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Abstract

Inflammatory diseases of the nervous system can be triggered by viruses as well as by
autoreactive B and T cells. Also, immune responses against tumors can lead to brain
inflammation through cross-reactivity against neural proteins, which is termed as

paraneoplastic encephalitis.

GABA, receptor encephalitis is also assumed to be paraneoplastic. For a patient termed as
IP2 (Index patient 2), autoantibodies were detected, which, in addition to reactivity towards
subunits of the GABA, receptor (GABAA-R), also showed a high affinity towards the cancer-
associated protein CSRP2. It is assumed that the zinc-binding sites of both proteins serve as
epitopes of the recombinant antibody rAb-IP2. In this thesis, it could be proven that the
affinity of rAb-IP2 towards GABAA-R is dependent from the composition of a;/Bs-subunits as
well as from the concentration of Zn** ions. With these results, it could be shown that the
zinc-binding site of GABAA-R is probably part of the epitope which is recognized by rAb-1P2.
Furthermore, brain samples of the patient showed a clonal expanded CD8+ T cell clone.
Since an involvement of cytotoxic T cells was assumed, the identification of the T cell antigen
was another aim of this thesis. For this, optimization of the technique of antigen
identification, which is based on the activation of T cell hybridoma by plasmid-encoded

peptide libraries, was also part of this thesis.

Human autoimmune encephalitides (hAEs) describe rare diseases which are caused by
sensitization with brain tissue and show high similarity to multiple sclerosis in terms of both
symptoms and pathophysiology. In this thesis, it could be shown that the recombinant
antibody rAb-hAE of a patient, which was diagnosed with hAE, not only recognizes myelin
oligodendrocyte glycoprotein (MOG), which is involved in many autoimmune diseases, but

also binds a similar epitope as the well characterized antibody r8-18C5.



Zusammenfassung

Entziindliche Erkrankungen des Nervensystems konnen sowohl durch Viren, als auch durch
autoreaktive B- und T-Zellen ausgelost werden. Auch Immunreaktionen gegen Tumoren
konnen durch Kreuzreaktionen gegeniiber neuronalen Proteinen zu einer Entziindung des

Gehirns fihren, welche als paraneoplastische Enzephalitis bezeichnet wird.

Es wird vermutet, dass die GABAs-Rezeptor-Enzephalitis ebenfalls ein paraneoplastisches
Syndrom darstellt. Fir einen als IP2 (Index patient 2) bezeichneten Patienten konnten
Autoantikorper nachgewiesen werden, welche neben einer Reaktivitdt gegeniiber
Untereinheiten des GABAs-Rezeptors (GABAs-R) ebenfalls eine hohe Affinitdt gegenlber
dem mit Krebs assoziierten Protein CSRP2 aufweisen. Die Zn**-Bindestellen der beiden
Proteine werden hierbei als die von dem rekombinanten Antikorper rAb-IP2 erkannten
Epitope vermutet. In dieser Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass die Affinitat von rAb-
IP2 an GABAA-R sowohl von der Zusammensetzung der ai/Bs-Untereinheiten des Rezeptors,
als auch von der Zn**-Konzentration abhdngig ist. Hierdurch konnte gezeigt werden, dass die
Zn*"-Bindestelle des Rezeptors wahrscheinlich Teil des von rAb-IP2 erkannten Epitops ist.
Des Weiteren wurde in Hirnproben des Patienten ein klonal expandierter CD8+ T-Zell-Klon
nachgewiesen. Da eine Beteiligung von zytotoxischen T-Zellen an der Autoimmunitat
vermutet wurde, bestand ein weiteres Ziel dieser Arbeit in der Identifikation des T-Zell-
Antigens. Die Technik der Antigen-ldentifizierung, welche auf einer Aktivierung von T-Zell-
Hybridomen mithilfe von plasmid-codierten Peptid-Libraries beruht, sollte hierbei zudem

optimiert werden.

Als humane autoimmune Enzephalitiden (hAEs) werden sehr seltene Erkrankungen
bezeichnet, welche durch Sensibilisierung mit Hirngewebe verursacht werden und sowohl
hinsichtlich der Symptomatik, als auch der Pathophysiologie groBe Ahnlichkeit gegeniiber
der Multiplen Sklerose aufweisen. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass der
rekombinante Antikdrper rAb-hAE eines Patienten mit hAE nicht nur das an vielen
Autoimmunerkrankungen beteiligte Myelin-Oligodendrozyten-Glykoprotein (MOG) erkennt,

sondern auch ein dhnliches Epitop wie der bereits erforschte Antikdrper r8-18C5 bindet.
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1. Einleitung

1.1 Das Immunsystem

Der menschliche Korper ist permanent Pathogenen wie Bakterien, Viren oder auch Parasiten
und Toxinen konfrontiert. Auch entartete Zellen, welche zur Entstehung eines Tumors
fihren kdénnen, missen durch das Immunsystem bekampft werden. Die Immunantwort
gliedert sich hierbei in die Mechanismen der angeborenen Immunitdt und der adaptiven
Immunitat. Erstere zeichnet sich durch das Komplementsystem, Granulozyten, Makrophagen
und Natirliche Killerzellen (NK-Zellen) aus (Nicholson, 2016) und erkennt mithilfe von
pattern recognition receptors (PRRs) die von Krankheitserregern exprimierten pathogen-
associated molecular patterns (PAMPs, Paludan et al., 2021), wie z. B. Lipopolysaccharide
(Kumar et al.,, 2011). Die angeborene Immunitdt zeichnet sich durch eine schnelle
Immunantwort aus, besitzt jedoch nur eine geringe Spezifitdt und ist nicht in der Lage, sich
an neue Antigene anzupassen. Diese Anpassung an neue oder beispielsweise durch
Antigendrift veranderte Antigene wird durch das adaptive Immunsystem gewahrleistet. Das
adaptive Immunsystem gliedert sich hierbei in die humorale Immunantwort, welche durch
die Antigenerkennung von B-Zellen und die Antikdrper-Produktion durch Plasmazellen
gekennzeichnet ist, und in die zellulire Immunantwort, welche durch Interaktionen von
antigenprasentierenden Zellen (antigen-presenting cells, APCs) mit zytotoxischen T-Zellen
ausgelost wird. Sowohl B-Zellen, als auch T-Zellen besitzen antigen-spezifische Rezeptoren,
welche als B-Zell-Rezeptor (BCR) bzw. T-Zell-Rezeptor (TCR) bezeichnet werden. Nach
erfolgter Erkennung eines spezifischen Antigens wird sowohl fiir B-, als auch fiir T-Zellen eine
Signalkaskade ausgeldst, welche unter anderem zu einer klonalen Expansion der Zelle fihrt.
Beide Zelltypen sind zudem in der Lage, sich nach ihrer Aktivierung zu Gedachtniszellen zu
differenzieren, wodurch eine schnellere und effektivere Immunantwort auf bereits bekannte

Antigene gewadhrleistet werden kann.
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1.2 Antikorper

1.2.1 Struktur und Funktion von Antikérpern

Antikorper stellen das zentrale Element der humoralen Immunantwort dar und werden von
ausdifferenzierten B-Zellen, den Plasmazellen, sekretiert. Sie sind in der Lage, Antigene von
Pathogenen wie Bakterien, Viren und Parasiten spezifisch zu binden und Effektorfunktionen
der zelluldren Immunantwort auszuldsen. Die auch als Immunglobuline (Ig) bezeichneten
Proteine werden in verschiedene Isotypen eingeteilt, wobei IgG den am haufigsten im Blut
zirkulierenden Antikorper darstellt (Vidarsson et al., 2014). Die Antikorper-Struktur leitet sich
von jener des B-Zell-Rezeptors ab, wobei im Gegensatz zu sezernierten Antikdrpern dieser
membrangebunden vorliegt (Treanor, 2012). Antikorper setzen sich aus jeweils zwei
identischen schweren Ketten (heavy chain bzw. H-chain) und zwei identischen leichten
Ketten (light chain bzw. L-chain) zusammen (Abbildung 1). Die schweren Ketten, welche ein
Molekulargewicht von jeweils ca. 50 kDa aufweisen, sind Gber zwei Disulfidbriicken kovalent
verbunden und sind aus drei konstanten Domanen (Cyl, Cy2 und C43) und einer variablen
Domane (Vy) aufgebaut (Schroeder and Cavacini, 2010). Die beiden C42- und C43-Doménen
der beiden schweren Ketten werden als Fc-Fragment (fragment crystallizable) bezeichnet
und sind an der Vermittlung verschiedener Effektorfunktionen beteiligt (Forthal, 2014). Die
leichten Ketten, welche jeweils ein Molekulargewicht von ca. 25 kDa besitzen, besitzen
ebenfalls eine variante Doméane (V.), jedoch nur eine konstante Doméane C,, liber welche
diese Uber eine Disulfidbriicke mit der Cyj1-Domadne der schweren Kette verknipft sind.
Durch Papain-Verdau kann der Antikérper oberhalb der ,Scharnierregion”, welche die
beiden schweren Ketten tber Disulfidbricken miteinander verkniipft, geschnitten werden,
wodurch das Fc-Fragment abgespalten wird. Als weitere Produkte werden durch diesen
Verdau zwei weitere Fragmente erhalten, welche jeweils aus einer leichten Kette bestehen,
welche (ber eine Disulfidbriicke mit der Vy- und der Cyl-Doméane der schweren Kette
verknlpft ist (Schroeder and Cavacini, 2010). Dieses als Fa,-Fragment (fragment antibody-
binding) bezeichnete Heterodimer ist fir eine Antigenbindung ausreichend, da die

Epitoperkennung ausschliefllich Gber die beiden varianten Doméanen Vy und V| stattfindet.
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Abbildung 1: Schematischer Aufbau eines IgG-Antikorpers. Der Antikdrper ist aus jeweils zwei identischen
schweren Ketten (heavy chain bzw. H-chain, blau) und zwei identischen leichten Ketten (light chain bzw. L-
chain, griin) aufgebaut, wobei die schweren Ketten durch zwei Disulfidbriicken miteinander verkniipft sind
(hinge region). Die schweren Ketten bestehen jeweils aus drei konstanten (Cyl, C42 und Cu3) und einer
varianten Domaéne (V,), wobei die C42- und C,3-Domdanen der beiden Ketten als Fc-Fragment (fragment
crystallizable) bezeichnet werden. Die leichten Ketten verfiigen ebenfalls (iber eine variante Domane (V,),
besitzen jedoch nur eine konstante Domane (C,). Letztere ist ebenfalls (iber eine Disulfidbriicke mit der Cy1-
Domaéne der schweren Kette verkniipft. Die leichte Kette bildet zusammen mit der V- und der Cy1-Doméne das
Fab-Fragment (fragment antibody-binding). Die Antigenbindung erfolgt (iber die beiden varianten Domanen Vy

und V_ der beiden Ketten (aus Hussain et al., 2021).

Die varianten Domanen zeichnen sich durch je drei hypervariable Regionen aus, welche als
complementary-determining regions (CDRs) bezeichnet werden. Diese liegen als Loops
zwischen den B-Faltblattern der konservierten Regionen, wodurch diese direkt an der
Bindung eines Antigens bzw. dessen Epitops beteiligt sind und die Spezifitdt des Antikorpers
vorgeben (Wong et al.,, 2019). Je drei CDRs pro Vy- und V,-Doméane bilden hierbei die
Antigenbindestelle, wodurch jeder Antikérper in der Lage ist, lber nicht-kovalente

Bindungen zwei Antigene zu erkennen.
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Neben IgG-Antikdrpern existieren noch vier weitere Isotypen von Antikérpern. I1gMs sind
hierbei die ersten Antikorper, welche nach einer B-Zell-Aktivierung exprimiert werden,
wodurch ein diagnostischer Nachweis akuter Infektionen durch eine Bestimmung des IgM-
Titers ermoglicht wird (Schroeder and Cavacini, 2010). Sie besitzen noch keine hohe Affinitat
gegeniiber ihrem Antigen, sind jedoch in der Lage, Pentamere zu bilden, wodurch diese
durch das Vorhandensein von zehn Antigenbindestellen eine hohe Aviditdt besitzen.
Monomere IgMs werden hingegen wie IgDs vor allem auf B-Zellen exprimiert, da diese
Bestandteil der BCRs sind (Gong and Ruprecht, 2020). IgA wird vor allem auf Schleimhaute,
in die Atemwege und in Sekrete wie Muttermilch, Trdnen und Speichel abgegeben,
wohingegen IgE an der Immunabwehr von parasitdren Wirmern beteiligt ist und zudem eine

bedeutende Rolle bei allergischen Reaktionen einnimmt (Schroeder and Cavacini, 2010).

Das F.-Fragment eines Antikorpers ist entscheidend fiir die durch den Antikdrper ausgeldste
Effektorfunktion. Diese werden eingeteilt in die Neutralisation des Antigens, sodass
beispielsweise Viren nicht in der Lage sind, in Wirtszellen einzutreten, die Aktivierung des
Komplementsystems und die Markierung des Pathogens fir Makrophagen und Dendritische
Zellen. Dieser als Opsonisierung bezeichnete Mechanismus fihrt zu einer Aufnahme des
Pathogens durch Phagozytose, welche nicht nur zur Abtotung des Pathogens fihrt, sondern
durch die Prasentation der vom Pathogen stammenden Antigenpeptide auf MHC II-
Molekiilen auch zur Aktivierung der zellularen Immunantwort (Lu et al.,, 2018). Die
Rekrutierung der Effektorzellen erfolgt hierbei wie bei der antikérperabhdngigen
zellvermittelten Zytotoxizitdt (antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity, ADCC) Uber
das F.-Fragment des Antikdrpers. Die ADCC bewirkt hierbei eine Aktivierung von NK-Zellen,
welche zu einer Abtétung der virusinfizierten oder transformierten Zelle durch Auslésung

der Apoptose oder Zelllyse fiihrt (Forthal, 2014).
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1.2.2 B-Zell-Entwicklung und Generierung der Antikorper-Diversitat

Die Reifung der B-Zellen beginnt im Knochenmark aus hdamatopoetischen Stammzellen,
welche zu pro-B-Zellen reifen. In diesem Stadium der B-Zell-Entwicklung wird die
Umlagerung der Gene der schweren Kette initiiert, welche (iber eine Rekombination von V-
(variable), D-(diversifying) und J-(joining) Gensegmenten erfolgt (Pieper et al., 2013). Der
Genlocus der schweren Kette des BCRs enthdélt hierbei 44 V-, 25 D- und 6 J-Segmente (Li et
al., 2004), wobei zuerst ein D-Segment mit einem J-Segment verknlpft wird, welche
anschliefend mit einem V-Segment verbunden werden (Abbildung 2). Die Verknlipfung des
VDJ-Exons, welches nach der Translation die variante Doméane (V) des BCRs bildet, an das
Exon, welches fiir die konstanten Domanen Cyl, C42 und Cy3 codiert, erfolgt schlielRlich
durch SpleiBen der mRNA (Jung and Alt, 2004). Nachdem die pro-B-Zellen zu pra-B-Zellen
gereift sind, beginnt die Rekombination der Gensegmente der leichten Kette, welche dhnlich
zu jener des Genlocus der schweren Kette erfolgt. Da es sich bei der leichten Kette entweder
um eine k- oder A-Kette handelt, wird diese durch zwei Genloci codiert. Diese beinhalten fiir
die k-Kette ca. 40 V- und 5 J-Gensegmente bzw. fiir die A-Kette ca. 30 V- und 4 J-
Gensegmente (Janeway et al., 2014) und weisen im Gegensatz zu jenen der schweren Kette

keine D-Gensegmente auf (Schatz et al., 1992).

Eine zusatzliche Diversitdt wird in reifen B-Zellen durch die somatische Hypermutation
erreicht, welche zudem zu einer Affinitatsreifung des Antikdrpers gegeniiber einem
spezifischen Antigen fiihrt (Peled et al., 2008). Das in der somatischen Hypermutation
involvierte Enzym AID (Aktivierungsinduzierte Cytidin-Desaminase) spielt zudem eine
entscheidende Rolle fir den Klassenwechsel von Immunglobulinen, welcher zu einer

Expression der verschiedenen Isotypen fiihrt (Okazaki et al., 2002).
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Abbildung 2: Rearrangement der Genloci der leichten bzw. schweren Kette eines Antikorpers wahrend der B-
Zell-Entwicklung. Durch somatische Rekombination werden V(D)-Gensegmente mit J-Gensegmenten
verbunden und nach der Transkription durch Spleifen an Exons verkniipft, welche fiir die konstanten Domanen
des Antikorpers codieren. Nach der Translation werden die einzelnen Ketten lber Disulfidbriicken miteinander

verbunden (aus Janeway et al., 2014).

1.3 T-Zellen

1.3.1 Funktion von T-Zellen im adaptiven Immunsystem

Neben den B-Zellen sind T-Zellen Teil der adaptiven Immunantwort. Uber ihren TCR sind T-
Zellen in der Lage, MHC (major histocompatibility complex)-gebundene Antigenpeptide zu
erkennen. T-Zellen werden anhand ihres Corezeptors in CD4+ bzw. CD8+ Zellen (cluster of
differentiation) unterteilt. CD4+ Zellen erkennen exogene Antigen-Peptide, welche von MHC

[I-Proteinen prasentiert werden (Neefjes et al., 2011). Diese Antigene werden von
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professionellen APCs, zu welchen neben den B-Zellen auch Makrophagen und dendritische
Zellen gehoren, durch Endozytose aufgenommen und durch proteolytischen Verdau in
Peptide gespalten. T-Helferzellen, welche ebenfalls zur Gruppe der CD4+ Zellen gehoren,
konnen hierbei nach Bindung ihres spezifischen Antigenpeptids auf dem MHC Il einer B-Zelle
durch Cytokin-Freisetzung die Aktivierung der B-Zelle auslésen, wodurch diese zur
Proliferation und Differenzierung in antikorper-produzierende Plasmazellen angeregt wird
(Parker, 1993). CD4+ Zellen haben zudem einen grofRen Einfluss auf die Regulation der
Immunantwort und die Aktivierung weiterer Leukozyten, wie beispielsweise eosinophile

Granulozyten (Nakayamada et al., 2012).

Zytotoxische T-Zellen, welche den CD8-Corezeptor exprimieren, binden an Antigenpeptide,
welche von MHC I-Proteinen prdsentiert werden. Die Antigenprdsentation Uber MHC |
erfolgt Gber den Verdau cytosolischer Proteine durch das Proteasom und die Beladung der
dadurch entstandenen Peptide auf den MHC | im endoplasmatischen Retikulum (ER)
(Yewdell et al., 2003). Der MHC-Peptid-Komplex wird anschlieRend an die Zelloberflache
transportiert, wodurch die Zelle in der Lage ist, CD8+ Zellen das Peptid zu prasentieren. Die
Antigenprasentation Gber MHC I-Peptid-Komplexe erfolgt im Gegensatz zu jener Gber MHC Il
in beinahe jeder Korperzelle, eine Ausnahme bilden z. B. Erythrozyten (Giles et al., 1987).
Stammt das prdsentierte Peptid von einem korperfremden Protein, welches durch eine
Infektion der Zelle mit Bakterien oder Viren im Cytoplasma vorliegen kann, so wird dies
durch eine CD8+ Zelle Uber ihren TCR erkannt. Tumorantigene, welche durch Mutationen
entstanden sind, werden hierbei ebenfalls als fremdartig erkannt. Uber eine Signalkaskade
wird dadurch die T-Zelle aktiviert, welche zu einer Freisetzung von Granzymen und Perforin
fuhrt (Harty et al., 2000). Uber die durch Perforin gebildete Pore in der Zellmembran kénnen
die Granzyme anschlieBend in die infizierte bzw. transformierte Zelle eintreten und dort die
Apoptose auslosen. Einen weiteren Mechanismus, welcher zur Auslésung der Apoptose
fahrt, stellt die Bindung des von aktivierten zytotoxischen T-Zellen freigesetzten Fas-

Liganden an Fas-Rezeptoren der Zielzelle dar (Kagi et al., 1994).
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1.3.2 Struktur des T-Zell-Rezeptors

Der T-Zell-Rezeptor (TCR) setzt sich aus einer a- und B-Kette zusammen, welche lber eine
Disulfidbriicke miteinander verknlpft sind (Abbildung 3). Zwar sind der GroRteil der
bekannten TCRs aus je einer a- und einer B-Kette aufgebaut, jedoch sind auch y:6-TCRs
bekannt, welche eine Schnittstelle zwischen angeborener und adaptiver Immunitat
darstellen (Holtmeier and Kabelitz, 2005) und zudem an Autoimmunerkrankungen beteiligt
sein konnen (Bruder et al.,, 2012). Jede der beiden Ketten besteht hierbei aus einer
konstanten (C, bzw. Cg) und einer variablen Doméane (Vo bzw. V), wobei Uber letztere die
Antigenbindung erfolgt. Der TCR gehort zur Superfamilie der Immunglobuline (Buck, 1992)
und dhnelt in seiner Struktur dem F,,-Fragment von Antikdrpern (vgl. Abbildung 1). So
verflgt jede variante Domadne des TCRs ebenfalls ber drei CDRs, Uber welche die
Antigenbindung erfolgt. Im Gegensatz zu Antikérpern verfligen TCRs jedoch nur Uber eine
Antigenbindestelle, welche zudem nicht das Antigen alleine erkennt, sondern nur durch den
MHC prasentierte Antigenpeptide. Uber ihre Transmembrandominen interagieren die
beiden TCR-Ketten durch elektrostatische Wechselwirkungen mit den €- und 6-Ketten bzw.
den y-und e-Ketten des CD3-Corezeptors (Clevers et al., 1988), welcher fir die Aktivierung
der T-Zelle ebenfalls von zentraler Bedeutung ist. Nach erfolgter Bindung des TCRs an den
MHC-Peptid-Komplex findet eine Phosphorylierung von Tyrosin-Resten statt, welche sich
intrazellular an den CD3-Domaéanen befinden (Straus and Weiss, 1993). Diese auch als ITAMs
(immunoreceptor tyrosine-based activation motifs) bezeichneten Sequenzen (Love and
Hayes, 2010) l6sen durch ihre Phosphorylierung eine Signalkaskade aus, welche zu einer
Dephosphorylierung von NFATs (nuclear factor of activated T-cells) fihrt (Shaw et al., 1988;
Macian, 2005). Die dadurch aktivierten NFATs, bei welchen es sich um
Transkriptionsfaktoren handelt, werden dadurch in den Zellkern transportiert und initiieren

dort unter anderem die Expression von IL-2.
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Abbildung 3: Links: Struktureller Aufbau des T-Zellrezeptors (TCR). Uber die variablen Doménen (V) der a- und
B-Kette erfolgt die Bindung des MHC I-Peptid-Komplexes. Die a- und B-Kette des TCRs sind liber eine
Disulfidbriicke miteinander verbunden. Rechts: TCR im Komplex mit dem CD3-Corezeptor. Der CD3-Corezeptor
ist an der Auslésung der Signalkaskade beteiligt, welche zur Aktivierung der T-Zelle fhrt. Er ist aus y-, 6-, - und
{-Ketten zusammengesetzt und besitzt an seinen intrazelluldaren Domanen ITAMs (immunoreceptor tyrosine-
based activation motifs), welche durch Phosphorylierung die Signalkaskade zur T-Zell-Aktivierung auslésen

(veréndert nach Janeway et al., 2014).

Wie bereits erldutert, werden T-Zellen in CD4+ und CD8+ Zellen unterteilt. CD4+ Zellen
exprimieren den CD4-Corezeptor, welcher wie auch der CD8-Corezeptor Teil der
Immunglobulin-Superfamilie ist. Bei CD4 handelt es sich um ein monomeres
Transmembranprotein, welches sich aus vier Domadnen (D1-D4) zusammensetzt (Li et al.,
2013). Der CD8-Corezeptor von zytotoxischen T-Zellen kann hingegen als CD8a/a-
Homodimer oder CD8a/B-Heterodimer vorliegen (Leahy et al., 1992) und bindet ebenfalls
wie der CD4-Corezeptor an den MHC der APC. Dies fihrt zum einen zur Stabilisierung des
TCR:MHC-Peptid-Komplexes (Miceli and Parnes, 1993), zum anderen zur Rekrutierung der

Tyrosinkinase Lck, welche die Phosphorylierung der ITAMs katalysiert (Barber et al., 1989).
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1.3.3 Generierung der TCR-Diversitat

T-Zellen weisen eine hohe TCR-Diversitat auf, welche pro Individuum zwischen 10’ und 10°
verschiedenen TCRs liegt (Arstila et al., 2000). Diese hohe Diversitat ist notwendig, um eine
Immunantwort auf eine Vielzahl verschiedenster Antigenpeptide zu gewahrleisten. T-Zellen
unterlaufen hierflir dhnlich zu B-Zellen wahrend ihrer Entwicklung im Thymus einer
somatischen Rekombination ihrer Gensegmente. Sie exprimieren jedoch im Gegensatz zu B-
Zellen keine AID und verfliigen daher nicht Gber zusatzliche Mechanismen zur Erhéhung der
TCR-Diversitat, z. B. durch somatische Hypermutation. Die variablen Domanen der beiden
TCR-Ketten werden ebenfalls durch V- und J-Gensegmente codiert (Schatz and Ji, 2011). Der
TCRa-Genlocus enthalt 70-80 V- und 61 J-Segmente, wohingegen der TCRB-Genlocus aus 52
V- und 13 J-Segmenten besteht, welche in Cluster aus sechs bzw. sieben Gensegmenten
unterteilt sind. Upstream der J-Segmente befindet sich auf dem TCRB-Genlocus zudem
jeweils ein einzelnes D-Gensegment (Arden et al., 1995). Die Gensegmente der konstanten
TCR-Domanen sind verglichen mit jenen der variablen Doméanen einfacher aufgebaut, sie
setzen sich aus einem (TCRa) bzw. zwei (TCRB) C-Segmenten zusammen und liegen
downstream der J-Segmente. Die einzelnen V(D)J-Gensegmente werden wahrend der T-Zell-
Entwicklung anschlieBend miteinander verknipft (Abbildung 4), wobei die TCR-Diversitat
ebenso wie die BCR-Diversitat zusatzlich durch den Einbau von P- (palindromic) und N- (non-
templated) Nukleotiden zwischen den V- und J- bzw. VD- und J-Segmenten erhéht wird
(Davis and Bjorkman, 1988; Srivastava and Robins, 2012). Das C-Segment wird schlieRlich

durch Spleifen der mRNA posttranskriptional an die V(D)J-mRNA angefligt.
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Abbildung 4: Rearrangement der TCRa- bzw. TCRB-Genloci wahrend der T-Zell-Entwicklung. Durch somatische
Rekombination werden V(D)-Gensegmente mit J-Gensegmenten verbunden und zusatzliche P- (palindromic)
bzw. N- (non-templated) Nukleotide zwischen den Segmenten eingefiigt. Das C-Segment wird
posttranskriptional durch SpleiRen an das V(D)J-Exon angefligt. Die a- und B-Ketten des TCRs werden nach der
Translation anschlieRend Uber eine Disulfidbriicke posttranslational miteinander verbunden (aus Janeway et

al., 2014).

