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1 Zusammenfassung

ZNS-Autoimmunitat (ZNS = Zentrales Nervensystem) spielt als pathogenetisches
Fundament bei einer zunehmenden Anzahl neurologischer Krankheitsbilder eine
wichtige Rolle. In den letzten Jahrzehnten rickien dabei die B-Zellen und
Autoantikdrper als wichtige Playerin der Pathogenese chronisch-entzindlicher ZNS-
Erkrankungen mehr und mehr in den Fokus. Die Suche nach neuen Zielantigenen
und die Charakterisierung der Antikrper sind folglich wichtige Forschungsfelder. Bei
einem GroBteil der Patienten mit Multipler Sklerose (MS) sind die Zielstrukturen der
vermuteten Autoimmunreaktion noch nicht identifiziert. Da die MS sowohl zu einer
Entmarkung als auch zu einer Schadigung der grauen Substanz fuhrt, wird in der
Arbeitsgruppe von Prof. Edgar Meinl (AG Meinl) die Autoimmunitat gegen das
Oligodendrozyten-Myelin-Glykoprotein (OMGP) im Detail untersucht. Dieses Protein
wird sowohl von Oligodendrozyten als auch von Neuronen exprimiert und ist
spezifisch fur das ZNS.

Die vorliegende Dissertation fu3t auf der Entdeckung von Autoantikbrpern gegen
OMGP bei einer Subgruppe von Patienten mit chronisch-entzindlichen ZNS-
Erkrankungen durch die PhD-Studentin Ramona Gerhards aus der AG Meinl. OMGP
ist ein GPIl-verankertes (GPI = Glycosylphosphatidylinositol), stark glykosyliertes
Protein, welches unter anderem als Inhibitor des axonalen Wachstums fungiert. Die
genauere Charakterisierung von monoklonalen anti-OMGP Antikérpern in vitro ist
das Ziel dieser Dissertation.

En détail wurden in Kooperation mit der Monoclonal Antibody Core Facility des
Helmholtz-Zentrums Minchen durch Immunisierung von Mausen und Ratten mit
dem humanen Protein (hOMGP) oder einem Peptid des OMGP der Ratte (rOMG-
Peptid) 133 Hybridome generiert. Ziel dieser Doktorarbeit war es, aus diesen
Hybridomen einige auszuwéahlen, die (1) hOMGP in einem zellbasierten Assay
erkennen - auch dann, wenn es mit seinem natlrlichen GPI-Anker in der
Zellmembran lokalisiert ist - und die (2) eine Kreuzreaktivitat mit OMGP der Ratte
(rOMGP) und Maus (mMOMGP) aufweisen. Die OMGP-Reaktivitat der ausgewéhlten
Antikdrper sollte (3) anhand von Verdinnungsreihen weiter im ELISA und in der
Durchflusszytometrie charakterisiert und mit derer von kommerziellen anti-OMGP
Antikdrpern verglichen werden. Weiterhin sollte herausgefunden werden, (4) ob



Zusammenfassung

diese monoklonalen Antikérper (mAK) eher den Zucker- oder den Proteinanteil von
hOMGP erkennen. SchlieBlich sollten mit den mAK (5) murine Oligodendrozyten
verschiedener Reifungsstadien gefarbt und dabei (6) untersucht werden, ob die mAK
komplementabhangig murine oligodendrocyte progenitor cells (OPCs) lysieren.

Anhand eines zellbasierten Assays wurden im Rahmen dieser Arbeit drei
monoklonale anti-OMGP Antikérper (22H6, 14A9, 31A4) ausgewahlt, welche eine
mit kommerziellen anti-OMGP Antikdrpern vergleichbare Reaktivitdt gegenuber
hOMGP, mOMGP und rOMGP aufweisen. Diese mAK wurden verwendet, um den
Effekt der Glykosylierung von hOMGP auf die Antikdrper-Reaktivitat zu Gberprifen.
Eine partielle enzymatische Deglykosylierung fuhrte hierbei zu keiner Minderung der
Reaktivitdat der mAK im enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) und
zellbasierten Assay, was dafir spricht, dass die getesteten mAK nicht die
Zuckerketten, sondern den Proteinanteil erkennen. Die ausgewahlten mAK farbten
murine Oligodendrozyten sowohl im Stadium der OPCs als auch im differenzierten
Stadium. AbschlieBend wurde die Fahigkeit der mAK zur Komplementaktivierung in
einer murinen OPC-Kultur gepruft. Eine signifikante komplementvermittelte
Zytotoxizitdt konnte dabei mit der verwendeten Methodik nicht nachgewiesen
werden.

Zusammengefasst konnten in dieser Dissertation drei monoklonale anti-OMGP
Antikérper (22H6, 14A9, 31A4) identifiziert werden, die sich dazu eignen, um im
Rahmen weiterer in vitro und in vivo Experimente die Pathomechanismen der
OMGP-spezifischen Autoimmunitdt besser zu verstehen. Die Ergebnisse der
Deglykosylierungs-Experimente sprechen dafiir, dass die Zuckerketten fir die
hOMGP-Reaktivitat dieser mAK von untergeordneter Bedeutung sind.
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2 Einleitung

2.1 Immunreaktionen im zentralen Nervensystem

In den 1920er Jahren machten Wissenschaftler anhand von tierexperimentellen
Studien die Entdeckung, dass die heterologe Transplantation von Tumorgewebe in
das Hirnparenchym nicht zu dessen AbstoBung fuhrt, was in Kontrast zu den bis dato
erworbenen Erkenntnissen Uber die AbstoBungsmechanismen peripherer Organe
stand (Shirai 1921, Murphy and Sturm 1923). Ein weiterer bedeutender Meilenstein
in der Erforschung immunologischer Prinzipien des ZNS wurde im Jahre 1948 durch
den britischen Zoologen Sir Peter Brian Medawar (1915-1987) gelegt, der
Autotransplantationen von Hautgewebe in das Hirnparenchym von Kaninchen unter
verschiedenen Bedingungen erforschte (Louveau, Harris et al. 2015). Die
Autotransplantate wurden zwar nicht abgestoBen, sofern sie keinen Kontakt zu den
dortigen BlutgeféaBen hatten - es kam jedoch zu einer Immunreaktion, wenn die Tiere
zuvor peripher mit den Geweben immunisiert worden waren (Medawar 1948).
Medawars Arbeiten pragten seither die Auffassung einer immunologischen
Sonderstellung des ZNS (Louveau, Harris et al. 2015).

Anatomisch zeichnet sich das ZNS durch wichtige Barrieren aus, die es vor
pathogenen Einflissen schitzen (Engelhardt, Vajkoczy et al. 2017). Die Hirnhaute
formen die auBere Barriere und trennen das Hirnparenchym von dem mit Liquor
geflllten Subarachnoidalraum (Engelhardt, Vajkoczy et al. 2017). Auf der Oberflache
des Gehirns und Rickenmarks limitiert zudem die Glia limitans die Einwanderung
von Leukozyten in das ZNS-Parenchym (Horng, Therattil et al. 2017). Zwischen
Blutzirkulation und Nervengewebe tréagt die Blut-Hirn-Schranke zu einem optimalen
Milieu bei, um die neuronale Funktionsfahigkeit sicher zu stellen (Obermeier,
Daneman et al. 2013, Siegenthaler, Sohet et al. 2013, Andreone, Lacoste et al.
2015). lhre komplexe Struktur und Funktion unterscheidet sich dabei zwischen
einzelnen GeféBabschnitten (Obermeier, Daneman et al. 2013): Wéahrend der
Transport von Nahrstoffen ins ZNS vor allem durch die Kapillaren erfolgt (Obermeier,
Daneman et al. 2013), findet die Einwanderung von Immunzellen Uber die
postkapillaren Venolen statt (Obermeier, Daneman et al. 2013, Engelhardt, Vajkoczy
et al. 2017). Im Bereich des Plexus choroideus formen die Epithelzellen die Blut-
Liquor-Schranke (Ransohoff, Kivisakk et al. 2003, Engelhardt, Vajkoczy et al. 2017),
die vermutlich den Ubertritt von Zellen des Immunsystems in den Liquor kontrolliert
(Engelhardt, Carare et al. 2016, Engelhardt, Vajkoczy et al. 2017).
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Innerhalb des ZNS-Parenchyms reprasentieren ortsstandige, von Vorldufern aus
dem embryonalen Dottersack stammende (Alliot, Godin et al. 1999, Ginhoux, Greter
et al. 2010) Gewebsmakrophagen, sogenannte Mikroglia, die angeborene
Immunabwehr (Engelhardt, Carare et al. 2016). Mit ihren Fortsatzen kontrollieren sie
stetig die Umgebung (Herz, Filiano et al. 2017); zudem besitzen sie die Fahigkeit zur
Phagozytose (Herz, Filiano et al. 2017) und Antigen-Prasentation (Ransohoff and
Engelhardt 2012). Weder ortsstandige T-Zellen (Engelhardt, Carare et al. 2016) noch
klassische dendritische Zellen (Ransohoff and Engelhardt 2012) konnten bislang im
ZNS-Parenchym detektiert werden. Im Liquor finden sich vor allem aktivierte CD4+
T-Gedéachtniszellen, was annehmen lasst, dass Immunzellen dort insbesondere
Funktionen in der Immuniberwachung inne haben (Kivisakk, Mahad et al. 2003).

Zusammengefasst erlaubt die Kompartimentierung des ZNS, dass einzelne Bereiche
fir periphere Immunzellen zugénglich sind und mit diesen interagieren kénnen,
wahrend wiederum andere Kompartimente (z.B. ZNS-Parenchym) in hohem MaBe
geschutzt sind. Aktuelle Forschungsarbeiten zeigen jedoch auch, dass ein starres
Festhalten an alten Paradigmen weder sinnvoll noch moglich ist (Engelhardt,
Vajkoczy et al. 2017). Der Begriff ,Immunprivileg“ sollte aus heutiger Sicht mit
Einschréankung verwendet werden, da es an einer dem aktuellen Erkenntnisstand
angepassten Definition mangelt (Ransohoff and Engelhardt 2012).

2.2 Autoimmunitat im zentralen Nervensystem

Selbsttoleranz ist eine essenzielle Fahigkeit des Immunsystems. Versagt der
Mechanismus, kann daraus die Destruktion kérpereigenen Gewebes resultieren
(Bell and Bird 2005). Im 20. Jahrhundert beschrieb der deutsche Mediziner und
Nobelpreistrager Paul Ehrlich erstmals das Konzept der Autoimmunitat und betonte
deren schwere Folgen mit dem Begriff horror autotoxicus (Bell and Bird 2005,
Murphy and Weaver 2018). Die Pravalenz von Autoimmunerkrankungen liegt in der
westlichen Population bei etwa 5 % (Murphy and Weaver 2018). Tatsachlich sind
autoreaktive Lymphozyten auch physiologischerweise vereinzelt im Immunsystem
zu finden (Murphy and Weaver 2018). Um jedoch eine Autoimmunerkrankung zu
entwickeln, ist wohl ein komplexes Zusammenwirken aus pradisponierenden
Genvarianten (z.B. Mutationen von HLA-Molekilen; HLA = humanes Leukozyten-
Antigen) und Umweltfaktoren (z.B. Infektionen) verantwortlich (Rioux and Abbas
2005, Wang, Wang et al. 2015, Murphy and Weaver 2018). Obwohl das ZNS ein
immunologisch geschutztes Organ ist, kann es trotzdem zum Ziel von
Immunreaktionen werden.
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In der Frage nach den Ursachen ZNS-gerichteter Autoimmunitdt nehmen
Tiermodelle eine wichtige Rolle ein. Die experimentelle autoimmune
Enzephalomyelitis (EAE) ist ein verbreitetes Modell zur Erforschung der MS (Gold,
Linington et al. 2006). Im Jahre 1981 gelang erstmals die Induktion einer
sogenannten adoptive-transfer EAE (AT-EAE) in gesunden Tieren durch den
Transfer MBP-spezifischer (MBP = Myelin-Basisches Protein) CD4+ T-Zellen (Ben-
Nun, Wekerle et al. 1981). Eine weitere Anndherung an die humane Pathologie
ermoglichte die Identifizierung des Myelinproteins MOG (Myelin-Oligodendrozyten-
Glykoprotein) als Zielstruktur demyelinisierender Antikdrper (Lebar, Lubetzki et al.
1986, Gold, Linington et al. 2006). Autoantikbrper vermdgen die Blut-Hirn-Schranke
physiologischerweise nicht zu Uberschreiten (Litzenburger, Fassler et al. 1998,
Lassmann and Bradl 2017). Eine systemische Injektion von anti-MOG Antikérpern
nach Induktion einer AT-EAE durch autoaggressive T-Zellen fuhrt jedoch zu einer
Aggravierung der Symptomatik und ausgepragten Demyelinisierung (Linington,
Bradl et al. 1988). Auch wenn viele Erkenntnisse der Neuroimmunologie auf
Tiermodelle zurlickzuftihren sind, existiert noch keines, das die humane Pathologie
in ihrer Komplexitat imitieren kann (Lassmann and Bradl 2017). So sind gewisse
Eigenschaften der MS wie die Bedeutung von CD8+ T-Zellen in aktuellen Modellen
noch unterreprasentiert (Lassmann and Bradl 2017).

Aus klinischer Sicht gewann das Konzept der Autoimmunitét im letzten Jahrzehnt bei
vielen neurologischen Krankheiten an Relevanz (Bradl and Lassmann 2016). Die
Einteilung von Autoimmunerkrankungen unterscheidet zwischen systemischen und
Organ-spezifischen  Erkrankungen (Murphy and Weaver 2018). Viele
Systemerkrankungen wie der systemische Lupus Erythematodes kénnen das ZNS
involvieren und dabei zu oft schwerwiegenden Verlaufen fuhren. Innerhalb der
Organ-spezifischen  Autoimmunerkrankungen bilden die  entzindlichen,
demyelinisierenden ZNS-Erkrankungen eine wichtige Subgruppe und sollen im
Folgenden anhand zweier Beispiele genauer betrachtet werden.

2.2.1 Multiple Sklerose (MS)

Die MS betrifft etwa 2-3 Millionen Personen weltweit (Thompson, Baranzini et al.
2018). Das Manifestationsalter liegt dabei meist zwischen dem 20. und 40.
Lebensjahr (Bittner, Meuth et al. 2015), wobei auch ein Beginn in der Kindheit oder
im hoéheren Alter moglich ist (Thompson, Baranzini et al. 2018). Aus weitgehend
unbekannten Griinden sind etwa 75 % der Erkrankten weiblich (Orton, Herrera et al.
2006, Reich, Lucchinetti et al. 2018). Geographisch besteht eine Abnahme der
Pravalenz mit steigender Nahe zum Aquator (Bittner, Meuth et al. 2015, Thompson,
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Baranzini et al. 2018). Entsprechend ist die Haufigkeit in Nordamerika, Nordeuropa
und Teilen Australiens besonders hoch (Bittner, Meuth et al. 2015, Collaborators
2019). Die Ursache der MS ist noch unklar. Angenommen wird ein multifaktorielles,
interindividuell variables Zusammenspiel aus Umweltfaktoren und genetischer
Pradisposition (Reich, Lucchinetti et al. 2018, Thompson, Baranzini et al. 2018). Der
HLA DRB1*1501 Haplotyp weist beispielsweise eine starke MS-Korrelation auf
(Patsopoulos, Barcellos et al. 2013, Reich, Lucchinetti et al. 2018). Zu den
wichtigsten umweltassoziierten Faktoren zahlen Tabakkonsum, ein niedriger Vitamin
D-Spiegel (Ascherio, Munger et al. 2014, Ramanujam, Hedstrom et al. 2015,
Thompson, Baranzini et al. 2018) sowie eine durchgemachte Infektion mit dem
Ebstein-Barr-Virus (EBV) (Reich, Lucchinetti et al. 2018, Thompson, Baranzini et al.
2018).

Klinisch manifestiert sich die MS als chronisches Geschehen, das in drei
Verlaufsformen unterteilt werden kann (Lublin and Reingold 1996). In 85 % der Falle
beginnt die MS als schubférmige Erkrankung (RRMS = relapsing remitting MS) ohne
Progredienz der Behinderung zwischen den Schiiben (Bittner, Meuth et al. 2015).
Bei etwa 15 % der Erkrankten liegt von Beginn an eine progrediente Behinderung
(PPMS = primary progressive MS) vor (Bittner, Meuth et al. 2015, Thompson,
Baranzini et al. 2018). Auch ein Ubergang einer RRMS in eine progrediente
Behinderung (SPMS = secondary progressive MS) ist moglich (Bittner, Meuth et al.
2015, Thompson, Baranzini et al. 2018). Art und Auspragung der Symptome sind
interindividuell  unterschiedlich.  H&ufige  Erstmanifestationen sind eine
Optikusneuritis und Sensibilitatsstérungen, im Verlauf tragen oft Paresen sowie
Blasen- und Mastdarmstérungen zu einer abnehmenden Mobilitat bei (Bittner, Meuth
et al. 2015).

Die erste ausfuhrliche Charakterisierung von MS-Lasionen (la sclerose en plaque)
erfolgte im Jahre 1868 durch den franzdsischen Neurologen und Pathologen Jean-
Martin Charcot (1825-1893) (Pearce 2005, Kumar, Aslinia et al. 2011). Grundsatzlich
kénnen Lasionen im gesamten ZNS auftreten (Hoéftberger and Lassmann 2018,
Reich, Lucchinetti et al. 2018), sie betreffen jedoch meist Orte mit einer hohen Dichte
venoser GefaBe (Hoftberger and Lassmann 2018). Sie sind gekennzeichnet durch
Inflammation, Demyelinisierung, Neurodegeneration und astrozytare Gliose
(Hoftberger and Lassmann 2018, Reich, Lucchinetti et al. 2018).

Areale der Demyelinisierung finden sich bei der MS sowohl in der weif3en als auch
in der grauen Substanz (Kutzelnigg, Lucchinetti et al. 2005, Lucchinetti, Popescu et
al. 2011). Als Mechanismus der Entmarkung nimmt man eine inflammatorische
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Grundlage an (Lucchinetti, Bruck et al. 2000, Héftberger and Lassmann 2018), wobei
sich die dominierenden Immunzelltypen interindividuell unterscheiden (Lucchinetti,
Bruck et al. 2000). Eine Remyelinisierung entmarkter Strukturen ist mdglich
(Hoftberger and Lassmann 2018), jedoch von Patient zu Patient unterschiedlich
(Hoftberger and Lassmann 2018) und unter anderem vom Krankheitsstadium (Foote
and Blakemore 2005) und dem Ort der Lasion (Patrikios, Stadelmann et al. 2006)
abhéngig.

Die Neurodegeneration beginnt bereits frih im Krankheitsverlauf und stellt das
wesentliche pathologische Korrelat der Behinderung dar (Dendrou, Fugger et al.
2015, Thompson, Baranzini et al. 2018). Als Ursachen werden unter anderem eine
mitochondriale Dysfunktion (Héftberger and Lassmann 2018) und ein Verlust an
neurotrophen Faktoren (Thompson, Baranzini et al. 2018) angenommen. Zudem
konnte gezeigt werden, dass inflammatorische Prozesse zur Bildung intraneuronaler
Protein-Aggregate fiihren (Schattling, Engler et al. 2019). Remyelinisierung und
Neurodegeneration sind vielversprechende Ansatzpunkte der modernen MS-
Therapie (Luessi, Siffrin et al. 2012, Gruchot, Weyers et al. 2019).

In allen Stadien lassen sich Zeichen der Inflammation feststellen (Dendrou, Fugger
et al. 2015): Wahrend das Bild der frihen MS-Lasion von einer lokalisierten Invasion
durch Makrophagen und CD8+ T-Zellen und zu einem geringeren Anteil B-Zellen,
Plasmazellen und CD4+ T-Zellen gepragt ist (Dendrou, Fugger et al. 2015), zeigt
sich im Verlauf ein diffuseres Bild aus T-Zell-Infiltraten, aktivierten Mikroglia und
Astrozyten (Dendrou, Fugger et al. 2015) sowie einem steigenden Anteil an B-Zellen
und Plasmazellen (Frischer, Bramow et al. 2009, Dendrou, Fugger et al. 2015). Das
spatere Krankheitsstadium zeichnet sich trotz Abnahme der Inflammation durch eine
fortschreitende Neurodegeneration aus, weshalb die Frage nach den Mechanismen
und therapeutischen Ansatzpunkten der progredienten Behinderung eine bleibende
Herausforderung darstellt (Dendrou, Fugger et al. 2015). Eine Ubersicht der
histopathologischen Merkmale der MS ist in Abbildung 2-1 dargestellt.
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Abbildung 2-1 Pathogenese der MS

Vereinfachte Darstellung der Pathogenese der MS. Es wird angenommen, dass die
Einwanderung autoreaktiver Lymphozyten den Beginn der Erkrankung markiert. Die
akute Inflammation kann unter anderem durch eine Demyelinisierung von Axonen
oder eine axonale Transektion zur Einschrdnkung der neuronalen Leitféhigkeit
fuhren. Eine Remyelinsierung entmarkter Strukturen ist mdglich. Andererseits
kdénnen Prozesse wie die Umverteilung von Natriumkanélen in entmarkten Axonen
in einer chronischen Neurodegeneration resultieren. Ebenso kann die astrozytére
Narbenbildung negative Effekte auf das Regenerationspotenzial haben. Die
Aktivierung von Mikroglia kann sowohl regenerative als auch schddigende Einfllisse
aufweisen. Diese Abbildung wurde in Anlehnung an Compston and Coles
(Compston and Coles 2008) mit BioRender erstellt.

Die Hypothese, dass es sich bei der MS um eine Autoimmunerkrankung handelt,
wird durch einige Argumente wie die Histopathologie und die Assoziation zu
bestimmten HLA-Molekulen gestutzt (Bittner, Meuth et al. 2015). Es wird
angenommen, dass vor allem T-Zellen (CD4+ T-Zellen und CD8+ T-Zellen) und B-
Zellen bedeutende Player in der Entstehung der MS darstellen (Hohlfeld, Dornmair
et al. 2016, Hohlfeld, Dornmair et al. 2016, Thompson, Baranzini et al. 2018), wobei
ZNS-spezifische Antigene als Zielstrukturen dieser Immunreaktion vermutet werden
(Thompson, Baranzini et al. 2018). Im Gegensatz zu anderen
neuroinflammatorischen Krankheitsbildern konnte fir die MS bislang jedoch kein
einheitliches Autoantigen identifiziert werden (Hohlfeld, Dornmair et al. 2016,
Thompson, Baranzini et al. 2018), obwohl etliche Kandidaten-Autoantigene diskutiert
werden (siehe Kapitel 2.3). Die Suche nach den Zielantigenen stellt also ein
wichtiges Forschungsfeld dar (Hohlfeld, Dornmair et al. 2016, Hohlfeld, Dornmair et
al. 2016). Bezuglich der Frage nach der Aktivierung autoreaktiver Zellen gibt es zwei
Hypothesen: Im intrinsischen Modell markieren ZNS-immanente Ereignisse (z.B.
virale Infektionen) den Beginn der Erkrankung (Dendrou, Fugger et al. 2015,
Thompson, Baranzini et al. 2018). Hingegen besagt das extrinsische Modell, dass
Immunzellen peripher (z.B. durch molekulares Mimikry) aktiviert werden (Dendrou,
Fugger et al. 2015).
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2.2.2 Neuromyelitis-optica-Spektrum-Erkrankungen (NMOSE)

Die NMOSE bilden eine Gruppe chronischer Krankheitsbilder  mit meist
schubférmigem Verlauf (Borisow, Mori et al. 2018) und einem oft insuffizienten
Ansprechen auf immunmodulatorische Therapien (Kleiter, Gahlen et al. 2016,
Borisow, Mori et al. 2018). Histopathologisch zeigen sich haufig demyelinisierende
Lasionen des Sehnervs und Rickenmarks (Hoéftberger and Lassmann 2018); das
GroBhirn (Borisow, Mori et al. 2018) und der Hirnstamm (z.B. Area postrema)
(Kremer, Mealy et al. 2014) kdnnen jedoch ebenso betroffen sein. Die Entdeckung
von Autoantikdrpern gegen das Wasserkanalprotein Aquaporin-4 (AQP-4) (Lennon,
Wingerchuk et al. 2004, Lennon, Kryzer et al. 2005), die bei etwa 70-80 % der
Patienten nachweisbar (Borisow, Mori et al. 2018) und heute Teil der
Diagnosekriterien sind (Wingerchuk, Banwell et al. 2015), grenzte die NMOSE als
eigenstandiges Krankheitsbild ab (Ho6ftberger and Lassmann 2018). Mit dem
Myelinprotein MOG konnte ein weiteres Autoantigen identifiziert werden (Kitley,
Woodhall et al. 2012). Trotz vieler Uberlappungen bestehen jedoch unter anderem
hinsichtlich der Klinik und Histopathologie bedeutende Unterschiede zwischen den
AQP4- und MOG-Autoantikérper-assoziierten NMOSE (Kapitel 2.3) (Wingerchuk,
Banwell et al. 2015). Die sogenannte MOG-assoziierte Enzephalomyelitis wird
deshalb zum Teil als eigene Entitat abgegrenzt (Dos Passos, Oliveira et al. 2018,
Jarius, Paul et al. 2018).

