war.

Bei Allhorn et al. (2007) war die Bindung der EndoS deglykosylierten anti-D Antikérper an

C1q und somit die Komplementaktivierung durch IgG ebenfalls stark reduziert.

Die Glykosylierung der Antikorper am Fc-Fragment nimmt somit Einfluss auf den
Konformationszustand, welcher mafidgeblich fiir die Bindungsfahigkeit und schliefilich fiir
die Effektorfunktion der AK verantwortlich ist. Sowohl Fc-Rezeptor Aktivierungen, wie auch
Bindungen am Komplementfaktor konnen durch Deglykosylierungen verstarkt oder
reduziert werden. Es lies sich nachweisen, dass durch eine Neuraminidase Behandlung eher
ein starkerer Effekt und durch PNGaseF, sowie EndoS ein verminderter Effekt bei IgG

Funktionen zu erwarten ist.
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5 Zusammenfassung

Der Nachweis von Autoantikdrpern bei Patienten mit entziindlichen Erkrankungen des
Nervensystems ist von grofder diagnostischer Bedeutung. Dartiber hinaus gibt es Hinweise,
dass zumindest einige dieser Autoantikorper auch pathogene Bedeutung haben. An diesen
pathogenen Effekten kénnen Bindungen an Fc-Rezeptoren und Komplement-Aktivierungen
beteiligt sein. Diese Effektorfunktionen werden durch den Isotyp der Antikérper und auch
durch unterschiedliche Glykosylierungen des Fc-Teils bestimmt. IgG hat eine bekannte
N-Glykosylierungsstelle an Asparagin 297. Die angehdngten Zuckerketten an dieser Stelle
koénnen unterschiedlich modifiziert sein. Die vorliegende Arbeit beschaftigte sich mit dem
Einfluss dieser Fc-Glykosylierungen auf Autoantikoérper, die an der Krankheitsentwicklung
von entzlindlichen Erkrankungen des Nervensystems beteiligt sein konnen. Dazu wurden
zum einen monoklonale Neurofascin A12/18.1 Antikérper und zum anderen
Plasmapheresenmaterial von Patienten mit Neuromyelitis optica verwendet, die Antikérper
gegen Aquaporin-4 aufweisen. Neurofascin kommt in zwei Isoformen vor, NF155 in den
Paranoden im Myelin und NF186, in den Ranvierschen Schniirringen. Neurofascin ist im
zentralen und peripheren Nervensystem in gleicher Weise zu finden. Der hier verwendete
mAKk gegen Neurofascin induziert im Tiermodell einen axonalen Schaden im zentralen
Nervensystem und verstdrkt eine Entziindung im peripheren Nervensystem. Wahrend die
Beteiligung von Autoantikorpern gegen Neurofascin bei menschlichen Erkrankungen des
zentralen Nervensystems noch unklar ist, konnten Kollegen in meinem Labor parallel zu
dieser Arbeit Neurofascin Autoantikorper bei einem Teil der Patienten mit Entziindungen
des peripheren Nervensystems nachweisen.

Der monoklonale Neurofascin-Antikdrper A12/18.1 wurde in meiner Arbeit mit drei
verschiedenen Glykosidasen (PNGaseF, EndoS und Neuraminidase) verdaut. Die PNGaseF
schneidet direkt am Asparagin und fiihrt dadurch zu einer kompletten Deglykosylierung. Die
IgG-spezifische Glykosidase EndoS schneidet zwischen Mannose und GlcNAc und fiihrt so zu
einer weitgehenden Deglykosylierung. Neuraminidase schneidet nur die terminalen
N-Acetylneuraminsdaure ab. Diese differentiellen Deglykosylierungen wurden mittels
SDS-PAGE und Lektin-Blot untersucht. Ein reduziertes Molekulargewicht vor allem fiir
EndoS und PNGaseF verdaute NF-Ak war in der SDS-PAGE im Gegensatz zu den
unbehandelten AK ersichtlich. Der Lektin-Blot zeigte bei allen deglykosylierten Antikérpern

eine abgeschwachte Signalintensitit im Vergleich zu den unveranderten Antikérpern.
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Der deglykosylierende Effekt der Enzyme konnte somit nachgewiesen werden.
Die Antigen-Erkennung dieser verschieden deglykosylierten mAks wurde nicht
beeintrachtigt, wie aus einer FACS-Analyse mit Neurofascin transfizierten Zellen
(TE-NF186) hervorgeht.