1.3.4 Reifung und Selektion von T-Zellen im Thymus

T-Zellen werden ebenso wie B-Zellen im Knochenmark aus hamatopoetischen Stammzellen
gebildet, ihre Reifung und Selektion erfolgt jedoch im Thymus. Hier exprimieren sie anfangs
weder den TCR, noch den CD4- bzw. CD8-Corezeptor (Germain, 2002). Durch Umlagerung
ihrer TCR-Genloci durch somatische Rekombination wird zuerst die B-Kette des TCRs an der
Zelloberflache exprimiert. AnschlieRend erfolgt die Expression von CD4 bzw. CD8 und zuletzt

die Expression der TCRa-Kette.
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Die ausgereiften T-Zellen werden anschlieBend einer positiven und negativen Selektion
unterzogen. Durch die positive Selektion (iberleben nur T-Zellen, welche Uber ihren TCR
schwach an ihren spezifischen MHC:Self-Peptid-Komplex binden. Zur Vermeidung von
Autoimmunreaktionen werden auBerdem durch negative Selektion jene T-Zellen zur
Apoptose angeregt, welche eine starke Bindung an das korpereigene Peptid aufweisen. T-
Zellen, welche keinen TCR exprimieren oder keinerlei Bindung an den MHC:Self-Peptid-
Komplex aufweisen, sterben ebenfalls durch Apoptose, da eine schwache Interaktion mit
kérpereigenen Peptiden eine Voraussetzung fiir das Uberleben der T-Zelle ist (‘death-by-
neglect’; Klein et al., 2014). Durch diese Selektion, welche zum Absterben von mehr als 95 %
aller Vorlauferzellen fiihrt (Nossal, 1994), wird einerseits eine effektive Immunantwort gegen
ein breites Spektrum von Antigenen gewahrleistet, andererseits aber auch die

Wahrscheinlichkeit des Auftretens von Autoimmunerkrankungen stark verringert.

1.4 Antigenerkennung durch CD8+ Zellen

1.4.1 Antigenprasentation durch den Major Histocompatibility Complex (MHC)

Im Gegensatz zu Antikdrpern oder den BCR von B-Zellen, erkennt der TCR von CD8+ Zellen
keine nativen Antigene, sondern nur Antigenpeptide, welche von einem MHC | prasentiert
werden (1.3.1). Der MHC |, welcher ebenfalls Teil der Immunglobulin-Superfamilie ist (Buck,
1992), ist ein Heterodimer bestehend aus einer a-Kette und einem B,-Mikroglobulin, welche
Uber eine nicht-kovalente Bindung miteinander interagieren (Abbildung 5). Die a-Kette
besteht hierbei aus drei Domanen: Durch die a;- und a,-Domane wird ein Spalt gebildet, in
welchem das prasentierte Peptid gebunden wird. Die Verankerung der Kette in der
Zellmembran erfolgt Gber die Transmembranhelix der as-Domaéane, welche zudem an der

Wechselwirkung mit dem B,-Mikroglobulin beteiligt ist (Wieczorek et al., 2017).
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Abbildung 5: Links: Struktur des peptidbindenden Spalts eines MHC I-Molekiils. Zwei a-Helices der a;- und. a,-
Domaénen bilden eine Furche, in welcher das prasentierte Peptid gebunden wird. Rechts: Struktureller Aufbau
eines MHC I|-Molekiils. Die a-Kette des MHC |, welche sich aus drei Domanen zusammensetzt, ist tber eine
Transmembranhelix in der Zellmembran verankert. Das [,-Mikroglobulin verfligt (iber keine
Transmembrandoméne und wird Uber nicht-kovalente Wechselwirkungen von der a-Kette gebunden (aus

Janeway et al., 2014).

Die a-Kette des MHC | weist aufgrund des hohen Selektionsdrucks durch Pathogene
innerhalb einer Population einen hohen Polymorphismus fiir DNA-Sequenzen auf, welche fir
Aminosauren des peptidbindenden Spalts codieren. Das B,-Mikroglobulin ist hingegen stark
konserviert (Li et al.,, 2016), da es nicht an der Peptidbindung beteiligt ist. Um zu
gewadhrleisten, dass eine moglichst hohe Anzahl fremder Peptide durch das Immunsystem
erkannt werden kann, sind Menschen in der Lage, drei verschiedene MHC-I-Molekiile zu
exprimieren, welche auch als human leukocyte antigen | (HLA 1) bezeichnet werden. Diese
werden durch die Gene HLA-A, HLA-B und HLA-C codiert (Perreault, 1981), wodurch es

heterozygoten Individuen moglich ist, sechs verschiedene HLA |- a-Ketten zu exprimieren.
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1.4.2 Interaktion des TCR mit dem MHC-Peptid-Komplex

Die Bindung des TCRs an den MHC-Peptid-Komplex erfolgt tGber die CDRs der variablen
Domaénen (Abbildung 6). Hierbei interagieren die CDR1 und die CDR2 vor allem mit den ay-
und a,-Doméanen des HLAs, die CDR3 bindet hingegen nur das prasentierte Antigenpeptid
(Rudolph et al., 2006).

All nucleated
cells

B2-Mikroglobulin OU HLA a-Kette

Antigen —@

TCRa

— CD8

TCRB

CD8* T cell

Abbildung 6: Interaktion des TCRs einer CD8+ T Zelle mit dem HLA-Peptid-Komplex einer kernhaltigen
Korperzelle. Sowohl das prasentierte Peptid, als auch die o;- und a,-Doménen des HLAs werden von den
variablen Domadnen des TCRs erkannt. Die Bindung des CD8-Corezeptors an das HLA stabilisiert die
immunologische Synapse und ist Vorraussetzung fiir die Aktivierung der T-Zelle (verédndert nach Kornum et al.,

2017).

Zwar ist die Bindung sowohl fir das prasentierte Antigenpeptid, als auch fiir das HLA fiir
jeden TCR spezifisch, jedoch kann in Ausnahmefallen auch ein fremdes HLA zu einer T-Zell-

Aktivierung fihren (Wucherpfennig et al., 2007). Dieses Phdnomen ist beispielsweise fiir
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AbstofRungsreaktionen von transplantiertem Gewebe verantwortlich und wird als
Alloreaktivitat bezeichnet (Zhang et al., 2005). Dennoch ist ein einzelner TCR durch seine
Polyspezifitat in der Lage, mehr als eine Million verschiedener Antigenpeptide zu erkennen
(Wooldridge et al.,, 2012). Die Bindung dieser hohen Anzahl an Peptiden wird einerseits
durch eine gewisse Toleranz chemisch dhnlicher Aminosauren, als auch durch Peptide,
welche Uber den peptidbindenden Spalt herausragen, ermoglicht (Wilson et al.,, 1988).
Hierdurch wird das Spektrum von Antigenen, welche durch das Immunsystem erkannt
werden kénnen, nochmals erweitert, da dadurch pro Individuum trotz einer Anzahl von 10’-
10° verschiedenen TCRs (Arstila et al., 2000) auf mehr als 10™ verschiedene Peptide eine

effektive Immunantwort erfolgen kann (Davis and Bjorkman, 1988; Wooldridge et al., 2012).

Die Dissoziationskonstante der Peptidbindung liegt zwischen 10° und 10" M (Rudolph et al.,
2006), womit diese im Vergleich zur Antigenbindung durch Antikérper sehr schwach ist.
Diese durch die Selektion der T-Zellen im Thymus begriindete geringe Affinitat (1.3.4) stellt
die ldentifizierung von T-Zell-Antigenen als eine herausfordernde Aufgabe dar, da klassische
biochemische Methoden, z. B. ELISAs oder durchflusszytometrische Analysen, nicht
angewandt werden konnen, da diese hohe Affinititen gegeniber einem Antigen

voraussetzen (Siewert et al., 2012).

1.4.3 Identifizierung von T-Zell-Antigenen

Aufgrund der vergleichsweise schwachen Bindung des TCRs an den HLA-Peptid-Komplex
stellt die Identifizierung von T-Zell-Antigenen eine besondere Herausforderung dar
(Dornmair et al.,, 2003). Da zudem TCRs nicht das native Antigen, sondern nur
Antigenpeptide  erkennen,  sind biochemische  Standardmethoden  wie die
Immunprazipitation nicht fiir eine Antigenbestimmung durchfiihrbar (Siewert et al., 2012).
Methoden, wie die Verwendung von cDNA-Libraries in Tumorzellen (van der Bruggen et al.,
1991), kdonnen hierbei zur Antigen-ldentifizierung von T-Zellen angewandt werden, jedoch
sind diese oft abhdngig von bestimmten Vorraussetzungen, wie der Verfligbarkeit und

Kultivierbarkeit von Tumorzellen des Patienten (Siewert, 2011). Die Verwendung von
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synthetischen Peptid-Libraries stellt eine weitere Moéglichkeit dar, diese ist jedoch aufgrund

der vorherigen Synthese einer Vielzahl von Peptiden sehr aufwendig (Gundlach et al., 1996).

Siewert et al. etablierten 2012 eine Methode, welche auf der Aktivierung von T-Zellen
mithilfe einer rekombinanten Peptid-Bibliothek (plasmid-encoded combinatorial peptide
library, PECPL) beruht (Abbildung 7, Siewert et al., 2012) und bereits die Identifizierung
mehrerer T-Zell-Antigene ermoglichte (Siewert et al., 2012; Arakawa et al., 2015; Ruhl et al.,
2016). COS-7-Zellen, welche das TCR-spezifische HLA | exprimieren, pradsentieren hierbei
PECPLs an 58a B~ Maus-T-Zell-Hybridome, die mit dem gewilinschten TCR transfiziert sind
und selbst keine endogenen TCR-Ketten exprimieren (Blank et al., 1993). Hierdurch wird eine
Expression chimarer TCRs verhindert. Erkennt eine T-Zelle, welche den TCR des Patienten
exprimiert, das prasentierte Peptid, so wird infolge der T-Zell-Aktivierung Uber eine
Signalkaskade NFAT in den Zellkern transportiert, wodurch eine Expression des
Reporterproteins sGFP stattfindet. Beide Zelltypen werden fiir den Assay cokultiviert, wobei
die T-Zell-Hybridome oberhalb der adhdrent wachsenden CQOS-7-Zellen vorliegen. Die
aktivierte T-Zelle lasst sich so durch die Expression von sGFP detektieren, wodurch eine
Entnahme der antigenpradsentierenden COS-7-Zelle mittels einer Glaskapillare ermoglicht
wird. Die antigencodierenden Sequenzen positiver Plasmide kénnen anschlieBend mittels
PCR amplifiziert und durch Klonierungen in neue Plasmide angereichert werden. Durch die
Verwendung von Subpools positiver Plasmide kann schlieBlich nach mehreren

Anreicherungsschritten das als Mimotop bezeichnete Peptid identifiziert werden.
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Abbildung 7: A: Schematische Darstellung der T-Zell-Aktivierung durch antigenprasentierende COS-7-Zellen.
COS-7 Zellen, welche sowohl mit einer PECPL (plasmid-encoded combinatorial peptide library), als auch mit
einem HLA I-codierenden Plasmid transfiziert wurden, prasentieren T-Zell-Hybridomen ein Library-codiertes
Peptid. Die T-Zell-Hybridome exprimieren hierbei sowohl den TCR des Patienten, sowie den CD8-Corezeptor.
Eine Bindung des prasentierten Peptids bzw. Mimotops fihrt zur Aktivierung der T-Zelle, wodurch eine
Expression des Reporterproteins sGFP erfolgt. B: Schematische Darstellung der Entnahme einer COS-7-Zelle (rot

dargestellt) mithilfe einer Glaskapillare. Die aktivierte T-Zelle ist griin dargestellt (aus Siewert et al., 2012).

1.5 Autoimmunerkrankungen

Das humane Immunsystem verfigt liber viele Mechanismen, um autoimmune Reaktionen zu
verhindern. Bereits wahrend der negativen Selektion im Thymus werden autoreaktive T-
Zellen abgetotet, da diese eine starke Bindung an korpereigene Peptide aufweisen (1.3.4).
Die Regulierung von CD8+ Zellen durch regulatorische CD4+ Zellen (Wraith et al., 2004) stellt
einen weiteren Mechanismus dar, welcher zur Suppression autoreaktiver T-Zellen fiihrt. Der
Ausbruch einer Autoimmunerkrankung kann dennoch nicht immer verhindert werden, da

beispielsweise einige autoreaktive CD8+ Zellen die negative Selektion im Thymus tberleben
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konnen. Ist das Selbstantigen anschlieRend fiir die autoreaktiven Zellen zuganglich und
gelingt es diesen, weitere Mechanismen wie die klonale Anergie (Wekerle, 1992) zu
Uberwinden, so konnen diese zur Schadigung korpereigener Zellen fiihren.
Autoimmunerkrankungen kénnen zudem durch Immunreaktionen ausgelost werden, welche
durch molekulare Mimikry verursacht werden. Bei dieser weisen Antigene, welche von
Pathogenen stammen, eine Sequenzhomologie gegeniiber korpereigenen Proteinen auf,

wodurch Kreuzreaktionen gegen Selbstantigene auftreten kénnen (Cusick et al., 2012).

1.5.1 GABA,-Rezeptor-Enzephalitis

Kreuzreaktionen gegenulber korpereigenen Strukturen kénnen nicht nur im Rahmen einer
Infektion auftreten, sondern auch durch eine Krebserkrankung verursacht werden. Als
mogliche Folge der Immunreaktion gegen den Tumor kann hierbei unter anderem eine
Entziindung des Gehirns ausgelost werden. Diese als paraneoplastische Enzephalitis
bezeichnete Krankheit zeichnet sich durch das Auftreten von Autoantikérpern und
autoreaktiven  T-Zell-Klonen aus, welche gegen neuronale Strukturen wie
Oberflachenrezeptoren gerichtet sind (Dalmau, et al. 2007; Dalmau and Rosenfeld, 2008).
Neuronale Rezeptoren, welche als Antigen von Autoantikérpern erkannt werden, stellen
neben NMDA- und AMPA-Rezeptoren unter anderem GABAs-Rezeptoren (y-aminobutyric
acid type A receptor, GABAA-R) dar (Priss, 2021). In einer von Petit-Pedrol et al.
veroffentlichten Publikation konnten fiir 18 Patienten sowohl im Blutserum, als auch im CSF
(cerebrospinal fluid) Autoantikérper nachgewiesen werden, welche die a;- bzw. die Bs-
Untereinheit des GABAa-Rezeptors als Antigen erkannten. Zu den Symptomen, unter
welchen die Patienten litten, zahlten neben neurologischen Symptomen wie epileptischen
Anfallen auch psychische Symptome wie Verhaltensdnderungen, Psychosen und
Angststorungen (Petit-Pedrol et al., 2014). Zudem konnten insbesondere fir Patienten mit
hohen Antikorper-Titern durch eine MRT auffallige Veranderungen im Gehirn nachgewiesen
werden. Ein Patient litt z. B. ca. 10 Monate vor Symptombeginn unter einem Hodgkin-
Lymphom, fir einen weiteren Patienten konnte zusatzlich ein Thymom diagnostiziert

werden. Weitere Tumorerkrankungen konnten fiir die untersuchte Patientengruppe nicht
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identifiziert werden, wenngleich auch weitere Studien auf eine Assoziation von GABAa-R-
Enzephalitiden mit Thymomen hinweisen (Ohkawa et al., 2014; Simabukuro et al., 2015;
Spatola et al., 2017).

GABA,-Rezeptoren sind aus flinf Untereinheiten zusammengesetzt, welche 19 verschiedene
Isoformen (a3, B13, V13, 6, € 6, m und p1.3) beinhalten (Barnard et al.,, 1998). Bei diesen
Untereinheiten handelt es sich um Transmembranproteine, welche einen Cl-selektiven
lonenkanal bilden (Abbildung 8). Die vier Transmembrandomanen, welche jeweils eine
GABA,-R-Untereinheit bilden, weisen zwischen der dritten und vierten Domane einen Cys-
Loop auf, sowie eine hydrophile N-terminale Domane, welche extrazellular vorliegt
(Schofield et al., 1987; Sigel and Steinmann, 2012). Der Rezeptor verfigt zudem Uber drei
Zn2+—BindesteIIen, von welchen eine sich innerhalb des lonenkanals befindet, wahrend die
beiden anderen Bindestellen extrazellular zwischen den beiden Untereinheiten a; und Bs
lokalisiert sind (Hosie et al., 2003). Die Bindung von Zn**-lonen fiihrt hierbei zu einer

Inhibition der Rezeptorfunktion.

Abbildung 8: Schematischer Aufbau eines GABA,-Rezeptors, welcher aus zwei a;-Untereinheiten, sowie drei ;-
Untereinheiten zusammengesetzt ist. Die flinf Untereinheiten des Rezeptors bilden einen selektiven
lonenkanal, welcher durch Bindung von GABA zu einem Einstrom von Cl-lonen in die Nervenzelle fuhrt. Der
Rezeptor verflgt zudem Uber drei Zn’*-Bindestellen (grin markiert), von welchen sich zwei extrazellular
zwischen den beiden Untereinheiten a; und B; befinden (rot markiert). Die dritte Zn*"-Bindestelle (blau

markiert) befindet sich innerhalb des lonenkanals (verdndert nach Hosie et al., 2003).
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GABA-Rezeptoren gehdren zu den inhibitorischen Rezeptoren im Gehirn und sind vor allem
an Synapsen lokalisiert (Somogyi et al., 1989). Das Offnen des Kanals, welches zu einem ClI™-
Einstrom in die Zelle fihrt, wird durch Bindung des Neurotransmitters GABA und einer
anschlielenden Konformationsianderung ausgelost. Dieser Einstrom fihrt zu einer
Hyperpolarisierung der Zellmembran (Inhibitorisches postsynaptisches Potential, IPSP),
wodurch die Bildung eines Aktionspotentials erschwert wird (Sigel and Steinmann, 2012;
Smart and Stephenson, 2019). Da eine Reihe von GABA-Agonisten und -Antagonisten, wie
beispielsweise Benzodiazepine und Barbiturate, ebenfalls in der Lage sind, an GABA,-
Rezeptoren zu binden, werden diese haufig zur Behandlung psychischer und neurologischer

Erkrankungen wie Schizophrenie, Epilepsie und Depressionen eingesetzt (Mdéhler, 2006).

Die Symptomatik der paraneoplastischen GABAa-R-Enzephalitis wird durch eine
Internalisierung der Antikorper-Rezeptor-Komplexe verursacht, welche zu einer selektiven
Reduzierung von postsynaptischen GABAA-R-Clustern flihrt (Petit-Pedrol et al., 2014; Brandle
et al., 2021). Dieser Mechanismus ist ebenfalls fir NMDAR-Enzephalitiden bekannt (Masdeu
et al., 2016) und erschwert eine Behandlung mit Medikamenten, welche an GABAA-R binden.
Die Therapie der Erkrankung beruht daher vor allem auf der Entfernung des Tumors, der
Immunsuppression und der Einleitung eines kinstlichen Komas (Leypoldt and Wandinger,

2013; Petit-Pedrol et al., 2014).

1.5.1.1 Index patient 2

Als Index patient 2 (IP2) wird ein 51-jdhriger mannlicher Patient bezeichnet, welcher
ebenfalls an einer GABAA-R-Enzephalitis litt und dessen Erkrankung von Petit-Pedrol et al.
beschrieben wurde (2014). Die anfangliche Symptomatik des Patienten beschrankte sich
zundchst auf psychische Symptome wie Depressionen, Verhaltensanderungen und
Psychosen, erweiterte sich anschlieBend jedoch durch einen sechswdéchigen Mutismus und
einem Auftreten von epileptischen Anfdllen. Der Patient wurde zunachst mit Antikonvulsiva
und Immunsuppressiva behandelt und musste schlieflich in ein kinstliches Koma versetzt
werden, wobei er nach zehn Wochen aufgrund einer Sepsis verstarb (Petit-Pedrol et al.,

2014).
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Im Serum und im CSF des Patienten konnten Autoantikorper gegen die a;- bzw. PBs-
Untereinheit des GABAs-Rezeptors nachgewiesen werden. Zuséatzlich wurde im CSF ein
expandierter B-Zell-Klon aufgefunden, wodurch mittels NGS (next-generation sequencing,
durchgefiihrt von Eduardo Beltran) und Klonierungen (durchgefiihrt von Simone Brandle)
der rekombinante Antikorper rAb-IP2 hergestellt werden konnte (Brdndle et al.,, 2021),
welcher in der vorliegenden Arbeit weiter charakterisiert wurde. Durch
elektrophysiologische Messungen wurde zudem gezeigt, dass rAb-IP2 funktionell ist
(Manuela Cerina). Weitere Untersuchungen von Simone Brandle ergaben, dass rAb-IP2 nicht
nur die a;-Untereinheit von GABAA-R, sondern auch CSRP2 (cysteine and glycine-rich protein
2) als Antigen erkennt und bindet (Brandle, 2016; Brandle et al. 2021). Als Teil der LIM-
domain-only-(LMO) Proteinfamilie ist CSRP2, welches auch als LMO5 bezeichnet wird, durch
zwei LIM-Domanen in der Lage, Zn**-lonen zu binden (Weiskirchen and Glinther, 2003).
CSRP2 nimmt hierbei wie weitere LMO-Proteine (Matthews et al., 2013) eine entscheidende
Rolle bei Tumorerkrankungen wie akuten lymphatischen B-Zell-Leukdmien (Wang et al.,
2017) und Brustkrebs (Hoffmann et al., 2016) ein. Da zudem bereits Autoantikdrper gegen
CSRP2 im Zusammenhang mit Krebserkrankungen nachgewiesen wurden (Schlick et al.,
2016), besteht die Annahme, dass die Erkrankung des Patienten ebenfalls durch einen
paraneoplastischen Effekt ausgeldst wurde. Als mogliche Epitope, welche von rAb-IP2
erkannt werden und daher zu der Kreuzreaktivitat des Antikorpers gegeniiber GABAs-R-a;
fihren, werden hierbei die Zn**-Bindestellen der beiden Proteine vermutet (Bréandle, 2016;
Brandle et al. 2021). Zwar konnte fir den Patienten keine Krebserkrankung diagnostiziert
werden, jedoch kann eine Symptomatik von PNDs (paraneoplastic neurological disorders)
bereits in Frihstadien von Tumorerkrankungen auftreten, wodurch die Diagnose erschwert

wird (Dalmau and Rosenfeld, 2008).

Sowohl aus dem CSF, als auch aus Hirnproben des Patienten konnte ein klonal expandierter
CD8+ T-Zell-Klon isoliert werden (Plappert, 2016; Bracher et al., 2020). Hierdurch war die
Generierung von T-Zell-Hybridomen moglich, welche den als IP2-TCR bezeichneten T-Zell-
Rezeptor exprimieren. Da zytotoxische T-Zellen sowohl fiir die Bekdmpfung von
Tumorzellen, als auch bei der Pathogenese von GABAg-Rezeptor-Enzephalitiden (Golombeck
et al., 2016) eine entscheidende Rolle spielen, deutet das Vorkommen dieses expandierten
T-Zell-Klons ebenfalls auf einen paraneoplastischen Effekt der Erkrankung hin. Das

spezifische Antigen des T-Zell-Klons ist hierbei noch nicht bekannt. Zwar konnte fir einige
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PNDs bereits nachgewiesen werden, dass die von B- und T-Zellen erkannten Epitope vom
gleichen Antigen stammen konnen (Albert et al., 2000; Benyahia et al., 1999), jedoch fihrten
Aktivierungsassays, welche mit vorhergesagten GABAA-R- bzw. CSRP2-Kandidatenpeptiden
durchgefiihrt wurden, zu keiner Aktivierung von IP2-T-Zell-Hybridomen (Plappert, 2016;
Gebert, 2018).