Dies veranschaulicht, wie wichtig die Stratifizierung von Patienten anhand von
Immunzellen und deren Zielantigenen ist, um das Verstéandnis der Pathogenese
neuroimmunologischer Krankheiten zu verbessern und die Basis fir ein
individualisiertes klinisches Management zu schaffen.
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2.3 Zielstrukturen und pathophysiologische Bedeutung
von Autoantikorpern bei entzlindlichen,
demyelinisierenden Erkrankungen des zentralen

Nervensystems

Wie bereits beschrieben, konnte die Bedeutung autoreaktiver T-Zellen in der
Entstehung ZNS-gerichteter Autoimmunitat bereits im 20. Jahrhundert im EAE-
Modell untermauert werden (Ben-Nun, Wekerle et al. 1981, Wekerle 1993). In den
letzten Jahren wurde auch der Rolle von B-Zellen und Autoantikérpern in der
Pathogenese demyelinisierender ZNS-Erkrankungen vermehrt Beachtung
geschenkt (Brimberg, Mader et al. 2015, Hausser-Kinzel and Weber 2019, Sabatino,
Probstel et al. 2019). Dabei waren folgende experimentelle und klinische
Erkenntnisse entscheidend (Probstel and Hauser 2018):

e Im EAE-Modell konnte gezeigt werden, dass durch ein Zusammenspiel von T-Zellen und
Antikdrpern eine entzindliche Demyelinisierung induziert werden kann, die dem
histopathologischen Bild der MS &hnelt (Gold, Linington et al. 2006, Lassmann and Bradl
2017).

e Eine Therapie mit anti-CD20 Antikérpern wie Rituximab (Hauser, Waubant et al. 2008,
Ineichen, Moridi et al. 2020) oder Ocrelizumab (Kappos, Li et al. 2011) zeigt bei einer
Gruppe von MS-Patienten einen positiven Effekt.

e Histopathologisch sind Immunglobuline und Komplementfaktoren in einem Teil der
akuten MS-Léasionen nachweisbar (Storch, Piddlesden et al. 1998, Lucchinetti, Bruck et
al. 2000)

e Im Liquor von MS-Patienten spiegeln sogenannte oligoklonale Banden, die aufgrund
ihres breiten Vorkommens (etwa 90 % der MS-Patienten) (Dobson, Ramagopalan et al.
2013) in der MS-Diagnostik genutzt werden (Sabatino, Probstel et al. 2019), eine
intrathekale Antikérper-Produktion durch klonal expandierte B-Zellen wieder (Sabatino,
Probstel et al. 2019). Diese Antikdrper stammen vermutlich von intrathekalen B-Zellen ab
(Obermeier, Mentele et al. 2008).

Aufgrund ihrer vielseitigen Funktionen, die neben der AntikGrperproduktion auch die
Antigen-Préasentation und Zytokinproduktion beinhalten (Hausser-Kinzel and Weber
2019, Sabatino, Probstel et al. 2019), kénnen B-Zellen auf mannigfaltige Weise zur
Entstehung und Aufrechterhaltung inflammatorischer Prozesse des ZNS beitragen,
was die Entschlisselung ihrer Bedeutung zu einer komplexen Aufgabe macht. Dies
wird dadurch erschwert, dass die Rolle von B-Zellen und Autoantikérpern zwischen
einzelnen demyelinisierenden Krankheitsbildern differiert: Wahrend Antikérper bei
den NMOSE vermutlich das primare pathophysiologische Korrelat darstellen
(Hausser-Kinzel and Weber 2019, Sabatino, Probstel et al. 2019), geht man bei der
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MS von einem komplexen Zusammenspiel aus T-Zellen und B-Zellen aus, in dem
neben der Antikérperproduktion vor allem interaktive Funktionen der B-Zellen von
Bedeutung sind (Probstel, Sanderson et al. 2015). Grundséatzlich kénnen
Autoantikdrper sowohl apathogen sein als auch zum Funktionsverlust ihres
Zielantigens fuhren (Bradl and Lassmann 2016). Die Schadigungsmechanismen
pathogener Autoantikdrper sind vielfaltig und unterscheiden sich je nach Zielantigen,
teilweise sind sie sogar Epitop-spezifisch (Ludwig, Vanhoorelbeke et al. 2017). Uber
lange Zeit standen Myelinproteine als Autoantigene bei entzindlichen,
demyelinisierenden ZNS-Erkrankungen im Vordergrund (Fraussen, Claes et al.
2014). Inzwischen ist jedoch klar, dass sich Autoantikdrper im Rahmen dieser
Krankheitsbilder auch gegen Zielstrukturen auf Neuronen, Astrozyten und weiteren
ZNS-Bestandteilen richten kénnen (Fraussen, Claes et al. 2014). Abbildung 2-2
zeigt die Lokalisation wichtiger Myelin- und Myelin-assoziierter neuronaler ZNS-
Antigene.

Node of Paranode Juxtaparanode Internode

Ranvier

MOG

e —

i

P~ PP — —
) PLP D) = 8P o (P
—

—{ PLP..

NECL4 Nogo

_ MAG i
- ) '
Contactin-2 Caspr2 . NECLY |_

channel

Abbildung 2-2 Lokalisation der zentralen Myelinproteine und Myelin-assoziierten
neuronalen Proteine

VergréBerter Ausschnitt eines myelinisierten Axons im ZNS mit den typischen
nodalen, paranodalen, juxtaparanodalen und internodalen Proteinen. Wéhrend die
Myelinproteine MOG, MBP und PLP (PLP = Proteolipid-Protein; alle drei jeweils
oberfldchlich im Bereich der Myelinschicht lokalisiert) sowie MAG (Myelin-
assoziiertes Glykoprotein) vor allem im Bereich des Internodiums exprimiert werden,
zéhlen die Proteine NF155 (Neurofascin-155) und Contactin-1 zu den paranodalen
Strukturen. Juxtaparanodal finden sich die Proteine Caspr-2 (Contactin-associated
protein-like 2) und Contactin-2. (Mayer and Meinl 2012)

11



Einleitung

Die Heterogenitat unterschiedlicher ZNS-spezifischer Autoantikérper hinsichtlich
ihrer Zielantigene und Pathomechanismen wird im Folgenden am Beispiel
verschiedener ZNS-Autoantigene aufgezeigt.

2.3.1 Myelin-Oligodendrozyten-Glykoprotein (MOG)

MOG ist ein ZNS-spezifisches (Sabatino, Probstel et al. 2019), in der &uBeren
Myelinschicht lokalisiertes (Brunner, Lassmann et al. 1989) Glykoprotein.
Ausgehend von den Effekten von anti-MOG Antikérpern im EAE-Modell wurde
zunachst angenommen, dass diese auch in der Pathogenese der MS eine
bedeutende Rolle spielen wirden (Weber, Derfuss et al. 2018). Die Untersuchung
von Liquor- und Serumproben humaner MS-Kohorten mittels ELISA und Western
Blot ergab jedoch ein kontroverses Bild (Mayer and Meinl 2012), das weder die
Annahme einer klaren Krankheitsassoziation (Xiao, Linington et al. 1991, Lindert,
Haase et al. 1999, Reindl, Linington et al. 1999) noch einer prognostischen
Bedeutung (Berger, Rubner et al. 2003, Kuhle, Pohl et al. 2007) von anti-MOG
Autoantikdrpern zulieB. Dies war unter anderem der methodischen Schwéche
geschuldet, dass das Antigen zur Testung nicht in seiner intakten Konformation
verwendet worden war (Mayer and Meinl 2012, Probstel, Sanderson et al. 2015).

Im Jahre 2007 wiesen O’Connor et al. anhand eines MOG-Tetramers das
Vorkommen von anti-MOG Antikérpern bei einigen Patienten mit ADEM (Akute
disseminierte Enzephalomyelitis), einer meist in der Kindheit auftretenden
entzindlichen, demyelinisierenden ZNS-Erkrankung (Pohl, Alper et al. 2016), nach,
wahrend diese bei adulten MS-Patienten nur selten detektierbar waren (O'Connor,
McLaughlin et al. 2007). Dieser Befund konnte bei ADEM-Patienten durch
verschiedene Arbeitsgruppen bestatigt werden (Brilot, Dale et al. 2009, Probstel,
Dornmair et al. 2011). Zudem wurden anti-MOG Antikérper mittels zellbasierter
Verfahren unter anderem bei Patienten mit APQ-4-negativer NMOSE (Kitley,
Woodhall et al. 2012, Probstel, Rudolf et al. 2015) und bei einer Subgruppe adulter
MS-Patienten mit schwerer Rickenmarks- und Hirnstammbeteiligung (Spadaro,
Gerdes et al. 2016) nachgewiesen.

Humane anti-MOG Autoantikbrper besitzen meist den Komplement-bindenden
lgG1-Isotyp und sind in hohen Konzentrationen zur komplementvermittelten
Zytotoxizitat in vitro fahig (Mader, Gredler et al. 2011, Peschl, Schanda et al. 2017).
Zudem fuhren sie im Tiermodell zusammen mit Myelin-spezifischen T-Zellen zu einer
Demyelinisierung und Komplementaktivierung (Spadaro, Winklmeier et al. 2018).
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2.3.2 Aquaporin-4 (AQP-4)

AQP-4 ist ein Wasserkanalprotein, welches auf der Oberflache von Astrozyten
(insbesondere im Bereich der FuBfortsatze), jedoch auch in extrazerebralen
Organen lokalisiert ist (Lennon, Kryzer et al. 2005, Jarius, Paul et al. 2008).
Bezuglich seines Expressionsmusters innerhalb des ZNS bestehen lokale
Unterschiede, wobei - entsprechend der Klinik und Histopathologie der NMOSE - die
Dichte des Proteins im Bereich des Nervus opticus und Rickenmarks besonders
hoch ist (Matiello, Schaefer-Klein et al. 2013). Die Lasionen zeichnen sich durch eine
Zerstérung von Astrozyten bei gleichzeitiger Ablagerung von Komplement und
Antikérpern aus (Roemer, Parisi et al. 2007). Das AusmaB der
komplementvermittelten Lyse durch anti-AQP-4 Autoantikérper (hauptséchlich IgG1)
in vitro korreliert dabei mit der Prognose (Hinson, McKeon et al. 2009). Bezuglich der
Ursache der Demyelinisierung wird unter anderem ein sekundéares Ph&nomen
infolge der Zerstérung von Astrozyten (Astrozytopathie) angenommen (Weber,
Derfuss et al. 2018), denen regulative Funktionen im Rahmen der Myelinisierung
zugeschrieben werden (Sorensen, Moffat et al. 2008).

2.3.3 Andere Kandidaten-Autoantigene

Im Jahre 2009 wurden bei MS-Patienten Antikdrper und T-Zellen detektiert, die sich
gegen das juxtaparanodal lokalisierte (Traka, Dupree et al. 2002), axogliale Protein
Contactin-2 richten (Derfuss, Parikh et al. 2009). Wahrend Contactin-2-spezifische
T-Zellen im EAE-Modell eine Pathologie der grauen und weiBen Substanz
induzierten, wiesen anti-Contactin-2 Antikdrper im Tierversuch keine pathogenen
Eigenschaften auf (Derfuss, Parikh et al. 2009). Eine fehlende Zuganglichkeit des
Antigens wird als Ursache angenommen (Derfuss, Parikh et al. 2009).

Mit dem Chloridkanal-Protein Anoctamin-2 (ANO2) wurde im Jahre 2013 anhand
eines Antigen-Microarrays eine neue Zielstruktur von Autoantikbrpern bei MS-
Patienten identifiziert (Ayoglu, Haggmark et al. 2013). ANO2 wird unter anderem von
Neuronen und Gliazellen des Hippocampus und Cortex exprimiert, im Bereich von
MS-Lasionen ist die Expression des Proteins erhéht (Ayoglu, Mitsios et al. 2016). Im
Jahre 2019 wiesen Tengvall et al. eine Kreuzreaktivitat von anti-ANO2 Antikdrpern
zu dem in seiner Sequenz dem Protein ANO2 &hnelnden Ebstein Barr nuclear
antigen 1 (EBNA-1) nach (Tengvall, Huang et al. 2019). Daraus ergibt sich die
interessante Hypothese der Autoren, dass eine EBV-Infektion Uber den
Mechanismus des molekularen Mimikrys zur Entstehung ZNS-gerichteter anti-ANO2
Autoantikérper fuhren kdnnte (Tengvall, Huang et al. 2019).
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Bei dem Flotillin-1/2 Heterokomplex handelt es sich um ein ubiquitar exprimiertes
Membranprotein, welches unter anderem an der axonalen Regeneration beteiligt ist
(Zhao, Zhang et al. 2011, Hahn, Trendelenburg et al. 2017). Im Jahre 2017 wurden
durch Hahn et al. bei 1-2 % der Patienten mit bona fide MS anti-Flotillin-1/2
Antikdrper nachgewiesen (Hahn, Trendelenburg et al. 2017). Bislang ist nicht geklart,
ob diese Antikdrper auch eine pathogene Bedeutung haben (Hahn, Trendelenburg
et al. 2017). Eine komplementvermittelte Pathogenitéat ist aufgrund des IgG1-Isotyps
der Antikérper denkbar (Hahn, Trendelenburg et al. 2017).

Das Wissen Uber die Zielantigene und Eigenschaften von Autoantikdrpern tragt
maBgeblich zu unserem Verstandnis der Pathogenese chronisch-entzindlicher
ZNS-Erkrankungen bei, weshalb die Identifizierung neuer ZNS-Antigene im Bereich
der grauen und weiBBen Substanz von groBem Interesse ist. Ein neues, potenzielles
ZNS-Antigen ist das Protein OMGP, dessen Struktur, Lokalisation und Funktion im
Folgenden erlautert wird.

2.4 Oligodendrozyten-Myelin-Glykoprotein (OMGP)

2.4.1 Struktur

OMGP ist ein aus 440 Aminosauren (UNIPROT, P23515) bestehendes Glykoprotein,
dessen genetischer Bauplan auf einem Intron des Neurofibromin-1-Gens lokalisiert
ist (Habib, Gulcher et al. 1998). Anhand von strukturellen Analysen des reifen
Proteins konnten die vier Doménen cysteine-rich domain, leucin-rich-repeat-domain,
serine/threonine-rich domain und GPI identifiziert werden (Vourc'h and Andres
2004). Zusétzlich kann das Protein das HNK-1-Epitop aufweisen (HNK-1 = human
natural Killer-1), welches unter anderem als Zell-Zell-Adh&sionsmolekul fungiert
(Mikol, Gulcher et al. 1990).

Zusammen mit seinem GPI-Anker, der das Protein in die duBere Plasmamembran
integriert, weist OMGP ein Molekulargewicht von 120 kDa auf (Vourc'h and Andres
2004). Dabei tragen O-verlinkte (30 kDa) (Vourc'h and Andres 2004) und N-verlinkte
(25 kDa) (Mikol and Stefansson 1988) Zuckerketten fast die Hélfte zu dieser Masse
bei. OMGP kann durch das Enzym Phospholipase C geschnitten werden, wobei das
verbleibende |6sliche Protein ein Molekulargewicht von 105 kDa aufweist (Mikol,
Alexakos et al. 1990).
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2.4.2 Lokalisation und Funktion

Der erstmalige und namensgebende Nachweis des Proteins auf humanen
Oligodendrozyten der weilen ZNS-Substanz und auf kultivierten Oligodendrozyten
des Schafs erfolgte im Jahre 1988 (Mikol and Stefansson 1988). Zudem wurde
OMGP auf zentralen Neuronen detektiert (Habib, Marton et al. 1998). Zusammen mit
den Proteinen MAG (Domeniconi, Cao et al. 2002) und Nogo (Chen, Huber et al.
2000) gehoért OMGP einer Gruppe Mpyelin-assoziierter Proteine an, die unter
anderem durch Bindung an den Nogo-Rezeptor (Kottis, Thibault et al. 2002, Wang,
Koprivica et al. 2002) und den paired immunoglobulin-like receptor (Atwal, Pinkston-
Gosse et al. 2008) das Neuritenwachstum nach einer ZNS-Verletzung inhibieren.
Eine besondere Rolle spielt dabei vermutlich die Spezies-Ubergreifend hoch
konservierte (Vourc'h and Andres 2004) leucin-rich-repeat-domain des Proteins
(Wang, Koprivica et al. 2002, Vourc'h, Moreau et al. 2003). Die Bedeutung von
OMGP in der Myelinisierung und axoglialen Kommunikation ist nicht abschlieBend
geklart: Wahrend frihere Studien eine Abhéngigkeit der (para-)nodalen Architektur
von der Intaktheit des Proteins nachwiesen (Huang, Phillips et al. 2005, Nie, Ma et
al. 2006), konnte dies in einer weiteren Arbeit nicht bestéatigt werden (Chang, Susuki
et al. 2010).

Seine Lokalisation auf der Oberflache zentraler Neuronen und Oligodendrozyten
macht OMGP zu einem interessanten Zielantigen fur Autoantikorper.
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2.5 Fragestellungen und Zielsetzungen

Diese Arbeit basiert auf der vorausgehenden Detektion humaner Autoantikérper
gegen das auf Neuronen und Oligodendrozyten exprimierte Protein OMGP durch die
PhD-Studentin Ramona Gerhards (AG Meinl) und nahm sich zum Ziel, die
antikbrpervermittelte Autoimmunitdt gegen OMGP weiter zu charakterisieren. In
Zusammenarbeit mit dem Helmholtz-Zentrum Mduanchen wurden hierfir 133
Hybridom-Uberstande durch Immunisierung von Mausen und Ratten mit dem Protein
hOMGP oder dem rOMG-Peptid hergestellt. Ausgehend davon wurden im Rahmen
der vorliegenden Dissertation sechs Ziele gesetzt:

1) Identifizierung und Auswahl geeigneter monoklonaler anti-OMGP Antikérper aus
133 Hybridom-Uberstanden anhand der Messung ihrer hOMGP-Reaktivitat im

zellbasierten Assay

2) Bestimmung der Kreuzreaktivitdt gegentiber rOMGP und mOMGRP fir weitere in
vitro und in vivo Versuche

3) Weitere Charakterisierung der OMGP-Reaktivitat der ausgewahlten mAK anhand
von Verdlinnungsreihen im ELISA und zellbasierten Assay

4) Untersuchung des Effekts der Deglykosylierung des Proteins hOMGP auf die
Reaktivitat der monoklonalen anti-OMGP Antikérper

5) Ermittlung der Reaktivitdt der ausgewahlten mAK gegeniber nativen murinen
Oligodendrozyten zu verschiedenen Reifungsstadien in der Immunzytochemie

6) Untersuchung des Effekts monoklonaler anti-OMGP Antikérper in Verbindung mit
Komplement auf die Viabilitdt muriner OPCs in vitro
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3 Material und Methoden

3.1 Materialien

3.1.1 Gerate

Tabelle 3-1: Geriéte

Geréat Modell Quelle
Blotkammer AG Meinl
Brutschrank Galaxy® 170 S Eppendorf AG (Hamburg, DE)

Durchflusszytometer

BD FACSVerse™ 8 color
Flow Cytometer

Becton, Dickinson and
Company (San Jose, CA,
USA)

ELISA-Geréat

Perkin Elmer Wallac 1420
Victor2™ Microplate Reader

Global Medical Instrumentation
Inc. (Ramsey, MN, USA)

Gel-Elektrophorese

XCell SureLock Mini-Cell
Electrophoresis System

Thermo Fisher Scientific Inc.
(Waltham, MA, USA)

Hood

FlowSafe® B-[MaxPro]2-160

Berner International GmbH
(Elmshorn, D)

Laser-Scan-Mikroskop  LSM 700 Carl Zeiss AG (Oberkochen,
DE)
Lichtmikroskop Wilovert® Helmut Hund GmbH (Wetzlar,

DE)

Luminometer

GloMax®-Multi+Microplate
Multimode Reader

Promega Corporation
(Madison, WI, USA)

Neubauerzahlkammer

Neubauer improved Bright
Line

Paul Marienfeld GmbH & Co.
KG (Lauda Kénigshofen, DE)

pH-Meter

WTW Tisch-pH-Meter pH
521

Xylem Analytics Germany
Sales GmbH & Co. KG, WTW
(Weilheim, DE)

Plattformschuttler

Sarstedt TPM-2 Schdttler

Sarstedt AG & Co. KG
(Nimbrecht, DE)

Proteinaufreinigungs-
System

AKTA™ start

GE Healthcare Bio-Sciences
AB (Uppsala, SWE)

Spectrophotometer

NanoDrop™ 2000

Thermo Fisher Scientific Inc.

Tangentialfluss-
filtrationssystem

Minimate™ TFF System

Masterflex® P/S

Pall Corporation
(Port Washington, NY, USA)
Thermo Fisher Scientific Inc.

Vortexer

Vortex-Genie™ 2

Scientific Industries, Inc.
(Bohemia, NY, USA)

Western Blot Imaging
System

Odyssey® Fc Imaging
System

LI-COR Biosciences (NE,
USA)

Zentrifugen

Centrifuge 5417R, 5424 R
Multifuge 3 S-R
Megafuge 1.0 R

Eppendorf AG
Thermo Fisher Scientific Inc.
Thermo Fisher Scientific Inc.
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3.1.2 Reagenzien, Puffer und Gele

Tabelle 3-2: Reagenzien, Puffer und Gele
Produkt

Hersteller / Katalognummer

cOmplete™ ULTRA Tablets, glass vials
Protease Inhibitor Cocktail

Roche Diagnostics GmbH (Penzberg,
DE) / 05892988001

Coomassie Brilliant Blue G-250 Dye

Thermo Fisher Scientific Inc. / 20279

4’,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) Mounting
Medium

bereitgestellt durch AG Kuhlmann

ECL™ Blotting Reagents

GE Healthcare / RPN2109

ECL™ Prime Western Blotting System

GE Healthcare / RPN2232

Eisessig

Honeywell International Inc. (Morristown,
NJ, USA) / 33209

HisTrap™ Séaulen

GE Healthcare / 17-5247-01

Imidazol

Carl Roth GmbH + Co. KG / X998.4

Kanamycin

bereitgestellt durch AG Meinl

Kaninchen-Komplement

Cedarlane (Burlington, Ontario, Canada) /
CL3111

Magermilchpulver

Spinnrad GmbH

Methanol

Merck KGaA (Darmstadt, DE) / 106009

NaCl

Carl Roth GmbH + Co. KG / 9265

Natrium-Deoxycholat

Merck / 106504

Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat

Merck / 106346

NP-40 (10 %)

New England BioLabs GmbH (Frankfurt
am Main, DE) / B2704-S

NuPAGE™ 4-12 % Bis-Tris Protein Gels, 1.0
mm, 15-well

Thermo Fisher Scientific Inc. /
NP0323BOX

NuPAGE™ lithium dodecyl sulfate (LDS)
Sample Buffer (4X)

Thermo Fisher Scientific Inc. / NPO0O07

NuPAGE™ MOPS SDS Running Buffer
(20X)

Thermo Fisher Scientific Inc. / NPO0O1

NuPAGE™ Sample Reducing Agent (10X)

Thermo Fisher Scientific Inc. / NPO009

NuPAGE™ Transfer Buffer (20X)

Thermo Fisher Scientific Inc. / NPO0O06

Polyetherimid

bereitgestellt durch AG Meinl

Parafolmaldehyd (PFA), 4 % in PBS

bereitgestellt durch AG Kuhlmann

Phosphate buffered saline (PBS), pH 7.4

Thermo Fisher Scientific / 10010015

Propidiumiodid (PI)

Sigma Aldrich / P4864

Schwefelsdure Supra-Qualitat

Carl Roth GmbH + Co. KG / HN52.2

Sodium dodecyl sulfate (SDS)

Carl Roth GmbH + Co. KG / 4360.1

Streptavidin (Alexa Fluor® 647-konjugiert)

Jackson ImmunoResearch Laboratories,
Inc. (West Grove, PA, USA) / 016-600-
084

3,3',5,5'-Tetramethylbenzidin (TMB)

Sigma-Aldrich (St, Louis, MO, USA) /
T8665

Triton X-100 (0.5 % in PBS)

bereitgestellt durch AG Kuhlmann

Trizma® base

Sigma-Aldrich / T1503

Tunicamycin

Sigma-Aldrich / T7765

Tween 20

Bio-Rad Laboratories GmbH / 1706531

UltraPure™ DNase/RNase-Free Distilled
Water

Thermo Fisher Scientific Inc. / 10977035
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Auftragspuffer SDS-Gel,
nicht reduzierend

25 % LDS-Probenpuffer
in HQO

Auftragspuffer SDS-Gel, reduzierend
25 % LDS-Probenpuffer

10 % reduzierendes Agens

in H.O

Coomassie-Entfarber
50 % Methanol
7 % Eisessig in H20

Coomassie-Farbelésung

0.1 % Coomassie Brilliant Blue G250
50 % Methanol

7 % Eisessig in H0O

Coomassie-Fixierldsung
7 % Eisessig
in H.O

Dialyse-Puffer (pH = 7.5)
0.5 M NaCl

20 mM NazHPO4 X2 Hzo
10 mM Imidazol

ELISA Blocking-Puffer
3 % bovines Serumalbumin (BSA)
in 1x PBS

ELISA Coating-Puffer
15 mM Na2COs

35 mM NaHCOs

3 mM NaNs

ELISA Inkubations-Puffer
0.5 % BSA
in 1x PBS

Elutions-Puffer (pH = 7.5)
0.5 M NaCl

20 mM Na_HPO4 x 2 H.0O
1 M Imidazol

FACS-Puffer

Lysogeny broth (LB) medium

1% FCS 5 g Bacto Tryptone
in 1x PBS 2.5 g Bacto Yeast Extract
5 g NaCl

500 ml H20

PBS (pH=7.4) PBST
130 mM NaCl 0.05 % Tween
3.5 mM NazHPO4 in 1x PBS

1.5 mM NaHgPO4 X Hzo

Radioimmunoprecipitation Assay (RIPA) Puffer (pH = 8)
150 mM NaCl, 1 % NP-40, 0.5 % Natrium-Deoxycholat, 50 mM Tris, 0.1 % SDS

in 50 ml H20
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3.1.3 Medien und Lésungen fur die Zellkultur

Tabelle 3-3: Medien und Lésungen fiir die Zellkultur

Produkt

Hersteller / Katalognummer

Bacto™ TC Lactalbumin Hydrolysat Becton, Dickinson and Company /
259962

Ciliary Neurotrophic Factor (CNTF) Peprotech (Hamburg, DE) / 450-13

Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich / D8418

Dulbeccos Modified Eagle’s Medium Sigma-Aldrich / D5796

(DMEM)

Fetal calf serum (FCS) Merck / S0615

Freestyle™ 293 Expressionsmedium Thermo Fisher Scientific Inc. / 12338018

Geneticin

Thermo Fisher Scientific Inc. / 10131035

Lipofectamine™ 2000 Transfektionsreagenz = Thermo Fisher Scientific Inc. / 11668019

Neurotrophin-3 (NT3)

Peprotech / 450-03

Opti-MEM™ Reduced Serum Medium Thermo Fisher Scientific Inc. / 31985062
OptiPRO™ Serum Free Medium Thermo Fisher Scientific Inc. / 12309019
Platelet-derived growth factor AA (PDGF- Peprotech / 100-13A