Fiir die Untersuchung der Fc-Rezeptor-Aktivierung durch deglykosylierte NF-Ak wurde ein
Stimulationsversuch etabliert. Hierbei wurden die Effektorfunktionn der verschieden
verdauten AK anhand von IL8-Sekretionen von THP1-Zellen, einer monozytaren Zelllinie,
gemessen. Dabei dienten die TE-NF186-Zellen als Trager fiir das Zielantigen Neurofascin.
Die AK aktivierten nach Bindung des Antigens die Fc-Rezeptoren der THP1-Zellen, was zur
Sekretion von IL8 fiihrte. Dabei zeigte sich eine verminderte IL8 Ausschiittung bei EndoS
und PNGaseF verdauten AK im Gegensatz zu den unverdauten AK. Der Effekt bei den
Neuraminidase deglykosylierten AK war etwas hoher, verglichen mit den unbehandelten AK.
Ein Einfluss durch Eigenproduktion der TE-Zellen wurde zuvor ausgeschlossen und die IL8-
Sekretion als antigenspezifisch und dosisabhdngig nachgewiesen. Eine statistische
Signifikanz fiir die unterschiedlichen Stimulationseffekte konnte fiir die Konzentrationen
0,01 pg/ml bis 0,3 pg/ml der verschieden glykosylierten Neurofascin Antikorper belegt
werden.

Eine weitere Effektorfunktion von Antikérpern, getriggert durch die Bindung am Fc-Teil, ist
die Komplementaktivierung. Diese konnte, durch die Zusammenarbeit mit dem Labor von
Falk Nimmerjahn (Universitit Erlangen-Niirnberg), mit Hilfe von einem C1q-ELISA
veranschaulicht werden. Der ELISA zeigte vergleichbare Ergebnisse wie die
Stimulationsversuche. Nach PNGaseF oder EndoS Einsatz fiihrten NF-Ak zu einer
verminderten Clq-Komplementbindung. Auch diese zeigt sich somit je nach
Deglykosylierung beeinflusst.

Weiter wurde in dieser Arbeit begonnen, die Effekte einer differentiellen Deglykosylierung
von Antikorpern gegen Aqp4 zu untersuchen. Zu diesem Zweck wurden HEK293-Zellen
stabil mit Aqp4 versehenen Plasmid transfiziert. Validiert wurde die Transfektion durch die
Untersuchung der Bindung zwischen Aqp4-Ak enthaltenen Patientenmaterial
(Plasmapheresen von NMOSD Patienten) und den HEK293-Zellen. Anschliefend wurde
Plasmapheresematerial von Patienten mit anti-Aqp4 differentiell deglykosyliert wie dies fiir
den mAk gegen NF etabliert wurde. Diese differentielle Deglykosylierung wurde wieder
anhand von SDS-PAGE und Lektin-blot bestatigt.

Zusammenfassend, diese Doktorarbeit zeigt, wie die differentielle Deglykosylierung die
Effektorfunktionen, FcR-Aktivierung und Clq Bindung, eines mAks gegen Neurofascin
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beeinflusst und legt die Grundlage fiir weitere Untersuchungen des Effekts der

Glykosylierung von Antikdrpern gegen Aquaporin-4.
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Abb. Abbildung

ADEM acute disseminated encephalomyelitis
AK/Ak Antikoérper

Ag Antigen

AQP4 Aquaporin-4

BSA bovine serum albumin

CIDP Chronisch inflammatorische demyelinisierende Polyneuropathie
CIS clinically isolated syndrom

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaure

EAE experimental autoimmune encepahlomylitis
EBV Epstein-Barr-Virus

EDTA Ethylendiamintertraacetat

FACS fluorescence activated cell sorter

FCS Fetal Calf Serum

FPLC fast protein liquid chromatography
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