1.5.2 Humane autoimmune Enzephalitis (hAE)

Die experimentelle autoimmune Enzephalitis (EAE) stellt ein weit verbreitetes Modellsystem
zur Erforschung der Multiplen Sklerose (MS) dar. Hierbei werden Ma&use, Ratten oder
Primaten mit Hirngewebe, Myelin oder im Gehirn exprimierten Proteinen immunisiert,
wodurch eine demyelinisierende Enzephalitis ausgelost wird (Hoftberger et al., 2015;
Lassmann and Bradl, 2017). Sensibilisierungen von Menschen mit Hirngewebe, welche zu
einer Entziindung des Gehirns und einer Demyelinisierung fuhren, sind im Zusammenhang
mit Tollwut-Impfungen schon seit Ende des 19. Jahrhunderts bekannt (Balaguer, 1888;
Lassmann and Bradl, 2017). Fir die vor allem in der ersten Halfte des 20. Jahrhunderts
angewandten alternativmedizinischen Injektionen von gefriergetrockneten Hirnzellen
konnten ebenfalls Falle mit einer dhnlichen Symptomatik nachgewiesen werden (Hoftberger
et al.,, 2015). Einer dieser als humane autoimmune Enzephalitis (hAE) bezeichneten Fille
wurde von Jellinger und Seitelberger 1958 beschrieben. Hierbei handelte es sich um einen
51-jahrigen Patienten, welcher vier Jahre vor seinem Tod 1958 mit einem progressiven
Hemi-Parkinson-Syndrom diagnostiziert wurde. Der Patient erhielt hierbei zur Behandlung in
einem Zeitraum von 17 Monaten sieben Injektionen mit gefriergetrockneten Kalberhirn- und
Plazentazellen (Jellinger and Seitelberger, 1958). Nach der letzten Injektion trat bei dem
Patienten eine rechtsseitige Hemiparese, gefolgt von weiteren neurologischen Symptomen
auf. Der Patient verstarb anschlieBend sieben Wochen nach Symptombeginn an
kardiorespiratorischem Versagen. Eine histologische Untersuchung des Gehirns ergab
zahlreiche Lasionen und aktive Demyelinisierungen in der weiflen Substanz, sowie weitere
Kriterien der Marburg-Variante der MS (Hoftberger et al., 2015; Beltran et al., 2021). Aus

FFPE-(formalin-fixed paraffin-embedded) Blocken von Hirnproben des Patienten war es
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Manuela Paunovic und Emine Cesur moglich, RNA eines klonal expandierten B-Zell-Klons zu
isolieren. Hierdurch konnte nach reverser Transkription der RNA, einer Transkriptom-
Analyse per NGS (durchgefiihrt von Manuela Paunovic und Markus Jeitler) und
Rekonstruktion des dominanten Antikérpers Ab-hAE durch Eduardo Beltran der
rekombinante Antikdrper rAb-hAE von Manuela Paunovic kloniert und hergestellt werden
(Beltran et al.,, 2021). Dies stellte den Ausgangspunkt eines Teils der vorliegenden
Dissertation dar. Der Antikérper wurde anschlieBend von Simone Mader
immunhistochemisch auf eine Bindung an Hirnschnitten von sowohl Primaten und Lewis-
Ratten, als auch an Hirnschnitten des Patienten und eines gesunden Verstorbenen getestet,
wobei fir alle Proben eine Bindung an Myelin nachgewiesen werden konnte (Beltran et al.,
2021). Es erscheint daher sehr wahrscheinlich, dass durch die Injektionen mit tierischem
Hirngewebe eine Immunisierung des Patienten gegen ein in der Myelinschicht lokalisiertes
Protein erzeugt wurde, welche zu einer Kreuzreaktion gegeniiber dem homologen humanen
Protein flhrte (Beltran et al., 2021). Das Antigen, welches durch den Autoantikérper erkannt
wird, ist hierbei noch nicht bekannt. Da das Myelin-Oligodendrozyten-Glykoprotein (MOG)
das haufigste von demyelinisierenden Autoantikérpern erkannte Antigen darstellt
(Breithaupt et al.,, 2008; Berger and Reindl, 2015), wird auch hier MOG als das rAb-hAE-
spezifische Antigen vermutet. Ein weiterer Hinweis ergibt sich dadurch, dass anti-MOG-
Antikorper fiir eine Vielzahl an Patienten mit autoimmunen Enzephalitiden wie der Akuten
disseminierten Enzephalomyelitis (ADEM) oder der MS nachgewiesen werden koénnen
(Mayer et al. 2013). Die Tatsache, dass die Symptomatik der hAE jener der Marburg-Variante
der MS &hnelt (Beltran et al.,, 2021), deutet ebenfalls eine Affinitdt des Antikorpers

gegeniber MOG an.
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1.6 Ziele der Dissertation

1.6.1 Charakterisierung der rAb-IP2-Bindung an GABA,-R

Ein Ziel der Dissertation war die Charakterisierung der rAb-IP2-Bindung an GABAA-R. Hierbei
lag der Fokus auf der Analyse der Abhangigkeit der rAb-IP2-Bindung an der
Zusammensetzung der Rezeptor-Untereinheiten, sowie der Zn**-Konzentration. Hierdurch
sollte uberprift werden, ob die Zn’"-Bindestelle des GABAs-Rezeptors das von rAb-IP2
erkannte Epitop darstellt. Da der Antikdrper eine Kreuzreaktivitat gegeniiber dem ebenfalls
Zn**-bindenden Protein CSRP2 besitzt, kénnte somit ein besseres Verstindnis der

Krankheitsentstehung erzielt werden.

1.6.2 Identifizierung des IP2-T-Zell-Antigens

Fir ein erweitertes Verstandnis der Krankheitsentstehung sollte in dieser Arbeit das T-Zell-
Antigen des klonal expandierten CD8+ Klons identifiziert werden. Hierfiir sollte die von
Siewert et al. (2012) etablierte Methode angewendet und optimiert werden (1.4.3). Die
Identifizierung des IP2-T-Zell-Antigens baut hierbei auf den Ergebnissen einer friiheren

Masterarbeit auf (Gebert, 2018).

1.6.3 Identifizierung und Charakterisierung des von rAb-hAE erkannten Antigens

Zwar konnte fiir den Antikérper rAb-hAE eine Bindung an Myelin nachgewiesen werden, das
vom Antikdrper erkannte Antigen war hierbei jedoch unbekannt. Aufgrund der Haufigkeit
von anti-MOG-Antikdrpern bei weiteren demyelinisierenden Krankheiten wie der ADEM
oder der MS (Breithaupt et al., 2008; Mayer et al. 2013; Berger and Reindl, 2015), kdnnte
MOG ebenfalls jenes Antigen darstellen, welches durch rAb-hAE erkannt wird. Eine Aufgabe
dieser vorliegenden Arbeit lag daher in der Analyse einer moéglichen Bindung des Antikorpers

an MOG, sowie die Bestimmung des von rAb-hAE erkannten Epitops.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Allgemeine Puffer

Cutsmart® Puffer (New England Biolabs)

DNA-Probenpuffer 50 % (v/v) Glycerin; 0,02 % (w/v)
Bromphenolblau; 0,02 % (w/v) Xylencyanol;
10 mM TRIS-HCI pH 7,5

Einfriermedium Fetal Calf Serum (FCS); 10 % DMSO
FACS-Puffer 1% (v/v) FCS in 1x PBS
1x PBS pH 7,4 (Thermo Fisher)
Propidiumiodid-FACS-Puffer Propidiumiodid (Sigma-Aldrich),
1:6000 verdiinnt in FACS-Puffer
1x TBE-Puffer 89 mM TRIS; 89 mM Borsadure; 2 mM EDTA,
pH 8
TOPRO-FACS-Puffer TO-PRO™ lodid (Thermo Fisher),

1:6000 verdiinnt in FACS-Puffer

2.1.2 Chemikalien und weitere Materialien

Agarosegele 0,8 bzw. 1,5 % (w/v) Agarose (Biozym) in
TBE-Puffer + 2,5 pl PeqGREEN

DEPC-Wasser (Invitrogen)

DMSO (Sigma-Aldrich)

Ethanol (Sigma-Aldrich)

Fugene® HD Transfection Reagent (Promega)

Glykogen 20 mg/ml (Roche)

Natriumacetat 3 M (Novagen)

Pellet Paint® Co-Precipitant (Novagen)
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Propidiumiodid (Sigma-Aldrich)

peqGREEN DNA/RNA-Farbstoff (Peqglab)

Streptavidin-Alexa-Fluor647 (Jackson Immuno Research)

TO-PRO™ lodid (Thermo Fisher)

Trypanblau (0,1 %) 0,4 % Trypanblau-Losung (Invitrogen),
1:4 verdinnt in 1x PBS

Trypsin-EDTA-LOsung 0,05 % (Sigma)

Zinkchlorid >98% (Sigma)

2.1.3 Langen- und GroRenstandards

peqGOLD DNA-Leiter 50-1000 bp (Peqglab)

1 kB DNA-Ladder 500-10000 bp (New England Biolabs)

2.1.4 Medien zur Zellkultivierung

E. coli:
LB-Medium mit Ampicillin (LB-Amp) 1 % (w/v) NaCl; 0,5 % (w/v) Hefeextrakt; 1 %
(w/v) Trypton; 100 pg/ml Ampicillin
in H,O, pH 7
LB-Medium mit Kanamycin (LB-Kan) 1 % (w/v) NaCl; 0,5 % (w/v) Hefeextrakt; 1 %
(w/v) Trypton; 50 pg/ml Kanamycin
in H,O, pH 7
LB-Amp-Platten LB-Amp + 1,5 % Bacto Agar (BD Biosciences)
LB-Kan-Platten LB-Kan + 1,5 % Bacto Agar (BD Biosciences)
S.0.C. -Medium (Sigma-Aldrich)
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COS-7:

RPMI complete (RPMI-co)

RPMI-G

T-Zell-Hybridome:

RPMI-GHPB

Hela:

DMEM-co

RPMI 1640 (Thermo Fisher)

10 % FCS (Biochrom)

100 U/ml Penicillin (Thermo Fisher)

100 pg/ml Streptomycin (Thermo Fisher)

1x MEM Non-Essential Amino Acid Solution (Thermo Fisher)
1 mM Natriumpyruvat (Thermo Fisher)

2 mM L-Glutamin (Sigma-Aldrich)

RPMI-co

1,5 mg/ml G-418

RPMI-co

1 pg/ml Puromycin
1,5 mg/ml G-418

3 ug/ml Blasticidin

0,33 mg/ml Hygromycin

DMEM (Sigma)
10 % FCS (Biochrom)
100 U/ml Penicillin (Thermo Fisher)

100 pg/ml Streptomycin (Thermo Fisher)
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Expi293F™

Expi293F™ (Thermo Fisher)

Expression Medium

Opti-MEM™ Serumreduziertes Medium fur Transfektionen

(Thermo Fisher)

2.1.5 Antibiotika

Ampicillin 100 mg/ml (Sigma-Aldrich)

Blasticidin 10 mg/ml (Invitrogen)

G-418 100 mg/ml (Santa Cruz Biotechnologies)
Hygromycin 50 mg/ml (Invitrogen)

Kanamycin 50 mg/ml (Invitrogen)

Puromycin 1 mg/ml (Invitrogen)

2.1.6 Eukaryotische Zelllinien

Zelllinie Herkunft Referenz

COs-7 Nierenzelllinie afrikanischer ~ ATCC
Grinmeerkatzen; exprimiert
das SV40 T Antigen
(Gluzman, 1981)

COS-7-A2 COS-7 Zellen, welche stabil K. Dornmair
das HLA-A*02:01
exprimieren

58 B IP2-T-Zell-Hybridome  Urspriinglich TCR-defiziente  A. Plappert
Maus-T-Zell-Hybridomlinie;
exprimieren den IP2-TCR,
humanes CD8ap und NFAT-
GFP
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Expi293F™

Hela

2.1.7 Bakterienstamme

Stamm

Abgeleitete Zelllinie von
HEK-293; humane
embryonale Nierenzelllinie;

transformiert mit Adenovirus

Typ-5 DNA-Fragmenten
(Graham et al., 1977)

Humane Epithelzelllinie
eines Zervixkarzinoms
(Henrietta Lacks)

Genotyp

Thermo Fisher

ATCC

Firma

E. coli MAX Efficiency®
DH10B™ Competent Cells

E. coli One Shot® TOP 10
Chemically Competent Cells

F- mcrA A (mrr-hsdRMS-
mcrBC) ®80/acZAM15
AlacX74 recAl endAl
araD139 A(ara leu) 7697
galU galK rpsL nupG A—

F- mcrA A (mrr-hsdRMS-
mcrBC) ®80/acZAM15
AlacX74 recAl araD139
A(ara leu) 7697 galU galK
rpsL (StrR) endAl nupG

Invitrogen

Invitrogen

2.1.8 Plasmide

Plasmid Grof3e Resistenzgene Referenz
pcDNArc-Spacer 7,6 kb ampR, bls® K. Siewert, G. Ruhl
pcDNArc-N24 5,1 kb amp", bls® K. Siewert
pcDNArc-N27 5,1 kb ampR, bls? K. Siewert
pcDNArc-N30 5,1 kb amp", bls® K. Siewert
pcDNA™3.1/V5-His TOPO 5,5 kb amp", neo” Invitrogen
pHSE3’-HLA-A*02:01 10,2 kb amp", neo” A. Plappert
pHSE3’-HLA-A*23:01 10,2 kb amp", neo® A. Plappert
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pHSE3’-HLA-B*35:01
pHSE3’-HLA-B*44:03
pHSE3’-HLA-C*04:01
pHSE3’-HLA-C*16:01
pHSE3’-HLA-C*07:02-BFP
pHSE3’-HLA-A*23:01-BFP
pHSE3’-HLA-B*35:01-BFP
pHSE3’-HLA-B*44:03-BFP
pHSE3’-HLA-C*04:01-BFP
pHSE3’-HLA-C*16:01-BFP

pcDNA-sGFP

pTriEx-1-GABAAR-A1
pTriEx-1-GABAR-B3
PEGFP-N1
PEGFP-N1-mMOG
PEGFP-N1-rMOG
PEGFP-N1-hMOG
PEGFP-N1-hMOG-N31D

pEGFP-N1-hMOG-
R9G/H10Y

PEGFP-N1-hMOG-P42S
pEGFP-N1-hMOG-R86Q
pPEGFP-N1-hMOG-S104E

pEGFP-N1-hMOG-
H103A/S104E

10,2 kb
10,2 kb
10,2 kb
10,2 kb
10,9 kb
10,9 kb
10,9 kb
10,9 kb
10,9 kb
10,9 kb
5,1kb

6,6 kb
6,7 kb
4,7 kb
5,4 kb
5,4 kb
5,4 kb
5,4 kb

5,4 kb

5,4 kb
5,4 kb
5,4 kb

5,4 kb

amp®, neo®
amp®, neo®
amp", neo”
amp", neo"
amp®, neo®
amp", neo”
amp", neo”
amp®, neo®
amp®, neo®
amp", neo”
amp®, neo®

amp®

amp®

kan® neo®
kan®, neo®
kan®, neo®
kan® neo®

kan® neo®

kan®, neo®

kan®, neo®
kan® neo®
kan®, neo®

kan®, neo®

A. Plappert
A. Plappert
A. Plappert
A. Plappert
J. Hansen
2.6.2.1
2.6.2.1
2.6.2.1
2.6.2.1
2.6.2.1

K. Siewert
K. Dornmair
K. Dornmair
K. Dornmair
E. Meinl

E. Meinl

E. Meinl

E. Meinl

E. Meinl

E. Meinl

E. Meinl
E. Meinl
E. Meinl

E. Meinl
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2.1.9 Primer

Alle verwendeten Primer stammen von der Firma Metabion (Planegg, Deutschland) und

wurden als 100 uM-Losungen erstellt.

Primer Sequenz

pcDNA-for-1 5" -CACTGCTTACTGGCTTATCG-3'

pcDNA-2"-for 5’ ~-TCCGGCGCGCCACCATG-3"
pcDNA-2"-for-TOPO 5’ ~CACCTCCGGCGCGCCACCATG-3’

pcDNA-rev-1 5" -ACTAGAAGGCACAGTCGAGG-3'
pcDNA-2"-rev-10 5’ ~-CTAGACTCGAGCGGCCGC-3"

pcDNA-rev-3 5" -TGGTGATGGTGATGATGACC-3'

amp-for 5" -TCAATACGGGATAATACCGC-3'

ori-rev 5’ -CGGATACCTGTCCGCCTTT-3’
pHSE3-HLA-A010-lead 5'-CTCGTCGACATGGCCGTCATGGCGCC-3
pHSE3-HLA-A23-Notl-rev 5Y-TGCGGCCGCCACTTTACAAGCTGTGAGAGAC-3"!
pHSE3-HLA-B3501-lead 5'-CTCGTCGACATGCGGGTCACGGCGCC-3"
pHSE3-B27-not-rev 5’ -AAGCGGCCGCAGCTGTGAGAGACACATCAG-3
pHSE3-HLA-C0602Sal-for 5Y-TAGTCGACATGCGGGTCATGGCGCC-3"?
pHSE3-CO0602Notl_rev 5Y-AAGCGGCCGCGGCTTTACAAGCGATGAGAGA-3"
pHsEfor2038-2056 5Y-CACAGTTTCACTTCTGCAC-3"

pHSE3-3-rev 5Y-AAAACATCAAGGGTCCCATA-3"
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2.1.10 Kits

Kit

Verwendung

Firma

ExpiFectamine™ 293
Transfection Kit

iProof™ High-fidelity PCR Kit

Phusion’ High-Fidelity PCR
Kit

QlAquick® Gel Extraction Kit

QIAquick® Nucleotide
Removal Kit

QlAquick® PCR Purification
Kit

QIAGEN® Plasmid Maxi Kit
QIAGEN® Plasmid Midi Kit
QlAprep® Spin Miniprep Kit

Rapid DNA Dephos &
Ligation Kit

SE Cell Line 4D-
Nucleofector® X Kit L

Zero Blunt™ TOPO™ PCR
Klonierungskit

Transfektion von Expi293F™-
Zellen

Polymerase-Kettenreaktion

Polymerase-Kettenreaktion

Extraktion von DNA aus
Agarosegelen

Entfernung von Nukleotiden
nach Restriktionsverdau

PCR-Produkt Reinigung

Plasmid-Isolierung
Plasmid-Isolierung
Plasmid-Isolierung

Dephosphorylierung bzw.
Ligation von pcDNArc-Spacer

Nukleofektion

Ligation von PCR-Produkten
in pCR™-Blunt II-TOPO™

Thermo Fisher

Bio-Rad

New England Biolabs

Qiagen

Qiagen

Qiagen

Qiagen
Qiagen
Qiagen

Roche

Lonza

Invitrogen

2.1.11 Restriktionsenzyme

Ascl

Notl-HF

Sall-HF

(10.000 U/ml; New England Biolabs)
(20.000 U/ml; New England Biolabs)

(20.000 U/ml; New England Biolabs)
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2.1.12 Antikorper

Spezifitat Klon Fluorophor ¢ [mg/ml] Firma

mCD3e 145-2C11 FITC 0,5 BD Biosciences
(Hamster 1gG)

mCD3e 145-2C11 - 0,5 eBiosciences
(Hamster 1gG)

hCD8p 2ST8.5H7 PE 6 BD Biosciences
(Mouse IgG)

hGABAA-a; BD24 - 1 mg/ml Merck Millipore
(Mouse IgG)

hGABAA-B,/B3 62-3G1 - 1 mg/ml Merck Millipore
(Mouse IgG)

human IgG Polyklonal Alexa Fluor 488 2 mg/ml Invitrogen

(H+L) (Goat IgG)

human IgG Polyklonal Alexa Fluor 647 2 mg/ml Invitrogen

(H+L) (Goat IgG)

human IgG Polyklonal (Goat - 1,2 mg/ml Jackson Immuno

(H+L) IgG F(ab'),- Research
Fragment);
konjugiert mit
Biotin-SP (long
spacer)

mouse IgG Polyklonal Alexa Fluor 488 2 mg/ml Invitrogen

(H+L) (Goat IgG)

2.1.13 Gerate

Agarosegelelektrophorese

Mikroinjektor

Durchflusszytometrie

Elektroporator

Power Supply LKB 3000/150 (Pharmacia)

CellTram Vario Microinjektor (Eppendorf)

BD FACSVerse™ (BD Biosciences)

Gene Pulser (Bio-Rad)
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Fluoreszenzmikroskop
Geldokumentation Agarosegele
Heizblock

Inkubatoren

Inkubationsschuttler fur Bakterien

Inkubationsschittler fir eukaryotische
Zellen

Keypad fur Mikroinjektor
Magnetriihrer
Mikromanipulator
Mikroskop
Milli-Q-Wasser
Nanodrop

Nukleofektion

pH-Meter
Sicherheitswerkbank

Spektrophotometer

Stage Control

Thermozykler

UV-Transilluminator
Vortex-Mischer
Waage

Wasserbad
Zahlkammer

Zellsorter

Axiovert 200 M (Zeiss)

Quantum ST5 (Vilber)

Eppendorf Thermomixer Comfort

APT.Line™ BD (E2) (Binder)

Galaxy 14S, 170S und 170R (New Brunswick™)
Innova 44 (New Brunswick™)

Multitron Pro (Infors HT)

SM-6 (Luigs und Neumann)

KMO02 (Janke & Kunkel)

Mini 25 Micromanipulator (Luigs & Neumann)
Wilovert Standard HF 20 (Hund Wetzlar)
Milli-Q® Advantage A10 (Merck)

Nanodrop 2000 (Thermo Scientific)
4D-Nucleofector™ Core Unit
4D-Nucleofector™ X Unit (Lonza)

pH521 (WTW)

FlowSafe® B-[MaxPro]2-160 (Berner)

UV-1600 PC Photospectrometer (VWR
International)

MAC 6000 System (Ludl Electronic Products Ltd.)

GeneTouch Thermal Cycler (Bioer)

Thermocycler TPersonal (Biometra)
UVT-14 SE (Roth)

Vortex Genie 2 (Bender & Hobein)
Entris® (Sartorius)

GFL 1002 (GFL)
Neubauer-Zahlkammer (Neubauer)

BD FACSAria™ Fusion (BD Biosciences)
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Zentrifugen

2.1.14 Programme

Auswertung Durchflusszytometrie

Auswertung Sequenzierung

Automatisches Scansystem und
Fluoreszenzmikroskopie

Bildbearbeitung

BLAST-Algorithmus

Geldokumentation

Plasmid Editor

Tabellenkalkulation

Textverarbeitung

Eppendorf 5417R; Rotor: FA45-30-11
(Eppendorf)

Heraeus'™ Megafuge™ 16 (Thermo Fisher)

Sprout Minicentrifuge (Heathrow Scientific LLC)

BD FACSuite™ (BD Biosciences)
FlowJo™ (TreeStar)

Chromas 2.6.2 (Technelysium Pty. Ltd.)

ZEN 2.5 Pro (Zeiss)

Imagel) V1.43m (Rasband, W.)

Inkscape (Inkscape Community)

BLAST (Altschul S. F., Gish W., Miller W.,
Myers E. W., Lipman D. J.)

Vision Capt (Vilber)

ApE (Davis W. A.)
SnapGene (GSL Biotech LLC)
Excel 2010 (Microsoft)

Word 2010 (Microsoft)
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2.2 Mikrobiologische Methoden

2.2.1 Transformation und Kultivierung von Bakterien

2.2.1.1 Transformation durch Heatshock

Die Transformation von Plasmid-DNA in E. coli TOP10 erfolgte durch Heatshock. Hierzu
wurde 1 pl DNA zu 20 pl Bakterien gegeben und fiir 20 min auf Eis inkubiert. Nach einem
Heatshock fir 30 s bei 42 °C im Wasserbad und einer nachfolgenden zweiminitigen
Inkubation auf Eis wurden der Bakteriensuspension 100 pl SOC-Medium hinzugegeben.
AnschlieBend wurden die Bakterien fir 1 h bei 37 °C bei 180 rpm geschiittelt und 50 ul des
Ansatzes mithilfe eines Drigalski-Spatels auf LB-Amp-Platten (100 pg/ml) ausplattiert. Am
nachsten Tag wurden 2-3 Klone mit einem sterilen Zahnstocher von der Agarplatte gepickt,
in ein 15 ml-Falcon mit 3 ml LB-Amp (100 pg/ml) Gberflhrt und Gber Nacht bei 37 °C
geschuttelt. Die Isolation von Plasmid-DNA erfolgte durch den Qiaprep® Spin Miniprep Kit

(Qiagen). Zur Kontrolle wurden die Plasmide anschlieBend sequenziert.

2.2.1.2 Transformation durch Elektroporation

Fir die Transformation elektrokompetenter E. coli durch Elektroporation wurden 2 pl
Plasmid-DNA zu 20 ul E. coli DH10B in eine auf Eis gekiihlte Elektroporationskiivette
gegeben. Durch die Elektroporation bei 2 kV, 200 Q und 25 puF im Micropulser (Bio-Rad)
wurden in die Zellmembran der Bakterien kleine Poren verursacht, welche zu einer
Aufnahme der zu transformierenden DNA in die Zelle fiihrten. Direkt nach dem Puls wurde 1
ml SOC-Medium zu dem Transformationsansatz gegeben, in ein Falcon Tube tberfiihrt und
flir 1 h bei 37 °C im Schiittler inkubiert. Fiir die genaue Bestimmung der Gesamtklonzahl
nach der Transformation wurden 10 pl der Bakteriensuspension zu 490 ul LB-Amp (100
ug/ml) pipettiert, wovon 50 pl auf eine LB-Amp-Agarplatte ausplattiert und fir 24 h bei 37 °C
inkubiert wurden. Am nachsten Tag wurde die Anzahl der Bakterienklone auf der Platte
bestimmt, wodurch die Gesamtklonzahl im Transformationsansatz ermittelt werden konnte.
Die restliche Bakteriensuspension wurde zu 20 ml LB-Amp gegeben und fiir 24 h bei 37 °C

auf dem Schittler inkubiert.
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2.2.2 Anfertigung von Glycerol-Stocks

Eine langerfristige Aufbewahrung transformierter Bakterien und angereicherter Bakterien-
Subpools wurde durch die Anfertigung von Glycerol-Stocks gewahrleistet. Hierfiir wurden
500 ul der E. coli-Suspension zu 500 pl Glycerol (100 %) gegeben und in ein Kryotube
Uberfihrt. Daraufhin wurden die Bakterien-Stocks bei -80 °C eingefroren und gelagert. Fir
die Anzucht von Bakterienkulturen aus Glycerolstocks wurden 200-500 ul E. coli entnommen
und zu 50 ml LB-Amp in einen Erlenmeyerkolben gegeben. AnschlieBend wurde die

Vorkultur fiir 2-4 Stunden bei 37 °C geschiittelt und die ODgy photometrisch bestimmt.

2.2.3 Herstellen bakterieller Subpools
2.2.3.1 Subpools im 96-well Block

Fiir die Anreicherung positiver Plasmide wurden Bakterien-Subpools hergestellt. Hierfiir
wurden 100-1000 pl der positiven Bakterienpools in ein Falcon Tube mit 4 ml LB-Amp
gegeben und fir mindestens 1 h bei 37 °C geschiittelt. Die Bakteriendichte wurde
anschlieBend durch Bestimmung der ODgyp photometrisch bestimmt (UV-1600 PC
Photospectrometer, VWR International), wobei 1 ml LB-Amp als Referenz verwendet
wurden. Lag der gemessene Wert hierbei nicht zwischen 0,1 und 0,5, so wurden die
Bakterien mit LB-Amp verdinnt. Ein ODggp-Wert von 1 entsprach hierbei einer

Bakteriendichte von ca. 1x10° c/ul.

Die Klonzahl (Anzahl unabhéangiger E. coli-Klone) der neu herzustellenden Subpools wurde

durch die Formel

lteKI hl
Neue Klonzahl _atefionzanl (2)

10

bestimmt. Pro Subpool-Runde wurden jeweils drei Ansatze hergestellt. Hierflir wurden 3 x
40 ml LB-Medium in 50 ml-Falcons vorbereitet, in welche die folgenden Mengen an

Bakterien pro 40 ml Kultur hinzugegeben wurden:
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1x Ansatz 32 x Neue Klonzahl
2x Ansatz 32 x Neue Klonzahl x 2

3x Ansatz 32 x Neue Klonzahl x 3

In einen 96-well Block wurden pro Ansatz 30x 1,25 ml Bakterien pipettiert, wodurch pro
Runde 30 Subpools abgedeckt wurden. Der Block wurde anschlieRend mit einer
luftdurchldssigen Folie abgeklebt und liber Nacht bei 37 °C im Bakterienschittler inkubiert
(180 rpm). Firr jeden Ansatz wurden zusétzlich zur Bestimmung der tatsdchlichen Klonzahl
pro Subpool 50-100 Klone auf eine LB-Amp-Platte ausplattiert und ebenfalls (iber Nacht bei
37° C inkubiert. Die auf den Platten gewachsenen Klone wurden am nachsten Tag
ausgezahlt, wodurch die tatsachliche Klonzahl pro Subpool berechnet werden konnte. Nur
der Ansatz, dessen tatsachliche Klonzahl der vorher berechneten Klonzahl am nachsten lag,
wurde fir die weitere Antigensuche verwendet, wobei darauf geachtet wurde, dass nur
Subpools weiterverwendet wurden, dessen tatsdchliche Klonzahl iber der durch Formel (1)
berechneten Klonzahl lag. Anschliefend wurde aus den 30 Subpools jeweils 1 ml Bakterien
entnommen und die Plasmid-DNA wurde mittels Qiaprep® Spin Miniprep Kit (Qiagen)
isoliert. Der verwendete 96-well Block wurde schlussendlich luftdicht verpackt und bei 4 °C

aufbewahrt.