AA)

Penicillin-Streptomycin Thermo Fisher Scientific Inc. / 15140122
Pluronic™ F-68 Non-ionic Surfactant Thermo Fisher Scientific Inc. / 24040032
Poly-L-lysine (PLL) hydrobromide Sigma-Aldrich / P6282

Polyethylenimin (PEI)

Polysciences, Inc. (PA, USA) / 23966

Trypsin-Ethylendiamintetraacetat Lésung 1X | Sigma-Aldrich / 59417C

DMEM
10 % FCS

in DMEM

1 % Penicillin-Streptomycin

Einfriermedium
10 % DMSO
in FCS

HEK-EBNA-Medium
Freestyle™ Medium
0.1 % Pluronic™
25 ug Geneticin

OPC-Sato-Medium

400 ml DMEM high glucose with Glutamax

8 ml B27 supplement (50x)

4 ml OPC-Sato stock (100x)

4 ml Penicillin-Streptomycin-Glutamin stock (100x)
4 ml N-acetyl-cysteine stock (100x)

400 pl Insulin stock (5 mg/ml, 1000x)

400 pl Spurenelement B (1000x)

40 pl Biotin stock (10000x)

40 pl Forscolin stock

Trypanblau
0.05 % Trypanblau in 1x PBS
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3.1.4 Zellinien

Tabelle 3-4: Zelllinien
Zellart

Quelle

HEK293-EBNA1

Dr. Dieter E. Jenne (Perera,
Wiesmuller et al. 2013)

HEK-293S-GnT-I-

ATCC® CRL-3022™ / VA, USA

Hela

AG Meinl

Murine OPCs und Oligodendrozyten

AG Kuhlmann

Erklarung der in dieser Tabelle verwendeten Abkirzungen: HEK = human embryonic kidney;
GnT-1 = N-Acetylglucosaminyltransferase |I; HeLa = Henrietta Lacks

3.1.5 Plasmide

Tabelle 3-5: Plasmide

Name Vektor Insert Expression Quelle Erkldrungen
pEGFP pEGFP- / Zelloberflache AG
N1 Meinl

pEGFP-  pEGFP- CD80- Zelloberflache, @ AG

hOMGP- | N1 hOMGP transmembran = Meinl

™ verankert

pEGFP- | pEGFP- | T2A- Zelloberflache, AG T2A-Sequenz fuhrt Gber

hOMGP- | N1 hOMGP- | GPI-verankert Meinl ribosome skipping zur

GPI GPI Entstehung zweier
getrennter Proteine:
OMGP (tuber GPI-Anker
auf Zelloberflache);
EGFP (im Zellinneren)

pPpEGFP- | pEGFP- | T2A- Zelloberflache, @ AG siehe pEGFP-hOMGP-

mOMGP | N1 mOMGP- | GPl-verankert Meinl GPI

-GPI GPI

pEGFP- | pEGFP- T2A Zelloberflache, AG siehe pEGFP-hOMGP-

rOMGP N1 rOMGP- | GPI-verankert Meinl GPI

-GPI GPI

pTT5- PTT5 hOMGP- | l6slich AG

hOMGP- GPI Meinl

Avi-His

Erklarung der in dieser Tabelle verwendeten Abklrzungen: EGFP = enhanced green
fluorescent protein; T2A = thosea asigna virus 2A; His = histidine tag
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GPI-Anker

Abbildung 3-1: Schematische Darstellung der in dieser Arbeit verwendeten
Plasmide pEGFP-hOMGP-TM und pEGFP-hOMGP-GPI

Fir die Evaluierung der hOMGP-Reaktivitdt anhand des zellbasierten Assays
wurden zwei unterschiedliche Konstrukte zur Transfektion der Hela-Zellen
verwendet und miteinander verglichen: Zellen, die mit pEGFP-hOMGP-GPI
transfiziert worden sind, exprimieren hOMGP (grau) infolge des durch die T2A-
Sequenz induzierten ribosome skippings lber einen GPI-Anker (orange) auf der
Zelloberfldche, wéhrend EGFP (griin) im Zellinneren exprimiert wird. hOMGP als
Fusionsprotein mit dem transmembranen Anteil des Typ-I-Membranproteins CD80
(blau) hingegen ist auf pEGFP-hOMGP-TM-transfizierten Zellen transmembran
verankert. Diese Abbildung wurde mit BioRender erstellt.

3.1.6 Proteine und Peptide

Tabelle 3-6: Proteine und Peptide

Name Beschreibung Expressionssystem Quelle
rOMG- C-ETTANVKTQPPS  synthetisch hergestellt Peps4LS GmbH
Peptid (Heidelberg, DE)
mOMGP rekombinantes murine Myeloma-Zelllinie | R&D Systems
mOMGP (Minneapolis, MN,
USA) / 1674-MG-025
hOMGP rekombinantes HEK293-EBNA1-Zellen | AG Meinl

hOMGP

3.1.7 Kit-Systeme

Tabelle 3-7: Kit-Systeme

Kits

Quelle / Katalognummer

HiSpeed® Plasmid Midi und Maxi Kit

Qiagen / 12643 und 12663

IgG (Total) Rat uncoated ELISA kit

Thermo Fisher Scientific Inc. / 88-50490

IgG (Total) Mouse uncoated ELISA kit

Thermo Fisher Scientific Inc. / 88-50400

Pierce™ bicinchoninic acid
(BCA) Protein-Assay Kit

Thermo Fisher Scientific Inc. / 23227

Peptide:N-glycosidase F (PNGase F)

New England Biolabs GmbH / PO704L

BirA Biotin-Protein Ligase Kit

Avidity

Protein Deglycosylation Mix

New England Biolabs GmbH / P6039S

CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability

Assay

Promega Corporation / G7570
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3.1.8 Antikorper

Tabelle 3-8: Antikérper

Spezifitat Konjugat Klon Spezies, Quelle/
Isotyp Katalognummer
HNK-1 monoklonal | Maus, Sigma-Aldrich / C6680
(VC 1.1) IgM
mOMGP, polyklonal Ziege, R&D Systems / AF1674
hOMGP IgG
(35 %
Kreuz-
reaktivitat)
hOMG, monoklonal Ratte, R&D Systems /
mOMGP (240527) IgG1 MAB1674
Ziege IgG Biotin polyklonal Esel, Jackson ImmunoResearch /
IgG 705-065-003
Maus IgM Biotin polyklonal Ziege, Jackson ImmunoResearch /
IgM 115-067-020
Ratte IgG Biotin polyklonal Ziege, Jackson ImmunoResearch /
IgG 112-065-062
Human IgG  Biotin polyklonal Ziege, Jackson ImmunoResearch /
IgG 109-066-098
Ratte IgG Alexa polyklonal Maus, Jackson ImmunoResearch /
Fluor® 647 IgG 212-605-082
Maus 1gG Alexa polyklonal Ratte, Jackson ImmunoResearch /
Fluor® 647 IgG 415-605-166
Maus IgM HRP polyklonal Ziege, Jackson ImmunoResearch /
IgG 115-035-075
GFP HRP polyklonal Ziege Vector Laboratories, Inc.
(Burlingame, CA, USA) /
MB-0712
Ratte IgG HRP polyklonal Ziege, Jackson ImmunoResearch /
IgG 112-035-175
Ziege IgG HRP polyklonal Esel, Jackson ImmunoResearch /
IgG 705-035-003
Ratte IgG HRP polyklonal Ziege Jackson ImmunoResearch /
IgG 112-035-003
Maus IgG HRP polyklonal Ziege, Jackson ImmunoResearch
IgG 115-036-072
Maus/Ratte polyklonal Kaninchen, ' Abcam (Cambridge, UK) /
MBP IgG ab40390
04 monoklonal Maus, R&D Systems / MAB1326
(C4) IgM
unbekannt monoklonal Ratte, Becton, Dickinson and
(A95-1) lgG2B Company / 556968
unbekannt monoklonal Maus, Becton, Dickinson and
(MCP-11) IgG2B Company / 559530
unbekannt monoklonal Maus, Becton, Dickinson and
(G155-178) lgG2A Company / 554645
unbekannt monoklonal Ratte, Becton, Dickinson and
(R35-95) IgG2A Company / 553926
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Spezifitat Konjugat Klon Spezies, Quelle /
Isotyp Katalognummer
unbekannt polyklonal Kaninchen, @ Abcam / ab37415
IgG
unbekannt polyklonal Ziege, R&D Systems / AB-108-C
IgG
Maus IgG Alexa polyklonal Esel, Thermo Fisher Scientific
Fluor® 488 IgG Inc. / A-21202
Maus IgG + | Alexa polyklonal Ziege, Jackson ImmunoResearch /
IgM Fluor® 488 IgG 115-545-044
Ratte IgG Alexa polyklonal Ziege, Thermo Fisher Scientific
Fluor® 594 IgG Inc. / A-11007
Kaninchen Alexa polyklonal Ziege, Thermo Fisher Scientific
IgG Fluor® 488 IgG Inc. / A-11008
Maus IgG Cy3 polyklonal Ziege, Jackson ImmunoResearch /
IgG 115-165-062
Ziege IgG Alexa polyklonal Esel, Thermo Fisher Scientific
Fluor® 594 IgG Inc. / A-11058
Ziege IgG Alexa polyklonal Esel, Thermo Fisher Scientific
Fluor® 488 IgG Inc. / A-11055

Erklarung der in dieser Tabelle verwendeten Abkurzungen: Ig = Immunoglobulin; HRP =
horseradish peroxidase; Cy3 = Cyaninfarbstoff 3

3.1.9 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 3-9: Verbrauchsmaterialien

Produkt Hersteller / Katalognummer
Amicon Ultra-15, PLQK Ultracel-PL Membran, Merck / UFC905024
50 kDa

Dialyse-Schlauche Carl Roth GmbH + Co. KG

ELISA-Platten
- Polystyrol-beschichtet, 96-well
- Streptavidin-beschichtet, 96-well

Thermo Fisher Scientific Inc. / 442404
Thermo Fisher Scientific Inc. / 436014

Falcons (50 ml, 15 ml) Corning, Inc. (NY, USA) / 352070,

352096

Kisker Biotech GmbH & Co. KG
(Steinfurt, DE) / 390708

Kryokonservierungsréhrchen (2 ml)

Millipore® Stericup® filter units Sigma-Aldrich / Z660507

Nunc™ MicroWell™ 96-well Mikrotiterplatten Thermo Fisher Scientific Inc. / 243656

Kisker Biotech GmbH & Co. KG /
713110 -713112

Pipettenspitzen (10 pl, 200 ul, 1000 ul)

Safe-Lock Tubes (1,5 ml) Eppendorf AG / 0030120086

Zellkulturflaschen (175 cm2, 75 cm2) Corning, Inc. / 353118, 353136

Zellkultur-Platten (100 mm, 60 mm) Corning, Inc. / 353003, 353004
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3.2 Methoden

3.2.1 Generierung monoklonaler anti-OMGP Antikérper

Die Generierung monoklonaler anti-OMGP Antikérper erfolgte durch die
Mitarbeitenden der Monoclonal Antibody Core Facility des Helmholtz-Zentrums
Munchen (Leiterin: Dr. Regina Feederle) nach der Hybridom-Technik. Diese Technik
wurde durch die Wissenschaftler Georges J.F. Koéhler (1946-1995) und César
Milstein (1927-2002) entwickelt (Kohler and Milstein 1975), woflr diese 1984 mit
dem Nobelpreis fur Physiologie oder Medizin ausgezeichnet wurden. Fur
ausfuhrliche methodische Angaben sei auf die Veroffentlichungen der Monoclonal
Antibody Core Facility verwiesen (Lichtmannegger, Leitzinger et al. 2016, Simons,
Mohrluder et al. 2019). Die wichtigsten Grundprinzipien werden im Folgenden
zusammengefasst.

Zunéachst erfolgte die Immunisierung von Ma&ausen und Ratten mit dem
rekombinantem Protein hOMGP, welches durch die PhD-Studentin Ramona
Gerhards (AG Meinl) hergestellt worden war. Alternativ wurde bei einem Teil der
Tiere das kommerziell erworbene rOMG-Peptid zur Immunisierung verwendet.
Insgesamt wurden 71 % der Tiere mit hOMGP und 29 % mit dem rOMG-Peptid
immunisiert (Abbildung 3-3). Nach sechs Wochen fand eine erneute Boost-Injektion
statt. Im nachsten Schritt wurden die Splenozyten der Tiere extrahiert und mit der
murinen Myeloma-Zelllinie P3X63-Ag8.653 fusioniert. Die Uberstande der
Zellkulturen wurden im ELISA auf IgG-Antikérper gegen hOMGP oder rOMG-Peptid
getestet, wobei positive Hybridoma-Kandidaten weiter expandiert wurden.

SchlieBlich wurden 133, im ELISA positiv auf hOMGP und/oder rOMG-Peptid
getestete Hybridom-Ubersténde als Vorkulturen der AG Meinl zur weiteren Testung
ibergeben. Eine Ubersicht (iber die Verteilung der Spezies und Isotypen der 133
Uberstande wird in Abbildung 3-3 dargestellt. Anhand der Ergebnisse des
durchflusszytometrischen Screenings (siehe Kapitel 4.2), welches Inhalt dieser
Arbeit ist, erfolgte die Auswahl von vier Hybridom-Uberstanden. Die Subklonierung
der entsprechenden Hybridoma-Zelllinien sowie die Aufreinigung der mAK mittels
Protein-G-Chromatografie wurde wiederum in Kooperation mit dem Monoclonal
Antibody Core Facility durchgefihrt. Die beschriebenen Schritte der Generierung
monoklonaler anti-OMGP Antikérper sind zusammenfassend in Abbildung 3-2
dargestellt.
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Abbildung 3-2: Generierung monoklonaler anti-OMGP Antikérper

In Kooperation mit der Monoclonal Antibody Core Facility des Helmholtz-Zentrums
Mtdinchen wurden fiir diese Arbeit monoklonale anti-OMGP Antikdrper mithilfe der
Hybridomtechnik hergestellt. Nach Immunisierung von Ratten und Méusen mit
hOMGP respektive rOMG-Peptid wurden den Tieren Splenozyten entnommen und
diese mit einer murinen Myeloma-Zelllinie fusioniert, wodurch Hybridomzellen
entstanden. Anhand eines ELISA-Tests wurden 133 hOMGP- und/oder rOMG-
Peptid-positive Uberstinde ausgewéhit und der AG Meinl zur Testung (ibergeben.
Die weitere Validierung erfolgte mittels Durchflusszytometrie und ist Teil dieser
Arbeit. SchlieBlich wurden vier Hybridom-Ubersténde (Hybridom-US) ausgewéhit.
Die Subklonierung der entsprechenden Klone und die Aufreinigung der mAK erfolgte
in Kooperation mit der Monoclonal Antibody Core Facility. Diese Abbildung wurde
mit BioRender erstellt.

m, IgG2B
rOMG-Peptid

29%

A B

Abbildung 3-3: Eigenschaften der Hybridom-Uberstinde

133 Hybridom-Ubersténde wurden in Kooperation mit der Monoclonal Antibody Core
Facility des Helmholtz-Zentrums Mdinchen generiert (siehe Abbildung 2-2), deren
OMGP-Reaktivitdét (hOMGP, mOMGP, rOMGP) im Rahmen dieser Arbeit
durchflusszytometrisch untersucht wurde. (A) Verteilung der Spezies und
Isotypen der 133 Hybridom-Uberstéinde: Insgesamt wurden n=106 Uberstande
aus Ratten (r; IgG2A n=67, IgG2B n=30, IgG2C n=9, IgG1 n=1) und n=27
Ubersténde aus Méusen (m; IgG2A n=5, IgG2B n=8, IgG1 n=15, IgG3 n=1)
generiert. (B) Ubersicht iiber die Art der Inmunisierung: Bei 71 % der Tiere
wurde rekombinantes hOMGP (in Oliv) zur Immunisierung verwendet, wéhrend 29
% mit dem rOMG-Peptid (in Grau) immunisiert wurden.
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3.2.2 Herstellung von Plasmid-DNA

3.2.2.1 Hitzeschock-Transformation

Fur die Transformation von Plasmid-DNA (DNA = deoxyribonucleic acid) in
Bakterienzellen wurde die Hitzeschock-Methode verwendet. Hierbei wurden 50 ul
kommerzielle DH5-alpha E. coli Bakterien (New England Biolabs) zusammen mit 1-
2 pl Plasmid-DNA (200 ng/ul) in ein Eppendorf-Gefal3 pipettiert und dieses fiir 20 min
auf Eis gestellt. AnschlieBend wurde die DNA-Bakterien-Suspension fur 90 s bei 42
°C in einem Hitzeblock inkubiert, um die Plasmid-DNA in das bakterielle Genom
einzubringen. Nach einer weiteren funfmindtigen Inkubation auf Eis wurden 200-250
ul LB-Medium hinzugegeben und das GefaB zur Regeneration der E. coli Bakterien
flr 30 min bei 37 °C bebrutet. Im néchsten Schritt wurden 150 pl der transformierten
Zellen entnommen, zusammen mit 50 pg/ml Kanamycin und 200 ml LB-Medium in
einen Erlenmeyerkolben Uberfihrt und Uber Nacht bei 37 °C im Zellkulturschuttler
inkubiert.

3.2.2.2 Midi-/Maxi-Praparation

Die Midi-/Maxi-Praparation erfolgte unter Verwendung des HiSpeed® Plasmid
Midi/Maxi Kits nach Protokoll des Herstellers. Fir die anschlieBende Quantifizierung
der DNA-Menge wurde ein Spektralphotometer verwendet. Die hergestellte Plasmid-
DNA wurde bei -20 °C eingefroren.

3.2.3 Zellkultur

3.2.3.1 Bestimmung der Lebendzellzahl

Fir die Bestimmung der Lebendzellzahl wurde ein Teil der Zellsuspension mit
Trypanblau verdiinnt (1:2-1:10), einem Farbstoff, der als Indikator fur die Zellviabilitat
dient, indem er lediglich in das Zytosol abgestorbener Zellen durch deren perforierte
Zellmembran eindringen kann. Die Zahlung der Zellen erfolgte in der
Neubauerzédhlkammer unter dem Lichtmikroskop.

3.2.3.2 Kultivierung von HelLa-Zellen

Die dauerhafte Lagerung von HelLa-Zellen erfolgte bei -80 °C. Zum Auftauen der
Zellen wurden diese auf 37 °C erwarmt, anschlieBend erfolgte eine Verdinnung in 5
ml DMEM. Nach Zentrifugation wurde der Uberstand abgenommen, das Zellpellet in
frischem DMEM aufgenommen und die Zellsuspension in eine Zellkulturflasche
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transferiert. Nach dem Auftauen wurden die Zellen bei 37 °C und einer CO»-
Konzentration von 10 % in Zellkulturflaschen mit einer Adhésionsflache von 75 oder
175 cm?2 kultiviert. Um eine Konfluenz der Zellen von Uber 95 % zu vermeiden,
wurden diese im Abstand von zwei bis drei Tagen gesplittet. Hierfir wurden die
Zellen zunéchst mit 10 ml PBS gewaschen und nach einer finfminutigen Inkubation
mit Trypsinlésung unter leichtem Beklopfen des Flaschenbodens von der Oberflache
abgeldst. Die proteolytische Wirkung des Trypsins wurde nachfolgend durch das
Hinzugeben von 5 ml DMEM gestoppt, da das im Medium enthaltene FCS kompetitiv
an das Enzym bindet und hierdurch dessen Aktivitat inhibiert. SchlieBlich wurden
0.5-1 ml der Zellsuspension in einer neuen Flasche mit frischem Medium verdinnt.

Um Hela-Zellen auszusden, wurden diese analog zum Splitting zuné&chst
gewaschen und durch Trypsinierung von der Oberflache abgeldst. Im néchsten
Schritt wurde die Zellsuspension bei 4 °C und 400 g zentrifugiert, der Uberstand
verworfen und das Zellpellet in 5 ml frischem DMEM aufgenommen. Nach
Bestimmung der Zellzahl wurden die Zellen erneut in DMEM verdiinnt, um die
gewunschte Konzentration zu erhalten, und in einer Konzentration von 2-2.5 x 10°
Zellen/ml auf Zellkulturplatten (60 mm oder 100 mm) ausgesét.

Zum Einfrieren der Zellen wurde das Zellpellet nach Zentrifugation in Einfriermedium
aufgenommen. Das im Medium enthaltene DMSO reduziert das Risiko einer
zellschadigenden Eiskristall-Bildung wéahrend des Einfrierens. Die Zellsuspension
wurde in ein Kryokonservierungsrohrchen transferiert und bei -80 °C gelagert -
zunéchst in einer isolierenden Styroporbox, um einem zu abrupten Temperaturabfall
entgegen zu wirken.

3.2.3.3 Transfektion von HelLa-Zellen

Die Transfektion wurde 16-18 h nach Aussaat der Zellen durchgefuhrt. Hierfar
wurden die Zellen Gber 2 h bei 37 °C mit einer Transfektionsldsung inkubiert, welche
neben Opti-MEM ™ Medium (6.4 ml fir 100 mm Platte) und der Plasmid-DNA (14 ug
fir 100 mm Platte) das Transfektionsreagenz Lipofectamin® (68 pl fur 100 mm
Platte) enthielt. Nach Ende der Inkubationszeit wurde das Transfektionsmedium
durch DMEM ersetzt.

3.2.3.4 Isolierung und Kultivierung muriner Oligodendrozyten

Die Isolierung und Kultivierung muriner OPCs erfolgte durch die
Wissenschaftlerinnen aus der AG Prof. Tanja Kuhlmann am Institut fur
Neuropathologie der Westfalischen Wilhelms-Universitat Minster.
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Far ausfihrlichere Informationen zur angewendeten Methodik sei auf die
Versuchsprotokolle (Kontakt: Dr. rer. nat. Stefanie Albrecht) und Publikationen
(Preisner, Albrecht et al. 2015) der AG verwiesen. Die Grundprinzipien werden im
Folgenden erklart: Zur Isolierung muriner OPCs wurde die Immunopanning-Methode
(Emery and Dugas 2013) angewandt, deren zugrunde liegendes Prinzip die negative
und positive Selektion mittels Antikérper- und Lektin-beschichteter Zellkulturplatten
ist. Zusammengefasst wurden das Cerebrum und Rickenmark aus 6-9 Tage alten
Mé&usen extrahiert und dissoziiert. Zunachst erfolgte die Inkubation der
Zellsuspension auf mit Griffonia (Bandeireia) Simplicifolia Lectin | (L-1100, Vector
Labs) beschichteten Platten (Preisner, Albrecht et al. 2015), was der Entfernung von
Mikroglia diente (Emery and Dugas 2013). AnschlieBend wurde der Uberstand auf
eine mit anti-PDGFR-a Antikérpern (135902, Biolegend; PDGFR = platelet-derived
growth factor receptor) beschichtete Platte transferiert (Preisner, Albrecht et al.
2015), um OPCs positiv zu selektionieren (Emery and Dugas 2013).

Die verbleibenden Zellen wurden abgeldst, in eine mit PLL (1:3 in destilliertem H20
(dH20)) beschichtete 75 cm? Zellkulturflasche tberfihrt und in OPC-Sato-Medium
(erganzt durch NT3 (5 ng/ml) und PDGF-AA (10 ng/ml) (Preisner, Albrecht et al.
2015)), bei 37 °C und 5 % CO: kultiviert. Die im Rahmen dieser Methodik erreichte
Reinheit der Kultur liegt bei etwa 95 % (Preisner, Albrecht et al. 2015)

3.2.3.5 Aussaat und Differenzierung muriner OPCs

Die folgenden Versuche wurden wahrend eines Forschungsaufenthalts in Mlnster
in Zusammenarbeit mit der AG Kuhlmann nach deren Versuchsprotokoll (Kontakt:
Dr. rer. nat. Stefanie Albrecht) durchgefuhrt. Fiir die Aussaat muriner OPCs wurden
die Zellen circa 7 Tage nach Isolierung einmalig mit PBS gewaschen und
anschlieBend durch dreiminltige Trypsinierung von der Oberflache abgeldst. Nach
Abstoppen der Reaktion mit DMEM (angereichert mit 5 % High Ovo) wurden die
Zellen zentrifugiert (5 min, 1000 rpm) und der Uberstand verworfen. Das Zellpellet
wurde im néchsten Schritt in 1 ml OPC-Sato-Medium aufgenommen und die Anzahl
der lebenden Zellen bestimmt. AnschlieBend erfolgte die Aussaat der Zellen in OPC-
Sato-Medium (entsprechend Kapitel 3.2.3.4) auf mit PLL (4:1 in dH20O) beschichten
Zellkulturplatten. Die Differenzierung wurde induziert, indem 24 h nach Aussaat der
OPCs das Medium abgenommen und gegen neues OPC-Sato-Medium
ausgetauscht wurde, das die Wachstumsfaktoren CNTF (10 ng/ml) und NT3 (5
ng/ml) enthielt (Preisner, Albrecht et al. 2015).
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3.2.3.6 Komplement-Assay: Luminometrische Bestimmung der Viabilitat
muriner OPCs nach Inkubation mit anti-OMGP Antikérpern und
Komplement

Die folgenden Versuche wurden wahrend eines Forschungsaufenthalts in Mlnster
in Kooperation mit der AG Kuhlmann durchgefihrt. Fir die Evaluierung der
Zellviabilitdt wurde der CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay gemaB
Protokoll des Herstellers verwendet. Grundlage des Assays ist eine ATP-abhéngige
Luciferase-Reaktion: Die Oxygenierung von Luciferin wird in Gegenwart von ATP,
Mg?2+ und molekularem O> durch das Enzym Luciferase katalysiert, wodurch neben
Oxy-Luciferin Licht entsteht (Crouch, Kozlowski et al. 1993). Uber die
luminometrische Messung lasst sich somit indirekt die Menge an ATP bestimmen
und je héher die Menge an ATP, desto héher ist wiederum der Anteil metabolisch
aktiver, lebender Zellen (Crouch, Kozlowski et al. 1993).

Zunéachst wurden OPCs in einer Konzentration von 1.5 x 104/ml (in 100 pl) auf einer
96- Well-Platte ausgesat und tber Nacht bei 37 °C und 5 % CO: kultiviert. 24 h nach
Aussaat der Zellen wurde das Medium abgenommen und die Zellen wurden fir 24 h
mit einem monoklonalen anti-OMGP Antikérper (22H6, 14A9; jeweils in der
Verdinnung 20 pg/ml) zusammen mit Kaninchen-Komplement (4 % oder 6 % in
dH20) in Differenzierungsmedium (Kapitel 3.2.3.5) bei 37 °C und 5 % COz inkubiert.
Als negative Kontrollen wurden die Isotypkontrollen der eingesetzten Antikdrper in
aquivalenter Konzentration zusammen mit Komplement (4 % oder 6 % in dH20)
eingesetzt. Die einzelnen Versuchsbedingungen sind in Tabelle 3-10 aufgelistet. Die
luminometrische Messung der Zellviabilitat erfolgte insgesamt 48 h nach Aussaat der
Zellen. Hierfur wurden die Zellen 30 min vor der Messung bei Raumtemperatur (RT)
stehen gelassen. Nachfolgend wurde 50 pl Medium aus jedem Well enthommen und
jeweils 100 pl Cell-Titer-Glo-L6ésung hinzugegeben. Nach einer zehnmindtigen
Inkubation wurden aus jedem Well 80 ul in eine weil3e Platte umpipettiert und das
Lumineszenzsignal im Glo-Max® Luminometer gemessen.

Tabelle 3-10: Komplement-Assay - Versuchsbedingungen

Antikorper Kontrolle

1a 14A9 (20 yg/ml) + 4 % K 1b Isotypkontrolle (20 pyg/ml) + 4 % K
1c 14A9 (20 ug/ml) + 6 % K 1d Isotypkontrolle (20 pyg/ml) + 6 % K
2a 22H6 (20 pg/ml) + 4 % K 2b Isotypkontrolle (20 pg/ml) + 4 % K
2¢ 22H6 (20 pg/ml) + 6 % K 2d Isotypkontrolle (20 pg/ml) + 6 % K

Erklarung der in dieser Tabelle verwendeten Abkirzung: K = Komplement
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3.2.4 Immunologische Methoden

3.2.4.1 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Im Rahmen dieser Arbeit wurden drei verschiedene ELISA-Techniken angewandt.
Der Streptavidin-ELISA (a) wurde verwendet, um die hOMGP- und rOMG-Peptid-
Reaktivitdt der einzelnen monoklonalen anti-OMGP Antikdérper anhand von
Verdlinnungsreihen vergleichend zu quantifizieren und um den Effekt der
Deglykosylierung von hOMGP auf die Bindung durch monoklonale anti-OMGP
Antikoérper zu bestimmen. Um die Menge an IgG in den subklonierten Hybridom-
Uberstéanden zu quantifizieren, wurde ein kommerziell erhéltlicher IgG-ELISA (b)
eingesetzt. Der MaxiSorp-ELISA (c) diente der Bestimmung der Reaktivitat der
monoklonalen anti-OMGP  Antikérper gegeniber mOMGP anhand von
Verdlinnungsreihen.

a) Streptavidin-ELISA: Biotinyliertes, rekombinant hergestelltes hOMGP sowie
biotinyliertes rOMGP-Peptid wurden in einer Konzentration von 1 pyg/ml auf eine
Streptavidin-beschichtete 96-Well-Platte pipettiert und fir 2 h bei RT inkubiert.
AnschlieBend wurden finf Waschschritte mit PBST durchgefihrt. Im né&chsten
Schritt erfolgte die Inkubation mit den verschiedenen monoklonalen anti-OMGP
Antikdrpern 22H6, 14A9, 26B11, 31A4, MAB1674 und AF1674 (Verdinnungsreihen:
1 pg/ml, 100 ng/ml, 10 ng/ml, 1 ng/ml in PBST; Experimente zur Deglykosylierung:
10 pg/ml in PBST) respektive mit dem anti-HNK-1 Antikérper (1:500 in PBST) bei 4
°C uber Nacht. Nach etwa 18 h wurde die Platte far 1 h mit einem HRP-gekoppelten
Sekundéar-Antikérper (anti-Maus-IgG-HRP, anti-Maus-IgM-HRP, anti-Ratte-1gG-
HRP, anti-Ziege-lgG-HRP; jeweils 1:7000 in PBST) inkubiert. Der ELISA wurde
anschlieBend mit 100 yl TMB pro Well entwickelt und die Reaktion nach 20 min mit
1 M H2S04 (50 pl/Well) gestoppt.

b) 1gG-ELISA: Fir die quantitative IgG-Bestimmung der subklonierten Hybridom-
Uberstéande wurden das eBioscience Rat IgG total ELISA Ready-SET-Go! Kit und
das eBioscience Mouse IgG total ELISA Ready-SET-Go! Kit verwendet und geméan
Herstellerprotokoll durchgefinhrt.

c) MaxiSorp-ELISA: Zunachst wurden pro Well 100 ul des Proteins in einer
Konzentration von 1 pg/ml in PBS gecoatet und Uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Als
Negativkontrolle wurde BSA in &quivalenter Konzentration verwendet. AnschlieBend
wurde die Platte viermalig mit 250 yl PBST gewaschen. Im néchsten Schritt erfolgte
die Blockierung mit 200 ul BSA (3 % in PBST) Uber 2 h bei RT. Nach vier erneuten
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Waschschritten wurden die monoklonalen anti-OMGP Antikérper 22H6, 14A9,
26B11, 31A4, MAB1674 und AF1674 (jeweils in den Konzentrationen 10 pyg/ml, 1
pg/ml; 0.1 pyg/ml, 10 ng/ml in 0.5 % BSA in PBST) aufgetragen und fir 2 h bei RT
inkubiert. Daran anschlieBend wurde die Platte erneut viermalig gewaschen und es
erfolgte eine einstindige Inkubation mit einem sekundéaren, HRP-markierten
Antikérper (anti-Maus-IlgG-HRP, anti-Ratte-IgG-HRP, anti-Ziege-IlgG-HRP; jeweils
1:7000 in 0.5 % BSA in PBST) bei RT. AbschlieBend wurde die Platte Gber 15 min
mit 100 uyl TMB-Substrat pro Well inkubiert. Die Reaktion wurde mit jeweils 50 pl
H>SO4 pro Well abgestoppt.

Die Messung der optischen Dichte (OD) erfolgte bei einer Wellenlange von 450 nm
und zusatzlich 540 nm (Hintergrund-Signal der Platte) im Perkin Elmer Wallac 1420
Victor2 Microplate Reader. Zur Auswertung der Ergebnisse wurde das Programm
Microsoft Excel verwendet. Hierbei wurde die Differenz der beiden ODs (450-540
nm) gebildet. Fur den IgG-ELISA wurde zunachst auf Basis der im Kit enthaltenen
Standards eine Standardkurve erstellt, welche im nachsten Schritt zur quantitativen
Bestimmung der IgG-Mengen in den Proben diente. Flr den Streptavidin-ELISA und
den MaxiSorp-ELISA wurde kein Standard verwendet, sondern die OD mit dem
Hintergrundsignal (Streptavidin, BSA) verglichen.

3.2.4.2 Western Blot

Der Western Blot wurde verwendet, um das in HEK293-EBNA1-Zellen hergestellte
hOMGP nachzuweisen und um den Effekt der Deglykosylierung selbigen Proteins
darzustellen. Nach der gelelektrophoretischen Auftrennung der Proteine wurden
diese im nachsten Schritt mithilfe der semi-dry Electroblotting Methode auf eine
semi-trockene Membran Ubertragen. Grundprinzip des Electroblottings ist die
Nutzung der negativen Ladung von Proteinen, die entlang eines senkrecht
stehenden elektrischen Feldes vom kathodenseitigen Gel auf eine anodenseitige
Membran wandern. En détail wurden zunéchst drei Whatman-Papiere auf Seiten der
Anode platziert. Um die Effektivitat der Ubertragung zu erhdhen, wurden diese zuvor
in einen Transferpuffer getrankt. Auf die Whatman-Papiere wurde eine PVDF-
Membran (PVDF = Polyvinylidenfluorid) gelegt, die ebenfalls in Transferpuffer sowie
zusatzlich in Methanol eingeweicht worden war. Letzteres dient dazu, die nachteilige
Hydrophobizitdt der Membran zu reduzieren. Auf die PVDF-Membran wurden das
Gel sowie drei weitere Whatman-Papiere platziert. Das Electroblotting erfolgte Uber
eine Zeitdauer von 90 min bei einer Spannung von 60 mA. Fur die Antikorper-
Farbung wurde die PVDF-Membran nach dem Electroblotting zunachst 1 h in 5 %
Milchpulver in PBST eingelegt, um eine unspezifische Antikérperbindung zu
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blockieren. Es folgte eine Inkubation mit dem priméaren Antikérper (MAB1674 1:1500,
anti-HNK-1 1:4000, jeweils in 5 % Milchpulver in PBST) bei 4 °C Uber Nacht sowie
eine einstindige Inkubation mit dem HRP-markierten Sekundéar-Antikérper (anti-
Ratte-IlgG-HRP, anti-Maus-IgM-HRP; jeweils 1:2500 in 5 % Milchpulver in PBST) bei
RT. Zwischen den einzelnen Schritten wurde die Membran jeweils dreimal mit PBST
gewaschen. Zur Entwicklung des Blots wurde ECL™ Prime verwendet, die
Lumineszenz wurde anschlieBend im Odyssey® Fc Imaging System detektiert.

3.2.4.3 Immunzytochemische Farbung muriner OPCs und Oligodendrozyten

Die folgenden Versuche wurden im Rahmen eines Forschungsaufenthalts in
Munster in Kooperation mit der AG Kuhlmann und nach deren Versuchsprotokoll
(Kontakt: Dr. rer. nat. Stefanie Albrecht) durchgefihrt. Hierbei wurde untersucht, ob
die ausgewahlten monoklonalen anti-OMGP Antikérper 22H6, 14A9, 26B11 und
31A4 ihr Antigen auf murinen OPCs und/oder Oligodendrozyten binden. Um anhand
der Immunférbungen die mMOMGP-Expression in Abhangigkeit von der Reifung der
Zellen beurteilen zu kbénnen, wurden Zellen in drei verschiedenen
Differenzierungsstadien fixiert: 1) undifferenzierte OPCs (24 h nach Aussaat), 2)
OPCs nach 24 h Differenzierung, 3) reife Oligodendrozyten (48 h nach Induktion der
Differenzierung). Abbildung 3-4 veranschaulicht die ausgewé&hlten Zeitpunkte, zu
denen die OPCs respektive Oligodendrozyten fixiert wurden:

D1 D2 D3 D4

Induktion der
Differenzierung

OPC ; 24 h 48 h

v v v
PFA-Fixierung PFA-Fixierung PFA-Fixierung

Abbildung 3-4: Versuchsaufbau fiir immunzytochemische Farbungen muriner
Oligodendrozyten und OPCs

In dieser Arbeit wurden murine OPCs und Oligodendrozyten mit den verschiedenen
anti-OMGP Antikdrpern geférbt. Hierfir wurden die Zellen in unterschiedlichen
Reifungsstadien fixiert. Murine OPCs wurden an Tag 1 ausgesét, an Tag 2 erfolgte
die Induktion der Differenzierung. Die Fixierung der Zellen in 4 % PFA erfolgte in drei
unterschiedlichen Stadien: 1) undifferenzierte OPCs, 24 h nach Aussaat; 2) OPCs
nach 24 h Differenzierung; 3) reife Oligodendrozyten (48 h nach Induktion der
Differenzierung). Diese Abbildung wurde mit BioRender erstellt.
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Zur Fixierung der Zellen wurde zuné&chst das Kulturmedium abgenommen, um die
Zellen einmalig mit PBS zu waschen. AnschlieBend wurden diese fur 10 min in 4 %
PFA (in PBS) bei RT fixiert, danach dreimal mit PBS gewaschen und schlieBlich bis
zur Immunfarbung (mit Parafilm) luftdicht verschlossen bei 4 °C gelagert.

Im Rahmen der Reifung von Oligodendrozyten gilt das Antigen O4 als ein friher
Marker der oligodendroglialen Linie (Bansal and Pfeiffer 1989, Reynolds and Hardy
1997). Das Protein MBP hingegen ist ein etablierter Marker fir Oligodendrozyten im
differenzierten Stadium (Bradl and Lassmann 2010). Doppelfarbungen von
undifferenzierten OPCs sowie OPCs nach 24 h Differenzierung wurden deshalb mit
einem anti-O4 Antikérper durchgefuhrt, wahrend far Doppelfarbungen von reifen
Oligodendrozyten ein anti-MBP Antikérper verwendet wurde. Die fur die anti-MBP
Doppelfarbung vorgesehenen Zellen wurden zunéachst mit Triton-X permeabilisiert,
da MBP auf der zytoplasmatischen Seite der Plasmamembran exprimiert wird
(Barbarese, Barry et al. 1988). Fur die anti-O4 Doppelfarbungen wurde auf diesen
Schritt verzichtet, da es sich bei O4 um ein auf der Zelloberflache exprimiertes
Antigen handelt (Schachner, Kim et al. 1981, Bansal, Warrington et al. 1989).

Die auf den Deckglaschen fixierten OPCs und Oligodendrozyten wurden mit jeweils
300 ul FCS (5 % in PBS) bei RT geblockt. Nachfolgend wurden die Zellen tber Nacht
bei 4 °C mit dem anti-OMGP Antikérper (AF1674: 5 pg/ml, mAK: 20-50 pg/ml fir
Einzelfarbungen, 20 pg/ml fur Doppelféarbungen; jeweils in 5 % FCS in PBS) sowie
fir die Doppelfarbungen zusétzlich mit dem anti-O4 Antikérper oder dem anti-MBP
Antikérper (jeweils 10 yg/ml in 5 % FCS in PBS) inkubiert. Im n&chsten Schritt
wurden die OPCs und Oligodendrozyten 1 h bei RT mit dem Sekundér-Antikérper
(anti-Kaninchen-lgG-Alexa488, anti-Maus-lgG-Alexa488, anti-Maus-IgM+IgG-
Alexa488, anti-Maus-IgG-Cy3, anti-Ratte-IgG-Alexa594, anti-Ziege-lgG-Alexa488,
anti-Ziege-lgG-Alexa594; jeweils 10 pg/ml) inkubiert und nachfolgend dreimal mit
PBS gewaschen. Im letzten Schritt wurden die Deckglaschen einmalig mit dH20
gewaschen, in 9 yl DAPI-Medium auf dem Objekttrager fixiert und bei RT getrocknet.

3.2.4.4 Zellbasierter Assay - Durchflusszytometrie

Fur das Screening der Hybridom-Uberstéande und fiir die weitere Charakterisierung
der neu hergestellten monoklonalen anti-OMGP Antikérper wurde ein zellbasierter
Assay angewandt, der primar zur Detektion von anti-MOG Antikérpern etabliert
(Spadaro and Meinl 2016) und durch die PhD-Studentin Ramona Gerhards (AG
Meinl) modifiziert worden war (Gerhards, Pfeffer et al. 2020). Die Evaluierung der
Antikérper-Reaktivitat erfolgte mittels fluorescence activated cell sorting (FACS).
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Zunachst wurden Hela-Zellen mit dem jeweiligen Plasmid (pEGFP, pEGFP-
hOMGP-TM, pEGFP-hOMGP-GPI, pEGFP-mOMGP-GPI, pEGFP-rOMGP-GPI)
transient transfiziert (Kapitel 3.2.3.3). Nach einer Inkubation von 22-24 h wurden die
Zellen mit gekuhltem PBS von der Zellkultur-Platte abgel6ést und in eine 96-Well-
Platte (5 x 10* Zellen/Well) transferiert. Es folgten zwei Waschschritte mit FACS-
Puffer, wobei die Zellen nach jedem Waschschritt jeweils fir 5 min bei 400 g
zentrifugiert wurden und der Uberstand anschlieBend verworfen wurde. Im nachsten
Schritt wurden die Zellen mit den primaren Antikdrpern (verdinnt in FACS-Puffer)
resuspendiert. Fiir das Screening der priméren Hybridom-Uberstande wurden diese
in einer 1:2 Verdunnung eingesetzt. Fir alle weiteren Versuche wurden die
monoklonalen anti-OMGP Antikdrper standardgemaB in einer Konzentration von 10
pg/ml verwendet. Die kommerziellen anti-OMGP Antikérper MAB1674 und AF1674
wurden einer Konzentration von 10 pg/ml verwendet. Im Rahmen der
Verdinnungsreihen wurden alle Antikdrper auf 10 pg/ml, 1 ug/ml, 100 ng/ml und 10
ng/ml verdinnt. Der anti-HNK-1 Antikérper wurde in einer Verdinnung von 1:1000
eingesetzt.

Die Zellsuspension wurde anschlieBend fir 45 min bei 4 °C auf dem Schuttler
inkubiert. Nach drei weiteren Waschschritten wurden die Zellen mit 50 ul
biotinyliertem Sekundéar-Antikérper (1:500 in FACS-Puffer) und anschlieBend mit 50
pl Alexa647-Streptavidin (1:2000 in FACS-Puffer) resuspendiert und fur jeweils 30
min inkubiert, wobei die Zellen zwischen den beiden Schritten erneut dreimal
gewaschen wurden. AbschlieBend wurden die Zellen in 100 pl PI (1:2000 in PBS)
resuspendiert, einem Farbstoff, der nur in abgestorbene Zellen eindringen kann und
deshalb zur Identifikation der Lebendpopulation genutzt wird. Die Messung der
Antikdrper-Reaktivitdt wurde im BD FACSVerse 8 color Durchflusszytometer
durchgefihrt. Tabelle 3-11 enthélt eine Auflistung der verwendeten Geréte-
Einstellungen. Die anschlieBende Auswertung der Ergebnisse erfolgte mithilfe der
Software FlowJo (LLC, Ashland, Oregon).

Tabelle 3-11: FACS-Geriéteeinstellungen

Gemessene Events 15,000-20,000
FSC 66.2 Volt

SSC 243.7 Volt

PE (Detektion des Propidiumiodid-Signals) = 201.9 Volt
FITC (Detektion des EGFP-Signals) 168.3 Volt
APC (Detektion des Alexa647-Signals) 220.7 Volt

Erklarung der in dieser Tabelle verwendeten Abklrzungen: FSC = forward scatter; SSC =
side scatter; PE = Phycoerythrin; FITC = Fluoresceinisothiocyanat; APC = Allophycocyanin
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Zur Auswertung wurde zunachst anhand der PI-Farbung (PE-Kanal) die
Lebendzellpopulation eingegrenzt. Um untransfizierte Zellen zu exkludieren, wurden
innerhalb dieser Population nur Zellen betrachtet, deren EGFP-Signal (FITC-Kanal)
oberhalb einer Fluoreszenzintentisat von 500 lag. Zur Detektion von anti-OMGP
Antikérpern wurden nun in Abhéngigkeit von dem zur Transfektion verwendeten
Konstrukt zwei verschiedene Auswerte-Systeme verwendet.

a) TM-Konstrukt (pEGFP-hOMGP-TM): Fur das Screening der Hybridom-
Uberstande wurde die FACS-Ratio zur Auswertung verwendet. Dabei wurde die
mean fluorescence intensity (MFl) der pEGFP-hOMGP-TM-transfizierten Zellen
(APC-Kanal) durch die MFI der pEGFP-transfizierten Kontrollzellen (APC-Kanal)
geteilt. Fur alle weiteren Versuche wurde die FACS-Differenz (FACS-Diff)
verwendet, da nach Aufreinigung der neu hergestellten mAK die MFI der
Kontrollzellen auf Werte gegen 0 fiel, sodass sich die Bildung einer Differenz zum
Vergleich der Antikorper-Reaktivitdten besser eignete.

MFI (pEGFP-hOMGP-TM-transfizierte Zellen)
MFI (pEGFP—transfizierte Kontrollzellen)

o FACS-Diff = MFI (pEGFP-hOMGP-TM-transfizierte Zellen) - MFI (pEGFP-transfizierte
Kontrollzellen)

e FACS-Ratio =

b) GPI-Konstrukte (pEGFP-hOMGP-GPI, pEGFP-mOMGP-GPI, pEGFP-rOMGP-
GPl): Die T2A-Sequenz der GPl-verankerten Konstrukte fuhrt zum ribosome
skipping, wodurch EGFP im Zellinneren und OMGP GPI-verankert auf der
Zelloberflache exprimiert wird (siehe Kapitel 3.1.5, Abbildung 3-1). Bezlglich der
Quantifizierung der OMGP-Reaktivitdt gab es aus diesem Grund bei den GPI-
verankerten Konstrukten eine Schwierigkeit: Ein Teil der transfizierten Zellen
exprimierte lediglich EGFP, nicht jedoch OMGP. Um diese Population FITC-positiver
Zellen nicht falschlicherweise als OMGP-positive Zellen zu werten, wurde eine
zweite horizontale Grenze auf Hb6he einer Fluoreszenzintensitat von 100 (APC-
Kanal) gesetzt, wodurch vier Quadranten Q1-Q4 entstanden (Abbildung 3-5). Der
AQ2-Wert wurde dann folgendermaBen berechnet:

e AQ2: Zellzahl Q2 in % der Gesamtzellzahl Q1-4 (pEGFP-OMGP-GPI-transfizierte
Zellen) - Zellzahl Q2 in % der Gesamtzellzahl Q1-4 (pEGFP-transfizierte Kontrollzellen)

Die beiden unterschiedlichen Auswertesysteme sind vergleichend in Abbildung 3-5
dargestellt.
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Abbildung 3-5: Vergleichende Darstellung der Auswertesysteme fiir die
Evaluierung der OMGP-Reaktivitédt gegeniiber TM- und GPI-verankerten
OMGP-Konstrukten

Zur Messung der hOMGP-Reaktivitédt sowie der Kreuzreaktivitdt gegeniiber mOMGP
und rOMGP der monoklonalen anti-OMGP Antikérper wurden HelLa-Zellen mit dem
transmembranen Konstrukt pEGFP-hOMGP-TM oder mit den GPI-verankerten
Konstrukten pEGFP-hOMGP-GPI, pEGFP-mOMGP-GPI oder pEGFP-rOMGP-GPI
transfiziert. AnschlieBend wurden die Zellen mit einem anti-OMGP-Antikérper als
primdren Antikdrper und danach mit einem biotinylierten anti-Ratte-lgG oder anti-
Maus-IgG Antikérper als sekunddren Antikérper sowie Alexa647-Streptavidin
inkubiert. Auf der x-Achse ist die im FITC-Kanal gemessene Fluoreszenzintensitét
abgebildet, die dem EGFP-Signal entspricht. Die y-Achse stellt die im APC-Kanal
gemessene Fluoreszenzintensitédt entsprechend dem Alexa647-Signal dar.
Zundchst galt es, innerhalb der Lebendzellpopulation die untransfizierten Zellen zu
exkludieren. Aus diesem Grund wurden nur Zellen oberhalb einer
Fluoreszenzintensitét von 500 im FITC-Kanal betrachtet. Dies ist in der vorliegenden
Abbildung durch die vertikalen Linien dargestellt. Nun wurden zwei unterschiedliche
Auswertesysteme angewendet. (a) TM-Konstrukte (pEGFP-hOMGP-TM): Fiir die
Bestimmung der Reaktivitdt von Antikérpern gegenliber pEGFP-hOMGP-TM-
transfizierten Zellen wurde die FACS-Ratio berechnet, indem jenseits der genannten
vertikalen Grenze die MFI der pEGFP-hOMGP-TM-transfizierten Zellen (blau) durch
die MFI der pEGFP-transfizierten Kontrollzellen (grau) geteilt wurde. Alternativ
wurde zur Berechnung der FACS-Diff die Differenz zwischen der MFI pEGFP-
hOMGP-TM-transfizierter Zellen und der MFI der Kontrollzellen gebildet. (b) GPI-
verankerte Konstrukte (pEGFP-hOMGP-GPI, pEGFP-mOMGP-GPI, pEGFP-
rOMGP-GPI): Die Reaktivitdt von Antikérpern gegeniiber pEGFP-hOMGP-GPI-,
PEGFP-mOMGP-GPI- und pEGFP-rOMGP-GPI-transfizierten Zellen (orange)
wurde hingegen anhand des AQ2-Werts quantifiziert: Zusétzlich zur vertikalen
Grenze wurde eine weitere horizontale Grenze auf Héhe einer Fluoreszenzintensitét
von 100 (APC-Kanal) gesetzt, wodurch 4 Quadranten entstanden. Zur Auswertung
wurde die Zellzahl in Q2 (in % der Gesamtzellzahl Q1-4) der pEGFP-transfizierten
Kontrollzellen von der Zellzahl in Q2 (in % der Gesamtzellzahl Q1-4) der pEGFP-
OMGP-GPI-transfizierten Zellen subtrahiert.
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3.2.5 Proteinanalytik

3.2.5.1 Proteinherstellung und -aufreinigung

Rekombinantes hOMGP wurde mit Unterstitzung durch die Technische Mitarbeiterin
Heike Ribsamen (AG Meinl) in HEK293-EBNA1-Zellen hergestellt. Die Aufreinigung
des Proteins erfolgte mittels Immobilisierter-Metallionen-Affinitatschromatographie.

Zunéachst wurden HEK293-EBNA1 Zellen (1x108 Zellen/ml) mit Plasmid-DNA (pTT5-
hOMGP-Avi-His) transfiziert. Hierfur wurden die Suspensionszellen mit einem
Transfektionsreagenz gemischt, das Plasmid-DNA (1 pg/1 ml Zellsuspension),
OptiPRO™ Medium (1/10 der Zellsuspension) und PEI (2 yg/1 ml Zellsuspension)
enthielt. Nach 24 h wurde Lactalbumin hinzugegeben und die Zellen wurden weitere
96 h kultiviert. Im nachsten Schritt wurden die Zellen zentrifugiert (1200 rpm, 6 min,
4 °C), um sie von dem sich im Uberstand befindlichen hOMGP zu trennen. Dieser
Uberstand wurde schlieBlich nach erneuter Zentrifugation (2500 rpm, 15 min, 4 °C)
durch einen Sterilfilter (0.22 pg) filtriert.