2.2.3.2 ,,StralRen“-Subpools

Die Herstellung bakterieller Subpools in 96-well Blocken wurde solange durchgefihrt, bis die
PoolgroRe bei weniger als 300 unabhangigen Bakterienklonen lag. Fir die weitere
Antigensuche wurden anschlieBend Strallen-Subpools angefertigt. Wie in 2.2.3.1
beschrieben, wurde hierfiir der positive Bakterienpool entnommen und fir 1h auf dem
Bakterienschuttler inkubiert. Nach erfolgter photometrischer Bestimmung der ODggo wurden
die Bakterien so auf LB-Amp-Platten ausplattiert, dass ca. 300 Klone/Platte erwartet wurden.
Am darauffolgenden Tag wurden die tatsdchlichen Klone auf den Platten gezahlt und 30
Linien (,,StraBen”) zu je 30 Klonen mit einem Stift auf die Platten gezeichnet (Abbildung 9),
wodurch eine Gesamtzahl von 900 Klonen abgedeckt wurde. Die gemeinsamen Klone jeder

StraRe wurden einzeln mit sterilen Zahnstochern von der Platte enthommen, in ein 50 ml-
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Falcon mit 15 ml LB-Amp Uberfihrt und Gber Nacht bei 37 °C auf dem Schuttler (180 rpm)
inkubiert. Die verwendeten Platten wurden anschlieBend mit Parafilm luftdicht verschlossen
und bei 4 °C gelagert. Aus jeweils 2 ml/Ansatz wurde mithilfe des Qiaprep® Spin Miniprep
Kits (Qiagen) am nachsten Tag die Plasmid-DNA der StralRen-Subpools isoliert und fiir einen

weiteren T-Zell-Aktivierungsassay verwendet.

Abbildung 9: Vorgezeichnete ,Stralle” auf einer LB-Amp-Platte. Es wurden 30 Einzelklone pro StraRe markiert,

welche anschlieBend separat gepickt und in ein gemeinsames Falcon-Tube tberfiihrt wurden.

2.2.3.3 Kultivierung einzelner Bakterienklone

Wurde bei einem StraBen-Subpool eine Reaktivierung nachgewiesen, so wurden die
Einzelklone der positiven Strale separat mit sterilen Zahnstochern von der Agarplatte
gepickt und zu je 3 ml LB-Amp in ein 15 ml-Falcon (berfiihrt. Nach einer Inkubation der
Kulturen Uber Nacht (37 °C, 180 rpm) erfolgte die Isolation der Plasmid-DNA mittels

Qiaprep® Spin Miniprep Kit (Qiagen).
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2.3 Zellbiologische Methoden

2.3.1 COS-7-Zellen
2.3.1.1 Kultivierung

COS-7-Zellen wurden in verschiedenen Zellkulturflaschen mit RPMI-co Medium bei 37° C und
5% CO, kultiviert. Stabil transfizierte COS-7 wurden nach dem Auftauen zunachst fur 2 Tage
ebenfalls in RPMI-co kultiviert, anschlieBend wurde fiir die Aufrechterhaltung des
Selektionsdrucks das Medium auf RPMI-G (1,5 mg/ml G-418) gewechselt. Sobald die Zellen
eine Konfluenz von ca. 90 % erreichten, wurden diese gesplittet. Hierfir wurden die
adhadrent wachsenden Zellen nach vorheriger Abnahme des Mediums mit 20 ml 1x PBS
gewaschen und es wurde fiir einen Trypsinverdau der Oberflachenproteine 7 ml Trypsin-
EDTA (0,05 %) zu den Zellen gegeben. Nach einer achtminiitigen Inkubation bei 37° C waren
die Zellen abgel6st und der Proteinverdau wurde durch Zugabe von 13 ml frischem RPMI-co
gestoppt. Die nun in Suspension vorliegenden Zellen wurden fiir 5 min bei 300 g und 4 °C
zentrifugiert (Heraeus™ Megafuge™ 16, Thermo Fisher) und das Pellet in 10 ml frischem
Medium resuspendiert. Nach Bestimmung der Zelldichte wurde eine bestimmte Anzahl
Zellen zuriick in eine Flasche mit konditioniertem Medium gegeben. Nach ca. 4 Wochen in

Kultur wurden die Zellen entsorgt und durch frisch aufgetaute Zellen ersetzt.

2.3.1.2 Transfektion durch Fugene®

Die Entnahme von COS-7-Zellen, welche nach Durchfiihrung des Assays direkt unterhalb der
aktivierten T-Zell-Hybridome lagen, erfolgte in 3,5 cm-Schalen mit 3 ml RPMI-co. Wurde die
Co-Kultivierung mit T-Zell-Hybridomen 24 h nach der Transfektion durchgeflihrt, so wurden
200.000 Zellen ausgesat. Erfolgte die Co-Kultivierung 48 h nach der Transfektion, wurden nur
150.000 Zellen/Schale vorgelegt. Einen Tag spater konnten die Zellen mit dem
Transfektionsreagenz Fugene® (Promega) transfiziert werden. COS-7, welche ein stabil
transfiziertes HLA exprimierten, wurden mit 2 pg Library- bzw. Subpool-DNA transfiziert,
COS-7 ohne HLA hingegen mit 1 pg Library-/Subpool-DNA und 1 pug HLA-Plasmid. Die DNA

wurde hierfiir in 100 ul RPMI vorgelegt und dem Ansatz wurden nach einer zehnmindtigen
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Inkubation und anschlieBendem Vortexen 7 pl Fugene® hinzugegeben. Sofort nach der
Zugabe wurde der Transfektionsansatz gevortext und fur 10 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Der Ansatz wurde schlussendlich durch gleichmaRiges Tropfen (iber die Zellen
verteilt und die Schalen wurden bis zur Zugabe der Hybridome bei 37° C und 5 % CO, im

Inkubator aufbewahrt.

Fir das Subpool-Screening wurden nur COS-7-Zellen verwendet, welche stabil ein HLA
exprimierten. Hierfir wurden 75.000 (Co-Kultivierung 24 h nach Transfektion) bzw. 50.000
(Co-Kultivierung 48 h nach Transfektion) Zellen pro Ansatz in einer 24-well Platte in je 1 ml
RPMI-co/Well ausgesat. 500 ng Subpool-DNA wurden in 25 pl RPMI vorgelegt und mit 1,75 pl
bei Raumtemperatur vorgewdarmten Fugene® versetzt. Die Zellen wurden anschliefend

entsprechend den oben beschriebenen Bedingungen transfiziert.

Als Negativkontrolle wurde in eine 3,5 cm-Schale bzw. in ein Well der 24-well Platte ein
Transfektionsansatz ohne Plasmid-DNA hinzugegeben. Fir das Screening der angereicherten
Subpools wurde zudem zusatzlich der jeweilige Ausgangspool als Positivkontrolle

mittransfiziert und analysiert.

2.3.1.3 Transfektion durch Nukleofektion

Fiir die Untersuchung der Bindung von rAb-hAE an MOG und Varianten von MOG wurden
COS-7-Zellen mittels Nukleofektion transfiziert. Hierfiir wurden jeweils 200.000 Zellen nach
erfolgtem Trypsinverdau fir 10 min bei 90 g zentrifugiert (Eppendorf 5417R; Rotor: FA45-30-
11), in 20 pl SE/Supplement Solution (16,4 ul Nucleofector™ Solution + 3,6 pl Supplement;
Lonza) resuspendiert und in ein Well eines 16-Well-Strips (Lonza) tGberfihrt. Nach Zugabe
von je 400 ng Plasmid-DNA wurde der 16-Well-Strip in die 4D-Nucleofector™ X Unit (Lonza)
gegeben und die Nukleofektion mit dem Programm CM-130 durchgefihrt. Nach einer 10-
minutigen Inkubation wurden die Zellen in 80 pl von bei 37 °C vorgewarmtem RPMlI-co
aufgenommen und nochmals fiir 10 min inkubiert. AnschlieRend wurde der gesamte Ansatz

in ein Well einer 24-well Platte mit 2 ml vorgewarmtem RPMI-co Uberfihrt.
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Fur die Nukleofektion von héheren Zellzahlen wurden pro Ansatz 1x10° Zellen mit 1 pg
Plasmid-DNA transfiziert. Hierflir wurden die Zellen in 100 pl SE/Supplement Solution (82 pl
Nucleofector™ Solution + 18 pl Supplement) aufgenommen und in eine Lonza-Kivette
Uberfihrt. Nach der erfolgten Nukleofektion mit anschliefender Inkubation wurden die
Zellen in 400 pl vorgewdarmtem RPMI-co aufgenommen und nochmals fir 10 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Zuletzt wurden die transfizierten COS-7 in ein Well einer 6-well
Platte mit 2 ml vorgewarmten RPMI-co ausgesat und bis zur Analyse bei 37 °C im Inkubator

kultiviert.

2.3.2 T-Zell-Hybridome
2.3.2.1 Kultivierung

Die Antigensuche wurde mithilfe von TCR-transfizierten 58a 3~ Maus-T-Zell-Hybridomen
durchgefiihrt. Diese exprimierten neben dem humanen CD8-Corezeptor den IP2-TCR (Aline
Plappert), jedoch keine endogenen TCR-Ketten (Blank et al., 1993). Zusatzlich enthielten die
Zellen das NFAT-GFP-Plasmid, welches nach erfolgter T-Zell-Aktivierung zu einer NFAT-

abhangigen sGFP-Expression fihrt (Siewert et al., 2012).

Die in Suspension wachsenden Hybridome wurden in verschiedenen Zellkulturflaschen mit
RPMI-GHPB bei 37 °C und einer CO,-Konzentration von 5 % im Inkubator kultiviert.
Erreichten die Zellen eine bestimmte Zelldichte, so wurden diese fiir 5 min bei 300 g
zentrifugiert, in 10 ml RPMI-GHPB resuspendiert und gezahlt. AnschlieRend wurden die
Zellen in einer geeigneten Verdinnung wieder in die Flasche zuriickgegeben, wobei

gegebenenfalls frisches RPMI-GHPB hinzugegeben wurde.

58a B T-Zell-Hybridome, welche bereits 3-4 Wochen in Kultur waren, wurden entsorgt und
durch frisch aufgetaute und bereits auf Antibiotika gesetzte Zellen ersetzt. Die Zugabe von
Antibiotika erfolgte hierbei schrittweise, nach jeweils 2 Tagen wurde dem RPMI-co Medium
ein weiteres Antibiotikum hinzugegeben, sodass nach ca. einer Woche die Zellen in RPMI-

GHPB Medium Uberfihrt werden konnten.
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2.3.3 Hela-Zellen
2.3.3.1 Kultivierung

Die Kultivierung von Hela-Zellen erfolgte in unterschiedlichen Zellkulturflaschen bei 37° C
und 5% CO, in DMEM-co Medium. Die adharent wachsenden Zellen wurden ab einer
Konfluenz von 90 % gesplittet. Die Subkultivierung wurde hierbei analog zu COS-7-Zellen

Uber einen Trypsinverdau durchgefiihrt und ist in Abschnitt 2.3.1.1 beschrieben.

2.3.3.2 Transfektion durch Nukleofektion

Neben COS-7-Zellen wurden auch Hela-Zellen mit MOG-Varianten mittels Nukleofektion
transfiziert und auf eine Bindung durch rAb-hAE untersucht. Die Transfektion erfolgte hierbei
mit dem Programm CN-114 und die Zellen wurden anschlieBend in vorgewdarmtem DMEM
aufgenommen. Die weitere Vorgehensweise der Nukleofektion erfolgte analog zu COS-7-

Zellen und ist in Abschnitt 2.3.1.3 beschrieben.

2.3.4 Expi293F™-Zellen
2.3.4.1 Kultivierung

Expi293F™-Zellen wurden in verschiedenen Polycarbonat-Erlenmeyerkolben mit bellifteten
Verschliissen bei 37° C und 8 % CO, im Schuttelinkubator kultiviert. Die Zellen wurden so
aufgetaut, dass noch etwas Eis im Kryotube vorhanden war und anschlieRend direkt in einen
125 ml-Kolben mit 30 ml auf 37 °C vorgewdrmtem Expi293™ Expression Medium Uberfihrt
und Uber Nacht im Schittler bei 110 rpm inkubiert. Am nachsten Tag wurde die Zelldichte
der Kultur bestimmt, wobei die Zellviabilitat nicht unter 70 % liegen sollte. Erreichten die
Suspensionszellen eine Dichte von 3-5x10°/ml, so wurden diese auf eine Zelldichte von 0,3-
O,5x106/ml in einen neuen 125 ml-Kolben mit frischem, vorgewarmtem Medium

subkultiviert.
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2.3.4.2 Transfektion

Die Transfektion von Expi293F™-Zellen erfolgte mithilfe des ExpiFectamine™ 293
Transfection Kits der Firma Thermo Fisher. Einen Tag vor der Transfektion wurde die Kultur
auf eine Zelldichte von 2x10%/ml eingestellt, wodurch eine ausreichende Zellzahl
gewadhrleistet wurde. Am darauffolgenden Tag wurde die Zelldichte erneut bestimmt, wobei
die Zelldichte héher als 3x10%/ml und der Anteil lebender Zellen héher als 95 % betragen
sollte. Fiir die Transfektion wurden pro Ansatz 90x10° Zellen in einen neuen 125 ml-Kolben
mit 30 ml frischem, vorgewdarmtem Medium Uberfiihrt, wodurch sich eine Zelldichte von
3x10°%/ml ergab. Die Zellen wurden anschlieBend bis zur Transfektion im Schittelinkubator

kultiviert.

Pro Transfektionsansatz wurden 80 pl ExpiFectamine™ 293 Reagent in ein 15 ml-Falcon mit
1,42 ml Opti-MEM™ gegeben und fir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert, wobei das
ExpiFectamine™ 293 Reagent-Tube vor der Entnahme vier- flinfmal invertiert wurde. In ein
zweites Falcon Tube wurden 30 pg Plasmid-DNA mit Opti-MEM™-Medium auf ein
Gesamtvolumen von 1,5 ml vermischt und nach der Inkubation dem ExpiFectamine™- Ansatz
hinzugegeben. Nach einer weiteren Inkubation fiir 20 min wurde die Mischung anschlieRend
unter leichtem Schitteln der Zellkultur zugegeben und die Zellen wurden weiter im
Schittelinkubator kultiviert. Fir Expi293F™-Zellen, welche mit den Plasmiden pTriEx-1-
GABAAR-A1 und pTriEx-1-GABAAR-B3 transfiziert wurden, wurde zusatzlich 5 uM ZnCl, in das
Medium gegeben. 18-22 h nach der Transfektion wurden der Zellkultur 150 pl
ExpiFectamine™ Transfection Enhancer 1-Losung und 1,5 ml ExpiFectamine™ Transfection
Enhancer 2-Lésung hinzugegeben. AnschlieRend wurden die Zellen bis zur Analyse im

Schittelinkubator weiterkultiviert.

2.3.5 Bestimmung der Lebendzellzahl

Fir die Bestimmung der Lebendzellzahl wurden 10 upl der Zellsuspension mit 10 pl
Trypanblau (0,1 %) vermischt und in eine Neubauer-Zahlkammer Gberfiihrt. Das Trypanblau

gelangt hierbei durch die beschadigte Zellmembran in die toten Zellen, wodurch diese blau
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angefarbt werden und eine Unterscheidung von lebenden Zellen ermoglicht wird. Nur
ungefarbte, lebende Zellen wurden pro Quadrant ausgezahlt und der Mittelwert der
Quadranten aufgrund der Verdiinnung mit dem Faktor 2 multipliziert. Die Zellzahl/ml wurde

anschlieRend durch Multiplikation des berechneten Wertes mit dem Faktor 10* ermittelt.

2.3.6 Einfrieren von Zellen

Eine langere Aufbewahrung von Zellen erfolgte durch die Lagerung in fllissigem Stickstoff.
Hierflr wurden die Zellen fir 5 min bei 300 g zentrifugiert, in 1 ml Einfriermedium (10 %
DMSO in FCS) aufgenommen und in ein Kryordhrchen Uberfiihrt. Die Kryotubes wurden
daraufhin in Gefrierboxen mit Isopropanol gestellt und langsam bei -80 °C eingefroren. Nach

zwei Tagen wurden die Tubes in eine Kryobox gestellt und in flissigem Stickstoff gelagert.

Das Auftauen von Zellen erfolgte bei 37° C im Wasserbad. Anschliefend wurden diese in ein
15 ml-Falcon Tube mit 7 ml RPMI-co gegeben, zentrifugiert und in frischem Medium

resuspendiert.

2.4 Durchflusszytometrie

2.4.1 Allgemeines Protokoll der Durchflusszytometrie

Die Expression von Proteinen an der Zelloberflache wurde Uber eine Durchflusszytometrie
quantitativ analysiert. Hierfur wurden jeweils 0,2-1x10° Zellen in einzelne Wells einer 96-
well Spitzbodenplatte tGberfiihrt und zweimal mit 200 ul FACS-Puffer gewaschen. Die Zellen
wurden anschlieBend in 200 pl FACS-Puffer, welcher den verdiinnten priméren Antikorper
enthielt, aufgenommen und flir 30 min auf Eiswasser inkubiert. Nach erneutem zweimaligem
Waschen wurden die Zellen in FACS-Puffer mit dem verdiinnten sekundaren Antikorper
aufgenommen und erneut fir 30 min auf Eiswasser inkubiert. Wahrend der Inkubation und
zwischen den Waschschritten wurden die Zellen abgedeckt im Dunkeln aufbewahrt, um ein

Photobleaching der Fluorophore des sekunddren Antikdrpers zu vermeiden. Die Zellen
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wurden daraufhin nochmals zweimal mit FACS-Puffer gewaschen und schliefRlich in 150 ul
FACS-Puffer mit 1:6000 verdinntem Totfarbstoff aufgenommen. Je nach eingesetztem
Fluorophor wurde hierbei als Totfarbstoff TO-PRO™ lodid oder Propidiumiodid verwendet.
Die Analyse der Proben erfolgte mit einem BD FACSVerse™ (BD Biosciences) und die

Rohdaten wurden anschlieRend mit dem Programm FlowJo™ (TreeStar) ausgewertet.

2.4.2 Analyse der CD3- und CD8-Expression von T-Zell-Hybridomen

Die CD3- bzw. CD8-Expression von T-Zell-Hybridomen wurde durch einen anti-mCD3e-
Antikoérper (0,5 mg/ml, Klon 145-2C11, Hamster IgG, FITC-gelabelt, BD Biosciences) bzw.
einen anti-hCD8B-Antikorper (0,5 mg/ml, Klon 2ST8.5H7, Mouse IgG, PE-gelabelt, BD
Biosciences) nachgewiesen. Beide Antikdrper wurden in einer 1:50-Verdiinnung zu den
Zellen gegeben und waren durch ein Fluorophor gelabelt. Dadurch war fir die Analyse der

Rezeptorexpression keine Zugabe sekundarer Antikdrper notwendig.

Die CD3-Aktivierung der Hybridome konnte ebenfalls per Durchflusszytometrie analysiert
werden. Die genaue Vorgehensweise der CD3-Aktivierung von T-Zell-Hybridomen wird in
Abschnitt 2.5.1 genauer erldutert. Die Zellen wurden 16 h nach ihrer Aktivierung zweimal mit
200 ul FACS-Puffer gewaschen, in 150 ul TO-PRO™ FACS-Puffer aufgenommen und konnten

anschliefend im Durchflusszytometer untersucht werden.

2.4.3 Untersuchungen der rAb-IP2-Bindung an GABAA-R
2.4.3.1 Quantifizierung der GABAA-R-Expression in Expi293F™ Zellen

Um den Einfluss der Zusammensetzung der Untereinheiten des GABA-Rezeptors (GABAA-R)
auf die Affinitat des Antikorpers rAb-IP2 zu untersuchen, wurde in einem Vorversuch per
Durchflusszytometrie die Bindung des Antikorpers an Zellen untersucht, welche nur die a;-
oder die Bs- Untereinheit des Rezeptors exprimierten. Hierfir wurden Expi293F™ Zellen
entweder mit dem Plasmid pTriEx-1-GABAAR-A1, mit dem Plasmid pTriEx-1-GABAAR-B3 oder

mit beiden Plasmiden transfiziert (2.3.4.2). Als Transfektionskontrolle wurden Zellen mit
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dem Plasmid pcDNA-GFP transfiziert, welche zudem eine Negativkontrolle wahrend der
Durchflusszytometrie darstellten. Die Untersuchung der Antikérper-Bindung erfolgte hierbei
48 h, 72 h und 96 h nach der Transfektion, wodurch zuséatzlich der Zeitpunkt des hochsten
Expressionslevels ermittelt werden konnte. Fir die Durchflusszytometrie wurden 3 ml
Zellsuspension aus dem entsprechenden 125 ml-Kolben entnommen und fiir 5 min bei 300 g
zentrifugiert. Da der GABAa-Rezeptor in der Lage ist, Zn**-lonen zu binden (Hosie et al.,
2003), wurde fur alle Wasch- und Inkubationsschritte FACS-Puffer mit 5 uM ZnCl,
verwendet. Nachdem die Zellen in 8 ml FACS-Puffer aufgenommen und mithilfe eines 35 um-
Zellsiebs (Falcon) gefiltert wurden, wurden in eine 96-well Spitzbodenplatte je 200 ul
Zellsuspension pro Well pipettiert. Nach zweimaligem Waschen wurden die Zellen in 5 pg/pl
rAb-IP2 aufgenommen und fir 30 min auf Eiswasser inkubiert. Nach zwei weiteren
Waschschritten wurden die Zellen in 4 pg/ul anti-human-Antikorper (polyklonal, Goat IgG,
Alexa Fluor 647-gelabelt, Invitrogen) aufgenommen und erneut fiir 30 min inkubiert.
AnschlieBend wurden die Zellen erneut zweimal gewaschen, in 150 pl FACS-Puffer mit
Propidiumiodid (1:2000 verdiinnt, Sigma-Aldrich) aufgenommen und mit einem BD

FACSVerse™ (BD Biosciences) analysiert.

2.4.3.2 Untersuchung der rAb-IP2-Bindung in Abhangigkeit der Zusammensetzung der
GABA,-R-Untereinheiten

Fiir eine weitere Untersuchung des Einflusses der Zusammensetzung der GABAa-R-
Untereinheiten an der rAb-IP2-Bindung wurden Expi293F™ Zellen mit den fir oy- (pTriEx-1-
GABAAR-A1) und Bs- (pTriEx-1-GABAAR-B3) codierenden Plasmiden in verschiedenen molaren
Verhaltnissen transfiziert (2.3.4.2). Die untersuchten Verhaltnisse von a;:B3 lagen hierbei bei
1:0, 0,8:0,2, 0,6:0,4, 0,2:0,8 und 0:1. Nach 48 bzw. 72 h wurden jeweils 3 ml der
transfizierten Expi293F™ entnommen, gewaschen und in 5 ml FACS-Puffer mit 5 uM ZnCl,
resuspendiert. AnschlieBend wurden je 200 pl der gefilterten Zellsuspension in ein Well
einer 96-well Spitzbodenplatte Gberfihrt und die Zellen wurden erneut zweimal gewaschen.
Als primédre Antikdrper wurden neben rAb-IP2 auch die kommerziellen Antikorper anti-
GABA-0; (Klon BD24, Mouse IgG, Merck Millipore) bzw. anti-GABAa-B,/Bs (Klon 62-3G1,

Mouse IgG, Merck Millipore) in einer Konzentration von 5 pg/ml verwendet. Als
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Negativkontrolle wurden zusatzlich Zellen mit dem Antikérper rOCB-MS3-s1 (Brandle et al.,
2016) inkubiert. Nach einer 30-minitigen Inkubation und zweimaligem Waschen wurden die
Zellen in FACS-Puffer mit 4 pg/ml anti-human- (polyklonal, Goat IgG, Alexa Fluor 488-
gelabelt, Invitrogen) bzw. anti-mouse-Antikorper (polyklonal, Goat IgG, Alexa Fluor 488-
gelabelt, Invitrogen) aufgenommen und erneut fiir 30 min inkubiert. Nach zweimaligem
Waschen wurden die Zellen anschlieBend in 200 pl TO-PRO™ FACS-Puffer aufgenommen

und per Durchflusszytometrie analysiert.

2.4.3.3 Untersuchung des Einflusses der Zn**-Konzentration an der rAb-IP2-Bindung

Da der GABAx-Rezeptor eine Bindestelle fiir Zn**-lonen besitzt (Hosie et al., 2003), wurde
auch der Einfluss der Zn**-Konzentration auf die Affinitit von rAb-IP2 untersucht. Expi293F™
Zellen wurden hierfur in einem molaren Verhaltnis von 1:1 mit den Plasmiden pTriEx-1-
GABAAR-A1 und pTriEx-1-GABAAR-B3 transfiziert (2.3.4.2) und 48 h spater per
Durchflusszytometrie analysiert. Vor der Durchflusszytometrie wurden die Zellen in FACS-
Puffer mit verschiedenen EDTA-Konzentrationen (0/2,5/5/10/25/50 uM) aufgenommen und
30 min bzw. 4 h auf Eiswasser inkubiert. Die weitere Probenvorbereitung mitsamt den

verwendeten Antikdrpern erfolgte analog zur beschriebenen Vorgehensweise in 2.4.3.2.