AnschlieBend erfolgte die Aufkonzentrierung mithilfe des Minimate TFF Systems,
welche das Volumen des Uberstands von 550 ml auf 100 ml reduzierte. Der
Uberstand wurde in Dialyseschlduche (50 k) transferiert und (iber Nacht bei 4 °C in
Dialysepuffer inkubiert. Die weitere Aufreinigung wurde mithilfe einer Nickel-Saule
und anschlieBender Elution mittels Imidazol-Gradienten am  Akta™
Proteinaufreinigungssystem durchgefiihrt. Zunéachst wurden die Pumpen und
Schlauche mit Millipore H>0 gespult. Die Sdule wurde mit 15 ml H2O gewaschen und
anschlieBend mit 15 ml Dialysepuffer equilibriert. AnschlieBend wurde der Uberstand
auf eine Nickel-S&ule geladen (0.5 ml/min), wobei die Affinitdt des mit dem Protein
fusionierten Polyhistidin-Tags zu Nickelionen genutzt wurde. Nach einem erneuten
Waschgang wurde das Protein mittels eines linearen Imidazol-Gradienten (0.05-1 M)
von der Saule eluiert, wobei 10 verschiedene Fraktionen je 2 ml entstanden. Mittels
der aufgezeichneten Absorptionskurve konnte anhand der maximalen UV-
Absorption (gemessen bei einer Wellenlange von 280 nm) der Zeitpunkt der Elution
des Zielproteins detektiert werden.

Die 10 Fraktionen wurden zur Kontrolle im SDS-Gel aufgetragen. Nach dem Pooling
der hOMGP enthaltenden Fraktionen 6 und 7 erfolgte eine zweite Kontrolle anhand
des SDS-Gels sowie die anschlieBende Bestimmung der Proteinkonzentration im
BCA-Assay.
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3.2.5.2 Proteinbestimmung (BCA-Assay)

Hierfir wurde das Pierce™ BCA Protein Assay Kit verwendet. Das Versuchs-
protokoll wurde den Angaben des Herstellers entnommen.

3.2.5.3 Gelelektrophorese

Die gelelektrophoretische Auftrennung von hOMGP erfolgte mittels SDS-
Gelektrophorese. Zunachst wurden die Proben vorbereitet, indem hOMGP mit dem
NuPage ™ LDS Puffer (4X) und H20 sowie mit einem NuPAGE ™ Sample Reducing
Agent (10X) versetzt wurde. Letzterer enthdlt 500 mM Dithiothreitol, welches die
Disulfidbriicken der Proteine spaltet. Um die Denaturierung des Proteins zu
unterstitzen, erfolgte anschlieBend eine zehnminutige Inkubation bei 90 °C. Fur
einzelne Versuche wurde das Protein im nativen Zustand belassen. Hierfur wurde
auf letzteren Schritt sowie auf die Zugabe des reduzierenden Puffers verzichtet.

3.2.5.4 Deglykosylierung von rekombinantem hOMGP und von hOMGP auf
pEGFP-hOMGP-GPI-transfizierten Zellen

Im Rahmen dieser Arbeit sollte der Effekt der Glykosylierung des Proteins hOMGP
auf die Antikdrperbindung untersucht werden. In einem ersten Ansatz sollte hierfur
die N-Glykosylierung transient mit pEGFP-hOMGP-GPI transfizierter Zellen durch
Behandlung mit der Substanz Tunicamycin inhibiert werden. In einem zweiten
Ansatz wurde sowohl hOMGP-GPI auf transfizierten Zellen als auch rekombinant
hergestelltes hOMGP  enzymatisch mittels PNGase F und eines
Deglykosylierungsmix deglykosyliert.

a) Behandlung hOMGP-GPI-exprimierender HeLa-Zellen mit Tunicamycin: Bei der
Substanz Tunicamycin handelt es sich um ein Gemisch homologer Antibiotika, das
erstmals im Bakterium Streptomyces lysosuperificus nachgewiesen wurde
(Takatsuki, Arima et al. 1971) und sowohl eine antibakterielle, als auch eine antivirale
Wirksamkeit aufweist (Takatsuki, Arima et al. 1971, Takatsuki, Kawamura et al.
1977). Aufgrund seiner Fahigkeit, die eukaryotische N-Glykosylierung zu hemmen
(Esko, Bertozzi et al. 2015, Stanley, Taniguchi et al. 2015) wird Tunicamycin in der
Wissenschaft unter anderem angewandt, um die Rolle der N-verlinkten Zuckerketten

von Proteinen zu untersuchen (Esko, Bertozzi et al. 2015). In dieser Arbeit wurden
hOMGP-GPIl-exprimierende HelLa-Zellen mit Tunicamycin behandelt, um deren N-
Glykosylierung zu hemmen. Hierfur wurden zunachst HeLa-Zellen ausgesat und mit
dem Plasmid pEGFP-hOMGP-GPI transfiziert. 2 h nach der Transfektion wurde das
Kulturmedium abgenommen. Die Zellen wurden anschlieBend fur 4-5 h mit
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Tunicamycin (1 pyg/ml, 500 ng/ml, 250 ng/ml, 125 ng/ml, 62.5 ng/ml in DMEM) sowie
mit Ethanol als L&sungsmittelkontrolle (in &quivalenter Konzentration) inkubiert.
Nach der Behandlung wurde das Medium gewechselt und die Zellen wurden bis zum
Folgetag in DMEM inkubiert.

b) Enzymatische Deglykosylierung von hOMGP-GPI-exprimierenden Hela-Zellen
und von rekombinantem hOMGP: Die enzymatische Deglykosylierung wurde mit
dem Enzym PNGase F und einem Deglykosylierungsmix gemaB Herstellerangaben
durchgefuhrt. Bei der PNGase F handelt es sich um eine Amidase, deren
enzymatische Aktivitat eine komplette Entfernung der N-verlinkten Zuckerketten von
Glykoproteinen ermdglicht (Norris, Stillman et al. 1994). Der Deglykosylierungsmix
enthalt zuséatzlich Enzyme zur Entfernung O-verlinkter Zuckerketten. Um auf pEGFP-
hOMGP-GPI-transfizierten  Zellen exprimiertes hOMGP enzymatisch zu
deglykosylieren, wurden HeLa-Zellen mit pEGFP-hOMGP-GPI transfiziert. Nach 22-
24 h wurden die Zellen mit PBS abgel6st. Pro Konstrukt wurden jeweils 2 x 300 ul
Zellsuspension in zwei EppendorfgefaBe Uberfuhrt. Nach flunfminGtiger
Zentrifugation (4 °C, 400 g) wurde der Uberstand verworfen. Die Zellpellets wurden
anschlieBend entweder mit 250 yl PNGase F (1:10 in DMEM) oder 250 yl DMEM als
Kontrolle verdinnt. Nach sechsstlindiger Inkubation bei 37 °C und erneuter
Zentrifugation mit Verwerfen des Uberstands wurden die Zellpellets in FACS-Puffer
verdunnt. Um den Effekt der Deglykosylierung auf das Molekulargewicht zu
Uberprifen, wurde ein Teil der Zellsuspension aufgehoben und daraus das Protein
isoliert (Kapitel 3.2.5.6), um es im Western Blot (Kapitel 3.2.4.2) mithilfe eines anti-
OMGP Antikérpers (MAB1674, 1:1500) darzustellen. Die Behandlung von
rekombinantem hOMGP mittels PNGase F und dem Deglykosylierungsmix wurde
gemaB Herstellerprotokoll durchgefiihrt. Die vergleichende Charakterisierung
zwischen deglykosyliertem und unbehandeltem, rekombinantem hOMGP erfolgte
mittels Gelelektrophorese (Kapitel 3.2.5.3).

3.2.5.5 Biotinylierung von hOMGP

Die Biotinylierung von rekombinantem hOMGP erfolgte mit dem BirA Biotin-Protein
Ligase Kit, das Versuchsprotokoll wurde den Herstellerangaben entnommen.

3.2.5.6 Extraktion von hOMGP aus transient transfizierten Zellen

Um den Proteinanteil aus transient transfizierten Zellen zu isolieren, wurden diese
mit 200 yl RIPA-Puffer und einem Proteaseinhibitor (1:25) tGber 1 h bei 4 °C inkubiert
und anschlieBend fir 15 min zentrifugiert (13000 rpm), wobei das Pellet verworfen
wurde.
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3.3 Statistische Analyse

Zur statistischen Auswertung wurde die Software GraphPad Prism 7 verwendet. Der
Spearman-Test wurde angewendet, um die Reaktivitdt von monoklonalen anti-
OMGP Antikérpern gegentuber pEGFP-hOMGP-TM-transfizierten Zellen mit deren
Reaktivitat gegentuber pEGFP-hOMGP-GPI-transfizierten Zellen zu korrelieren. Die
Darstellung der Daten erfolgte jeweils als Mittelwert der einzelnen Replikate + SEM
(SEM = standard error of the mean). P-Werte < 0,05 galten als signifikant (* p <0.05;
**p<0.01; ™ p<0.001).
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4 Ergebnisse

4.1 Charakterisierung des rekombinanten hOMGP

Rekombinantes hOMGP wurde im Rahmen dieser Arbeit in HEK293-EBNA1-Zellen
hergestellt. Nach Aufkonzentrierung des Proteins mittels des Minimate TFF System
und anschlieBender Dialysierung erfolgte zuletzt die Aufreinigung des Proteins an
einer Nickel-Saule mit anschlieBender Elution anhand eines Imidazol-Gradienten
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Abbildung 4-1 Ausschnitt aus der

Absorptionskurve wéhrend der Elution

von hOMGP

Der Uberstand aus einer mit pTT5-
hOMGP-Avi-His transfizierten HEK-
EBNA-Kultur wurde nach erfolgter Auf-
konzentrierung und Dialyse auf eine
Nickelsdule aufgetragen und mittels
eines  Imidazol-Gradienten  eluiert.
Dargestellt sind die UV-Absorption
(mAU, blau; gemessen bei einer
Wellenldnge von 280 nm) und die
Imidazol-Konzentration (% B, rosa;
0.05-1 M). Die x-Achse zeigt die
einzelnen  Fraktionen. Bei einer
Imidazol-Konzentration von 0.6-0.7 M
zeigt sich ein maximaler Anstieg der
UV-Absorption, was die Elution des
Proteins anzeigt.

% B

(0.05-1 M). Insgesamt wurden zehn
Fraktionen je 2 ml eluiert, wobei die
maximale UV-Absorption (gemessen bei
einer Wellenlange von 280 nm) bei einer
Imidazol-Konzentration von 0.6-0.7 M
(entsprechend den Fraktionen 6 und 7)
gemessen wurde (Abbildung 4-1). Die
einzelnen Fraktionen 1-10 wurden im
nachsten Schritt zur Uberpriifung auf ein
SDS-Gel aufgetragen (Abbildung 4-2 A): In
den Fraktionen 6 und 7 (entsprechend der
maximalen UV-Absorption in Abbildung 4-1)
zeigte sich eine breite Bande auf Hohe eines
Molekulargewichts von 105 kDa, dem zu
erwartenden Molekulargewicht von |6slichem
hOMGP (Mikol and Stefansson 1988).
Nachdem die Fraktionen 6 und 7 gepoolt und
aufgereinigt worden waren, erfolgte eine
erneute Uberpriifung im SDS-Gel (Abbildung
4-2 B). Als Kontrolle wurde rekombinantes
hOMGP aufgetragen, das durch die PhD-
Studentin Ramona Gerhards (AG Meinl)
nach identischem Protokoll hergestellt
worden war. Kontrolle und neu hergestelltes
hOMGP wiesen ein aquivalentes
Molekulargewicht auf. Die im BCA-Assay
ermittelte Proteinkonzentration nach Pooling
und finaler Aufreinigung der Fraktionen 6 und
7 betrug 4.6 mg/ml.
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Abbildung 4-2: Darstellung des neu hergestellten rekombinanten hOMGP im
SDS-Gel

Rekombinantes hOMGP wurde in HEK293-EBNA1-Zellen hergestellt. Nach der
Aufkonzentrierung, Aufreinigung an der Nickelsdule und Elution des Proteins mittels
eines linearen Imidazol-Gradienten (0.05-1 M) erfolgte die (A) Beurteilung der 10
eluierten Fraktionen im SDS-Gel (5-14 = Fraktion 1-10). Wash (1,2) flow-through
(3) und load (4) wurden ebenfalls zur Kontrolle aufgetragen. Fraktionen 6 und 7 (10,
11) enthalten das eluierte hOMGP. Die (B) abschlieBende Beurteilung des neu
hergestellten hOMGP im SDS-Gel erfolgte nach dem Pooling der Fraktionen 6 und
7 sowie nach deren erneuter Aufreinigung. Zum Vergleich wurde rekombinantes
hOMGP auf das Gel aufgetragen, welches nach identischem Protokoll von der PhD-
Studentin Ramona Gerhards (AG Meinl) hergestellt worden war (3). Daneben wurde
das neu hergestellte hOMGP (vor finaler Aufreinigung = 1, nach finaler Aufreinigung
= 2) aufgetragen. Das Molekulargewicht des neu hergestellten Proteins betrug 105
kDa, was mit der in der Literatur angegebenen GréBe von Iéslichem hOMGP
Ubereinstimmt (Mikol, Guicher et al. 1990).

4.2 lIdentifizierung OMGP-spezifischer Hybridome durch
Screening der Hybridom-Uberstinde im FACS

Die OMGP-Reaktivitdt von 133 Hybridomen wurde anhand des Screenings ihrer
Uberstande im zellbasierten Assay mit anschlieBender Messung in der
Durchflusszytometrie getestet. HeLa-Zellen wurden transient mit den Konstrukten
pEGFP-hOMGP-GPI, pEGFP-hOMGP-TM, pEGFP-rOMGP-GPI oder pEGFP
(negative Kontrolle) transfiziert. Die Auswertung der Reaktivitat gegentiber hOMGP-
TM erfolgte mittels Berechnung der FACS-Ratio, flr die GPI-verankerten Konstrukte
wurde der AQ2-Wert ermittelt (siehe Kapitel 3.2.4.4). Die Ergebnisse des Screenings
sind in Abbildung 4-3 gezeigt. Die Reaktivitat der Uberstdnde gegeniiber pEGFP-
hOMGP-TM-transfizierten Zellen korrelierte positiv mit deren Reaktivitat gegeniber
pEGFP-hOMGP-GPI-transfizierten Zellen (Abbildung 4-4). Ubersténde, die durch
Immunisierung mit dem rOMG-Peptid produziert worden waren, wiesen keine
Reaktivitdét gegenuber hOMGP-TM oder hOMGP-GPI auf, sondern erkannten
lediglich Zellen, die rOMGP-GPI exprimierten (Abbildung 4-5). Hingegen wies ein
Teil der Uberstande, die durch Immunisierung mit rekombinantem hOMGP generiert
worden waren, eine Kreuzreaktivitdt gegentuber rOMGP-GPI auf (Abbildung 4-5).
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SchlieBlich wurden anhand der Ergebnisse des Screenings die vier Hybridom-
Uberstande 22H6, 14A9, 26B11 und 31A4 ausgewdhlt. Die Charakteristika der
ausgewdhlten Hybridom-Ubersténde sind in Tabelle 4-1 zusammengefasst.
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Abbildung 4-3: Ergebnisse des zellbasierten Screenings der Hybridom-
Ubersténde

Die OMGP-Reaktivitét der 133 Hybridom-Ubersténde wurde im zellbasierten Assay
evaluiert. HelLa-Zellen wurden hierftir mit den Konstrukten pEGFP-hOMGP-TM,
PEGFP-hOMGP-GPI, pEGFP-rOMGP-GPI und pEGFP (negative Kontrolle)
transfiziert. Es folgte die Inkubation mit den Hybridom-Uberstédnden (1:2), einem
biotinylierten Sekundér-Antikdrper (1:500) und Alexa647-Streptavidin (1:2000). Die
Messung der Reaktivitét erfolgte in der Durchflusszytometrie. In der Abbildung sind
die fir die einzelnen Uberstdnde ermittelten Reaktivitdten gegeniiber den
unterschiedlichen OMGP-Konstrukten als einzelne Messwerte (n=1) abgebildet, die
ausgewdhiten Uberstdnde 22H6 (blau), 14A9 (orange), 26B11(griin) und 31A4
(grau) sind farbig markiert. Fiir die Auswertung der (A) Reaktivitit der Uberstinde
gegeniiber pEGFP-hOMGP-TM-transfizierten Zellen wurde die FACS-Ratio und
fur die Evaluierung der (B) Reaktivitét der Uberstédnde gegeniiber hOMGP-GPI
und rOMGP-GPI der AQ2-Wert ermittelt.
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Abbildung 4-4: Korrelation zwischen der hOMGP-TM-Reaktivitét und der
hOMGP-GPI-Reaktivitédt der Hybridom-Uberstédnde

133 Hybridom-Uberstédnde wurden im zellbasierten Assay gescreent und deren
Reaktivitdt gegentiber hOMGP-GPI, hOMGP-TM und rOMGP-GPI bestimmt. Die
Reaktivitdt der Uberstdnde gegenitber hOMGP-TM und hOMGP-GPI wurde
miteinander korreliert. Auf der x-Achse ist die Reaktivitét der Ubersténde gegeniiber
hOMGP-TM (FACS-Ratio) abgebildet, die y-Achse zeigt die hOMGP-GPI-Reaktivitat
(AQ2). Die Punkte markieren die fiir die einzelnen Uberstinde gemessenen
Reaktivitédten (n=1). Zur statistischen Auswertung wurde der Korrelationskoeffizient
mittels Spearman-Test berechnet. Es zeigte sich eine statistisch signifikante positive
Korrelation zwischen den beiden Gruppen (r=0.87, p<0,0001).
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Abbildung 4-5: OMGP-Reaktivitit der Hybridom-Uberstinde in Abhéngigkeit
von der Art der Inmunisierung

Zur Untersuchung der Autoimmunitédt gegentiber OMGP wurden in Kooperation mit
der Monoclonal Antibody Core Facility des Helmholtz-Zentrums M nchen
monoklonale anti-OMGP Antikérper nach der Hybridomtechnik generiert. Daflir
wurden Méuse und Ratten entweder mit hOMGP oder rOMG-Peptid immunisiert. En
détail wurden 71 % der Uberstdnde durch Immunisierung mit rekombinant
hergestelltem hOMGP generiert (in Grau), wahrend bei 29 % das rOMG-Peptid zur
Immunisierung verwendet wurde (in Oliv). Die vorliegende Abbildung stellt die
Reaktivitdten der Uberstdnde aus Abbildung 4-3 getrennt nach dem zur
Immunisierung verwendeten Konstrukt dar: Einige der Uberstdnde, welche durch
eine  hOMGP-Injektion generiert worden waren, zeigte eine hohe Reaktivitét
gegentiber den Konstrukten hOMGP-TM und hOMGP-GPI. Zudem wies ein Teil
dieser Uberstédnde zusétzlich eine Kreuzreaktivitdt gegentiber rOMGP-GPI-
transfizierten Zellen auf. Hingegen erkannten Ubersténde, die durch Injektion des
rOMG-Peptids hergestellt worden waren, lediglich rOMGP-GPI, ohne dass eine
Kreuzreaktivitét gegentiber hOMGP-GPI oder -TM bestand.

Tabelle 4-1: Charakteristika der ausgewéhiten Hybridom-Uberstinde

Klon Spezies/  Antigen  Leicht- Reaktivitat Reaktivitat Reaktivitat
Isotyp ketten hOMGP-TM hOMGP-GPI rOMGP-
(FACS-Ratio) (AQ2) GPI
(AQ2)
22H6 Ratte/ hOMGP | lambda 626.5" 11.3* 16.5*
IgG2A
14A9 Ratte/ hOMGP | lambda 1178.2 11.3 4.6
IgG2B
26B11 Maus/ rOMG- kappa 0 0 5,6
IgG2A Peptid
31A4 Maus/ hOMGP | kappa 2500.0 14.5 25.2
IgG2B

*arithmetischer Mittelwert aus n=3
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4.3 Weitere Charakterisierung der OMGP-Reaktivitat der
ausgewahlten monoklonalen anti-OMGP Antikorper
anhand von Verdiinnungsreihen in ELISA und

Durchflusszytometrie

Anhand verschiedener Kriterien (siehe Kapitel 5.2, Tabelle 5-1) wurden - basierend
auf den Ergebnissen des zellbasierten Screenings - die vier Hybridom-Uberstéande
22H6, 14A9, 26B11 und 31A4 ausgewahlt.

Um reine mAK zu erhalten, wurden die entsprechenden Hybridoma-Zelllinien in
Kooperation mit der Monoclonal Antibody Core Facility des Helmholtz-Zentrums
Munchen subkloniert und die Antikérper zusétzlich aufgereinigt. Im Rahmen dieser
Arbeit erfolgte nun die weitere Charakterisierung der 4 mAK mittels
Durchflusszytometrie und ELISA. Anhand von Verdlinnungsreihen sollte dabei die
Reaktivitat dieser Antikbrper mit derer eines kommerziellen anti-OMGP Antikérpers
verglichen werden.

a) Charakterisierung der neu hergestellten mAK 22H6, 14A9, 26B11 und 31A4
anhand von Verdinnungsreihen im zellbasierten Assay: Um die neu hergestellten
Antikorper 22H6, 14A9, 26B11 und 31A4 weiter zu charakterisieren, wurde deren
Reaktivitat gegentiber hOMGP-TM, hOMGP-GPI, mOMGP-GPI und rOMGP-GPI mit
der Reaktivitdt des kommerziell erworbenen Antikdrpers MAB1674 im zellbasierten
Assay verblichen. Hierfur erfolgte die transiente Transfektion von HelLa-Zellen mit
den Konstrukten pEGFP-hOMGP-TM, pEGFP-hOMGP-GPI, pEGFP-mOMGP-GPI
und pEGFP-rOMGP-GPI sowie mit pEGFP als Kontrolle. Die Antikérper wurden als
Verdinnungsreihe (10 pyg/ml, 1 yg/ml, 100 ng/ml, 10 ng/ml) eingesetzt. Das weitere
Vorgehen erfolgte gemaB Protokoll des zellbasierten Assays (siehe Kapitel 3.2.4.4).
Zur Auswertung der OMGP-Reaktivitat wurde die FACS-Diff (fur pEGFP-hOMGP-
TM-transfizierte Zellen) respektive der AQ2-Wert (fir pEGFP-hOMGP-GPI-, pEGFP-
mOMGP-GPIl- und pEGFP-rOMGP-GPI-transfizierte Zellen) ermittelt. Die
Ergebnisse sind in Abbildung 4-6 dargestellt.
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Abbildung 4-6: Vergleich der OMGP-Reaktivitét der neu hergestellten mAK mit
der Reaktivitidt des kommerziellen anti-OMGP Antikérpers MAB1674 im
zellbasierten Assay

In dieser Arbeit wurden aus 133 Hybridom-Ubersténden die vier monoklonalen anti-
OMGP Antikérper 22H6 (blau), 14A9 (orange), 31A4 (grau) und 26B11 (griin)
ausgewdhlt, deren OMGP-Reaktivitédt nun weiter charakterisiert und mit derer des
kommerziellen Antikérpers MAB1674 (schwarz) verglichen werden sollte. Im
zellbasierten Assay wurde deshalb eine Verdiinnungsreihe angefertigt. In der
vorliegenden Abbildung sind die Ergebnisse der Verdinnungsreihen fir die
einzelnen Konstrukte hOMGP-TM, hOMGP-GPI, mOMGP-GPI und rOMGP-GPI
abgebildet. Dabei ist die eingesetzte Verdiinnung der mAK auf der x-Achse und die
OMGP-Reaktivitdt (FACS-DIff fir die Reaktivitdt gegeniber hOMGP-TM, AQ2 fir
die Reaktivitdt gegeniiber den GPI-verankerten Konstrukten) auf der y-Achse
eingezeichnet. Es sind die Mittelwerte (n=2) +/- SEM zweier unabhéngiger
Messungen abgebildet. Es zeigte sich, dass die mAK 22H6 und 14A9 auch in
niedriger Verdlinnung (bis zu 10 ng/ml) eine héhere Reaktivitédt gegeniiber hOMGP-
TM (a) aufwiesen als der kommerziell erworbene mAK MAB1647. Beziglich der
Reaktivitédt gegentiber hOMGP-GPI (b) waren die Reaktivitdten der mAK 22H6,
14A9 und 31A4 in héheren Konzentrationen mit der des mAK MAB1674
vergleichbar, wéhrend bei Konzentrationen von 1 pg/ml und weniger die Reaktivitét
des mAK 14A9 im Vergleich deutlich abnahm. Ahnliches war bezliglich der
Reaktivitét gegentiber mOMGP (c) zu beobachten: In einer Verdiinnung von 1 yg/ml
erkannten die mAK 22H6, 14A9 und 31A4 mOMGP &hnlich stark wie der
kommerzielle mAK. Ab einer Konzentration von 100 ng/ml fiel die Reaktivitét der
mAK 14A9 und 31A4 im Vergleich ab. rOMGP (d) wurde von allen 4 mAK gebunden,
wenn diese in einer Konzentration von 1 pg/ml eingesetzt wurden, wobei die
Reaktivitdt der mAK 14A9 und 26B11 im Vergleich zu den mAK 22H6, 31A4 und
MAB1674 schwécher war. Ab einer Konzentration von 100 ng/ml war eine im
Vergleich zum kommerziellen mAK MAB1674 niedrigere Reaktivitédt aller neu
hergestellten mAK sichtbar.
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b) Charakterisierung der ausgewéahlten monoklonalen anti-OMGP Antikérper 22H6,
14A9, 26B11 und 31A4 im ELISA: Um die Reaktivitat der neu hergestellten mAK mit
einer zweiten Methode zu evaluieren, wurde der ELISA angewendet. Die
Charakterisierung der Reaktivitdt der mAK gegeniber hOMGP und rOMG-Peptid
erfolgte im Streptavidin-ELISA. Zusammengefasst wurden hOMGP und rOMG-
Peptid biotinyliert und auf eine Streptavidin-beschichtete ELISA-Platte gecoatet. Im
nachsten Schritt wurde die Platte mit den mAK 22H6, 14A9, 26B11, 31A4 und
MAB1674 (10 pg/ml, 1 pg/ml, 100 ng/ml und 10 ng/ml) inkubiert. Die folgenden
Versuchsschritte wurden protokollgemaB durchgefihrt. Die Reaktivitdt gegenuber
MmOMGP wurde mittels MaxiSorp-ELISA ermittelt. Kommerziell erworbenes mOMGP
wurde hierfur gecoatet und mit den oben genannten mAK (in aquivalenter
Konzentration) inkubiert. Die weiteren Schritte erfolgten nach Protokoll. Die
Ergebnisse sind in Abbildung 4-7 veranschaulicht.
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Abbildung 4-7: Vergleich der OMGP-Reaktivitét der neu hergestellten mAK
mit der Reaktivitdt des kommerziellen anti-OMGP Antikérpers MAB1674 im
ELISA