2.4.4 Untersuchungen der rAb-hAE-Bindung an hMOG
2.4.4.1 Analyse der hMOG-Erkennung durch rAb-hAE-Bindung

Da durch immunhistologische Untersuchungen gezeigt werden konnte, dass rAb-hAE an
Myelin bindet (Beltran et al., 2021), wurde der Antikdrper auf eine Bindung an das Myelin-
Oligodendrozyten-Glykoprotein (MOG) getestet. COS-7-Zellen wurden hierfir mit dem
Plasmid pEGFP-N1-hMOG mittels Nukleofektion transfiziert (2.3.1.3) und 48 bzw. 72 h spéater
per Durchflusszytometrie analysiert. Als Negativkontrolle wurden zusatzlich COS-7 mit dem
Plasmid pEGFP-N1 transfiziert und ebenfalls untersucht. Nachdem die Zellen durch
Trypsinverdau von der 6-well Platte abgeldst und mithilfe eines 35 um-Zellsiebs gefiltert

wurden, wurden je 200 ul Zellsuspension/Well in eine 96-well Spitzbodenplatte pipettiert.
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Nach zweimaligem Waschen wurde der Antikorper rAb-hAE in Konzentrationen von
100/30/10/3,33/1/0,33/0,1/0,033 pg/ml zu den Zellen gegeben und fir 30 min auf Eiswasser
inkubiert. Zusatzlich wurden COS-7 Zellen in gleichen Konzentrationen mit dem Antikorper
r8-18C5 inkubiert. Da der rekombinante Antikorper r8-18C5 humanes MOG erkennt
(Breithaupt et al.,, 2003), diente dieser in den nachfolgenden Untersuchungen als
Positivkontrolle. Nach der Inkubation und der Durchfihrung von zwei weiteren
Waschschritten wurden die Zellen in FACS-Puffer mit 2,4 pg/ml anti-human-Biotin-SP-
Antikorper (polyklonal, Goat IgG F(ab'),-Fragment; konjugiert mit Biotin-SP, Jackson Immuno
Research) aufgenommen und erneut fiir 30 min auf Eiswasser inkubiert. Die Zellen wurden
daraufhin wieder zweimal gewaschen, fir 30 min mit 0,5 pug/ml Streptavidin-Alexa-Fluor 647
(Jackson Immuno Research) in FACS-Puffer auf Eiswasser inkubiert und anschliefend in 200
ul  Propidiumiodid-FACS-Puffer aufgenommen und mit einem BD FACSVerse™ (BD

Biosciences) untersucht.

2.4.4.2 Untersuchung der rAb-hAE-Bindung an hMOG-Mutanten

Um das von rAb-hAE erkannte Epitop zu identifizieren, wurden ebenfalls hMOG-Mutanten
auf eine rAb-hAE-Bindung untersucht. Hierbei wurden neben den Mutanten N31D,
R9G/H10Y, P42S, R86Q, S104E, H103A/S104E auch mouse MOG (mMOG) und rat MOG
(rMOG) in COS-7- und Hela-Zellen exprimiert und das Bindungsverhalten von rAb-hAE mit
jenem an Full Length hMOG verglichen. Die verwendeten Plasmide fiir die Expression der als
EGFP-Fusionsprotein vorliegenden MOG-Mutanten sind in Tabelle 1 dargestellt. Die
Nukleofektion der Zellen und die Vorbereitung und Analyse der Proben erfolgte hierbei
analog zur beschriebenen Vorgehensweise in 2.4.4.1, wobei die Konzentration der primaren
Antikorper fiir alle Proben bei 30 pg/ml lag. Als Negativkontrolle wurden zusatzlich COS-7-
bzw. Hela-Zellen von jeder MOG-Variante mit 30 pg/ml rOCB-MS3-s1-Antikorper inkubiert

und per Durchflusszytometrie untersucht.
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Tabelle 1: Verwendete Plasmide zur Untersuchung der rAb-hAE-Bindung an verschiedene Varianten von MOG.
Jede MOG-Variante wurde hierbei als EGFP-Fusionsprotein auf COS-7- und Hela- Zellen exprimiert, wobei EGFP

intrazellular vorlag.

Transfiziertes Plasmid Verwendung
pEGFP-N1 Expression von EGFP; Negativkontrolle
pPEGFP-N1-mMOG Expression von mMOG
pEGFP-N1-rMOG Expression von rMOG
PEGFP-N1-hMOG Expression von hMOG (Full Length)
PEGFP-N1-hMOG-N31D Expression von hMOG-N31D
pEGFP-N1-hMOG-R9G/H10Y Expression von hMOG-R9G/H10Y
PEGFP-N1-hMOG-P42S Expression von hMOG-P42S
PEGFP-N1-hMOG-R86Q Expression von hMOG-R86Q
PEGFP-N1-hMOG-S104E Expression von hMOG-S104E
PEGFP-N1-hMOG-H103A/S104E Expression von hMOG-H103A/S104E

Fir die Mutanten hMOG-R86Q, hMOG-S104E und hMOG-H103A/S104E wurde anschlieRend
eine Titration von rAb-hAE in den Konzentrationen 100/30/10/3,33/1/0,33/0,1/0,033 pg/ml
durchgefiihrt. Die Nukleofektion der COS-7-Zellen und die Vorbereitung der Proben

erfolgten hierbei nach der in 2.3.1.3 bzw. 2.4.4.1 beschriebenen Vorgehensweise.

2.4.5 Praparative Durchflusszytometrie (Fluorescence-activated cell sorting, FACS)

Um eine hohere Expression der HLA-BFP-Fusionsproteine zu gewahrleisten, wurden stabil
transfizierte COS-7-Zellen mittels fluorescence-activated cell sorting (FACS) sortiert. 4-5x10°
COS-7-Zellen wurden hierfir durch Trypsin-Verdau abgel6ést, einmal in FACS-Puffer
gewaschen, mithilfe eines 35 um-Zellsiebs gefiltert und schlieBlich in 500 pl FACS-Puffer
resuspendiert. Die besten 10 % derjenigen Zellen, fiir welche eine BFP-Expression und damit
indirekt eine HLA-BFP-Expression nachweisbar war, wurden anschliefend in 6-well Platten
mit je 3 ml vorgewdarmtem RPMI-G/Well sortiert. Das Sortieren der Zellen wurde von Markus

Utzt (Institut fiir Klinische Neuroimmunologie, Ludwig-Maximilians-Universitat Miinchen, AG
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Dornmair) mit einem BD FACSAria™ Fusion (BD Biosciences) an der Core Facility-
Durchflusszytometrie (Biomedizinisches Centrum, Ludwig-Maximilians-Universitdt Minchen)
durchgefiihrt. Die Zellen wurden anschliefend bis zu einer gewissen Zelldichte

weiterkultiviert, sodass Aliquots eingefroren werden konnten (2.3.6).

2.5 T-Zell-Aktivierungsassay

2.5.1 CD3-Aktivierung

Die Aktivierbarkeit der TCR-transfizierten 58a B~ T-Zell-Hybridome wurde durch eine CD3-
Aktivierung getestet. Hierfiir wurden 1 pl anti-mCD3e Antikorper (0,5 mg/ul; Klon 145-2C11,
Hamster I1gG, eBiosciences) in ein Well einer 96-well Platte mit 150 pl PBS vorgelegt und fiir 3
h bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert. Nach Entfernen der Losung wurden 200 ul T-
Zellsuspension in das gecoatete Well Gberfihrt und fiir 16 h bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert.
Die Bindung des Antikorpers an die e-Domidne des CD3-Rezeptors |6st hierbei eine
Signalkaskade aus, welche zu einer Aktivierung der 58a B T-Zell-Hybridome und einer
anschliefenden Expression von sGFP fihrt. In ein weiteres leeres Well wurden zusatzlich 200
ul Zellsuspension als Negativkontrolle Gberfiihrt, wodurch die Hybridome auch auf eine
Autoaktivierung Uberpriift werden konnten. Nach der Inkubation wurden die Zellen durch
Detektion der sGFP-Expression mit einem Fluoreszenzmikroskop (Axiovert 200 M, Zeiss,

EGFP-Kanal, 5x-fache VergroRerung) auf eine T-Zell-Aktivierung untersucht.

2.5.2 Co-Kultivierung mit transfizierten COS-7-Zellen

24 bzw. 48 h nach der Transfektion der antigenprasentierenden COS-7-Zellen wurden die
Zellen mit den IP2-T-Zell-Hybridomen co-kultiviert. Hierflir wurde aus den 3,5 cm-Schalen
das Medium abgenommen und die adhdrenten Zellen wurden zweimal mit frischem,
vorgewdrmtem RPMI-co gewaschen. Um ein zu starkes Hintergrundsignal wahrend des
Screenings mit dem Fluoreszenzmikroskop durch Autofluoreszenz des Mediums (Stadtfeld et

al.,, 2005) zu vermeiden, wurden in die Schalen daraufhin je 2 ml frisches, vorgewarmtes
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RPMI-co ohne Phenolrot hinzugegeben. Nach einer finfminitigen Zentrifugation bei 300 g
und 4 °C wurden die Hybridome in RPMI-co ohne Phenolrot resuspendiert, gezahlt und auf
eine Konzentration von 1,5><106 c/ml eingestellt. Pro Schale wurde anschlieRend 1 ml

Zellsuspension durch gleichmaRiges Tropfen tUber die COS-7-Zellen verteilt.

Die Co-Kultivierung der Subpools in 24-well Platten erfolgte analog zur jener in 3,5 cm-
Schalen. Nach zweimaligem Waschen der COS-7-Zellen wurde 1 ml frisches RPMI-co ohne
Phenolrot in jedes Well hinzugegeben und die Zellen wurden mit jeweils 240.000 T-Zell-

Hybridomen in 500 pl Medium co-kultiviert.

Die Schalen bzw. Platten wurden anschlieRend bis zum Screening bei 37 °C und 5 % CO; im

Inkubator kultiviert.

2.5.3 Mikroskopie und Entnahme von T-Zell-aktivierenden COS-7-Zellen

16 h nach der Co-Kultivierung mit COS-7-Zellen wurden die T-Zell-Hybridome mithilfe eines
Fluoreszenzmikroskops (Axiovert 200 M, Zeiss) und dem Programm ZEN 2.5 Pro (Zeiss) auf
eine Aktivierung untersucht. Das Hauptaugenmerk lag hierbei auf Cluster von mindestens
drei grin-fluoreszierenden Hybridomen, da hierdurch die versehentliche Entnahme von
COS-7-Zellen, welche nicht das gesuchte Antigen exprimieren, verhindert werden konnte.
Mit einer an einem Mini 25 Mikromanipulator (Luigs & Neumann) befestigten Glaskapillare
(Durchmesser 15 um, Eppendorf) wurde die unter dem T-Zell-Cluster liegende COS-7-Zelle
vorsichtig vom Boden der Schale abgelost und mithilfe eines CellTram Vario Microinjektors
(Eppendorf) in die Kapillare gesaugt. Durch sehr leichtes Antippen der Schale wurde hierbei
Uberprift, ob die Hybridome an die antigenprasentierende Zelle gebunden haben oder sich
nur zufallig Gber ihr befanden. Zusatzlich wurde darauf geachtet, nur eine einzelne COS-7-
Zelle abzusaugen, da bei einem versehentlichen Einsaugen weiterer Zellen das
antigencodierende Plasmid verdiinnt werden wiirde. Unmittelbar nach der Entnahme wurde
die Zelle in ein PCR-Reaktionsgefal mit 7 ul DEPC-Wasser Uberfiihrt und fiir 5 min bei 80 °C
inkubiert, um durch eine Denaturierung der zelluliren DNAse den Verdau von Library-DNA

zu verhindern. AnschlieBend wurde das Tube bis zur nachfolgenden PCR auf Eis gestellt.
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2.5.4 Subpool-Screening

Die in 24-well Platten co-kultivierten T-Zell-Hybridome wurden automatisch mithilfe des

Programms ZEN Pro (Zeiss) auf eine Aktivierung mit dem Fluoreszenzmikroskop gescannt.

2.6 Molekularbiologische Methoden

2.6.1 DNA-Praparation

2.6.1.1 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli

Die Isolation von DNA erfolgte mit dem Qiaprep® Spin Miniprep Kit, dem QIAGEN® Plasmid
Midi Kit und dem QIAGEN® Plasmid Maxi Kit (Qiagen) anhand der Firmenprotokolle. Die
Plasmid-DNA wurde jeweils in 35 pl EB-Puffer (Qiagen) eluiert und anschliefend bei -20 °C

aufbewahrt.

2.6.1.2 Ethanol-Prazipitation von DNA

Die Aufreinigung und Aufkonzentration von DNA wurde Uber eine Ethanol-Prazipitation
durchgefiihrt. Hierflir wurden der DNA 1 pl Glykogen (20 mg/ml, Roche) zugegeben, welches
als DNA-Carrier verwendet wurde und fir eine hohere Ausbeute wahrend der Prazipitation
sorgte. Nach der Zugabe von 2 pl Pellet Paint® (Novagen) wurden der DNA 10 % (v/v)
Natriumacetat (Novagen) und 250 % (v/v) Ethanol hinzupipettiert und der Ansatz wurde fir
mindestens 30 min bei -80 °C inkubiert. Nachdem die Mischung anschlieRend fir 1 h bei
14.000 rpm und 4 °C zentrifugiert wurde, wurde das nun vorhandene und gefarbte Pellet
zweimal mit 200 pl 80 %-igem (v/v) Ethanol gewaschen und bei Raumtemperatur
getrocknet. Wurde die prazipitierte DNA fiir eine Transformation in E. coli verwendet, so
wurde das Pellet in 2 pl DEPC-Wasser resuspendiert. Plasmid-DNA, welche fir die
Transfektion von eukaryotischen Zellen benétigt wurde, wurde hingegen in 35 ul TE-Puffer

resuspendiert.
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2.6.1.3 Agarose-Gelelektrophorese und Gelextraktion

Die GréBe von Plasmiden und kleineren DNA-Fragmenten wurde mittels
Agarosegelelektrophorese bestimmt. Es wurden abhdngig von der GroBe der zu
untersuchenden DNA 2%-ige bzw. 0,8%-ige Gele in 1x TBE-Puffer hergestellt. Fir die
Detektion der DNA wurden fiir kleine Gele (in 50 ml TBE-Puffer) 3 pl, fir groRe Gele (in 250
ml TBE-Puffer) 12 pl peqGREEN (Peqglab) hinzugegeben. Nachdem die DNA-Proben vor dem
Beladen des Gels mit einer entsprechenden Menge an 6x DNA-Probenpuffer vermischt
wurden, erfolgte die Elektrophorese fiir 30 min bei 120 V (Power Supply LKB 3000/150,
Pharmacia). Zusatzlich wurden je nach DNA-GrofRe 10 pl peqGOLD DNA-Leiter (50-1000 bp,
Peqglab) bzw. 1 kB DNA-Ladder (500-10000 bp, New England Biolabs) als Marker verwendet.
Die Dokumentation und Auswertung erfolgte mit einem Quantum ST5 Imager (Vilber) und
mit dem Programm Vision Capt (Vilber). Wurde eine Gelextraktion eines aufgetrennten DNA-
Fragmentes durchgefiihrt, so wurde hierfir die entsprechende Bande {iber einem UV-
Transilluminator (UVT-14 SE, Roth) mit einem Skalpell aus dem Gel geschnitten und in ein 1,5
ml Reaktionsgefall Uberflihrt. Die DNA wurde anschlieBend mithilfe des QlAquick® Gel

Extraction Kits (Qiagen) aus dem Gel isoliert und in 30 ul EB-Puffer eluiert.

2.6.1.4 DNA-Konzentrationsbestimmung

Die DNA-Konzentrationsbestimmung erfolgte dem Herstellerprotokoll entsprechend Uber

Nanodrop (Nanodrop 2000, Thermo Scientific).
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2.6.2 Klonierung
2.6.2.1 Klonierung HLA-BFP-codierender Vektoren

Um eine hohere Effizienz bei der Antigenprasentation von COS-7-Zellen zu erzielen, wurden
diese stabil mit dem jeweiligen HLA transfiziert. Da fir die meisten HLAs keine
kommerziellen Antikorper verfigbar sind, wurde ein HLA-BFP-Fusionsprotein konstruiert.
Durch Detektion der BFP-Expression konnte anschlieBend per FACS-Sorting (2.4.5) indirekt
die HLA-Expression der Zellen kontrolliert werden, wodurch eine Anreicherung positiver,
HLA-exprimierender Zellen gewadhrleistet werden konnte. Diese Methode wurde von Julia
Hansen (Institut fir Klinische Neuroimmunologie, Ludwig-Maximilians-Universitat Miinchen,
AG Dornmair) etabliert und beschrieben (Hansen, 2021). Durch eine PCR wurde hierfir die
fiir das jeweilige HLA codierende Sequenz aus dem Ausgangsplasmid pHSE3’ amplifiziert und
durch eine Notl-Schnittstelle am 3’-Ende ergdnzt. Der Vektor pHSE3’-HLA-C*07:02-BFP
(Hansen, 2021) wurde nach einem Sall/Notl-Verdau tber ein Agarosegel gereinigt und diente
nach einer Gelextraktion als Expressionsvektor (pHSE3’-BFP_Sall/Notl). Nachdem die
amplifizierte HLA-Sequenz ebenfalls durch Sall/Notl geschnitten und anschlieRend gereinigt
wurde, wurde das Insert in den Vektor pHSE3’-BFP_Sall/Notl ligiert. Da bereits eine Zelllinie
COS-7-A2 (K. Dornmair) zur Verfiigung stand, welche das HLA-A*02:01 stabil exprimierte,
wurde diese Methode nicht fiir das HLA-A*02:01 angewandt. Die Sequenzen der

verwendeten und konstruierten Vektoren befinden sich im Anhang (Abbildung 31).

2.6.2.2 Klonierungsstrategie zur Anreicherung antigencodierender DNA-Sequenzen

Die antigencodierende Sequenz auf den Library-Plasmiden wurde Uber eine nested-PCR
amplifiziert. Dadurch wurde die Wahrscheinlichkeit verringert, dass durch unspezifische
Primer-Bindung eine Vervielfdltigung ungewiinschter Nukleotidsequenzen erfolgte. Anhand
des Beispiels einer Library, welche fiir 8 Aminosaduren codierte bzw. 24 Nukleotide enthielt
(N24-Library), wird nachfolgend die Klonierungsstrategie wahrend des T-Zell-

Aktivierungsassays erlautert:

Die N24-Library enthielt die Sequenz 5’-CACC ATG NNK NNK NNK NNK NNK NNK NNK NNK

TGA-3’, womit diese nicht komplett randomisiert war, da durch die Festlegung des dritten
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Basentripletts auf die Nukleotide G bzw. T die Wahrscheinlichkeit eines Auftretens von
Stopcodons verringert wurde. Upstream der Library befand sich mit der Basenabfolge CACC

die Kozak-Sequenz, welche als Erkennungsstelle der Ribosomen dient.

1. Runde Picking:

Die Sequenz der N24-Library im Plasmid pcDNArc-N24 lautet:

Grin: pcDNA-for-1
-: pcDNA-rev-1
Blau: pcDNA-2™-for
Grau: pcDNA-2"%-rev-10

..CAAATGGGCGGTAGGCGTGTACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTCTCTGGCTAACTAGAGAACCEACT
T TAGTEECTTATCEAAATTAATACGACTCACTATAGGGAGACCCAAGCTGGCTAGCGTTTAAACTTAAGC

TTGGTACCGAGCTCGGATCCEECECEECCACCATENNKNNKNNKNNKNNKNNKNNKNNK TGAGCGGCCECTCE

AGTCTAGAGGGCCCTTCGAAGGTAAGCCTATCCCTAACCCTCTCCTCGGTCTCGATTCTACGCGTACCGGTC

ATCATCACCATCACCATTGAGTTTAAACCCGCTGATCAGH OO T cCCAGCCATCTG

TTGTTTGCCCCTCCCCCGTGCCTTCCTTGACCCTGGAAGGTGCCACTCCCACTGTCCT...

Nach der Entnahme antigenpradsentierender COS-7-Zellen und dem darauffolgenden 1.
Schritt der nested-PCR mit den Primern pcDNA-for-1/pcDNA-rev-1 wurde das Produkt mit

der Sequenz

CACTGCTTACTGGCTTATCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGAGACCCAAGCTGGCTAGCGTTTAAACTT
AAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCGGCGCGCCACCATCGNNKNNKNNKNNKNNKNNKNNKNNKTGAGCGGCCG
CTCGAGTCTAGAGGGCCCTTCGAAGGTAAGCCTATCCCTAACCCTCTCCTCGGTCTCGATTCTACGCGTACC

GGTCATCATCACCATCACCATTGAGTTTAAACCCGCTGATCAGH RO

amplifiziert.

Nach der 2. PCR mit den Primern pcDNA-Z”d-for/pcDNA-Z”d-rev-lo wurde folgendes Produkt

erhalten:

I TCCGGCGCGCCACCATGNNKNNKNNKNNKNNKNNKNNKNNKTGAGCGGCCGCTCGAGTCTAGI

Nach anschlieRendem Ascl/Notl-Verdau des PCR-Produkts ergibt sich die Sequenz:

I CGCGCCACCATGNNKNNKNNKNNKNNKNNKNNKNNKTGAGCI
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Die restriktionsverdaute DNA wurde schliellich wieder in das Plasmid pcDNArc ligiert:

..CAAATGGGCGGTAGGCGTGTACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTCTCTGGCTAACTAGAGAACCEACT
GETTACTEECTTATCEAAATTAATACGACTCACTATAGGGAGACCCAAGCTGGCTAGCGTTTAAACT TAAGC

TTGGTACCGAGCTCGGATCCEECECECCACCATENNKNNKNNKNNKNNKNNKNNKNNK T GAGCEECCGCTCE

AGTCTAGAGGGCCCTTCGAAGGTAAGCCTATCCCTAACCCTCTCCTCGGTCTCGATTCTACGCGTACCGGTC

ATCATCACCATCACCATTGAGTTTAAACCCGCTGATCACH NSRS - cccAccCcATCTG

TTGTTTGCCCCTCCCCCGTGCCTTCCTTGACCCTGGAAGGTGCCACTCCCACTGTCCT...

Diese angereicherten antigencodierenden Plasmide wurden anschlieRend wieder in COS-7-
Zellen transfiziert und auf eine erneute Aktivierung von IP2-T-Zell-Hybridomen getestet. Die
Klonierungsstrategie fur die N27-(9 aa) und N30-(10 aa) Library erfolgte analog zur oben

beschriebenen Vorgehensweise.

2.6.2.3 Polymerase-Kettenreaktion

2.6.2.3.1 PCR zur Klonierung HLA-BFP-codierender Vektoren

Fur die Klonierung der HLA-codierenden Sequenzen in den Vektor pHSE3’-BFP_Sall/Notl
wurden diese mit einer PCR amplifiziert und eine Notl-Schnittstelle am 3’-Ende ergénzt. Die
Template-DNA musste hierbei vor der PCR 1:10 verdiinnt werden. Die verwendeten Primer
der jeweiligen PCR sind in Tabelle 2 dargestellt. Aufgrund gleicher Nukleotidsequenzen

konnten fiir HLAs des gleichen Isotyps identische Primer verwendet werden.

Tabelle 2: Verwendete Primer fiir die PCR zur Klonierung der HLAs in den Expressionsvektor pHSE3’-
BFP_Sall/Notl. Aufgrund gleicher Basensequenzen konnten fiir HLAs des gleichen Isotyps identische Primer

verwendet werden.

HLA Forward-Primer Reverse-Primer
HLA-A*23:01 pHSE3-HLA-A010-lead pHSE3-HLA-A23-Notl-rev
HLA-B*35:01 pHSE3-HLA-B3501-lead pHSE3-B27-not-rev
HLA-B*44:03 pHSE3-HLA-B3501-lead pHSE3-B27-not-rev
HLA-C*04:01 pHSE3-HLA-C0602Sal-for pHSE3-C0602Notl_rev
HLA-C*16:01 pHSE3-HLA-C0602Sal-for pHSE3-C0602Notl1_rev
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Die PCRs erfolgten in 50 pl-Ansatzen:

5x Phusion” HF Puffer 10 pl
Phusion” DNA Polymerase 0,5 ul
10 mM dNTPs 1l
Forward-Primer (100 uM) 0,25 ul

Reverse-Primer(100 uM) 0,25 ul

Milli-Q-H,0 37 ul

Template 1l
50 ul

Nach dem Pipettieren wurden die PCRs mit nachfolgendem Protokoll durchgefiihrt:

Schritt Temperatur Zeit
Initiale Denaturierung 98 °C 1 min
Denaturierung 98 °C 20s
Primer-Annealing 62 °C 30s 40 x
Elongation 72°C 30s
Finale Elongation 72 °C 10 min
4°C e

Nach der Amplifikation wurden die PCR-Produkte mithilfe des QIAquick® PCR Purification

Kits (Qiagen) gereinigt und ihre GréRe durch eine Agarosegelelektrophorese tberpriift.
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2.6.2.3.2 Nested-PCR

Der erste Schritt der nested-PCR, welcher direkt nach Entnahme der COS-7-Zellen erfolgte,
wurde in 100 pl-Ansatzen durchgefiihrt. Dadurch wurde eine ausreichende Menge an Puffer
und Primern gewahrleistet, da einerseits die Menge an Template-DNA unbekannt war und
andererseits auch etwas Ol bei der Uberfithrung der entnommenen Zellen in das PCR-Tube
gelangen konnte. Der nachfolgend beschriebene PCR-Ansatz wurde daher direkt in das PCR-

GefaR mit der gepickten Zelle pipettiert:

iProof™ HF Master Mix 50 ul
DEPC-Wasser 49 pl
pcDNA-for-1(100 pM) 0,5 ul
pcDNA-rev-1 (100 uM) 0,5 ul
100 pl

Nachdem der Ansatz kurz hochzentrifugiert wurde, erfolgte die PCR nach folgendem

Schema:
Schritt Temperatur Zeit

Initiale Denaturierung 98 °C 3 min

Denaturierung 98 °C 1 min
Primer-Annealing 53°C 1 min 40 Zyklen

Elongation 72 °C 1 min

Finale Elongation 72 °C 10 min

4°C 00
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Vor der zweiten PCR wurden die Picks durch eine Agarosegelelektrophorese tberpriift. War
eine gut sichtbare Bande auf dem Gel auffindbar, so wurde fiir den entsprechenden Pick die
Template-DNA fiir den zweiten Schritt der nested-PCR 1:100 verdilinnt. Die zweite PCR

wurde in 50 pl-Ansatzen durchgefihrt und erfolgte mit den Primern pcDNA-Z”d-for/pcDNA-

2"-rev-10:

iProof ™ HF Master Mix 25 ul
DEPC-Wasser 23,5 ul
pcDNA-2"-for (100 pM) 0,25 pl

pcDNA-2"-rev-10 (100 pM) 0,25 pl

Template 1l

50 ul

Die PCR wurde nach folgendem Protokoll ausgefiihrt:

Schritt Temperatur Zeit
Initiale Denaturierung 98 °C 3 min
Denaturierung 98 °C 20s
Primer-Annealing 56 °C 20s 40 Zyklen
Elongation 72 °C 30s
Finale Elongation 72 °C 10 min
4°C 00

Die amplifizierte DNA wurde im Anschluss an die PCR Uber eine Ethanol-Prazipitation
gereinigt und in 50 pl EB-Puffer resuspendiert. Anschliefend wurde die GrofRe der PCR-

Produkte durch eine Agarosegelelektrophorese tiberpriift.
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2.6.2.4 Schneiden von DNA mit Restriktionsenzymen

Plasmide und PCR-Produkte wurden mithilfe von Restriktionsenzymen geschnitten. Der
Verdau erfolgte hierbei dem Herstellerprotokoll entsprechend jeweils bei 37 °C fir 1,5 h. Die
durch das Schneiden von PCR-Produkten gebildeten Oligonukleotide wurden nach einer
kurzen Zentrifugation auf 6000 rpm mithilfe des QlAquick® Nucleotide Removal Kits (Qiagen)

entfernt. Die gereinigte DNA wurde anschlieBend in 50 pl EB-Puffer eluiert.