Im Rahmen dieser Arbeit wurden aus 133 Hybridom-Ubersténden vier monoklonale
anti-OMGP Antikérper ausgewéhlt, deren OMGP-Reaktivitédt zundchst anhand der
Durchflusszytometrie im Detail untersucht wurde. Die weitere Charakterisierung der
Reaktivitédt der mAK 22H6 (blau), 14A9 (orange), 26B11 (griin), 31A4 (grau) und
MAB1674 (schwarz) gegentiber hOMGP, mOMGP und rOMG-Peptid erfolgte im
ELISA. Zur Messung der Reaktivitdt gegeniiber hOMGP und rOMG-Peptid wurde
eine Streptavidin-beschichtete ELISA-Platte mit rekombinantem, biotinyliertem
hOMGP oder biotinyliertem rOMG-Peptid gecoatet und anschlieBend mit den
monoklonalen anti-OMGP Antikérpern in den Konzentrationen (10 pg/ml), 1 pg/mi,
100 ng/ml, 10 ng/ml (und 1 ng/ml) inkubiert. Die weiteren Schritte wurden
standardgemd&B durchgefihrt. Die Messung der Reaktivitdt gegentiber mOMGP
erfolgte ebenfalls als Verdlinnungsreihe mittels MaxiSorp-ELISA. In der Abbildung
ist die Reaktivitdt der einzelnen Antikérper als AOD (450-540 nm) auf der y-Achse
in Abhéngigkeit von der Verdiinnung (x-Achse) fir die einzelnen Konstrukte
hOMGP, mOMGP und rOMG-Peptid (von links nach rechts) aufgetragen. Die Punkte
geben den Mittelwert (n=3) +/- SEM der drei unabhdngigen Messungen an.
Beziiglich der Reaktivitédt gegeniiber hOMGP (a) wiesen die mAK 22H6, 14A9,
26B11 und 31A4 eine mit dem kommerziell erworbenen mAK MAB1674
vergleichbare Reaktivitdt auf. Der Antikérper 26B11 zeigte keine Reaktivitét
gegentiber dem humanen Protein. Die Reaktivitdt zu mOMGP (b) war bei dem
kommerziellen mAK MAB1674 am héchsten. Die mAK 22H6 und 14A9 zeigten bei
hohen Konzentrationen zwar vergleichbare Reaktivitdten, eine Verdinnung auf 1
9/ml und weniger flihrte jedoch zu einem Abfall der Reaktivitét im Vergleich zum
mAK MAB1647. Eine Reaktivitdt gegeniiber rOMG-Peptid (c) wies lediglich der
mAK 26B11 auf.
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4.4 Untersuchungen zur Rolle der Glykosylierung von
hOMGP fiir die Bindung durch anti-OMGP Antik6rper

4.4.1 Nachweis des HNK-1-Epitops

Zur Beantwortung der Frage, ob pEGFP-hOMGP-GPI-transfizierte HeLa-Zellen das
HNK-1-Epitop exprimieren, wurde der zellbasierte Assay angewandt. HeLa-Zellen
wurden mit pEGFP-hOMGP-GPI oder mit pEGFP (negative Kontrolle) transfiziert
und anschlieBend mit einem anti-HNK-1 Antikoérper als priméren Antikérper (1:100 in
FACS-Puffer) und mit einem biotinylierten anti-Maus-IgM-Antikérper (1:500 in FACS-
Puffer) als sekundaren Antikérper sowie zur Detektion mit dem Streptavidin-
gekoppelten Farbstoff Alexa647 (1:2000 in FACS-Puffer) inkubiert. Die Evaluierung
erfolgte mittels Durchflusszytometrie. Im Vergleich zu den Kontrollzellen wiesen
pEGFP-hOMGP-GPI-transfizierte Zellen eine héhere Fluoreszenzintensitat im APC-
Kanal (Alexa647-Signal) auf (Abbildung 4-8 A).

Anhand des Streptavidin-ELISAs wurde in einem zweiten Ansatz untersucht, ob
auch rekombinant hergestellites hOMGP das HNK-1-Epitop exprimiert. Eine
Streptavidin-beschichtete Platte wurde hierfiar mit rekombinantem, biotinyliertem
hOMGP gecoatet und mit einem HNK-1-Antikérper (1:500 in PBST) Uber Nacht
inkubiert. Die Detektion erfolgte mit einem HRP-gekoppelten Sekundéarantikérper
(anti-Maus-IgM-HRP, 1:7000 in PBST). Zur Auswertung wurde die AOD (450-540
nm) der hOMGP-beschichten Wells mit der AOD der BSA-beschichten Wells
verglichen. Die Ergebnisse sind in Abbildung 4-8 B veranschaulicht. Es zeigte sich
in den hOMGP-beschichteten Wells eine im Vergleich zum BSA-Leerwert erhéhte
OD (BSA =0.10, hOMGP = 0.50).

A pEGFP-transfizierte Kontrollzellen
0 pEGFP-hOMGP-GPI-transfizierte Zellen

100 =

0.4+

0.2+
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3 8

el b
OD (450-540 nm)

0.0

anti-HNK-1 - APC
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Abbildung 4-8: Darstellung des HNK-1 Epitops auf pEGFP-transfizierten
Zellen und auf rekombinantem hOMGP

Nach der Herstellung von rekombinantem hOMGP sollte untersucht werden, ob
dieses das HNK-1-Epitop exprimiert. Hierfiir wurden zwei unterschiedliche Ansétze
gewdhlt. (A) Nachweis des HNK-1-Epitops im zellbasierten Assay: pEGFP-
hOMGP-GPI-transfizierte HelLa-Zellen sowie pEGFP-transfizierte Kontrollzellen
wurden mit einem anti-HNK-1 Antikérper (1:100 in FACS-Puffer) inkubiert. Im
Anschluss daran erfolgte jeweils die Inkubation mit einem biotinylierten
Sekunddrantikérper (1:500 in FACS-Puffer) sowie mit dem Streptavidin-gekoppelten
Farbstoff Alexa647 (1:2000 in FACS-Puffer). Die Messung erfolgte mittels
Durchflusszytometrie, wobei das Signal des Farbstoffs Alexa647 im APC-Kanal
detektiert wurde. Im vorliegenden Histogramm ist die Fluoreszenzintensitét im APC-
Kanal (x-Achse) gegen die Zellzahl (y-Achse) aufgetragen. Es zeigte sich eine
erhéhte Fluoreszenz-intensitdt der pEGFP-hOMGP-GPI-transfizierten Zellen
(orange) im Vergleich zu den pEGFP-transfizierten Kontrollzellen (grau). (B)
Nachweis des HNK-1-Epitops im Streptavidin-ELISA: Um das HNK-1-Epitop auf
rekombinantem hOMGP nachzuweisen, wurde das Protein biotinyliert und auf eine
Streptavidin-beschichtete ELISA-Platte gecoatet (orange). Als negative Kontrolle
wurde BSA (grau) in dquivalenter Konzentration verwendet. Es folgte die Inkubation
mit dem anti-HNK-1 Antikérper (1:500 in PBST) sowie daran anschlieBend mit einem
HRP-markierten anti-Maus-IgM-Antikdrper (1:7000 in PBST). Zur Auswertung wurde
die AOD (450-540 nm) bestimmt. Die Abbildung zeigt das Ergebnis eines Versuchs
(n=1). Es zeigte sich eine erhéhte AOD fiir das hOMGP-gecoatete Well im Vergleich
zum BSA-Leerwert (BSA: OD = 0.1, hOMGP: OD = 0.5).

4.4.2 Behandlung pEGFP-hOMGP-GPI-transfizierter Zellen mit
Tunicamycin zur Inhibierung der N-Glykosylierung

In dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob die Glykosylierung von hOMGP einen
Einfluss auf dessen Erkennung durch anti-OMGP Antikorper hat. In einem ersten
Ansatz erfolgte die Behandlung pEGFP-hOMGP-GPI-transfizierter HeLa-Zellen mit
dem Antibiotika-Gemisch Tunicamycin (siehe Kapitel 3.2.5.4), um die Bildung N-
verlinkter Zuckerketten zu inhibieren.

HelLa-Zellen wurden hierflr 2 h nach ihrer Transfektion mit pEGFP-hOMGP-GPI fur
4-5 h mit Tunicamycin (1 pg/ml, 500 ng/ml, 250 ng/ml, 125 ng/ml, 62.5 ng/ml)
behandelt. AnschlieBend wurde das Protein aus den Zellen extrahiert und im
Western Blot mithilfe eines primaren anti-OMGP Antikérpers (MAB1674, 1:500 in 5
% Milchpulver in PBST) und eines sekundaren HRP-markierten Antikdrpers (anti-
Ratte-IgG-HRP, 1:2500 5 % Milchpulver in PBST) dargestellt. Der Effekt der
Behandlung auf die Glykosylierung wurde anhand des size shifts im Vergleich zu
hOMGP aus den Kontrollzellen beurteilt. Es zeigte sich, dass Tunicamycin-
Konzentrationen ab 125 ng/ml zu einem Absterben der Zellen fihrten. Niedrigere
Konzentrationen waren zwar fur die Zellen tolerabel, das aus den Zellen isolierte
hOMGP wies im Western Blot jedoch kein veradndertes Molekulargewicht im
Vergleich zu den Kontrollen auf (Abbildung 4-9).
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Abbildung 4-9: Behandlung pEGFP-hOMGP-GPI-transfizierter HeLa-Zellen mit
Tunicamycin

HelLa-Zellen wurden transient mit dem Plasmid pEGFP-hOMGP-GPI transfiziert. 2
h nach der Transfektion wurden die Zellen zur Inhibierung der N-Glykosylierung fiir
4-5 h mit dem Antibiotika-Gemisch Tunicamycin (1 = 1 yg/ml, 2= 500 ng/ml, 3 = 250
ng/ml, 4= 125 ng/ml, 5 = 62.5 ng/ml in DMEM) oder mit Ethanol (6 = 1 yg/ml, 7 =
500 ng/ml, 8 = 250 ng/ml, 9 = 125 ng/ml, 10 = 62.5 ng/ml) als Lésungsmittelkontrolle
inkubiert. AnschlieBend wurde das Protein aus den Zellen extrahiert und im Western
Blot dargestellt (primdrer Antikérper: MAB1674, 1:500 in 5 % Milchpulver in PBST;
sekunddrer Antikérper: anti-Ratte-lgG-HRP, 1:2500 in 5 % Milchpulver in PBST). Als
zusétzliche Kontrolle wurde rekombinantes hOMGP verwendet (11). Anhand des
size shifts im Vergleich zu den Kontrollen (6-11) wurde nun der Effekt der
Tunicamycin-Behandlung auf die Glykosylierung beurteilt. Es zeigte sich, dass
héhere Tunicamycin-Konzentrationen ab 125 ng/ml (1-4) zu einem Absterben der
Zellen fihrten, wéhrend eine niedrige Konzentration von 62.5 ng/ml (5) zu keinem
sichtbaren Verlust von Zuckerketten fihrte. S = Standard.

4.4.3 Auswirkung der enzymatischen Deglykosylierung von
hOMGP auf die Reaktivitat von anti-OMGP Antikérpern

In einem zweiten Ansatz wurde die Methode der enzymatischen Deglykosylierung
mit dem Enzym PNGase F (Entfernung der N-verlinkten Zuckerketten) und einem
Deglykosylierungsmix aus verschiedenen Enzymen (Entfernung sowohl N-, als auch
O-verlinkter Zuckerketten) gewéhlt. Dabei sollte sowohl rekombinantes hOMGP als
auch hOMGP auf pEGFP-hOMGP-GPI-transfizierten HelLa-Zellen deglykosyliert
werden. Zur Auswertung der Antikdrper-Reaktivitdt wurden anschlieBend zwei
verschiedene  Ansatze gewahlt: Die  Antikdrper-Reaktivitdt  gegenuber
rekombinantem hOMGP wurde im Streptavidin-ELISA ausgewertet, wahrend die
Evaluierung der Reaktivitdt gegeniber pEGFP-hOMGP-GPI-transfizierten Zellen
mittels Durchflusszytometrie erfolgte.
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4.4.3.1 Effekt der enzymatischen Deglykosylierung von rekombinantem
hOMGP auf die Reaktivitat von anti-OMGP Antikérpern im
Streptavidin-ELISA

Zur enzymatischen Deglykosylierung von rekombinantem hOMGP wurde das
Protein mit dem Enzym PNGase F oder dem Deglykosylierungsmix nach
Herstellerprotokoll behandelt und anschlieBend in der Gelelektrophorese zusammen
mit unbehandeltem rekombinantem hOMGP vergleichend dargestellt. Der
Versuchsaufbau ist in Abbildung 4-10 A zusammengefasst. Es zeigte sich, dass die
Behandlung mit dem Enzym PNGase F zu einer Reduzierung des Molekulargewichts
von hOMGP um etwa 20-25 kDa fuhrte. Nach Inkubation mit dem
Deglykosylierungsmix betrug die GréBenédnderung des Proteins in der
Gelelektrophorese insgesamt zwischen 30-35 kDa im Vergleich zum unbehandelten
Protein (Abbildung 4-10 B).

Zur Messung der Antikdrper-Reaktivitat anhand des Streptavidin-ELISAs wurde das
Protein biotinyliert und auf einer Streptavidin-beschichteten ELISA-Platte gecoatet.
Als Versuchsbedingungen wurden unbehandeltes hOMGP, mit dem Enzym PNGase
F behandeltes hOMGP und mit dem Deglykosylierungsmix behandeltes hOMGP
gewahlt. Im nachsten Schritt erfolgte die Inkubation mit den neu hergestellten mAK
22H6, 14A9 und 31A4 sowie mit den beiden kommerziellen anti-OMGP Antikdrpern
MAB1674 und AF1674 (jeweils 10 pyg/ml in PBST). Die weiteren Schritte sowie die
anschlieBende Messung und Auswertung erfolgten gemaB Protokoll des
Streptavidin-ELISAs. Die einzelnen Versuchsschritte sind in Abbildung 4-10 A
resumiert.

Die Ergebnisse des Streptavidin-ELISAs sind in Abbildung 4-10 C dargestellt. Es
zeigte sich kein respektive ein nur minimaler Unterschied in der Reaktivitat der anti-
OMGP Antikérper 22H6, 14A9, 31A4, MAB1674 und AF1674 gegenuber
unbehandeltem im Vergleich zu mit PNGase F oder dem Deglykosylierungsmix
behandeltem rekombinantem hOMGP.
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Abbildung 4-10: Effekt einer enzymatischen Deglykosylierung von
rekombinantem hOMGP auf die Bindung durch anti-OMGP Antikérper im
Streptavidin-ELISA

(A) Versuchsaufbau: Um den Effekt der Deglykosylierung von rekombinantem
hOMGP auf die Reaktivitdt von anti-OMGP Antikérpern zu evaluieren, wurde das
rekombinante Protein zundchst enzymatisch deglykosyliert. Hierfiir wurde hOMGP
48 h mit PNGase F (griin) oder mit einem Deglykosyslierungsmix (orange) inkubiert
und als Kontrolle im unbehandelten Zustand belassen (blau). Die Beurteilung des
Proteins erfolgte anschlieBend in der Gelelektrophorese. Der Effekt der
Deglykosylierung auf die Reaktivitdt der anti-OMGP Antikdrper wurde im
Streptavidin-ELISA untersucht: Eine mit Streptavidin beschichtete ELISA-Platte
wurde daftir mit rekombinantem, biotinyliertem, unbehandeltem hOMGP sowie mit
rekombinantem, biotinyliertem, mittels PNGase F oder Deglykosylierungs-Mix
behandeltem hOMGP gecoatet und mit anti-OMGP Antikérpern (jeweils 10 pg/ml in
PBST) sowie einem sekunddren HRP-markiertem Antikérper (anti-Maus-1gG-HRP,
anti-Ratte-IgG-HRP, anti-Ziege-lgG-HRP; jeweils 1:7000 in PBST) inkubiert. Die
weiteren Schritte erfolgten standardgemaB nach Protokoll des Streptavidin-ELISAs.
Diese Abbildung wurde mit BioRender erstellt. (B) Uberpriifung des
deglykosylierten Proteins im SDS-Gel: Zur Auftragung auf das Gel wurden die
verschiedenen Fraktionen entweder denaturiert und reduziert (1, 3, 5) oder im
nativen Zustand belassen (2, 4). S = Standard. In der Abbildung ist sichtbar, dass
die Behandlung mit dem Enzym PNGase F zu einem GréBenunterschied des
Proteins von 20-25 kDa geftihrt hat. Eine Behandlung mit dem Deglykosylierungsmix
flihrte zu einer Reduktion des Molekulargewichts von insgesamt 30-35 kDa. (C)
Effekt der Deglykosylierung von rekombinantem hOMGP auf die Antikérper-
Reaktivitdt im Streptavidin-ELISA: Es erfolgte die Messung der hOMGP-
Reaktivitét der anti-OMGP Antikérper 22H6, 14A9, 31A4, MAB1674 und AF1674 (x-
Achse) gegentiber unbehandeltem (schwarz), mit PNGase F behandeltem
(schwarz-weiB) und mit dem Deglykosylierungsmix behandeltem (weiB3)
rekombinanten hOMGP. Im Diagramm sind die Mittelwerte (n=3) +/- SEM der ODs
(450-540 nm) aus drei unabhdngigen Versuchen abgebildet. Die enzymatische
Zucker-Reduktion fiihrte zu keiner (MAB1674, 22H6, 14A9, 31A4) respektive zu
einer nur minimalen (AF1674) Reduktion der Antikdrper-Reaktivitdt gegentiber
deglykosyliertem versus unbehandeltem hOMGP.
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4.4.3.2 Effekt der Behandlung pEGFP-hOMGP-GPI-transfizierter Hela-
Zellen mit dem Enzym PNGase F auf die Reaktivitat von anti-OMGP
Antikérpern in der Durchflusszytometrie

Neben der enzymatischen Entfernung der Zuckerketten des rekombinanten hOMGP
erfolgte parallel auch die Behandlung pEGFP-hOMGP-GPI-transfizierter Hela-
Zellen mit dem Enzym PNGase F. Zunachst wurden hierflr standardgemaB HelLa-
Zellen transient mit den Konstrukten pEGFP-hOMGP-GPI sowie mit pEGFP
(Kontrollzellen) transfiziert sowie anschlieBend gemaB Herstellerprotokoll mittels
PNGase F deglykosyliert. Ein Teil der Zellen wurde aufbewahrt, um daraus das
Protein hOMGP zu isolieren. Dieses wurde im Western Blot mithilfe eines anti-OMGP
Antikérpers (MAB1674, 1:500 in 5 % Milchpulver in PBST) als priméren Antikérper
und eines sekundéaren Antikérpers (anti-Ratte-IgG-HRP, 1:2500 in 5 % Milchpulver
in PBST) dargestellt, sodass anhand des GroéBenunterschieds zwischen
unbehandeltem und behandeltem Protein der Erfolg der Deglykosylierung Gberpruft
werden konnte. Der Versuchsaufbau ist in Abbildung 4-11 A dargestellt. Es zeigte
sich nach Behandlung mit der PNGase F ein Gr6Benunterschied des extrahierten
Proteins von etwa 10-15 kDa im Vergleich zu hOMGP aus unbehandelten Zellen
(Abbildung 4-11 B).

Fur die Evaluierung der Antikdrper-Reaktivitat in der Durchflusszytometrie wurden
die Zellen mit dem neu hergestellten mAK 22H6 (10 pg/ml) sowie mit den
kommerziell erworbenen anti-OMGP Antikérpern MAB1674 (10 yg/ml) und AF1674
(10 pg/ml) und daran anknipfend mit einem biotinylierten Sekundéarantikérper
(1:500) und Alexa647-Streptavidin (1:2000) inkubiert. Alle Antikérper wurden in
FACS-Puffer verdiinnt. Die Messung der Antikorper-Reaktivitat erfolgte in der
Durchflusszytometrie. Zur Auswertung wurde der AQ2-Wert ermittelt und zwischen
behandelten und unbehandelten Zellen verglichen. Abbildung 4-11 A fasst die
einzelnen Versuchsschritte zusammen.

Es zeigte sich flur die getesteten Antikdrper kein oder ein nur minimaler Unterschied
in der hOMGP-Reaktivitdt (gemessen als AQ2-Wert) zu den unbehandelten im
Vergleich zu den mit dem Enzym PNGase F behandelten pEGFP-hOMGP-GPI-
transfizierten Zellen (Abbildung 4-11 C).
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Abbildung 4-11: Effekt der enzymatischen Entfernung N-verlinkter
Zuckerketten pEGFP-hOMGP-GPI-transfizierter Zellen auf die Reaktivitéit von
anti-OMGP Antikorpern in der Durchflusszytometrie

(A) Versuchsaufbau: Um den Effekt einer Entfernung N-verlinkter Zuckerketten von
hOMGP-GPI-exprimierenden Zellen auf deren Bindung durch anti-OMGP Antikérper
durchflusszytometrisch zu untersuchen, wurden HelLa-Zellen standardméBig mit
dem Plasmid pEGFP-hOMGP-GPI oder mit pEGFP (Kontrollzellen) transfiziert.
AnschlieBend erfolgte die Behandlung der Zellen mit dem Enzym PNGase F (griin)
gemdlB Herstellerprotokoll, als Kontrolle wurde ein Teil der Zellen unbehandelt
belassen (blau). Ein Anteil der Zellen wurde aufbewahrt, um daraus das Protein
hOMGP zu extrahieren und den Effekt der Deglykosylierung im Western Blot zu
lberpriifen. Flr den Vergleich der Reaktivitdt von anti-OMGP Antikérpern
gegentiber behandelten und unbehandelten pEGFP-hOMGP-GPI-transfizierten
HelLa-Zellen wurden die verbleibenden Zellen mit einem priméren anti-OMGP
Antikérper (22H6, MAB1674, AF1674; jeweils 10 pg/ml in FACS-Puffer) und
anschlieBend mit einem sekundéren, biotinylierten Antikérper (1:500) und Alexa647-
Streptavidin (1:2000) inkubiert und die Reaktivitdt im Durchflusszytometer mittels
FACS bestimmt. Diese Abbildung wurde mit BioRender erstellt. (B) Uberpriifung
der Deglykosylierung im Western Blot: Das behandelte (2) und das unbehandelte
(1) extrahierte hOMGP wurden mit einem primdren anti-OMGP Antikérper
(MAB1674, 1:500 in 5 % Milchpulver in PBST) und einem sekundédren, HRP-
markierten Antikérper (anti-Maus-lgG-HRP, anti-Ratte-lgG-HRP, anti-Ziege-IgG-
HRP; jeweils 1:2500 in 5 % Milchpulver in PBST) dargestellt und der size shift
zwischen den beiden extrahierten Proteinen ermittelt. S = Standard (Markierungen
zusétzlich eingezeichnet). Es zeigte sich ein GréBenunterschied von etwa 10-15 kDa
zwischen behandeltem und unbehandeltem hOMGP. (C) Effekt der
Deglykosylierung auf die Reaktivitdt von anti-OMGP Antikérpern in der
Durchflusszytometrie: Die OMGP-Reaktivitédt der Antikérper MAB1674, 22H6 und
AF1674 (x-Achse) gegeniber unbehandelten (schwarz) und mit PNGase F
behandelten (schwarz-weil3) hOMGP-exprimierenden Zellen wurde standardgeméanB
durch Berechnung des AQ2-Werts bestimmt. Im Diagramm sind die Mittelwerte
(n=2) +/- SEM zweier unabhédngiger Versuche abgebildet. Es zeigte sich nach
Behandlung mit dem Enzym PNGase F keine (22H6) respektive eine nur minimale
(MAB1674, AF1674) Reduktion der hOMGP-Reaktivitét.
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In Zusammenschau veranderte sich durch die enzymatische Entfernung N-verlinkter
Zuckerketten weder die Reaktivitat der getesteten anti-OMGP Antikérper gegenuber
pEGFP-hOMGP-transfizierten Zellen in der Durchflusszytometrie noch deren
Reaktivitat gegenuber rekombinantem hOMGP im ELISA in einem wesentlichen
AusmafB. Auch die Entfernung O-verlinkter Zuckerketten, deren Auswirkung nur an
rekombinantem hOMGP im Streptavidin-ELISA bestimmt wurde, zeigte keinen oder
einen nur minimalen Effekt auf die Antikérper-Reaktivitat.