Da durch die geringe GroRe der Peptid-Library das PCR-Produkt nach der nested-PCR nur 62-
68 bp grolR war, wurde bei diesem der Restriktionsverdau schrittweise durchgefiihrt. Nach
dem Ascl-Verdau der DNA wurde daher das Restriktionsenzym fiir 30 min bei 80 °C

hitzeinaktiviert bevor mit dem Notl-Verdau des PCR-Produktes begonnen wurde.

2.6.2.5 Dephosphorylierung und Ligation von Plasmiden

Das Ascl/Notl-verdaute PCR-Produkt, welches die angereicherte Peptid-Library enthielt,
wurde mithilfe des Rapid DNA Dephos & Ligation Kit der Firma Roche in den Vektor
pcDNArc-spacer ligiert. Hierflir wurde der zuvor ebenfalls Ascl/Notl-geschnittene Vektor
dephosphoryliert und Uber ein Agarosegel mit anschlieBender Gelextraktion (2.6.1.3)
gereinigt. Die Ligation erfolgte bei einem molaren Verhaltnis des Vektors zur Insert-DNA von
1:5 in 20 pl-Ansatzen nach dem Herstellerprotokoll. Die Reaktion wurde nach einer 30-
minutigen Inkubation bei Raumtemperatur fiir 48 h bei 16 °C durchgefiihrt und das ligierte

Plasmid wurde anschlieRend per Ethanol-Prazipitation gereinigt (2.6.1.2).

Die Ligation der HLA-codierenden Sequenzen in den Vektor pHSE3’-BFP_Sall/Notl erfolgte

analog zur oben beschriebenen Vorgehensweise. Das molare Verhaltnis des Vektors zum

Insert betrug hierbei 1:4.
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2.6.2.6 Zero-Blunt-Klonierung

Die Analyse von PCR-Produkten nach Auftragung auf Agarosegelen erfolgte Uber die
Klonierung in den Vektor pCR™-Blunt II-TOPO™. Hierflir wurden im ersten Schritt die
entsprechenden Banden aus den Gelen geschnitten und die PCR-Produkte extrahiert
(2.6.1.3). AnschlieBend wurde die extrahierte DNA mithilfe des Zero Blunt™ TOPO™ PCR
Klonierungskits (Invitrogen) dem Herstellerprotokoll entsprechend in den Vektor pCR™-Blunt
II-TOPO™ ligiert, durch Heatshock in E. coli TOP10 transformiert (2.2.1.1), auf LB-Kan-Platten
(50 pg/ml) ausplattiert und tber Nacht bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Nachdem am
nachsten Tag pro untersuchter Bande zwei Bakterienklone von den Platten entnommen und
uber Nacht in 3 ml LB-Kan in 15 ml-Falcons (50 pg/ml) hochgewachsen wurden, wurde die
Plasmid-DNA aus den Bakterien isoliert (2.6.1.1). Nach Konzentrationsbestimmung der DNA
mittels Nanodrop wurden die Plasmide mit den Primern M13-for und M13-rev (Invitrogen)

sequenziert.

2.6.2.7 DNA-Sequenzierung

DNA-Sequenzierungen erfolgten durch den Sequenzierservice der Ludwig-Maximilians-
Universitat Minchen. Hierfiur wurden zu 200-300 ng Plasmid-DNA 1 ul des 1:30 verdiinnten
Primers (3,3 uM) in ein PCR-Reaktionsgefal} gegeben und auf 7 pul mit Milli-Q-H,0 aufgefiillt.
Die Sequenzen wurden anschliefend mit dem Programm Chromas 2.6.2 (Technelysium Pty.

Ltd.) ausgewertet.
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3. Ergebnisse

3.1 Untersuchungen der rAb-IP2-Bindung an GABA,-R

3.1.1 Die rAb-IP2-Bindung an GABA,-R ist abhidngig von der Zusammensetzung der o;/Bs-

Untereinheiten

Um zu ermitteln, unter welchen Bedingungen die hdchsten Expressionslevel von GABAA-R
erreicht werden konnen, wurde zuerst die Zeitabhdngigkeit der Expression nach der
Transfektion untersucht (Abbildung 10). 72 h nach Transfektion der Expi293F™-Zellen mit
den Expressionsplasmiden pTriEx-1-GABAAR-A1 und pTriEx-1-GABAAR-B3 konnte mit einem
Anteil von 70,2 % die hochste Anzahl an positiven Zellen ermittelt werden, nach 96 h lag
dieser bei 69,1 %. 48 h nach der Transfektion wurde mit einem Anteil von 60,6 % positiver
Zellen die geringste Expression von GABAa-R-a;/Bs nachgewiesen. Flr Zellen, welche
entweder nur die a;- oder die Bs-Untereinheit des Rezeptors exprimierten, konnte keine
rAb-IP2-Bindung nachgewiesen werden. Auch fir Expi293F™, welche mit dem
Kontrollplasmid pcDNA-GFP transfiziert wurden, konnte keine Bindung von rAb-IP2 gezeigt

werden.

Der Einfluss der Zusammensetzung des GABA-Rezeptors an der rAb-IP2-Bindung wurde
durchflusszytometrisch anhand von Expi293F™-Zellen untersucht, welche mit verschiedenen
molaren Verhaltnissen der GABAa-R-Untereinheiten ai/Bs transfiziert wurden. Hierbei
konnte wieder nur fiir jene Zellen eine Bindung durch rAb-IP2 detektiert werden, welche
beide GABAs-R-Untereinheiten exprimierten (Abbildung 11). Der Anteil positiver Zellen lag
hierbei zwischen 40,7 und 57,3 %, wobei der letztere bei einem a;:B3-Verhaltnis von 0,6:0,4
nachgewiesen wurde. Fir den getesteten kommerziellen anti-GABAa-a;-Antikdrper (Klon
BD24, Mouse IgG, Merck Millipore) wurde mit 47,3 % bei einem Verhaltnis von 0,4:0,6 der
hochste Anteil an gefarbten Zellen nachgewiesen. Fiir den kommerziellen anti-GABAA-B,/Bs-
Antikorper (Klon 62-3G1, Mouse 1gG, Merck Millipore) lag dieser hochste Anteil mit 41,7 %
bei einem ai:Bs-Verhiltnis von 0,6:0,4. Zudem war dieser Antikorper als einziger der
getesteten in der Lage, an Zellen zu binden, welche nur die Bs-Untereinheit exprimierten. Fur

Expi293F™, welche nur die aj-Untereinheit exprimierten, konnten von keinem der
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getesteten Antikorper eine Bindung nachgewiesen werden. Fiir den Kontrollantikdrper

rOCB-MS3-s1 konnte keine Bindung an GABAA-R-exprimierenden Zellen detektiert werden.

Die Ergebnisse der Durchflusszytometrie der Zellen, welche 72 h nach der Transfektion auf
eine rAb-IP2-Bindung untersucht wurden, dhneln jenen, welche nach 48 h untersucht
wurden, und befinden sich im Anhang (Abbildung 34). Der hochste Anteil positiver Zellen
wurde hierbei bei einem a;:B3-Verhéltnis von 0,4:0,6 (59,7 %) nachgewiesen, ebenso fir den
kommerziellen anti-GABAx-a -Antikorper (45,4 %). Fur anti-GABA-B,/Bs lag dieser Anteil bei

ca. 33 % und wurde bei a;:Bs-Verhaltnissen von 0,6:0,4, 0,2:0,8 und 0:1 detektiert.
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Abbildung 10: Durchflusszytometrische Analyse der rAb-IP2-Bindung an GABA,-R-a;, GABA,-R-B; und GABA,-R-
o,/Bs, welche transient in Expi293F™ Zellen exprimiert wurden. Die Bindung von rAb-IP2 wurde 48 h, 72 h und
96 h nach der Transfektion untersucht und konnte nur bei Zellen nachgewiesen werden, welche beide
Untereinheiten des GABA,-Rezeptors exprimierten. Blau: Ungefarbte Zellen. Rot: mit rAb-IP2 inkubierte Zellen.
GFP: pcDNA-GFP-transfizierte Expi293F™ Zellen.
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Abbildung 11: Durchflusszytometrische Analyse der rAb-IP2-Bindung an GABA,-R, 48 h nach der Transfektion.
Es wurden verschiedene molare Verhéltnisse der Untereinheiten a; und B;in Expi293F™ Zellen exprimiert und
auf eine Bindung durch rAb-IP2 untersucht. Nur bei Zellen, welche beide Untereinheiten von GABA,-R
exprimierten, konnte eine Erkennung durch rAb-IP2 bzw. den kommerziellen anti-GABA,-a;-Antikérper (Klon
BD24, Mouse IgG, Merck Millipore) nachgewiesen werden. Zellen, welche nur die Bs-Untereinheit exprimierten,
konnten nur durch den kommerziellen anti-GABA,-B,/Bs-Antikdrper (Klon 62-3G1, Mouse IgG, Merck Millipore)
erkannt werden. Blau: Ungefarbte Zellen. Rot: Gefarbte Zellen. rOCB-MS3-s1: Kontrollantikorper. Teile dieser

Abbildung sind in Brandle et al. (2021) enthalten.

3.1.2 Untersuchung der Zn2+-Abh5ngigkeit fiir die rAb-IP2-Bindung

Die Ergebnisse der Untersuchung des Einflusses der Zn**-Konzentration an der rAb-IP2-
Bindung sind in den Abbildungen 12 (30 min Inkubationszeit mit EDTA) und 13 (4 h
Inkubationszeit mit EDTA) dargestellt. Flir Expi293F™ Zellen, welche fir 30 min in FACS-
Puffer mit EDTA inkubiert wurden, sank der Anteil positiver Zellen von 48,2 % (0 uM EDTA)
mit steigender EDTA-Konzentration, d. h. sinkender Zn2+—Konzentration, auf 36,6 % (5 uM

EDTA), stieg jedoch anschlieBend auf 52,1 % an (50 uM).
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Fiir den kommerziellen anti-GABAs-a;-Antikorper (Klon BD24, Mouse 1gG, Merck Millipore)
konnte ein ahnlicher Trend ermittelt werden, auch hier sank der bei 0 uM EDTA vorliegende
Anteil positiver Zellen von 47,7 % auf 34,8 % (5 uM EDTA), stieg anschlieBend jedoch wieder
auf 46,4 % (10 uM) an. Fiir hohere EDTA-Konzentrationen dnderte sich der Anteil positiver

Expi293F™ Zellen hingegen kaum und lag zwischen 44,6 und 46,4 %.

Es konnten fir den kommerziellen anti-GABAA-B,/B3-Antikorper (Klon 62-3G1, Mouse 1gG,
Merck Millipore) sowohl fiir unbehandelte Zellen (6,68 % positive Zellen) als auch fir Zellen,
welche in FACS-Puffer mit EDTA inkubiert wurden, nur sehr geringe Anteile positiver Zellen
nachgewiesen werden. Der hochste Anteil lag hierbei mit 14,2 % bei 5 uM EDTA, sank aber
ebenfalls anschlieBend wieder ab. Ab einer Konzentration von 25 uM EDTA konnten keine

GABA,-R-exprimierenden Zellen durch den anti-GABA-B,/Bs-Antikoérper erkannt werden.
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Abbildung 12: Durchflusszytometrische Analyse der rAb-IP2-Bindung an GABA,-R, 48 h nach der Transfektion.
Die Zellen wurden vor der Analyse fir 30 min in FACS-Puffer mit verschiedenen EDTA-Konzentrationen
inkubiert und anschlieRend auf eine Bindung durch rAb-IP2 untersucht. Zusatzlich wurde der Einfluss der EDTA-
Konzentration auf die Bindung der kommerziellen Antikérper anti-GABA,-a; bzw. anti-GABA,-B,/B5 untersucht.

Blau: Ungefarbte Zellen. Rot: Gefarbte Zellen. rOCB-MS3-s1: Kontrollantikorper.
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Fiir GABAs-R-transfizierte Expi293F™-Zellen, welche fiir 4 h mit EDTA inkubiert wurden
(Abbildung 13), stieg der anfangliche Anteil von 46,7 % positiver Zellen (0 uM EDTA) bei 2,5
UM EDTA auf 56,5 % und sank fiir hohere Konzentrationen wieder auf 44,1 % ab (50 uM). Fir
mit 5 UM EDTA inkubierte Zellen konnte aus unbekannten Grinden keine Bindung durch
rAb-IP2 nachgewiesen werden. Ebenso konnte fir alle untersuchten EDTA-Konzentrationen
keine Bindung durch den kommerziellen anti-GABA-B,/B3-Antikorper ermittelt werden. Die
Bindung des kommerziellen anti-GABAs-a;-Antikdrpers an GABAa-R lag bei allen
untersuchten EDTA-Konzentrationen zwischen 44,0 % (5 uM EDTA) und 47,7 % (0 uM EDTA)
und dnderte sich daher nur gering. Wie auch fiir Zellen, welche fiir 30 min in FACS-Puffer mit
EDTA inkubiert wurden, konnte keine Bindung durch den Kontrollantikorper rOCB-MS3-s1

detektiert werden.
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Abbildung 13: Durchflusszytometrische Analyse der rAb-IP2-Bindung an GABA,-R, 48 h nach der Transfektion.
Die Zellen wurden vor der Analyse fir 4 h in FACS-Puffer mit verschiedenen EDTA-Konzentrationen inkubiert
und anschlieBend auf eine Bindung durch rAb-IP2 untersucht. Zusatzlich wurde der Einfluss der EDTA-
Konzentration auf die Bindung der kommerziellen Antikérper anti-GABA,-a; bzw. anti-GABA,-B,/B5 untersucht.

Blau: Ungefarbte Zellen. Rot: Gefarbte Zellen. rOCB-MS3-s1: Kontrollantikorper.
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In einem weiteren Versuch wurde die rAb-I1P2-Bindung durch die zusatzliche Analyse von mit
100 bzw. 200 uM EDTA inkubierten Zellen untersucht (Abbildung 14). Die Inkubationszeit
betrug fir alle Proben 30 min. Es ergab sich hierbei ein dhnlicher Trend wie schon nach der
ersten Analyse der Bindung nach einer 30-minitiger EDTA-Inkubation (Abbildung 12), so
wurde auch hier der geringste Anteil positiver Zellen bei 5 uM EDTA (33,4 %) nachgewiesen.
Die hochsten Anteile wurden mit 86,5 bzw. 88,3 % bei Konzentrationen von 2,5 bzw. 25 uM
EDTA detektiert, fir die weiteren Konzentrationen lagen die Anteile positiver Zellen

zwischen 49,2 % (10 uM EDTA) und 65,5 % (50 uM EDTA).

Der Anteil der durch den anti-GABAA-a;-Antikdrper gebundenen Zellen lag zwischen 54,2 %
(25 uM EDTA) und 61,4 % (2,5 uM EDTA), wobei dieser fir unbehandelte Zellen bei 73,1 %
lag. Verglichen mit den vorherigen Versuchen (Abbildungen 12 und 13) wurde fir alle
Proben ein hoherer Anteil durch anti-GABAs-B,/Bs gebundener Zellen nachgewiesen,
welcher zwischen 44,3 % (10 uM EDTA) und 56,6 % (200 uM EDTA) lag. Eine Bindung durch

den Kontrollantikorper rOCB-MS3-s1 konnte fiir keine der Proben ermittelt werden.
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Abbildung 14: Durchflusszytometrische Analyse der rAb-IP2-Bindung an GABA,-R, 48 h nach der Transfektion.
Die Zellen wurden vor der Analyse fir 30 min in FACS-Puffer mit verschiedenen EDTA-Konzentrationen
inkubiert und anschlieRend auf eine Bindung durch rAb-IP2 untersucht. Zusatzlich wurde der Einfluss der EDTA-
Konzentration auf die Bindung der kommerziellen Antikérper anti-GABA,-a; bzw. anti-GABA,-B,/B5 untersucht.
Blau: Ungefarbte Zellen. Rot: Gefarbte Zellen. rOCB-MS3-s1: Kontrollantikorper.
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3.2 Untersuchung der rAb-hAE-Bindung an hMOG

3.2.1 Der Antikorper rAb-hAE erkennt hMOG

Da fur den Antikorper rAb-hAE eine Bindung an Myelin nachgewiesen werden konnte
(Beltran et al., 2021) und MOG-spezifische Antikorper fir eine Vielzahl von
demyelinisierenden Erkrankungen aufgefunden werden konnen (Mayer et al. 2013), wurde
rAb-hAE auf eine mogliche Bindung an human MOG (hMOG) untersucht. Hierfliir wurde der
Antikorper in Konzentrationen von 100/30/10/3,33/1/0,33/0,1/0,033 pg/ml zu hMOG-
exprimierenden COS-7-Zellen gegeben und anschlieBend per Durchflusszytometrie
untersucht (2.4.4.1). Die Ergebnisse der Durchflusszytometrie fir Zellen, welche 72 h nach
der Nukleofektion analysiert wurden, sind in Abbildung 15 dargestellt. Es konnte hierbei fir
alle untersuchten Antikdrper-Konzentrationen eine Bindung an hMOG nachgewiesen
werden, welche jedoch mit absinkender rAb-hAE-Konzentration abnahm. Fir
Konzentrationen von 100/30/10/3,33/1/0,33 pug/ml lag der Anteil positiver Zellen bei nahezu
100 %, wobei bei einer rAb-hAE-Konzentration von 0,33 pug/ml bereits ein geringerer Shift im
Histogramm nachgewiesen werden konnte. Dieser reduzierte Shift trat ebenfalls bei einer
Konzentration von 0,1 pg/ml auf, wodurch der Anteil positiver Zellen bei nur noch 96,6 %
lag. Eine rAb-hAE-Konzentration von 0,033 pg/ml fihrte nur noch zu einem Anteil von 62 %
positiver Zellen, welcher sich im Histogramm durch einen noch weiter reduzierten Shift
ausdriickte. Fir den Kontrollantikérper r8-18C5 konnte fiir beinahe jede der untersuchten
Konzentrationen ein Anteil von ca. 100 % positiver Zellen ermittelt werden, lediglich bei

einer Antikérper-Konzentration von 100 ug/ml lag der Anteil positiver Zellen nur bei 84,4 %.

Fiir Zellen, welche 48 h nach der Transfektion analysiert wurden, konnte ebenfalls eine rAb-
hAE-Bindung an hMOG nachgewiesen werden. Hierbei konnte ebenfalls ab einer Antikdrper-
Konzentration von 0,33 pg/ml ein geringerer Shift ermittelt werden, welcher sich fir
geringere Antikorper-Konzentrationen weiter verringerte und schlielich bei einer
Konzentration von 0,033 pg/ml zu einem geringeren Anteil positiver Zellen (89,8 %) und
damit zu einer schlechteren Bindung von rAb-hAE fiihrte. Die Ergebnisse dieses Versuchs

befinden sich im Anhang (Abbildung 36).
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Abbildung 15: Durchflusszytometrische Analyse der rAb-hAE-Bindung an human MOG (hMOG), 72 h nach der
Transfektion. Der Antikérper wurde in verschiedenen Konzentrationen zu den COS-7-Zellen gegeben und auf
eine Bindung an hMOG untersucht. Zusatzlich wurde als Positivkontrolle der Antikorper r8-18C5 in den
entsprechenden Konzentrationen auf eine hMOG-Bindung analysiert. Blau: Ungefarbte Zellen. Rot: Gefarbte

Zellen. Teile dieser Abbildung sind in Beltran et al. (2021) enthalten.

3.2.2 Identifizierung des rAb-hAE-Epitops von hMOG

Fiir die Identifizierung des rAb-hAE-Epitops wurden MOG-Mutanten in COS-7 exprimiert, per
Durchflusszytometrie analysiert und mit der rAb-hAE-Bindung an Full Length hMOG (human
MOG) verglichen. Um die rAb-hAE-Bindung an MOG mit einer weiteren Zelllinie zu
untersuchen, wurden die MOG-Mutanten ebenfalls in HelLa-Zellen exprimiert und analysiert.
Neben den MOG-Mutanten N31D, R9G/H10Y, P42S, R86Q, S104E und H103A/S104E wurden
hierbei auch mouse MOG (MMOG) und rat MOG (rMOG) auf eine rAb-hAE-Bindung getestet.
Abbildung 16 zeigt die Ergebnisse der Durchflusszytometrie fir COS-7-Zellen, welche 72 h
nach der Nukleofektion analysiert wurden. Sowohl fir rAb-hAE als auch r8-18C5 konnte im
Vergleich zur hAMOG-Bindung keine signifikant geringere Bindung an mMOG, rMOG und die
MOG-Mutanten N31D, R9G/H10Y und P42S nachgewiesen werden, da der Anteil positiver
Zellen fiir diese Proben jeweils zwischen 93,1 % und 98,4 % betrug. Fir die MOG-Mutanten
R86Q und S104E konnten jedoch nur 78,7 % bzw. 78,8 % an Zellen nachgewiesen werden,
welche von rAb-hAE erkannt wurden. Noch starker war dieser Effekt fir die Doppelmutante
H103A/S104E zu beobachten, da der Anteil positiver COS-7-Zellen auf 21,5 % sank und nur
noch ein sehr schwacher Shift aufgefunden werden konnte. Fir den Antikérper r8-18C5
konnte bei dieser Doppelmutante ein dhnlicher Effekt nachgewiesen werden, hier sank der
Anteil positiver Zellen aber lediglich auf 64,3 %. Ein Austausch von Arginin 86 durch Glutamin

bzw. Serin 104 durch Glutamat hatte jedoch keinen Einfluss auf die r8-18C5-Bindung an
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hMOG. Fiir den Kontrollantikorper rOCB-MS3-s1 konnte fiir keine der Proben eine Bindung

nachgewiesen werden.

Die Ergebnisse der Untersuchungen jener Zellen, welche 48 h nach der Transfektion
analysiert wurden, entsprachen grofStenteils diesen Resultaten und befinden sich im Anhang
(Abbildung 35). Im Gegensatz zu COS-7, welche 72 h nach der Transfektion untersucht
wurden, konnte hierbei fiir die MOG-Mutante R86Q jedoch keine geringere Bindung durch

rAb-hAE nachgewiesen werden.

MOG MOG MOG MOG MOG MOG
human MOG mouse MOG rat MOG N31D RIG/H10Y P42s R86Q S104E H103A/S104E
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Abbildung 16: Durchflusszytometrische Analyse der rAb-hAE-Bindung an COS-7-Zellen, die mit humanem MOG
(hMOG), mouse MOG (mMOG), rat MOG (rMOG) und MOG-Mutanten transfiziert wurden, 72 h nach der
Transfektion. Zusatzlich wurde der Antikorper r8-18C5 auf eine Bindung an hMOG, mMOG, rMOG und MOG-
Mutanten untersucht. Alle Antikérper wurden in einer Konzentration von 30 pg/ml zu den Zellen gegeben.
Blau: Ungefarbte Zellen. Rot: Gefarbte Zellen. r8-18C5: Kontrollantikérper (Positivkontrolle). rOCB-MS3-s1:

Kontrollantikorper. Teile dieser Abbildung sind in Beltran et al. (2021) enthalten.

Die durchflusszytometrische Analyse der rAb-hAE-Bindung an Hela-Zellen, welche hMOG
bzw. MOG-Mutanten exprimierten, fihrte verglichen mit den Untersuchungen an COS-7-
Zellen zu dhnlichen Ergebnissen. So konnte fiir Zellen, welche 72 h nach der Transfektion
untersucht wurden (Abbildung 17), fir die MOG-Mutante S104E eine Abnahme des Shifts
ermittelt werden, wodurch nur 92,2 % der Zellen durch rAb-hAE erkannt werden konnten.
Die Doppelmutante H103A/S104E fiihrte wie bei den untersuchten COS-7-Zellen ebenfalls zu
einer sehr starken Abnahme der rAb-hAE-Bindung, wodurch nur ein sehr geringer Shift und

nur ein sehr geringer Anteil an positiven Zellen (1,72 %) nachgewiesen werden konnte. Fir
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die restlichen untersuchten MOG-Varianten bzw. Mutanten lag der Anteil positiver Zellen bei
nahezu 100 %. Dies war auch fiir den Antikorper r8-18C5 der Fall, hier konnte nur fir die
Doppelmutante H103A/S104E eine Abnahme des Shifts bzw. der Antikérper-Bindung

detektiert werden, wodurch nur noch 89 % der Zellen durch den Antikdrper erkannt werden

konnten.
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Abbildung 17: Durchflusszytometrische Analyse der rAb-hAE-Bindung an Hela-Zellen, die mit humanem MOG
(hMOG), mouse MOG (mMOG), rat MOG (rMOG) und MOG-Mutanten transfiziert wurden, 72 h nach der
Transfektion. Zusatzlich wurde der Antikérper r8-18C5 auf eine Bindung an hMOG, mMOG, rMOG und MOG-
Mutanten untersucht. Alle Antikérper wurden in einer Konzentration von 30 pg/ml zu den Zellen gegeben.
Blau: Ungefarbte Zellen. Rot: Gefarbte Zellen. r8-18C5: Kontrollantikérper (Positivkontrolle). rOCB-MS3-s1:

Kontrollantikorper.

Fir Hela-Zellen, welche 48 h nach der Transfektion auf eine Antikdrper-Bindung getestet
wurden (Anhang, Abbildung 37), konnte ein dhnlicher Trend nachgewiesen werden. Die
Doppelmutante H103A/S104E flihrte auch hier fir beide getesteten Antikérper zu einer
starken Abnahme der MOG-Affinitat (rAb-hAE: 22,4 %; r8-18C5: 92 %), wahrend dieser Effekt
fiir die MOG-Mutante S104E weniger stark ausgepragt war. Der Austausch von Arginin 86

durch Glutamin fiihrte auch hier nur zu einer leichten Abnahme der rAb-hAE-Bindung.

Um den Einfluss der einzelnen Aminosaure-Substitutionen an der A(MOG-Bindung genauer zu
untersuchen, wurde der  Antikorper rAb-hAE in Konzentrationen von
100/30/10/3,33/1/0,33/0,1/0,033 pg/ml zu COS-7-Zellen, welche die MOG-Mutanten R86Q,
S104E und H103A/S104E exprimierten, titriert und per Durchflusszytometrie auf eine

Bindung analysiert (2.4.4.2). 72 h nach der Transfektion konnte fiir die MOG-Mutante R86Q
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eine ab einer Konzentration von 0,33 pg/ml einsetzende Abnahme der rAb-hAE-Bindung
nachgewiesen werden, welche vergleichbar mit jener von hMOG war (Abbildung 18). Der
Anteil positiver Zellen sank hierbei von beinahe 100 % (0,33 pg/ml) auf 59,6 % (0,033 ug/ml)
bzw. fir hMOG auf 62 %. Diese Abnahme konnte im Histogramm fiir die MOG-Mutante
S104E bereits ab einer Konzentration von 30 pg/ml detektiert werden, wobei der Shift der
positiven Population im Vergleich zu hMOG bereits bei einer Antikdrper-Konzentration von
100 pg/ml geringer war. Ab einer Konzentration von 3,33 ug/ml war auch eine prozentuale
Abnahme der positiven Population auffindbar (85,3 %). Diese Abnahme setzte sich fiir
geringere Konzentrationen weiter fort, bis schlieRlich nur ein sehr geringer Anteil positiver
Zellen nachweisbar war (0,033 pg/ml: 2,17 %). Eine doppelte Substitution von Histidin 103
durch Alanin und Serin 104 durch Glutamat flhrte zu einer starken Abnahme der rAb-hAE-
Bindung an hMOG. Bereits bei einer Antikorper-Konzentration von 100 pug/ml konnte nur ein
schwacher Shift mit einem geringeren Anteil positiver Zellen (91,8 %) nachgewiesen werden.
Fir geringere Konzentrationen nahm die positive Population weiter stark ab, wodurch
bereits aber einer Konzentration von 0,33 pg/ml keine Bindung von rAb-hAE mehr

nachgewiesen werden konnte.
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Abbildung 18: Durchflusszytometrische Analyse der rAb-hAE-Bindung an MOG, 72 h nach der Transfektion. Der
Antikérper wurde in verschiedenen Konzentrationen zu den COS-7-Zellen gegeben und auf eine Bindung an
hMOG bzw. die Mutanten R86Q, S104E und H103A/S104E untersucht. Blau: Ungefarbte Zellen. Rot: Gefarbte

Zellen. Teile dieser Abbildung sind in Beltran et al. (2021) enthalten.
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Die Ergebnisse der Durchflusszytometrie fir COS-7-Zellen, welche 48 h nach der Transfektion
analysiert wurden, dhnelten diesen Resultaten und befinden sich im Anhang (Abbildung 36).
Die untersuchten Proben zeigten auch hier, dass ein doppelter Austausch der Aminosauren
Histidin 103 durch Alanin und Serin 104 durch Glutamat zu einer starken Reduktion der
Affinitat von rAb-hAE an hMOG fiihren. Die Substitution von Arginin 86 durch Glutamin bzw.
Serin 104 durch Glutamat fiihrte ebenfalls zu einer geringeren Affinitat, wenngleich diese

Effekte im Vergleich zur Doppelmutante H103A/S104E weniger stark ausgepragt waren.

3.3 Mimotop-Suche durch Screening von Peptid-Libraries

3.3.1 Nachweis der CD3/CD8-Expression und CD3-Aktivierung von IP2-T-Zell-Hybridomen

Fir eine erfolgreiche Mimotop-Identifizierung mithilfe von 58a B~ Maus-T-Zell-Hybridomen,
welche mit dem IP2-TCR transfiziert wurden, war ein hohes Expressionslevel des TCRs sowie
des ebenfalls transfizierten humanem CD8-Corezeptors entscheidend. Um die Expression
des CD3-Rezeptors bzw. des CD8-Corezeptors von IP2-T-Zell-Hybridomen quantitativ zu
bestimmen, wurden diese mithilfe eines anti-mCD3e- bzw. anti-hCD8B- Antikdrpers gefarbt
und per Durchflusszytometrie analysiert (2.4.2). Da eine sehr hohe Expression des CD3-
Rezeptors (95,1 % positive Zellen, Abbildung 19) detektiert werden konnte, konnte dadurch
indirekt auch ein hohes Expressionslevel des TCRs nachgewiesen werden. Das
Expressionslevel des CD8-Corezeptors war mit einem Anteil von 99,3 % positiver Zellen

ebenfalls sehr hoch.

Durch eine CD3-Aktivierung konnte die NFAT-abhadngige Expression des ebenfalls
transfizierten sGFP-Reporterproteins fir 84,9 % der untersuchten Zellen nachgewiesen
werden. Dadurch konnte gezeigt werden, dass ein GroRteil der T-Zell-Hybridome aktivierbar

war.
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Abbildung 19: Durchflusszytometrische Analyse der CD3- und CD8-Expression von IP2-T-Zell-Hybridomen.
Neben der Expression der beiden Oberflichenproteine konnte auch eine Aktivierbarkeit der Zellen
nachgewiesen und quantitativ bestimmt werden. CD3: Anti-mCD3e-gefdrbte Zellen. CD8: Anti-hCD8B-gefarbte

Zellen. CD3-Aktivierung: Anti-mCD3e-aktivierte Zellen. Blau: Ungeférbte Zellen. Rot: Gefarbte Zellen.

Die Aktivierbarkeit der Hybridome wurde auch durch mikroskopische Aufnahmen untersucht
und ist in Abbildung 20 dargestellt. Hierbei konnte die sGFP-Expression der aktivierten Zellen
ebenfalls nachgewiesen werden. Flir unbehandelte Hybridome, welche nicht mit einem anti-

mCD3e-Antikorper gefarbt wurden, konnten keine aktivierten Zellen nachgewiesen werden.

Abbildung 20: Mikroskopaufnahmen der CD3-Aktivierung. Obere Reihe: CD3-Aktivierung im DsRed-Kanal (A),

im EGFP-Kanal (B) und im Hellfeld (C). Untere Reihe: Ungefarbte IP2-T-Zell-Hybdridome im DsRed-Kanal (D), im
EGFP-Kanal (E) und im Hellfeld (F). MaRstabsskala: 200 um.
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3.3.2 HLA-Restriktion und Entnahme positiver Zellen

Da das krankheitsrelevante HLA, welches das gesuchte Antigenpeptid prasentierte, nicht
bekannt war, musste dieses vor der eigentlichen Mimotop-Suche identifiziert werden.
Hierflr wurden in einer ersten Runde HLAs gleichen Isotyps zusammen in COS-7 transfiziert
und auf eine T-Zell-Aktivierung getestet. Zusatzlich wurden die Peptid-Libraries N24 und N27
zusammen in die antigenprasentierenden COS-7 transfiziert, da zudem nicht bekannt war,
ob das prasentierte Peptid eine Lange von 8 oder 9 aa aufwies. Da die prasentierten Peptide
der untersuchten HLAs nur selten eine Linge von 10 aa besitzen (Rasmussen et al., 2014;
Gfeller and Bassani-Sternberg, 2018), wurde in dieser Runde keine zuséatzliche Untersuchung
von N30-Librarys durchgefiihrt. Es wurde hierbei vor allem auf Zell-Cluster geachtet, welche
mindestens drei aktivierte IP2-T-Zell-Hybridome enthielten, um eine Anreicherung falsch
positiver peptid-codierender Plasmide zu verhindern (siehe Abschnitt 2.5.3). Die Ergebnisse

dieser ersten Runde der HLA-Bestimmung sind in Tabelle 3 zusammengefasst:

Tabelle 3: Anzahl aufgefundener |P2-T-Zell-Cluster nach Screening von 3,5 cm-Schalen, welche
antigenprasentierende COS-7 und co-kultivierte IP2-Hybridome enthielten. Aufgelistet sind die verwendeten
Peptid-Libraries, die transfizierten HLAs gleichen Isotyps, die Anzahl und GréRe der Hybridom-Cluster und die

. . 2
gescannte Flache in cm”.

Library HLA der- 3er- Zusatzliche Fliche [cm?]
Cluster Cluster Cluster
N24/N27 | A*02:01/A*23:01 2 19 - 76,8 cm?
N24/N27 | B*35:01/B*44:03 10 22 - 76,8 cm?
N24/N27 | C*04:01/C*16:01 5 2 - 76,8 cm?

Mit einer Gesamtzahl von 32 aufgefundenen IP2-T-Zell-Cluster wurden fir COS-7-Zellen,
welche mit den HLAs B*35:01/B*44:03 transfiziert wurden, im Vergleich zu den HLA-
Kombinationen A*02:01/A*23:01 (21 Cluster) und C*04:01/C*16:01 (7 Cluster) die meisten

aktivierten T-Zell-Cluster detektiert.
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In der nachsten Runde wurden anschlieBend HLAs des gleichen Isotyps nur mit einer N24-,
N27- oder N30-Library in COS-7-Zellen transfiziert und auf eine T-Zell-Aktivierung untersucht.

Die Ergebnisse dieser Versuche sind in Tabelle 4 zusammengefasst:

Tabelle 4: Anzahl aufgefundener [P2-T-Zell-Cluster nach Screening von 3,5 cm-Schalen, welche
antigenprasentierende COS-7 und co-kultivierte IP2-Hybridome enthielten. Aufgelistet sind die einzelnen
verwendeten Peptid-Libraries, die transfizierten HLAs gleichen Isotyps, die Anzahl und GroRe der Hybridom-

Cluster und die gescannte Flache in cm’.

Library HLA 4er- 3er- Zusitzliche Fliche [cm?]
Cluster Cluster Cluster

N24 A*02:01/A*23:01 - - - -

N24 B*35:01 / B*44:03 - - - 28,8 cm?
N24 C*04:01/C*16:01 - - - 28,8 cm?
N27 A*02:01/A*23:01 2 3 - 19,2 cm?
N27 B*35:01 / B*44:03 5 2 - 48 cm?
N27 C*04:01/C*16:01 1 15 1x 6er 48 cm?

N30 A*02:01/A*23:01 - - - -

N30 B*35:01 / B*44:03 - - - 28,8 cm?

N30 C*04:01/C*16:01 - - - 28,8 cm?

Im Gegensatz zum vorherigen Versuch, welcher die meisten aktivierten T-Zell-Cluster fir die
HLAs B*35:01/B*44:03 aufzeigte, wurden fiir die Untersuchung einzelner Peptid-Libraries
mit einer Anzahl von 17 Clustern die meisten aktivierten IP2-Hybridome fiir die HLA-
Kombination C*04:01/C*16:01 mit einer N27-Library aufgefunden. Fir die HLA-
Kombinationen B*35:01/B*44:03 bzw. A*02:01/A*23:01 konnten fiir mit einer N27-Library
transfizierte COS-7-Zellen hingegen nur 5 (B*35:01/B*44:03) bzw. 7 (A*02:01/A*23:01) T-
Zell-Cluster aufgefunden werden. Fiir die weiteren untersuchten HLA-Kombinationen und

Peptid-Libraries konnten keine aktivierten IP2-Cluster nachgewiesen werden.
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In einer weiteren Runde wurden anschlieBend die HLAs durch die Verwendung stabil
transfizierter HLA-BFP-COS-7-Zellen einzeln auf eine T-Zell-Aktivierung untersucht. Die N24-,
N27- und N30-Libraries wurden wie bereits in der vorherigen Runde einzeln in die COS-7-

Zellen transfiziert. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in Tabelle 5 zusammengefasst:

Tabelle 5: Anzahl aufgefundener |P2-T-Zell-Cluster nach Screening von 3,5 cm-Schalen, welche
antigenprasentierende COS-7 und co-kultivierte IP2-Hybridome enthielten. Aufgelistet sind die einzelnen
verwendeten Peptid-Libraries, die verwendeten HLA-BFP-COS-7, die Anzahl und GrofRe der Hybridom-Cluster

und die gescannte Flache in cm’.

Library HLA der- 3er-Cluster | Zusatzliche Fliche [cm?]
Cluster Cluster

N24 A*02:01 2 17 1x 5er 96 cm?
N24 A*23:01 3 18 - 115,2 cm?
N24 B*35:01 4 36 1x 5er 96 cm?
N24 B*44:03 6 23 - 76,8 cm?
N24 C*04:01 1 15 - 28,8 cm?
N24 C*16:01 1 9 - 28,8 cm?
N27 A*02:01 - 1 - 67,2 cm?
N27 A*23:01 - - - 67,2 cm?
N27 B*35:01 5 36 - 441,6 cm?
N27 B*44:03 6 14 - 57,6 cm?
N27 C*04:01 - - - 9,6 cm?
N27 C*16:01 - - - 9,6 cm?
N30 A*02:01 - - - 38,4 cm?
N30 A*23:01 - - - 57,6 cm?
N30 B*35:01 - - - 19,2 cm?
N30 B*44:03 - - - 19,2 cm?
N30 C*04:01 - - - -
N30 C*16:01 - - - -
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Die hochste Anzahl aktivierter T-Zellen wurde mit je 41 aufgefundenen Clustern fiir das HLA-
B*35:01 in Kombination mit einer N24- bzw. N27-Library nachgewiesen. Die zweit- bzw.
dritthdchste Anzahl wurde fir die HLAs A*23:01 (21 Cluster) bzw. A*02:01 (20 Cluster) in
Kombination mit einer N24-Library aufgefunden. Fir die HLAs C*04:01 und C*16:01 konnten
in Kombination mit einer N24-Library lediglich 16 (C*04:01) bzw. 10 (C*16:01) aktivierte
Cluster nachgewiesen werden. Die weiteren untersuchten HLA-Peptid-Library-

Kombinationen fihrten zu keiner T-Zell-Aktivierung.

Fir die Entnahme antigenprdsentierender COS-7-Zellen zur Anreicherung antigen-
codierender Plasmide wurden sowohl HLAs gleichen Isotyps transfiziert, als auch stabil
transfizierte HLA-BFP-COS-7 verwendet. Dies hatte den Grund, dass ein Teil der
entnommenen Zellen bereits wahrend der zweiten Runde der HLA-Bestimmung isoliert
wurde, da diese durch ihre Lage und ihre Bindung an IP2-Hybridomen eine hohe
Wahrscheinlichkeit aufwiesen, das Antigenpeptid zu exprimieren, da sich einzelne
Hybridome auch nur zuféllig Gber den COS-7 befinden konnten. Aufgrund der vorherigen
Versuche zur Bestimmung des krankheitsrelevanten HLAs wurden zudem nur Zellen
entnommen, welche eine N27-Library enthielten. Zwar wurden fiir das HLA-B*35:01 sowohl
fir die N27-, als auch fiir die N24-Library eine Anzahl von 41 Clustern nachgewiesen, jedoch
wurde eine Antigensuche mit Zellen, welche eine N24-Library enthielten, bereits in einer
vorherigen Arbeit untersucht (Gebert, 2018), weshalb die Entnahme von Zellen, welche eine
N27-Library enthielten, priorisiert wurde. Eine Ubersicht iiber die entnommenen COS-7 ist in

Tabelle 6 dargestellt.
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Tabelle 6: Auflistung entnommener COS-7-Zellen, welche zu einer Aktivierung von IP2-T-Zellen fiihrten.
Dargestellt sind die transfizierten HLAs bzw. die verwendeten HLA-BFP-COS-7, die GroRe der Hybridom-Cluster
und die Bezeichnung der entnommenen Zelle. Alle entnommenen Zellen wurden mit einer N27-Library

transfiziert und exprimierten Peptide mit einer Ldnge von 9 aa.

Bezeichnung HLA ClustergroRe
1 A*02:01/ A*23:01 4
2 A*02:01/ A*23:01 3
3 A*02:01/ A*23:01 3
4 A*02:01/ A*23:01 4
5 A*02:01/ A*23:01 3
6 B*35:01/ B*44:03 4
7 B*35:01/ B*44:03 3
8 B*35:01/ B*44:03 3
9 B*35:01/ B*44:03 3
10 B*35:01/ B*44:03 3
11 B*35:01/ B*44:03 3
12 B*35:01/ B*44:03 3
13 B*35:01 3
14 B*35:01 4

Die Entnahme einer antigenprasentierenden Zelle ist in Abbildung 21 beispielhaft fir eine
COS-7-Zelle, welche stabil das HLA-B*35:01 exprimierte und mit einer N27-Library

transfiziert wurde, dargestellt.
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Abbildung 21: Mikroskopaufnahmen vor (obere Reihe) und nach (untere Reihe) der Entnahme einer
antigenprasentierenden COS-7-Zelle. A und E: Aufnahme im DsRed-Kanal. B und F: Aufnahme im EGFP-Kanal. C
und G: Aufnahme im Hellfeld. D und H: Hellfeld- und EGFP-Kanal (merged). Gezeigt wird ein Cluster von vier
aktivierten IP2-T-Zell-Hybridomen. Die hier gescreenten COS-7 Zellen exprimierten stabil das HLA-B*35:01 und

wurden mit einer N27-Library transfiziert. MaRstabsskala: 50 um.

3.3.3 Nested-PCR und Ligation der peptid-codierenden Sequenzen in pcDNArc-spacer

Nachdem die COS-7-Zellen entnommen und fir 5 min bei 80 °C inkubiert wurden (2.5.3),
wurden die auf den Library-Plasmiden enthaltenen peptid-codierenden Sequenzen im ersten
Schritt der nested-PCR vervielfdltigt (2.6.2.2.2). Die nach der PCR mit den Primern pcDNA-
for-1/pcDNA-rev-1 auf einem Agarosegel aufgetragenen Proben sind in Abbildung 22
dargestellt. Nur fur die Picks 1, 2, 5, 7, 8 und 10 konnten Banden mit der erwarteten Grol3e
von 282 bp aufgefunden werden (rote Pfeile, Abbildung 22), weshalb die PCR-Produkte
dieser Picks vor dem zweiten Schritt der nested-PCR 1:100 verdiinnt wurden. Da die einzeln
entnommenen Zellen wahrend der Entnahme aufplatzen und dadurch einen Teil der Library-
DNA verlieren konnten, ist es wahrscheinlich, dass aus diesem Grund fiir die restlichen Picks
keine Bande mit der amplifizierten DNA-Sequenz auf dem Gel sichtbar war. Daher wurde die

template-DNA fir diese Picks im zweiten Schritt der nested-PCR unverdiinnt eingesetzt.
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Abbildung 22: Agarosegele der PCR-Produkte mit den Primern pcDNA-for-1/pcDNA-rev-1 direkt nach Entnahme
der antigenprasentierenden COS-7-Zellen. Die template-DNA stammte aus entnommenen COS-7-Zellen nach
Assays mit der N27-Library. Die erwartete BandengroRRe der PCR-Produke lag bei 282 bp. Banden dieser GrofRie
konnten in 6 der 18 Proben nachgewiesen werden (rote Pfeile). Von links nach rechts: Basenpaare (bp),

peqGOLD DNA Ladder (Marker), Aufgetragene Proben, peqGOLD DNA Ladder (Marker).

Nach dem zweiten Schritt der nested-PCR, welche mit den Primern pcDNA-Z”d-for/pcDNA-
2" rev-10 durchgefiihrt wurde, wurden die PCR-Produkte auf ein Agarosegel aufgetragen
(Abbildung 23). Fur alle Proben konnten Banden mit der erwarteten GréRe von 65 bp

nachgewiesen werden (griine Markierung, Abbildung 23).
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Abbildung 23: Agarosegele der PCR-Produkte mit den Primern pcDNA-2"d-for/pcDNA-Z"d—rev-lo. Die erwartete

BandengrofRe der PCR-Produke lag bei 65 bp. Banden dieser GréRe konnten fiir alle Proben nachgewiesen

werden (grin markiert). Fir 10 der 18 Proben konnten zudem Banden einer GroRe von ca. 350 bp aufgefunden

werden (rote Pfeile). Von links nach rechts: Basenpaare (bp), peqGOLD DNA Ladder (Marker), Aufgetragene

Proben, peqGOLD DNA Ladder (Marker).



Da sowohl nach der ersten (fir alle Proben, Abbildung 22), als auch der zweiten PCR (rote
Pfeile, Abbildung 23) mehrere weitere Banden auf dem Agarosegel aufgefunden wurden,
wurden beispielhaft die zusatzlichen Banden fir Pick 4 bei ca. 150 bp und fir Pick 8 bei ca.
300 bp und 150 bp nach der ersten PCR analysiert. Zusatzlich wurden fiir Pick 4 die 70 bp-
Bande und fir Pick 8 die 350 bp- und 70 bp-Bande nach der zweiten PCR untersucht. Die
Analyse der entsprechenden Banden erfolgte nach der beschriebenen Vorgehensweise aus

Abschnitt 2.6.2.5.

Die Sequenzen der PCR-Produkte (Anhang, 6.5) zeigten fiir die 150 bp-Banden von Pick 4 und
8 nach der ersten PCR hintereinander vorliegende Wiederholungen der verwendeten Primer
pcDNA-for-1/pcDNA-rev-1. Diese Primer-Repeats konnen als Nebenprodukte der PCR
auftreten, wenn nur eine geringe Menge template-DNA vorhanden ist. Da wie bereits
erldutert die Menge an template-DNA nach der Entnahme der Zellen stark variieren kann,
fuhrt dies héchstwahrscheinlich zu einem Auftreten der verschiedenen Banden nach der
ersten PCR. Fir diese Ursache spricht auch, dass die starke 300 bp-Bande von Pick 8 das
erwartete PCR-Produkt enthielt (Anhang, 6.5) und fir diesen Pick weniger zusatzliche

Banden mit einer geringeren Menge an Nebenprodukt aufgefunden wurden.

Nach der zweiten PCR konnte sowohl fiir die 70 bp-Bande von Pick 4, als auch fiir die 350 bp-
Bande von Pick 8 eine definierte peptid-codierende Sequenz nachgewiesen werden,
wenngleich fir letztere die Sequenz doppelt vorlag (Anhang, 6.5). Fir die 70 bp-Bande
konnte statt des Inserts nur der leere Vektor pCR™-Blunt [I-TOPO™ vorgefunden werden,
woflir fiir diese Probe ein Problem wahrend des Zero-Blunt-Klonierung (2.6.2.5) die

wahrscheinlichste Ursache ist.

Da fur alle Proben das erwartete PCR-Produkt mit einer Ldnge von 65 bp vorhanden war,
wurden die Proben prazipitiert (2.6.1.2), mit den Restriktionsenzymen Ascl und Notl verdaut
(2.6.2.3) und in den Ascl/Notl-geschnittenen Vektor pcDNArc-spacer ligiert (2.6.2.4). Nach
Transformation der ligierten Plasmide in E. coli DH10B (2.2.1.2) und anschliefender Plasmid-
Isolation (2.6.1.1) wurden die nun angereicherten Peptid-Libraries erneut in COS-7

transfiziert und auf eine Reaktivierung von IP2-T-Zell-Hybridomen getestet.
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3.3.4 Untersuchung der angereicherten Peptid-Libraries auf eine IP2-T-Zell-Aktivierung

Eine Reaktivierung von |P2-T-Zell-Hybridomen durch die angereicherten Peptid-Libraries
konnte fiir keinen der untersuchten Picks nachgewiesen werden. Aus diesem Grund wurden
angereicherte Subpools, welche aus Picks einer vorherigen Arbeit (Gebert, 2018) stammen,

auf eine Reaktivierung untersucht.

3.3.5 Analyse der Subpools aus dem Ausgangspool 8L-NEUI

Fir die damalige Antigensuche wurden in einer erste Runde der Zellentnahme jeweils 7
Picks zu je 2 Pools (8L | und 8L Ill) zusammengefasst. Die COS-7-Zellen wurden hierbei mit
dem HLA-A*23:01 und der HLA-spezifischen Peptid-Library pcDNA-8L transfiziert und auf
eine T-Zell-Aktivierung untersucht. Diese Library codierte an der achten Position fir die
Aminosaure Leucin, welche als Peptidanker bevorzugt in der Peptidbindefurche von HLA-
A*23:01 gebunden wird (Bouvier and Wiley, 1994; Gebert, 2018). Die ligierten Pools wurden
erneut in COS-7-Zellen transfiziert, welche wahrend der Mikroskopie ein zweites Mal
entnommen wurden. Die insgesamt 8 Picks der urspriinglichen zwei Pools wurden
anschliefend zu einem neuen Pool, 8L-NEUI, zusammengefasst, welcher als Ausgangspool
fur die nachfolgende Subpool-Analyse diente. Die Picks dieses Pools wurden zuvor durch
TOPO-Klonierung in den Vektor pcDNATM3.1/V5—His TOPO kloniert (siehe Gebert, 2018). Eine

Ubersicht tiber die Entstehung des Ausgangspools 8L-NEUI ist in Abbildung 24 dargestellt.
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Abbildung 24: Ubersicht (iber die Entstehung des Ausgangspools 8L-NEUI. Je 7 isolierte Zellen aus einer ersten
Entnahme antigenprasentierender Zellen einer fritheren Arbeit (Gebert, 2018) wurden zu den beiden Pools 8L |
und 8L Il zusammengefasst. Diese Pools wurden erneut in COS-7 zusammen mit dem HLA-A*23:01 transfiziert,
welche in einer zweiten Runde der Antigen-Suche erneut entnommen wurden. Die insgesamt 8 Picks aus den
beiden urspriinglichen Pools wurden anschlieBend zum Ausgangspool 8L-NEUI zusammengefasst und in den
Vektor pcDNATMS.l/VS—His TOPO ligiert. Die Entnahme der fiir die Pools verwendeten Zellen, die Durchfiihrung
der PCRs, die Klonierungen in die Vektoren pcDNArc-spacer bzw. pcDNATM3.1/V5-His TOPO und das Pooling

fanden bereits in einer friiheren Arbeit statt (Gebert, 2018).

Ausgehend von Pool 8L-NEUI konnte eine Aktivierung der IP2-Hybridome bis zur Analyse von
Einzelklonen nachgewiesen werden. Fiir jede Subpool-Runde wurde jener Subpool fiir eine
weitere Analyse verwendet, welcher die héchste Anzahl aktivierter T-Zell-Cluster enthielt,
und mit einer neuen Bezeichnung versehen. So wurde beispielsweise fiir den positiven 24.
Subpool von 8L-NEUI die Bezeichnung 8L-NEUI-24 eingefiihrt, von welchem ausgehend
weitere Subpools angefertigt und analysiert wurden. Die Mikroskopaufnahmen der positiven
Cluster der einzelnen Subpools sind in Abbildung 25 dargestellt. Die Anzahl positiver Cluster
erhohte sich fiir jede weitere Subpool-Runde jedoch kaum, was dazu fiihrte, dass nach
Analyse der Einzelklone fiir alle 30 untersuchten Proben eine dhnliche Anzahl positiver IP2-
Hybridome aufgefunden wurde. Da zudem fiir keinen der Klone ein aktivierter T-Zell-Cluster

aufgefunden wurde, war eine Mimotop-Ildentifizierung nicht maoglich.
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Abbildung 25: Mikroskopaufnahmen aktivierter IP2-T-Zell-Hybridome wahrend der Subpool-Analyse. Die

gescreenten COS-7 Zellen exprimierten stabil das HLA-A*23:01 und wurden mit angereicherten 8L-Libraries der
einzelnen Subpools transfiziert. Die Bilder A-D zeigen Aufnahmen der aktivierten IP2-T-Zell-Hybridome (rot
eingerahmt) durch die entsprechenden Subpools. A: 8L-NEUI-24. B: 8L-NEUI-24-26. C: 8L-NEUI-24-26-4. D: 8L-
NEUI-24-26-4-9. Mal3stabsskala: 100 pum.