4.5 Immunzytochemische Farbung muriner OPCs und
Oligodendrozyten mit monoklonalen anti-OMGP

Antikorpern

Im Rahmen der Immunfarbungen wurde untersucht, ob die neu hergestellten mAK
ihr Antigen in vitro auf murinen OPCs und Oligodendrozyten binden und ob die
OMGP-Expression vom Zeitpunkt der Oligodendrozyten-Differenzierung abhangig
ist. Die zu farbenden Zellen wurden in drei unterschiedlichen Differenzierungsstadien
in 4 % PFA fixiert (undifferenzierte OPCs, OPCs nach 24 h Differenzierung, reife
Oligodendrozyten nach 48 h Differenzierung). Die Zellen wurden zunachst mit den
anti-OMGP Antikérpern 22H6, 14A9, 26B11, 31A4, MAB1674 und AF1674 (5-50
pg/ml) und anschlieBend mit den entsprechenden sekundéaren Antikérpern (anti-
Maus-lgG-Alexa488, anti-Maus-lgG-Cy3, anti-Ratte-lgG-Alexa594, anti-Ziege-1gG-
Alexa488, anti-Ziege-lgG-Alexa594; jeweils 10 p/ml) gefarbt. Als Negativkontrollen
der priméren Antikérper wurden die jeweiligen Isotypkontrollen in &aquivalenter
Konzentration verwendet. In den Einzelfarbungen zeigten zwei der neu hergestellten
mAK (14A9, 22H6) in einer Verdinnung von 20 pg/ml eine ausgepréagte Farbung von
OPCs und Oligodendrozyten in allen drei Differenzierungsstadien. Die Intensitat der
Farbung war vergleichbar mit der Farbung durch den kommerziellen AntikOrper
AF1674, wenn jener in einer Konzentration von 5 pyg/ml eingesetzt wurde. Die anti-
OMGP Antikérper 26B11 und 31A4 mussten auf Konzentrationen von bis zu 50
pg/ml  konzentriert werden, um eine sichtbare Féarbung der OPCs und
Oligodendrozyten zu erzielen. Der kommerzielle Antikdrper MAB1674 zeigte keine
Farbung der Zellen. Anhand von Doppelfarbungen mit Antikbrpern gegen die
etablierten Oligodendrozyten-Marker O4 (Expression bereits im OPC-Stadium (Bradl|
and Lassmann 2010)) und MBP (Expression erst im Stadium der differenzierten
Oligodendrozyten (Bradl and Lassmann 2010)) wurde im né&chsten Schritt die
OMGP-Expression auf murinen OPCs und Oligodendrozyten im Rahmen ihrer
Differenzierung weiter charakterisiert. Hierfur wurden erneut OPCs und
Oligodendrozyten in den bereits beschriebenen drei Reifungsstadien fixiert und
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gemaB Protokoll der AG Kuhimann gefarbt. Die anti-OMGP Antikérper (14A9 oder
22H6) wurden in einer Konzentration von 20 pg/ml eingesetzt und mit den oben
genannten sekundaren Antikorpern detektiert. Undifferenzierte OPCs und OPCs
nach 24 h Differenzierung wurden mit dem anti-O4 Antikérper, differenzierte
Oligodendrozyten mit dem anti-MBP Antikérper gefarbt (jeweils 10 pyg/ml). Als
sekundére Antikérper wurden ein anti-Maus-IgM+lgG-Alexa488 Antikorper fur die
anti-O4- und ein anti-Kaninchen-lgG-Alexa-488 fir die anti-MBP-Farbung
eingesetzt. Sowohl auf undifferenzierten OPCs als auch auf OPCs nach 24 h
Differenzierung lieB sich eine Koexpression von OMGP und O4 nachweisen. Ebenso
wurde OMGP auf einem groBen Anteil MBP-positiver Oligodendrozyten exprimiert.
Eine exakte Quantifizierung des Anteils OMGP-positiver Zellen erfolgte nicht.
Bezuglich der angefarbten Zellanteile I&sst sich sagen, dass die anti-OMGP Féarbung
die Zellfortsatze der OPCs und Oligodendrozyten in allen drei Stadien weitgehend
aussparte, wahrend diese durch den anti-O4 Antikérper und den anti-MBP
Antikdrper in allen Stadien angefarbt wurden. Die Ergebnisse der Einzelfarbungen
sind am Beispiel des mAK 14A9 in Abbildung 4-12 dargestellt. Abbildung 4-13 zeigt
die Ergebnisse der Doppelfarbungen am Beispiel des mAK 22H6.

OPC 24h 48 h

14A9

Isotyp-Kontrolle

Abbildung 4-12: Einzelfdrbungen muriner OPCs und Oligodendrozyten mit
anti-OMGP Antikérpern

Murine Oligodendrozyten und OPCs wurden mit anti-OMGP-Antikdrpern geférbt,
wovon exemplarisch die Ergebnisse der Farbung mit dem mAK 14A9 dargestellt
sind. Zellen der oligodendroglialen Linie wurden kultiviert und in drei verschiedenen
Reifestadien in 4 % PFA fixiert: 1) undifferenzierte OPCs, 2) OPCs nach 24 h
Differenzierung, 3) reife Oligodendrozyten nach 48 h Differenzierung. AnschlieBend
erfolgte die Farbung der Zellen mit dem anti-OMGP Antikdrper 14A9 (20 pg/ml) und
mit einem sekundéren, Alexa594-markierten Antikérper (10 f/ml) geménB Protokoll
der AG Kuhlmann. Als Kontrolle wurde die Isotypkontrolle des primédren Antikérpers
in dquivalenter Konzentration verwendet. Die Abbildung zeigt die Ergebnisse der
Férbung mit dem mAK 14A9 (20 pg/ml) sowie seiner Isotypkontrolle. Es zeigte sich
eine Férbung von Zellen mit dem mAK in allen drei Reifungsstadien, die Kontrollen
flihrten zu keiner Férbung.
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OPC 24 h i 48 h

22H6

20 um 20 um

Abbildung 4-13: Darstellung der anti-O4/anti-OMGP und anti-MBP/anti-OMGP
Doppelfdrbungen muriner OPCs und Oligodendrozyten

Zusétzlich zu den Einzelfdrbungen wurden in dieser Arbeit Doppelfdrbungen von
Oligodendrozyten und deren Vorlduferzellen mit anti-OMGP Antikérpern und
Antikérpern gegen etablierte  Oligodendrozyten-Marker (anti-O4, anti-MBP)
durchgefihrt. O4 ist ein Marker fir OPCs, wéahrend MBP erst von reifen
Oligodendrozyten exprimiert wird (Bradl and Lassmann 2010). Zellen der
oligodendroglialen Linie wurden standardgemé&B in drei verschiedenen
Differenzierungsstadien fixiert: 1) undifferenzierte OPCs, 2) OPCs nach 24 h
Differenzierung, 3) reife Oligodendrozyten. Undifferenzierte OPCs und OPCs nach
24 h Differenzierung wurden mit einem anti-O4 Antikérper (10 pg/ml) und den
monoklonalen anti-OMGP Antikérpern 22H6 (hier exemplarisch dargestellt) oder
14A9 (jeweils 20 p/g/ml) geférbt. Als sekundére Antikérper wurden Alexa488- (fiir die
anti-O4 Farbung) und Alexa594-markierte Antikérper (fiir die anti-OMGP Férbung)
verwendet. Auf undifferenzierten OPCs (links) sowie auf OPCs nach 24 h
Differenzierung (mittig) lieB3 sich eine Ko-Expression von OMGP (rot) und O4 (grtin)
nachweisen. Doppelfdrbungen von differenzierten QOligodendrozyten (rechts)
wurden mit einem anti-MBP Antikérper (10 pg/ml) und den monoklonalen anti-
OMGP Antikérpern 22H6 (hier exemplarisch dargestellt) und 14A9 (jeweils 20 y/g/mil)
durchgefiihrt. Zur Detektion wurden ebenfalls Alexa488- (fiir die anti-MBP Férbung)
und Alexa594-markierte Antikérper (fir die anti-OMGP Férbung) verwendet. Es
zeigte sich eine Koexpression von OMGP (rot) und MBP (griin).

4.6 Untersuchungen zur komplementvermittelten Lyse
muriner OPCs durch monoklonale anti-OMGP

AntikoOrper in vitro

Anhand des CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assays wurde untersucht, ob
die neu produzierten mAK 14A9 und 22H6 in Verbindung mit Komplement zu einer
Lyse muriner OPCs fuhren. Hierfir wurden OPCs standardgeméasB in einer 96-Well-
Platte ausgesat. Nach 24 h erfolgte gemé&B Protokoll die Induktion der
Differenzierung durch einen Wechsel des Mediums, welches zusétzlich anti-OMGP
Antikdrper (14A9 oder 22H6, jeweils in der Konzentration 20 pyg/ml) und Kaninchen-
Komplement (4 % oder 6 %) enthielt. Als Negativkontrolle wurde ein Teil der Zellen
mit den jeweiligen Isotypkontrollen (20 pyg/ml) der mAK zusammen mit Komplement
(4 % oder 6 %) behandelt. Nach einer Inkubation von 24 h wurde der Anteil an
lebenden Zellen anhand der ATP-Menge standardgemaf im Luminometer bestimmt.
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Zur Auswertung wurde der Lebendzellanteil in den mit Antikdrpern behandelten
Wells mit dem Lebendzellanteil in den mit den Isotypkontrollen behandelten Wells
verglichen. Abbildung 4-14 zeigt die Ergebnisse des Komplement-Assays. Es sind
die Messwerte aus zwei unabhéngigen Versuchen dargestellt. Zusammenfassend
lieB sich bei einer Komplement-Konzentration von 4 % weder fiur den mAK 14A9
noch fur den Antikérper 22H6 eine Reduktion metabolisch aktiver Zellen im Vergleich
zu den Kontrollen beobachten. Im Falle einer Komplement-Konzentration von 6 %
zeigte sich in beiden Versuchen eine leichte Reduktion des aus den drei technischen
Replikaten gemittelten Lumineszenz-Signals (entsprechend der Zellviabilitat) in den
Antikérper-Wells im Vergleich zu den Kontroll-Wells bei insgesamt - auch in den
Kontrollen - stark reduzierter Zellviabilitat.
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Abbildung 4-14: Ergebnisse der Untersuchungen zur komplement-
vermittelten Lyse muriner Oligodendrozyten mit den monoklonalen anti-
OMGP Antikérpern 22H6 und 14A9

Um zu dberprifen, ob die neu hergestellten mAK 22H6 und 14A9 eine
komplementvermittelte Lyse muriner OPCs induzieren, wurden murine OPCs an Tag
1 standardgeméB ausgesét. Nach 24 h wurde gemé&nB Protokoll die Differenzierung
initiiert, wobei die monoklonalen anti-OMGP Antikérper (14A9, 22H6; jeweils 20
#g9/ml) und Kaninchen-Komplement (4 % oder 6 %) dem Differenzierungsmedium
hinzugefiigt wurden. Als Negativ-Kontrollen wurden die jeweiligen Isotypkontrollen
der Antikérper (Ratte IgG2A, Ratte IgG2B) in dquivalenter Verdlinnung zusammen
mit Komplement aufgetragen. Nach 24 h wurde mithilfe des CellTiter-Glo®
Luminescent Cell Viability Assays eine Luciferase-Reaktion initiiert, sodass anhand
der Messung des Lichts im Glo-Max® Luminometer die ATP-Menge evaluiert
werden konnte, welche wiederum ein Marker fiir den Anteil an lebenden Zellen
innerhalb der Kultur ist (Crouch, Kozlowski et al. 1993). Die vorliegende Abbildung
zeigt die Ergebnisse der beiden unabhédngigen Versuche (n=2). Auf der x-Achse sind
jeweils die unterschiedlichen Versuchsbedingungen abgebildet, wdhrend auf der y-
Achse die gemessene Lumineszenz in RLU (entsprechend der Menge metabolisch
aktiver Zellen) dargestellt ist. Die Punkte (blau = 22H6, orange = 14A9, schwarz =
Kontrollen) markieren die technischen Replikate (n = 3) innerhalb der Versuche, die
waagrechten Striche bilden die Mittelwerte dieser Replikate ab. Zusammengefasst
fuhrte die Behandlung mit den mAK in Verbindung mit 4 % Komplement zu keiner
Reduktion der Zellviabilitdt im Vergleich zu den Kontrollen. Setzt man die
Komplementfaktoren in einer Konzentration von 6 % ein, ist zwar bei beiden mAK
eine Reduktion des Anteils metabolisch aktiver Zellen zu erkennen, jedoch fiihrt die
Behandlung auch bei den Kontrollzellen zu einer starken Einschrdnkung der
Zellviabilitat.
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5 Diskussion

5.1 Der zellbasierte Assay als Methode zum Screening

der Hybridomuberstande

Die Reaktivitdt von Antikdrpern gegenlber ihrem Zielantigen kann auf
verschiedenen Wegen quantifiziert werden. In der Frage nach einer adaquaten
Methodik zur Testung der OMGP-Reaktivitat dienten insbesondere die Erkenntnisse
aus der jahrelangen Evaluierung von anti-MOG Antikérpern als orientierende
Grundlage, da es sich bei MOG (Weber, Derfuss et al. 2018) wie auch bei OMGP
(Chang, Susuki et al. 2010) um ein oberflachlich lokalisiertes und somit gut fur
Antikérper zugéngliches Glykoprotein handelt. Eine Vielzahl an Methoden zur
Messung von anti-MOG Antikérpern wurde bereits angewendet und ausflhrlich
diskutiert (Mayer and Meinl 2012, Reind|, Schanda et al. 2020), wobei zellbasierte
Assays als derzeitiger Goldstandard gelten (Jarius, Paul et al. 2018). Kurzgesagt
werden dabei Zellen transfiziert, sodass sie das Zielantigen exprimieren (Mayer and
Meinl 2012). Die Reaktivitat der Antikdrper kann dann mittels Durchflusszytometrie
(Probstel, Dornmair et al. 2011, Waters, Woodhall et al. 2015, Winkimeier, Schluter
et al. 2019) oder Immunzytochemie (Jarius, Ruprecht et al. 2016) bestimmt werden.
Der groB3e Vorteil zellbasierter Methoden ist die Erhaltung des Proteins in seiner
nativen Konformation (Mayer and Meinl 2012).

Zum Screening der Hybridom-Uberstande wurde ein zellbasierter Assay verwendet,
der durch Melania Spadaro, PhD (AG Meinl) fur die Quantifizierung von anti-MOG
Autoantikdrpern etabliert (Spadaro and Meinl 2016) worden war. Grundprinzip ist die
durchflusszytometrische  Messung der  Antikérper-Reaktivitdt  gegenuber
transfizierten HelLa-Zellen, wobei die Detektion der Antikbrper mit einem
biotinylierten anti-IgG Antikérper und AlexaFluor® 647-konjugiertem Streptavidin
erfolgt (Spadaro and Meinl 2016). Um humane anti-OMGP Autoantikérper zu
detektieren, wurde der Assay durch die PhD-Studentin Ramona Gerhards (AG
Meinl) modifiziert. Als Besonderheit ist die Verwendung zweier unterschiedlicher
hOMGP-Konstrukte hervor zu heben: Wahrend hOMGP-GPI dem tatséchlichen
Zustand des Proteins entspricht (Mikol and Stefansson 1988), wurde das Screening
der hOMGP-TM-Reaktivitat als zusatzliches Auswertesystem erganzt, da aufgrund
des im Vergleich zu den GPI-Konstrukten fehlenden ribosome skippings eine hdhere
Stabilitat bei der Evaluierung besteht (Gerhards, Pfeffer et al. 2020). Im Rahmen des
zellbasierten Assays wurde die Reaktivitdit von 133 Hybridom-Uberstédnden
gegenuber hOMGP-TM, hOMGP-GPI und rOMGP-GPI bestimmt. Da die fur
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klinische Fragestellungen relevante Einteilung in positive und negative Proben bei
der Testung der Hybridom-Uberstéande weniger entscheidend war als der Vergleich
der Reaktivitdten untereinander, wurde kein Cutoff definiert. AuBerdem erfolgte die
Auswertung fur die GPI-Konstrukte im Gegensatz zum Screening humaner
Autoantikoérper (Gerhards, Pfeffer et al. 2020) nicht mittels eines individuellen,
horizontalen Gatings, da die Schwierigkeit eines schwankenden Hintergrundsignals
bei der Testung der Hybridom-Uberstande nicht bestand. Zundchst wurden alle
Uberstéande in einer 1:2 Verdiinnung eingesetzt, ohne dass deren exakte
Konzentration bekannt war. Es muss deshalb angenommen werden, dass mitunter
auch Variationen in der Antikérper-Konzentration zu Unterschieden in der OMGP-
Reaktivitat beigetragen haben kdnnten. In allen weiteren Versuchen wurde diese
Problematik vermieden, da die IgG-Konzentration der ausgewahlten mAK 22H6,
14A9, 26B11 und 31A4 bestimmt wurde und als Grundlage fur die Verdinnung
diente. Weiterhin muss bedacht werden, dass sich Schwankungen der
Transfektionseffizienz zwischen einzelnen Versuchen (z.B. durch Unterschiede in
der Konfluenz der Zellen) ebenfalls zuungunsten der Vergleichbarkeit der
Ergebnisse auswirken kénnen. Um dies in zukunftigen Versuchen zu verhindern, ist
die Testung mithilfe einer stabilen Zelllinie eine Méglichkeit. Dieses Verfahren wird
auch bei der Detektion von anti-MOG Autoantikérpern angewendet (Horellou, Wang
et al. 2015).

Alle Uberstande wurden primér durch die Mitarbeitenden des Helmholtz-Zentrums
Munchen anhand eines ELISA-Tests gescreent (je nach Immunisierung wurde die
Reaktivitat gegentiber hOMGP oder dem rOMG-Peptid bestimmt). Nur die OMGP-
positiven Uberstéande wurden der AG Meinl ibergeben und im Rahmen dieser Arbeit
anhand des zellbasierten Assays evaluiert. Von den Uberstanden, die durch
Immunisierung mit hOMGP generiert worden waren, zeigten dabei 5 % keine
Reaktivitat gegenuber hOMGP-TM und 35 % keine Reaktivitat gegeniber hOMGP-
GPI. Jedoch war die Korrelation zwischen der hOMGP-GPI- und der hOMGP-TM-
Reaktivitat sehr hoch (r=0.87). Innerhalb der Gruppe der Ubersténde, die durch
Injektion des rOMG-Peptids erzeugt worden waren, wiesen 63 % keine Reaktivitat
gegenuber rOMGP-GPI auf. Es zeigte sich also sowohl eine Diskrepanz 1) zwischen
den Ergebnissen des ELISA und des zellbasierten Assays als auch 2) zwischen der
Reaktivitat gegenuber den GPI-Konstrukten im Vergleich zum TM-Konstrukt. 1) Eine
fehlende Konkordanz zwischen ELISA und zellbasierten Methoden ist auch fur die
Detektion humaner anti-MOG Autoantikérper beschrieben (Reindl, Schanda et al.
2020). Dieses Phanomen wird unter anderem mit der inkorrekten Konformation des
Antigens bei der ELISA-Testung begrindet (Mayer and Meinl 2012). 2) Die
Unterschiede in der Reaktivitdt gegenuber hOMGP-TM im Vergleich zu den GPI-
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verankertem rOMGP und hOMGP erklarten wir uns insbesondere durch die
Instabilitédt der GPI-verankerten Konstrukte aufgrund des ribosome skippings. Einige
der durch hOMGP-Injektion generierten Uberstdnde wiesen eine Kreuzreaktivitét
gegenuber rOMGP auf, was aufgrund der hohen Spezies-Ubergreifenden
Ubereinstimmung der OMGP-Aminoséuresequenz (Vourc'h and Andres 2004) als zu
erwartender Befund gewertet wurde. Jedoch zeigte keiner der Ubersténde, die durch
eine Immunisierung mit dem rOMG-Peptid hergestellt wurden, eine relevante
Kreuzreaktivitdt gegenuber hOMGP. Die Sequenz des Polypeptids rOMG-Peptid
(UNIPROT, Q7TQ25) weicht in drei Aminosauren (Alanin statt Threonin, Glutamin
statt Prolin, Prolin statt Leucin) von der entsprechenden humanen Sequenz
(UNIPROT, P23515) ab (Abbildung 5-1).

rOMGP (406-417) @@@@@@@@@@@@
hOMGP (406-417) @@@0@@@@“@@

Abbildung 5-1 Darstellung der Aminoséure-Sequenz des zur Inmunisierung
verwendeten rOMG-Peptids und seiner Abweichungen zur entsprechenden
humanen Sequenz

Um monoklonale anti-OMGP Antikérper zu generieren, wurde die Hybridom-Technik
angewandt. Wéhrend die Mehrzahl der Tiere mit hOMGP immunisiert wurde, wurde
bei einem kleineren Teil der Tiere das rOMG-Peptid verwendet, dessen Aminoséure-
Sequenz oben abgebildet ist (UNIPROT, Q7TQ25). Im Vergleich mit der
entsprechenden humanen Aminosédure-Sequenz (UNIPROT, P23515) zeigt sich
eine Ubereinstimmung von 75 %. Drei Aminoséuren unterscheiden sich von der
humanen Sequenz (Alanin (A) statt Threonin (T), Glutamin (Q) statt Prolin (P), Prolin
(P) statt Leucin (L)).

Es ist unklar, ob der Austausch einer einzelnen Aminosaure oder die Kombination
entscheidend flr den Verlust der Antikdrper-Reaktivitat war. Veranderungen in der
Glykosylierung des Proteins sind vermutlich nicht ausschlaggebend, da die
Aminoséure-Substitutionen keine Glykosylierungsstellen fir O- oder N-verlinkte
Zuckerketten betreffen (Hema Thanka Christlet and Veluraja 2001). Die exaktere
Untersuchung immunogener Epitope durch Substitutionen einzelner Aminosauren
stellt ein interessantes Thema fur zukunftige Versuche dar.
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5.2 Auswahl geeigneter monoklonaler anti-OMGP

Antikorper

Ein wichtiges Ziel dieser Arbeit war der Erhalt geeigneter monoklonaler anti-OMGP
Antikdrper. Diese mAK sollten anschlieBend im Rahmen dieser Arbeit und weiterer
Projekte unter anderem fur folgende Versuche verwendet werden:

e Versuche zur Charakterisierung des Antigens selbst (Immunféarbungen von
Oligodendrozyten und Neuronen, Charakterisierung des Glykosylierungs-Musters im
Western Blot)

e Untersuchung der antikérpervermittelten Autoimmunitat gegentber OMGP in vitro und in
vivo hinsichtlich Pathogenitdt (Komplement-Assay, EAE-Modell) und Effekt der
Deglykosylierung auf die Antikdrperbindung (ELISA, zellbasierter Assay)

Da die Mdglichkeit der stetigen Nachproduktion in groBen Mengen von erheblichem
Vorteil ist, sollten die mAK auch zur Etablierung von Versuchen verwendet werden,
um diese im weiteren Verlauf mit kostbarem Patienten-Material zu wiederholen.
Anhand der Ergebnisse des Screenings von 133 Hybridom-Ubersténden, die durch
Immunisierung von Ratten und M&usen mit hOMGP oder rOMG-Peptid generiert
worden waren, wurden die vier Uberstidnde 22H6, 14A9, 26B11 und 31A4
ausgewahlt. Nach Subklonierung der entsprechenden Klone und anschlieBender
Aufreinigung durch die Mitarbeitenden der Monoclonal Antibody Core Facility des
Helmholtz-Zentrums Mulnchen erhielten wir letztlich vier monoklonale anti-OMGP
Antikdper. Entsprechend des geplanten Einsatzes der mAK im Rahmen vieler
unterschiedlicher Methoden mussten bei der Auswahl verschiedene Faktoren
berlcksichtigt werden. Die Auswabhlkriterien sind in Tabelle 5-1 abgebildet.

Tabelle 5-1 Auswahlkriterien des Screenings der Hybridom-Ubersténde

Kriterien 22H6 14A9 26B11 31A4
(IgG2A) | (IgG2B) | (I9G2A) | (IgG2B)

Hohe Reaktivitéat gegenuber hOMGP im

zellbasierten Assay i i i

Hohe Reaktivitat gegentber rOMGP im N N N

zellbasierten Assay

Hohe Reaktivitat gegentiber mOMGP im + N N

zellbasierten Assay”

Komplement-bindender Isotyp** + + +

Unterschiedliche Spezies Ratte Ratte Maus Maus

Unterschiedliche Immunisierung hOMGP | hOMGP | rOMG- | hOMGP

Peptid

*nicht Teil des initialen Screenings, nachtragliche Testung ausgewahlter Antikérper

**die Angaben wurden der Fachliteratur entnommen (Strohl and Strohl 2012, Collins 2016)
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Eine wichtige Limitation stellte die Tatsache dar, dass die Auswahl der mAK anhand
der Testung von Vorkulturen erfolgte, eine endgtiltige Beurteilung jedoch erst nach
Subklonierung des entsprechenden Klons mdglich ist (Holzlohner and Hanack
2017). Im Falle des Hybridoms 26B11 zeigte der mAK nach Subklonierung und
Aufreinigung eine abgeschwéachte rOMGP-Reaktivitat in der Durchflusszytometrie,
sodass dieser aufgrund seiner verringerten Reaktivitat nicht weiter verwendet wurde.

Eine weitere Einschréankung stellen Isotyp-spezifische Besonderheiten dar, die einen
Antikorper fur funktionelle Experimente ungeeignet machen kénnen. Humane anti-
OMGP Autoantikérper weisen in der Mehrzahl der Féalle den lIsotyp IgG1 auf
(Gerhards, Pfeffer et al. 2020), der zur Komplementaktivierung fahig ist
(Bruggemann, Williams et al. 1987). Der Antikorper 22H6 (Ratte, 1IgG2A) besitzt
diese Fahigkeit allerdings aufgrund seines Isotyps nicht in physiologisch relevantem
MaBe (Strohl and Strohl 2012), sodass er einen moglicherweise wichtigen
pathophysiologischen Aspekt der durch anti-OMGP Antikérper vermittelten
Autoimmunitdt im Menschen nicht abbilden kann. Die Humanisierung von
Antikorpern, erstmals gelungen im Jahre 1986 (Jones, Dear et al. 1986), bietet einen
moglichen Lésungsansatz fur diese Problematik: dabei werden lediglich die fur die
Antigen-Erkennung relevanten complementarity-determining regions in einen
humanen Antikérper gespleiBt (Murphy and Weaver 2018). Exemplarisch ist die
Humanisierung des monoklonalen anti-MOG Antikérpers 8-18-C5 zu nennen
(Lehmann-Horn, Wang et al. 2016). Zuletzt muss angemerkt werden, dass das Ziel-
Epitop der drei mAK 22H6, 14A9 und 31A4 unklar ist, da diese durch Immunisierung
mit dem kompletten Protein hOMGP generiert worden sind. Es ist mdglich, dass sich
humane Autoantikdrper gegen andere Epitope richten als mAK der Maus und Ratte.
Einen mdglichen Ansatz, um dies zu untersuchen, stellt das sogenannte Epitope
Mapping dar (Sinmaz, Nguyen et al. 2016).

Zusammengefasst stehen uns nun drei monoklonale anti-OMGP Antikérper zur
Verfligung (22H6, 14A9, 31A4), die sich aufgrund ihrer spezifischen Eigenschaften
und Vorteile fur jeweils unterschiedliche funktionelle Methoden eignen. Im ELISA und
zellbasierten Assay konnte anhand von Verdinnungsreihen dargestellt werden, dass
die mAK 22H6 und 31A4 bei gleicher Konzentration eine mit dem kommerziellen
mAK MAB1674 vergleichbare OMGP-Reaktivitat aufweisen, wobei der Antikérper
22H6 Konstrukt-tUbergreifend die konstantesten Werte aufwies und somit den
potentesten Antikdrper darstellt. Der mAK 14A9 ist - verglichen mit dem
kommerziellen mAK - in seiner Reaktivitdt gegenlber allen Konstrukien etwas
schwécher. Allen Antikérpern ist gemein, dass sie eine niedrigere mMOMGP-
Reaktivitat besitzen als der mAK MAB1674. Allerdings weisen mAK auch ihre
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Limitationen auf, sodass sie trotz ihrer Vorteile nicht die Anwendung humaner
Autoantikérper im Rahmen von in vitro und in vivo Versuchen ersetzen kénnen. lhr
Einsatz zur Etablierung von Versuchen kann allerdings zur Einsparung von
Patientenmaterial genutzt werden.

5.3 Bedeutung der Glykosylierung des Antigens hOMGP
fir dessen Erkennung durch monoklonale anti-OMGP

Antikorper

Inwiefern die Antigen-Reaktivitdt von Antikérpern durch die Glykosylierung des
Antigens beeinflusst wird, kann nicht vereinheitlicht werden. Das Glykoprotein MOG
besitzt insgesamt eine N-Glykosylierungsstelle (N31) (Mayer, Breithaupt et al. 2013).
Anhand zweier verschiedener N31-Mutanten konnte bei 60 % der Patienten eine
veranderte MOG-Reaktivitat induziert werden, die sich auf einem breiten Spektrum
zwischen einer verminderten bis hin zu einer gesteigerten Antigen-Reaktivitat
bewegte und zusammenfassend in sieben unterschiedliche Muster eingeteilt werden
konnte (Marti Fernandez, Macrini et al. 2019). Dies unterstreicht einerseits die
wichtige Rolle der N-Glykosylierung in der Antigen-Erkennung durch humane anti-
MOG Autoantikérper und spiegelt andererseits die enorme Heterogenitat dieser
Antikérper wieder (Marti Fernandez, Macrini et al. 2019). Wé&hrend die N-
Glykosylierung von MOG im Rahmen dieser Studie bei keinem Patienten der
bestimmende Faktor fur die Antigen-Erkennung war (Marti Fernandez, Macrini et al.
2019), zeichnet sich fir das Antigen Contactin-1 ein differentes Bild ab: Eine
Untersuchung von anti-Contactin-1 Antikdrpern bei vier Patienten mit chronischer
inflammatorischer demyelinisierender Polyneuropathie zeigte in drei von vier Fallen
eine Abhangigkeit der Antigen-Bindung von der N-Glykosylierung (Labasque, Hivert
et al. 2014). Wie eingangs beschrieben, ist OMGP stark glykosyliert (Mikol and
Stefansson 1988). Zudem kann das Protein das (aus einem sulfatierten Trisaccharid
bestehende (Voshol, van Zuylen et al. 1996)) HNK-1-Epitop exprimieren (Mikol,
Gulcher et al. 1990), welches unter anderem bei einer Subgruppe von Patienten mit
Opsoklonus-Myoklonus-Syndrom als Zielantigen von Autoantikbrpern beschrieben
wurde (Armangue, Sabater et al. 2016).

In dieser Arbeit konnte das HNK-1-Epitop sowohl auf rekombinantem hOMGP als
auch auf hOMGP-exprimierenden HelLa-Zellen mithilfe eines anti-HNK-1 Antikérpers
nachgewiesen werden. In Zusammenschau stellt der Einfluss der Glykosylierung des
Zielantigens auf die Reaktivitdt von anti-OMGP Autoantikdrpern also eine
naheliegende Fragestellung dar.
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Zur vergleichenden Evaluierung der Antikdrper-Reaktivitdt vor und nach
Deglykosylierung des Antigens wurden zwei unterschiedliche Methoden gewahlt, um
die finale Aussagekraft der Ergebnisse zu steigern. Einerseits wurde rekombinantes
hOMGP deglykosyliert und der Effekt der Antikdrperbindung im ELISA Uberprift.
Zusatzlich erfolgte nach der Deglykosylierung hOMGP-exprimierender HeLa-Zellen
eine Evaluierung der AntikGrper-Reaktivitat im zellbasierten Assay.

Fur die Modifikation der Glykosylierung von Proteinen stehen verschiedene
Mdoglichkeiten zur Verfugung. In dieser Arbeit wurde zun&chst die Behandlung
hOMGP-exprimierender HelLa-Zellen mit Tunicamycin (Inhibierung N-verlinkter
Zuckerketten) mit der enzymatischen Deglykosylierung von hOMGP-GPI
exprimierenden HelLa-Zellen und von rekombinant hergestelltem hOMGP mittels
PNGase F (Entfernung N-verlinkter Zuckerketten) und eines Deglykosylierungsmix
(Entfernung N- und O-verlinkter Zuckerketten) verglichen. Da Tunicamycin bereits in
niedriger Dosis ein Absterben der Zellen induzierte, wurde die enzymatische
Deglykosylierung bevorzugt. Die Methode wurde unter anderem auch durch Derfuss
et al. verwendet, um den Effekt der Zuckerketten auf die Erkennung des in Kapitel
2.3.3 beschriebenen Proteins Contactin-2 durch humane Autoantikdrper zu
untersuchen (Derfuss, Parikh et al. 2009).

Die Uberprifung der Deglykosylierung erfolgte in der Gelektrophorese
(rekombinantes hOMGP) oder im Western Blot (aus pEGFP-hOMGP-GPI-
transfizierten Zellen extrahiertes hOMGP). Das Molekulargewicht der Zuckerketten
ist fur das Protein OMGP bekannt (Vourc'h and Andres 2004) und der
GréBenunterschied durch fehlende Zuckermolekile konnte dadurch sichtbar
gemacht werden. Es muss angemerkt werden, dass es sich hierbei nur um eine
indirekte und relativ ungenaue Messmethode handelt: Erstens erlaubt die Methodik
in diesem Fall nur eine grobe Beurteilung des Molekulargewichts im Bereich
mehrerer kDa und I&sst nicht erkennen, ob einzelne Zuckerketten verblieben sind.
Zweitens besteht das Problem, dass die Deglykosylierung mdéglicherweise eine
Konformationsanderung des Proteins induziert, was auf diese Weise ebenfalls nicht
beurteilt werden kann. Durch die enzymatische Deglykosylierung pEGFP-hOMGP-
GPI-transfizierter Zellen mittels PNGase F wurde ein GréBenunterschied von etwa
10-15 kDa erreicht, was 10-15 kDa unter dem gemaB der Literatur zu erwartenden
GréBenunterschied lag (Vourc’h and Andres 2004). Die Behandlung des
rekombinanten hOMGP mit dem Enzym PNGase F hingegen fuhrte zu einer
Reduzierung des Molekulargewichts um 20-25 kDa, was ann&hernd dem kompletten
Molekulargewicht der N-verlinkten Zuckerketten entspricht (Mikol and Stefansson
1988). Jedoch konnte durch den umfassenderen Deglykosylierungsmix lediglich eine
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Reduktion des Molekulargewichts von insgesamt 30-35 kDa erzielt werden. Dieser
sollte das Protein jedoch vollstandig von den Zuckerketten befreien und zu einer
Reduktion des Molekulargewichts um 55 kDa fuhren (Vourc'h and Andres 2004). Es
besteht somit eine Differenz von 20-25 kDa =zur tatsachlichen Masse der
Zuckerketten (Vourc'h and Andres 2004), sodass von einer nur partiellen
Deglykosylierung des Proteins ausgegangen werden muss.

Die Ergebnisse der Deglykosylierungs-Experimente sprechen daflr, dass die anti-
OMGP Antikérper 22H6, 14A9, 31A4, MAB1674 und AF1674 eher den Proteinanteil
als die Zuckerketten von hOMGP erkennen und binden. Aufgrund der beschriebenen
methodischen Schwachpunkte sind die Daten jedoch mit Einschrankungen zu
betrachten. Mdgliche Ansétze fur eine Optimierung der Methodik sind an mehreren
Punkten zu erwégen: Eine exakte Uberpriifung der Deglykosylierung ist mittels
Massenspektrometrie méglich. Diese Methode fand unter anderem in der oben
beschriebenen Arbeit zur Deglykosylierung des Proteins MOG Anwendung (Marti
Fernandez, Macrini et al. 2019). Eine weitere Option ist die Verwendung von
Zelllinien mit eingeschrénkter oder aberranter Glykosylierung. Beispielsweise weist
die HEK293S GnT-I- Zelllinie eine fehlende N-Glykosylierung auf (Reeves,
Callewaert et al. 2002). Diese Zellen wurden im Rahmen dieser Arbeit Gber mehrere
Wochen kultiviert. Da jedoch keine ausreichende Transfektionseffizienz erreicht
wurde, musste der Ansatz verworfen werden. Um die Aussagekraft der Daten weiter
zu erhbhen, ist zudem eine erneute Durchfihrung der Versuche mit humanem
Material nétig, da Autoantikdrper von Patienten méglicherweise andere Epitope
binden als mAK der Maus und Ratte.

5.4 Monoklonale anti-OMGP Antikérper binden sowohl

murine OPCs als auch reife Oligodendrozyten in vitro

Das Vorkommen von OMGP auf OPCs und Oligodendrozyten wurde im Rahmen
einzelner Arbeiten beschrieben (Nie, Ma et al. 2006, Huang, Wang et al. 2012).
Umstritten ist dabei, inwieweit das OMGP die Myelinisierung beeinflusst: Wahrend
Lee et al. unter anderem eine 20-prozentige Reduktion myelinisierter Ruckenmarks-
Axone in OMGP-Knockout-M&usen beschrieben (Lee, Hu et al. 2011), lokalisierten
Chang et al. das Protein anhand von murinen Rickenmarksschnitten auBerhalb des
kompakten Myelins (Chang, Susuki et al. 2010). Die Farbung muriner OPCs und
Oligodendrozyten mit monoklonalen anti-OMGP Antikérpern erfolgte aus mehreren
Grunden: Erstens sollte die OMGP-Expression in Abhéangigkeit von der
Oligodendrozyten-Reifung charakterisiert und mit der bestehenden Literatur
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verglichen werden. Zweitens war es fur uns in Hinblick auf zukulnftige in vivo
Versuche von Interesse, ob die neu produzierten mAK ihr Antigen auf murinen
OPCs/Oligodendrozyten binden. Drittens sollten die Féarbungen fur zuklnftige
Versuche mit humanem Material etabliert werden.

Far die Immunfarbungen wurden murine OPCs/Oligodendrozyten gemafi Protokoll
der AG Kuhimann in drei unterschiedlichen Differenzierungsstadien fixiert, die
ausfihrlich in Kapitel 3.2.4.3 beschrieben werden. Die Auswahl dieser Zeitrdume
erfolgte in enger Beratung mit den Wissenschaftlerinnen der AG Kuhlmann, wobei
folgende Uberlegungen eine Rolle spielten: Die OMGP-Expression sollte auf Zellen
eines moglichst breiten Differenzierungs-Spektrums verglichen werden, das sowohl
undifferenzierte OPCs, als auch differenzierte Oligodendrozyten enthalten sollte.
Aus diesem Grund sollten undifferenzierte OPCs das eine Ende dieses Spektrums
markieren. Induziert man die Differenzierung von OPCs gemaB Protokoll der AG
Kuhlmann, entwickeln sich diese Vorlauferzellen innerhalb von 48 h zu reifen, MBP-
exprimierenden Oligodendrozyten (Preisner, Albrecht et al. 2015). Diese Zellen
sollten also den Endpunkt der Differenzierung darstellen. Als Zwischenstadium
wurden in Ubereinstimmung mit vergangenen Publikationen der AG Kuhlmann
(Preisner, Albrecht et al. 2015) Zellen nach 24 h Differenzierung ausgewahlt. Eine
mikroskopische Begutachtung der Zellen, im Rahmen derer anhand der
Zellauslaufer Ruckschlisse auf das Reifungsstadium der Zellen getroffen werden
kann (Eyermann, Czaplinski et al. 2012), diente vor Fixierung der Zellen als wichtige
Kontrolle. Zudem erfolgte die Ko-Lokalisierung unseres Antigens mit den etablierten,
fir einzelne Reifungsstadien spezifischen Markern O4 und MBP (Bradl and
Lassmann 2010). In Zusammenschau wurde dadurch eine hohe Prazision und
Reproduzierbarkeit der Methodik gewéhrleistet. In einer Konzentration von 5-20
ug/ml zeigten drei (AF1674, 22H6, 14A9) der insgesamt sechs anti-OMGP
Antikdrper eine deutliche Farbung muriner OPCs und Oligodendrozyten. Betrachtet
man das Expressionsmuster im Rahmen der Differenzierung, zeigten unsere
Farbungen eine OMGP-Expression in allen drei Reifungsstadien der
OPCs/Oligodendrozyten. OMGP konnte dabei sowohl auf O4-positiven, als auch auf
MBP-positiven Zellen detektiert werden. Dies steht im Einklang mit weiteren
Forschungsarbeiten (Nie, Ma et al. 2006, Huang, Wang et al. 2012). Da keine
Quantifizierung OMGP-exprimierender  Oligodendrozyten erfolgte, konnen
Unterschiede in der Expression zwischen den einzelnen Reifungsstadien nur als
Tendenz angegeben werden: So besteht der optische Eindruck, dass Zellen nach
48 h Differenzierung etwas weniger OMGP exprimieren als jene nach 24 h
Differenzierung. Die Beobachtung einer reduzierten OMGP-Expression auf reifen,
MBP-positiven Oligodendrozyten im Vergleich zu deren unreifen Vorlaufern wurde
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bereits durch Huang et al. beschrieben (Huang, Wang et al. 2012). Eine mdgliche
Ursache fur diese Beobachtung kénnte die Freisetzung des Proteins sein: Wie
eingangs beschrieben, kann das GPIl-verankerte Protein OMGP durch das Enzym
Phospholipase C geschnitten werden (Mikol and Stefansson 1988).

Gewisse Limitationen missen an dieser Stelle benannt werden. Eine relevante
Problematik von Immunfarbungen kann die mangelnde Spezifitdt der eingesetzten
Antikérper sein. Auch in der OMGP-Literatur finden sich hierfir Beispiele. So
testeten Chang et al. im Jahre 2010 einen anti-OMGP Antikdrper, der unter anderem
im Rahmen einer wissenschaftlichen Arbeit von Habib et al. eine Farbung im Bereich
der Ranvier‘'schen Schniirringe ergeben hatte (Habib, Marton et al. 1998). Anhand
eines Knockout-Experiments wurde im Nachhinein jedoch eine Kreuzreaktivitat
dieses Antikdrpers gegenuber dem extrazellularen Protein Versican V2
nachgewiesen (Chang, Susuki et al. 2010). Im Rahmen dieser Arbeit erzeugte der
anti-OMGP Antikérper 26B11, dessen mOMGP-Reaktivitat weder im ELISA, noch
im zellbasierten Assay bestatigt werden konnte, bei Einsatz in hdheren
Konzentrationen (50 pyg/ml) eine Farbung muriner OPCs/Oligodendrozyten, die wir
folglich als unspezifisch werteten. Als eine Mdéglichkeit, um die Spezifitat unserer
Antikdrper zu bestatigen, ist die Farbung von Zellen aus OMGP-Knockout Mausen
zu erwéagen. Eine weitere Limitation ist die beschrankte Aussagekraft hinsichtlich
quantitativer Merkmale der OMGP-Expression. Eine durchflusszytometrische
Testung zur Quantifizierung des genauen Anteils OMGP-positiver Zellen ware eine
sinnvolle und objektive Option. Zuletzt muss - wie auch in vorherigen Kapiteln -
erwahnt werden, dass die Farbung muriner Zellen mittels mAK der Ratte und Maus
nicht die Farbung humaner Zellen mit humanem Material ersetzen kann, da sich
sowohl die Ziel-Epitope der Antikdrper, als auch die OMGP-Expression auf OPCs
und Oligodendrozyten im humanen System unterscheiden kénnen.

In Zusammenschau sprechen unsere Versuche flr eine Expression von OMGP im
Rahmen des gesamten Reifungsprozesses von OPCs bis hin zu reifen
Oligodendrozyten. In Hinblick auf die antikdrpervermitttelte Autoimmunitat
gegenuber OMGP koénnte diese Beobachtung verschiedene Folgen haben. OPCs
sind die Mediatoren der Remyelinisierung (Hoftberger and Lassmann 2018), eines
Prozesses, der bei der MS vermutlich zu einem verbesserten Outcome beitragt
(Kremer, Akkermann et al. 2019). Durch die Bindung von OPCs kénnten anti-OMGP
Antikdrper folglich diesen Prozess beeinflussen und damit eine Rolle in der Prognose
der Erkrankung spielen. Da die Pathomechanismen humaner anti-OMGP
Autoantikdrper jedoch bislang nicht ausreichend bekannt sind, kann die exakte Rolle
nicht weiter spezifiziert werden. Sowohl positive als auch negative Effekte sind
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denkbar. Eine ausfuhrliche Diskussion mdglicher Pathomechanismen humaner anti-
OMGP Autoantikérper findet sich in der Dissertation der PhD-Studentin Ramona
Gerhards. Ferner lassen die Ergebnisse der Farbungen annehmen, dass unsere neu
produzierten monoklonalen anti-OMGP Antikérper 14A9 und 22H6 ihr Antigen auch
auf murinen Zellen erkennen, was fur deren Eignung im Rahmen von in vivo
Versuchen spricht. Eine Wiederholung der Versuche mit humanen Zellen und
Antikdrpern wird fur die Zukunft anvisiert. Die durchgefuhrten Versuche legen dafir
einen wichtigen Baustein.

5.5 Untersuchungen zur komplementvermittelten Lyse

Autoantikdrper kénnen auf verschiedene Weise pathogen auf ihre Zielzellen wirken,
wobei die komplementvermittelte Zytoxizitat einen dieser Effektormechanismen
darstellt (Ludwig, Vanhoorelbeke et al. 2017). Das Komplementsystem ist Teil der
angeborenen Immunabwehr und besteht aus einer Gruppe l6slicher Proteine
(Murphy and Weaver 2018). Die Aktivierung dieses Systems kann auf drei
verschiedene Arten erfolgen, wovon der antikGrpervermittelte Weg eine Mdglichkeit
abbildet (Murphy and Weaver 2018). Gemeinsamer Endpunkt ist letztlich die
Zerstérung von Krankheitserregern (Murphy and Weaver 2018). Wie in Kapitel 2.3
beschrieben, konnte sowohl fir humane anti-MOG Autoantikérper (Peschl, Schanda
et al. 2017), als auch fir humane anti-AQP-4 Autoantikorper (Jarius and Wildemann
2010) eine Fahigkeit zur Komplementaktivierung nachgewiesen werden (Mader,
Kumpfel et al. 2020).

Humane anti-OMGP Autoantikdrper besitzen meist den IgG1-Isotyp (Gerhards,
Pfeffer et al. 2020), dessen Funktion als Aktivator der Komplementkaskade erwiesen
ist (Bindon, Hale et al. 1988). Jedoch gibt es weitere Eigenschaften von Antikérpern,
die far deren Fahigkeit zur Komplementaktivierung relevant sind: Diebolder et al.
wiesen nach, dass IgG-Antikérper durch die Bildung von Antikérper-Hexameren auf
der Zelloberflache die Komplementkaskade aktivieren (Diebolder, Beurskens et al.
2014). Es wird angenommen, dass eine monovalente Antigen-Bindung diese
Hexamerbildung und damit die Komplementaktivierung beglnstigt (Diebolder,
Beurskens et al. 2014). Ob die neu hergestellten mAK ihr Antigen monovalent
binden, ist nicht bekannt. Auch ist die Art der Anordnung der Zielproteine auf den
Zellen fur die Komplementaktivierung durch Antikérper von Relevanz, wie kurzlich
flr anti-Aquaporin-4 Autoantikérper gezeigt werden konnte (Soltys, Liu et al. 2019).
Auch dartber liegen fur das Antigen hOMGP keine Daten vor.
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In dieser Arbeit wurde die Fragestellung an murinen OPCs evaluiert. Basierend auf
den Ergebnissen der Immunféarbungen wurden die monoklonalen anti-OMGP
Antikérper 22H6 und 14A9 fir den Komplement-Assay verwendet, da diese die
hoéchste Reaktivitat gegenliber murinen OPCs gezeigt hatten. Der Antikbrper 22H6
weist den Isotyp IgG2A auf, welcher bei Ratten zu keiner signifikanten Komplement-
Bindung féhig ist (Strohl and Strohl 2012). Folglich erwarteten wir von diesem
Antikoérper einen geringeren Effekt auf die Zellviabilitat als von dem mAK 14A9.
Letzterer besitzt den Isotyp 1IgG2B, der aufgrund seiner Komplement-aktivierenden
Eigenschaften (Strohl and Strohl 2012) im Rahmen dieses Versuchs eine bessere
Annaherung an die humanen Autoantikérper darstellte. Die Zugabe von Antikdrpern
und Komplement zu der murinen Zellkultur konnte bereits im OPC-Stadium erfolgen,
da eine Bindung von OPCs durch die mAK 22H6 und 14A9 im Rahmen der
Immunfarbungen bestatigt worden war. Die Wahl der Konzentrationen (4 %, 6 %)
des Komplements war anhand von Vorversuchen etabliert worden, die eine alleinige
Zelltoxizitat in Abwesenheit der mAK bei Verwendung in Konzentrationen ab 8 %
gezeigt hatten. Als méglicher Schwachpunkt des Ansatzes ist das Haften der Zellen
am Boden der Zellkulturplatte zu diskutieren, was zu einer eingeschrankten
Zugéanglichkeit der Ziel-Epitope fuhren kann. Die luminometrische Messung der ATP-
Konzentration weist den groBen Vorteil auf, dass sie im Gegensatz zur Mikroskopie
eine objektivere Beurteilung der Zellviabilitat erlaubt.

Zusammengefasst lieB sich nach Inkubation der OPCs mit den mAK 14A9 und 22H6
zusammen mit 6 % Komplement eine Tendenz zur Reduktion der Zellviabilitat im
Vergleich zu den Kontrollen erkennen. ErwartungsgemaB waren dabei die Effekte
des mAK 14A9 bei einer Komplementkonzentration von 6 % ausgepragter als die
des mAK 22H6. Allerdings lag auch in den Kontrollen eine erhebliche Reduktion der
Zellviabilitdt vor, was einen Schwachpunkt bei der Interpretation darstellt. Eine
weitere Schwéche sind die starken Schwankungen der Zellzahl zwischen Versuch 1
und 2, welche die Vergleichbarkeit der Daten aus beiden Versuchen reduzieren.
Insgesamt ist die Anzahl der vorliegenden Versuche (n=2) zudem nicht ausreichend,
um ein statistisch signifikantes Ergebnis zu erreichen, sodass weitere Versuche zur
Uberpriifung nétig sein werden. Wichtige Ansétze fiir zukiinftige Experimente sind
die Humanisierung der monoklonalen anti-OMGP Antikorper, insbesondere des
mAK 22H6, um ihre Effektormechanismen den humanen Autoantikbrpern
anzunahern. Zudem stellt eine Durchfihrung der Experimente mit humanen, von
Patienten gewonnenen anti-OMGP Autoantikérpern auf humanen OPCs einen
interessanten Ansatz dar.
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5.6 Ausblick

Auf Basis der Entdeckung humaner Autoantikérper gegen OMGP, ein auf Neuronen
und Oligodendrozyten exprimiertes, GPI-verankertes Glykoprotein, untersuchte
diese Arbeit die Eigenschaften monoklonaler anti-OMGP Antikdrper in vitro. Aus 133
Hybridom-Uberstanden, die in Zusammenarbeit mit der Monoclonal Antibody Core
Facility des Helmholtz-Zentrums Minchen durch Immunisierung mit dem Zielantigen
generiert worden waren, wurden anhand eines zellbasierten Assays drei geeignete
Kandidaten ausgewéhlt. Die drei mAK 22H6, 14A9 und 31A4 wurden mithilfe
verschiedener immunologischer Methoden weiter evaluiert und sind in ihrer OMGP-
Reaktivitat mit einem kommerziellen mAK vergleichbar. Alle neu hergestellten mAK
wiesen auch nach partieller Deglykosylierung des Zielantigens eine vergleichbare
OMGP-Reaktivitat auf, was darauf schlieBen l&sst, dass diese mAK eher den
Proteinanteil als die Zuckerketten ihres Zielantigens erkennen kdénnten - eine
Beobachtung, die uns erste Erkenntnisse Uber die Rolle der Glykosylierung bei der
Antigen-Erkennung gibt, die jedoch im Rahmen anderer Methoden weiter erértert
werden muss. Anhand von Immunférbungen konnte zudem - im Einklang mit
vorangegangenen wissenschaftlichen Arbeiten - sowohl auf OPCs, als auch auf
differenzierten Oligodendrozyten eine OMGP-Bindung durch die neu hergestellten
mAK nachgewiesen werden. Im Rahmen des Komplement-Assays erfolgte die
Testung einer moglichen Effektorfunktion der neu hergestellten mAK. Es zeigte sich
ein leichter negativer Einfluss der mAK auf die Zellviabilitdt, jedoch konnte eine
signifikante komplementvermittelte Zytotoxizitat nicht sicher nachgewiesen werden.

In Zusammenschau wurden mit dieser Arbeit erste Erkenntnisse Uber die
Eigenschaften monoklonaler anti-OMGP Antikdrper gesammelt, die im Rahmen
weiterer Versuche spezifiziert und deren Ubertragbarkeit auf das humane System
grundlich Gberpruft werden muss. Die ausgewdahlten und charakterisierten mAK
stellen in vitro und in vivo eine sinnvolle Erganzung fir zukinftige Fragestellungen
zur Pathogenese der antikdrpervermittelten Autoimmunitat gegeniber OMGP dar,
auch wenn ihre Limitationen selbstversténdlich bertcksichtigt werden mussen.
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