Eine schematische Darstellung der aus dem Ausgangspool 8L-NEUI angefertigten Subpools
ist in Abbildung 26 dargestellt. Eine Anfertigung und Analyse weiterer Subpools, welche aus
Ausgangspools der vorherigen Arbeit (Gebert, 2018) stammen, flihrte ebenfalls zu keiner

Zunahme aktivierter IP2-T-Zell-Hybridome und daher zu keiner Mimotop-ldentifizierung.
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Abbildung 26: Ubersicht der Antigen-Suche von IP2. Dargestellt sind alle Schritte von der Entnahme der
antigenprasentierenden COS-7 bis zur Analyse von Einzelklonen. Angegeben sind zudem die entsprechenden
Klonzahlen der Bakterien-Subpools. Die Antigensuche dieser Arbeit begann fiir den dargestellten Ausgangspool
8L-NEUI ab der 1. Runde der Subpool-Anfertigung. Die Entnahme der COS-7-Zellen und die Aufteilung in den
Ausgangspool 8L-NEUI wurde in einer friheren Arbeit durchgefiihrt (Gebert, 2018). Fur das dargestellte

Schema wurde Abbildung 21 aus jener Arbeit als Vorlage verwendet.
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4. Diskussion

4.1 Analyse der rAb-IP2-Bindung an GABA,-R

4.1.1 Die Zusammensetzung der a;/Bs-Untereinheiten beeinflusst die rAb-IP2-Bindung an

GABAA-R

Fir die Untersuchung der Zeitabhdngigkeit der GABAA-R-Expression wurden Expi293F™-
Zellen transfiziert und nach 48 h, 72 h und 96 h auf eine rAb-IP2-Bindung untersucht. Die
hochste Anzahl positiver Zellen wurde hierbei 72 h nach der Transfektion mit einem Anteil
von 70,2 % ermittelt, die Anteile der Untersuchungen nach 48 h bzw. 96 h lagen mit 60,6 %
bzw. 69,1 % jedoch in einer adhnlichen GroRenordnung (3.1.1). Eine Bindung durch den
Antikorper rAb-IP2 konnte hierbei nur fir Zellen nachgewiesen werden, welche sowohl die
a1- als auch die Bs-Untereinheit des Rezeptors in einem Verhaltnis von 1:1 exprimierten, eine
Antikorper-Bindung an Zellen, welche nur mit einer Untereinheit von GABAA-R transfiziert
wurden, konnte nicht nachgewiesen werden. Friihere Studien zeigten hingegen, dass eine
rAb-IP2-Bindung an die extrazellulare Domadne der a;-Untereinheit sowohl durch einen
ELISA, als auch immunhistochemisch in Ratten-Hirnschnitten nachweisbar ist (Brandle, 2016;
Brandle et al., 2021). Zudem konnte fiir Antikdrper aus dem CSF des Patienten IP2 eine
Bindung an HEK293-Zellen nachgewiesen werden, welche nur die ai-Untereinheit von
GABA,-R exprimierten (Petit-Pedrol et al., 2014). Eine Erklarung hierflr konnte sein, dass
eine alleinige Expression von GABAA-R-a; zu einer veranderten Faltung des Rezeptors in der
Zellmembran fuhrt, wodurch das Epitop nicht mehr fir den Antikorper rAb-1P2 zuganglich
ist. Zudem ware es moglich, dass weitere bisher nicht aus dem CSF isolierte Antikdrper eine

Reaktivitat gegenilber der a;-Untereinheit aufweisen.

Um diesen Einfluss der Zusammensetzung von GABAA-R an der rAb-IP2-Bindung genauer zu
untersuchen, wurden daher verschiedene molare Verhéaltnisse der GABAA-R-Untereinheiten
o1/B3 in Expi293F™ exprimiert. Hierbei wurde sowohl nach einer Untersuchung nach 48 h
(3.3.1), als auch nach 72 h (Abbildung 34, Anhang) keine rAb-IP2-Bindung an Zellen
beobachtet, welche nur mit einer der beiden Untereinheiten transfiziert wurden. Auch fir

den kommerziellen anti-GABAx-a;-Antikérper konnte keine Bindung an Zellen nachgewiesen
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werden, welche lediglich die a;-Untereinheit exprimierten, wodurch es wahrscheinlich ist,
dass die vermutete verdnderte Faltung des GABAas-Rezeptors zu einer schlechteren
Zuganglichkeit der Epitope flr die getesteten Antikorper fihrt. Nur fliir den kommerziellen
anti-GABAAa-B,/Bs-Antikorper konnte eine Bindung an Zellen nachgewiesen werden, welche
nur die Bs-Untereinheit exprimierten. Daraus ldsst sich schlieBen, dass die alleinige
Expression der Bs-Untereinheit zu keiner Beeinflussung der Bindung des kommerziellen
Antikorpers fuhrt, rAb-IP2 hingegen nicht an die Bs-Untereinheit des Rezeptors bindet. Fir
die Bindung von rAb-IP2 an GABA,-R-exprimierenden Zellen scheint daher eine Expression
beider Untereinheiten eine Voraussetzung zu sein, wohingegen die gereinigte extrazelluldre
Doméne der GABA-R-ai-Untereinheit fir eine Bindung im ELISA ausreichend ist (Brandle,
2016; Brandle et al., 2021). Der hochste Anteil positiver Zellen konnte hierbei mit 57,3 % fiir
jene Expi293F™ nachgewiesen werden, welche ein a;:B3-Verhaltnis von 0,6:0,4 aufwiesen.
Fir die kommerziellen anti-GABAa-a;- bzw. anti-GABAa-B,/Bs-Antikorper lag der hochste
Anteil positiver Zellen von 47,3 bzw. 41,7 % bei einem a;:Bs-Verhaltnis von 0,4:0,6 bzw.
0,6:0,4. Da die Anteile positiver Zellen fiir die getesteten Antikorper nur schwach fiir andere
molare a;:B3-Verhaltnisse abwichen, verdeutlicht dies die Abhangigkeit der Bindung von rAb-
IP2 und dem kommerziellen anti-GABAas-a;-Antikorper von dem Vorhandensein beider
GABAj-R-Untereinheiten. Solange beide Untereinheiten an der Zelloberflache vorhanden
sind, scheint das molare Verhiltnis der Untereinheiten zueinander nur einen geringen
Einfluss auf die Antikérper-Bindung zu haben, wenngleich die hochste Anzahl positiver Zellen

bei einem a;:Bs-Verhaltnis von ca. 1:1 detektiert werden kann.

4.1.2 Die rAb-IP2-Bindung an GABA,-R ist abhingig von der Zn**-Konzentration

In einem weiteren Versuch wurde der Einfluss der Zn’*-Konzentration auf die Affinitat von
rAb-1P2 zu GABAA-R untersucht. GABAA-R wird durch Zn**-lonen inhibitorisch reguliert (Hosie
et al., 2003) und sowohl GABA,-R, als auch CSRP2, welches ebenfalls von rAb-IP2 gebunden
wird, verfligen Uber Zn**-Bindestellen (Weiskirchen and Gilinther, 2003). Daher wurde
vermutet, dass es sich entweder bei beiden von rAb-IP2 erkannten Epitope um jene Zn*'-
Bindestellen handelt oder diese indirekt durch eine Konformationsidnderung einen Einfluss

auf die Affinitat des Antikorpers haben.
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Da die Expi293F™-Zellen in Medium mit 5 uM ZnCl, kultiviert wurden, wurden die Zellen in
FACS-Puffer mit EDTA aufgenommen und fir 30 min bzw. 4 h auf Eiswasser inkubiert. Um
einen maglichen Einfluss der rAb-IP2-Bindung durch Komplexbildung der Zn**-lonen durch
EDTA zu untersuchen, wurden EDTA-Konzentrationen von 0/2,5/5/10/25/50 uM eingesetzt.
Hierbei konnte fiir beide Inkubationszeiten die niedrigste rAb-IP2-Affinitat bei einer EDTA-
Konzentration von 5 uM nachgewiesen werden (Abbildungen 12 und 13, 3.1.2). Diese
Konzentration entsprach jener ZnCl,-Konzentration, welche sich im Medium der Zellen
wahrend der Kultivierung befand. Der Anteil positiver Zellen sank zudem anfangs mit
steigender EDTA-Konzentration, stieg jedoch fiir Zellen, welche fir 30 min inkubiert wurden,
anschliefend wieder fir steigende EDTA-Konzentrationen, wohingegen fir Zellen, welche
fir 4 h inkubiert wurden, der Anteil positiver Zellen stetig abnahm. Flir den kommerziellen
anti-GABAs-a;-Antikorper wurde ebenfalls die niedrigste Affinitdat an GABAA-R bei einer
EDTA-Konzentration von 5 uM nachgewiesen, diese &nderte sich fir die (brigen
eingesetzten Konzentrationen jedoch kaum. Eine Bindung des kommerziellen anti-GABA,-
B,/Bs-Antikorpers konnte fur keine der beiden untersuchten Inkubationszeiten ermittelt

werden.

Da aufgrund der im Vergleich zum kommerziellen anti-GABA-a;-Antikdrper starken
Unterschiede in der Affinitdt an GABAA-R eine Abhédngigkeit der rAb-IP2-Bindung von der
eingesetzten EDTA-Konzentration vermutet wurde, wurden in einem weiteren Versuch die
Zellen zusatzlich mit 100 bzw. 200 puM EDTA inkubiert. Da fur beide untersuchten
Inkubationszeiten die geringste Affinitdt bei einer EDTA-Konzentration von 5 uM
nachgewiesen wurde, wurden die Zellen nur fir 30 min inkubiert. Der geringste Anteil
positiver Zellen wurde hierbei wieder bei 5 uM EDTA nachgewiesen, fiir den kommerziellen
anti-GABAx-a;-Antikorper lag dieser bei 25 uM EDTA, dnderte sich wie in den vorherigen
Untersuchungen jedoch kaum fiir andere Konzentrationen (Abbildung 14, 3.1.2). Eine
Bindung durch den kommerziellen anti-GABAA-B,/Bs-Antikdrper konnte im Gegensatz zu den
beiden friheren Versuchen fiir alle Proben nachgewiesen werden, welche sich ebenfalls

kaum zwischen den verschiedenen EDTA-Konzentrationen unterschieden.

Diese Ergebnisse zeigen, dass die EDTA- bzw. die Zn*"-Konzentration einen starken Einfluss

auf die rAb-IP2-Bindung an GABA4-R hat, da eine starke Abnahme der rAb-IP2-Affinitat fir
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eine EDTA-Konzentration von 5 uM nachgewiesen wurde. Diese Konzentration entspricht
jener Zn*"-Konzentration, welche fir die Kultivierung der Expi293F™-Zellen im Medium
verwendet wurde. Es erscheint wahrscheinlich, dass daher samtliche durch den GABAx-
Rezeptor gebunden Zn**-lonen durch das EDTA komplexiert wurden, wodurch das Epitop
von rAb-IP2 aufgrund der darauffolgenden Konformationsdanderung von GABAx-R schlechter
von dem Antikorper erkannt werden kann. Da sowohl fiir diese Konzentration, als auch fiir
hohere EDTA-Konzentrationen ebenfalls eine rAb-IP2-Bindung nachgewiesen werden kann,
ist es ebenfalls wahrscheinlich, dass das rAb-IP2-Epitop zwar in unmittelbarer Nihe der Zn*'-
Bindestelle liegt, jedoch aber auch benachbarte Proteinstrukturen Teil des Epitops sind. Fir
diese Hypothese spricht auch die Tatsache, dass sich zwei der drei Zn®"-Bindestellen von
GABA,-R zwischen den beiden Untereinheiten a; und B3 befinden (Hosie et al., 2003) und die
extrazelluldire Domadne der a;-Untereinheit fir eine Bindung durch rAb-IP2 ausreichend ist
(Bréndle, 2016; Brandle et al., 2021). Aufgrund friiherer Studien, welche einen Verlust zweier
Zn**-Bindestellen durch den Austausch einer Bs-Untereinheit durch eine y,-Untereinheit
nachwiesen (Hosie et al., 2003), kénnte diese verringerte Fahigkeit, Zn**-lonen zu binden,
auch eine Erklarung fir die Abhangigkeit der rAb-IP2-Bindung von der Zusammensetzung des
GABA-Rezeptors sein (4.1.1). Diese Hypothese misste jedoch durch weitere Versuche, z. B.

Mutationsstudien der Zn2+—BindesteIIen, verifiziert werden.

Das vermutete Antigen, welches durch die erfolgte Immunreaktion zu einer Bildung des
Antikorpers Ab-IP2 fihrte, ist CSRP2 (Brandle, 2016; Brandle et al., 2021), welches als Teil
der LMO-Protein-Familie ebenfalls durch das Vorhandensein zweier LIM-Domdnen in der
Lage ist, Zn**-lonen zu binden (Sanchez-Garcia and Rabbitts, 1994; Louis et al.,, 1997;
Weiskirchen and Gilinther, 2003). Zwar unterscheiden sich die LIM-Domane, welche Uber
eine Konsensussequenz verflgt, und die Zn**-Bindestelle hinsichtlich ihrer Aminoséurereste
in ihren chemischen Eigenschaften, jedoch zeichnet beide Bindemotive ein Vorhandensein
mehrerer Cystein-Reste aus (Sdnchez-Garcia and Rabbitts, 1994; Brandle, 2016). In friiheren
Studien erkannte der Antikorper rAb-IP2 mit einer geringeren Affinitat finf weitere Proteine,
welche in der Lage sind, Zn**-lonen zu binden, darunter mit CSRP1 ein weiteres, welches
Uber eine LIM-Domane verfiigt (Brandle, 2016; Brandle et al., 2021). Dadurch erscheint es
dullerst wahrscheinlich, dass diese Bindemotive das Epitop von rAb-IP2 darstellen, wodurch

die Kreuzreaktivitat des Antikorpers gegenliber GABAs-R erklart werden kdnnte. Um diese
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Hypothese zu bestatigen, missten jedoch weitere Untersuchungen, wie Strukturanalysen
und Mutationsstudien, durchgefihrt werden. Auch die CSF-Analyse von weiteren GABA,-
Rezeptor-Enzephalitis-Patienten konnte hierbei zu einem besseren Verstdandnis der

Krankheitsentstehung und zu einer genauen Identifizierung des Epitops fiihren.

4.2 Analyse der rAb-hAE-Bindung an hMOG

4.2.1 Das Autoantigen hMOG wird durch rAb-hAE erkannt

Aufgrund der nachgewiesenen rAb-hAE-Bindung an Myelin (Beltrdn et al., 2021) und der
Haufigkeit MOG-spezifischer Antikdrper bei demyelinisierenden Erkrankungen (Mayer et al.,
2013) wurde untersucht, ob hMOG ein Antigen fir den Antikdrper rAb-hAE darstellt. In
einem ersten Versuch wurde daher der Antikérper in Konzentrationen von
100/30/10/3,33/1/0,33/0,1/0,033 pg/ml auf eine Bindung an hMOG-exprimierenden COS-7-
Zellen analysiert. Hierbei konnte sowohl fir Zellen, welche nach 48 h untersucht wurden
(Anhang, Abbildung 36), als auch fir Zellen, welche nach 72 h untersucht wurden (Abbildung
15), eine starke Bindung durch rAb-hAE nachgewiesen werden, da fir fast alle untersuchten
Antikorper-Konzentrationen ein Anteil positiver Zellen von beinahe 100 % ermittelt werden
konnte. Der Kontrollantikorper r8-18C5 zeigte ebenfalls eine starke Bindung an hMOG, auch
hier lag der Anteil positiver Zellen in fast allen Proben bei ca. 100 %. Lediglich fir eine
eingesetzte Konzentration von 100 pg/ml Antikorper lag der positive Anteil bei 84,4 %,
verbunden mit dem Vorhandensein einer vergleichsweise starken negativen Population. Dies
resultierte wahrscheinlich ebenso wie fir die entsprechende rAb-hAE-Probe nach 48 h aus
einer zu hohen Menge an eingesetztem Antikorper. Die Fluoreszenzintensitat und der Anteil
positiver Zellen nimmt flr mit rAb-hAE titrierte Zellen ab einer Konzentration von 0,33 pg/ml
kontinuierlich ab, sodass fiir COS-7-Zellen, welche nach 72 h untersucht wurden, fir eine
Antikorper-Konzentration von 0,033 pg/ml nur noch 62 % der Zellen durch den Antikorper
erkannt wurden. Da der Antikérper r8-18C5 selbst fiir diese Konzentration einen starken
Shift aufweist und an allen untersuchten Zellen eine Bindung nachweisbar war, kann daraus
geschlossen werden, dass sowohl r8-18C5, als auch rAb-hAE hMOG erkennen, r8-18C5

jedoch eine hohere Affinitat fir das Antigen aufweist.
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4.2.2 Der Antikorper rAb-hAE erkennt ein dhnliches Epitop wie der Antikorper r8-18C5

Durch eine Analyse der Antikorper-Bindung an Mutanten von hMOG sollte im nachsten
Schritt das von rAb-hAE erkannte Epitop identifiziert und mit dem bereits bekannten Epitop
von r8-18C5 (Breithaupt et al., 2003) verglichen werden. Die hierbei verwendeten MOG-
Mutanten enthielten Substitutionen von jenen Aminosdauren, welche sich an freiliegenden
extrazelluldren Loops befinden (Beltran et al.,, 2021; Mayer et al. 2013; Abbildung 27), da
hier eine Bindung des Antikdrpers am wahrscheinlichsten war. Wahrend fir mMOG, rMOG
und die MOG-Mutanten N31D, R9G/H10Y und P42S die Bindung durch rAb-hAE mit jener
von hMOG vergleichbar war, konnte sowohl fiir COS-7- (Abbildung 16), als auch Hela-Zellen
(Abbildung 17) 72 h nach der Transfektion fir die Mutante S104E ein geringerer Anteil
positiver Zellen nachgewiesen werden. Diese Reduzierung der Affinitdt setzte sich hierbei fiir
beide Zelltypen fur die Doppelmutante H103A/S104E so stark fort, dass kaum noch ein
positiver Shift auffindbar war. Fiir Zellen, welche 48 h nach der Transfektion untersucht
wurden, konnte sowohl fir COS-7- (Anhang, Abbildung 35), als auch Hela-Zellen (Anhang,
Abbildung 37) eine ahnlich verringerte rAb-hAE-Affinitat fir beide MOG-Mutanten
nachgewiesen werden. Ein Austausch von Serin 104 durch Glutamat hatte fiir den Antikorper
r8-18C5 im Vergleich zu rAb-hAE einen geringeren Einfluss auf die Bindung an hMOG. Eine
zusatzliche Substitution von Histidin 103 durch Alanin fihrte auch hier zu einer starken
Abnahme der Affinitat an hMOG, wenngleich diese geringer ausfiel als fiir rAb-hAE. Dieses
Ergebnis deckt sich hierbei mit friiheren Studien, die nachwiesen, dass die Aminosiduren
Histidin 103 und Serin 104 Teil des Epitops von r8-18C5 sind (Breithaupt et al., 2003;
Breithaupt et al., 2008).

Diese Ergebnisse zeigen, dass die beiden untersuchten Antikdrper ein dhnliches Epitop von
hMOG erkennen, welches sich auf dem FG-Loop befindet und die Aminosaduren Histidin 103
und Serin 104 beinhaltet (Breithaupt et al., 2003). Eine Substitution dieser Aminosauren
flihrte hierbei fiir rAb-hAE im Vergleich zu r8-18C5 zu einer starkeren Abnahme der Bindung.
Eine Ursache hierflir kdnnte einerseits die bereits beschriebene geringere Affinitat
gegeniber hMOG sein, jedoch auch durch geringe Unterschiede der beiden Epitope
erklarbar sein (Beltran et al., 2021). Der FG-Loop mit dem von rAb-hAE erkannten Epitop ist
in Abbildung 28 dargestellt.
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Abbildung 27: Bandermodell der extrazellularen Domane von hMOG. Die verwendeten MOG-Mutanten
enthielten Substitutionen jener Aminosduren, welche sich an freiliegenden Loops von hMOG befinden

(verandert nach Mayer et al. 2013).

Abbildung 28: Bandermodell der extrazelluliren Domdne von hMOG. Das von rAb-hAE erkannte Epitop
beinhaltet den FG-Loop (roter Pfeil) und die Aminosauren Histidin 103 und Serin 104 (verdndert nach

Breithaupt et al., 2003).
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Da eine Substitution von Serin 104 einen groReren Einfluss auf die Affinitdt von rAb-hAE als
auf die Affinitdt von r8-18C5 hat, wurde der Antikorper rAb-hAE fiir die MOG-Mutanten
R86Q, S104E und H103A/S104E in verschiedenen Konzentrationen auf eine Bindung
untersucht. Fir hMOG und die Mutante R86Q konnte hierbei sowohl nach 72 h (Abbildung
18), als auch nach 48 h (Anhang, Abbildung 36) eine vergleichbare Abnahme der
Fluoreszenzintensitat ab einer Konzentration von 0,33 pg/ml nachgewiesen werden. Dies
verdeutlicht zusammen mit den vorherigen Ergebnissen, dass Arginin 86 kein Teil des von
rAb-hAE erkannten Epitops ist. Da sich zudem das Epitop mit den beiden Aminosduren
Histidin 103 und Serin 104 auf der gegenulberliegenden Seite der extrazelluldiren Domadne
von hMOG befindet, ware eine Bindung durch rAb-hAE aus sterischen Griinden sehr
unwahrscheinlich. Die abgeschwachte Bindung an die MOG-Mutante S104E konnte im
Vergleich zu hMOG bereits fiir die hochste eingesetzte Antikdrper-Konzentration von 100
ug/ml nachgewiesen werden, sodass ab einer Konzentration von 0,33 pg/ml fir diese
Mutante nur noch ein geringer Shift ermittelt werden konnte. Dieser Effekt war fir die
Doppelmutante H103A/S104E noch deutlicher, sodass ab einer Konzentration von 3,33
ug/ml nur noch eine sehr kleine Population positiver Zellen detektiert werden konnte. Diese
Ergebnisse verdeutlichen nochmals, dass die Aminosduren Histidin 103 und Serin 104 Teil
des von rAb-hAE erkannten Epitops sind. Die Bindung an den FG-Loop von hMOG wird
hierbei durch eine Substitution von Serin 104 durch Glutamat weniger herabgesetzt als
durch einen zusatzlichen Austausch von Histidin 103 durch Alanin. Dieser Effekt konnte fir
den Antikorper r8-18C5 ebenfalls gezeigt werden, wenngleich dieser weniger stark
ausgepragt war. Die Bedeutung dieser Aminosauren fir die rAb-hAE-Bindung zeigt sich
zudem durch die Tatsache, dass sowohl die Affinitdt an rMOG, als auch an mMOG mit jener
an hMOG vergleichbar war (Abbildung 16), obwohl diese MOG-Varianten im Vergleich zu
hMOG 12 bzw. 13 Aminosaure-Substitutionen aufweisen (Breithaupt et al., 2008). Der FG-
Loop enthalt fir mMOG ebenfalls eine, fiir rMOG zwei Aminosdure-Substitutionen, die
beiden Aminosauren Histidin 103 und Serin 104 sind jedoch fiir alle drei Spezies konserviert
(Breithaupt et al., 2008; Beltran et al., 2021), wodurch auch fir diese MOG-Varianten eine

Bindung an das Epitop gewahrleistet werden kann.
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Die Tatsache, dass sowohl der Antikorper Ab-hAE, als auch 8-18C5 ein ahnliches Epitop
erkennen, kann durch den Vergleich der Entstehung beider Antikérper nachvollzogen
werden. Der Antikorper Ab-hAE, welcher aus einem 51-jdhrigen Patienten isoliert wurde
(Beltran et al., 2021), entstand hierbei durch eine Immunantwort, welche durch Injektionen
mit gefriergetrockneten Kalberhirn- und Plazentazellen ausgelost wurde (Jellinger and
Seitelberger, 1958; Seitelberger et al., 1958; Hoftberger et al., 2015). Der Antikdrper 8-18C5
hingegen wurde durch Immunisierung einer Maus mit cerebralen Ratten-Glycoproteinen
generiert, welche zuséatzlich die Injektion mit Freund-Adjuvans beinhaltete (Linnington et al.,
1984; Beltran et al.,, 2021). Zwar wurden beide untersuchten Antikorper durch eine
Immunisierung mit verschiedenen Fremd-Antigenen gebildet, die Aminosduresequenzen der
verschiedenen MOG-Varianten sind jedoch stark konserviert (Clements et al., 2003). Beide
Antikorper sind gegen ein dhnliches Epitop gerichtet, obwohl auch andere Strukturen,
beispielsweise der AA’-Loop (Abbildung 28), aufgrund einer guten Antikorper-Zuganglichkeit
eine Zielstruktur darstellen kénnten. Friihere Studien zeigten hierbei, dass anti-MOG-
Antikorper ein breites Spektrum an MOG-Epitopen erkennen kénnen (Mayer et al. 2013;
Spadaro et al.,, 2018; Tea et al., 2019). Da diese Antikdrper aus Patienten isoliert wurden, fur
welche die Ursache der Krankheitsentstehung nicht bekannt ist, kann die Ursache dieser
unterschiedlichen Epitope nicht ermittelt werden (Beltran et al., 2021). Eine mogliche
Ursache kdnnten Konformationsanderungen von hMOG aufgrund weiterer Immunantworten
oder vorheriger Erkrankungen sein, wodurch der FG-Loop im Vergleich zu anderen

extrazelluldaren Sekundarstrukturen zuganglicher fir eine Antikdrper-Antwort ist.

Durch die in dieser Arbeit ermittelten Ergebnisse kann eine mdégliche Krankheitsentstehung
des Patienten rekonstruiert werden. So wurde durch mehrere Injektionen von
gefriergetrockneten Kalberhirn- und Plazentazellen im Patienten eine Immunantwort
ausgelost, welche sich gegen hMOG richtete (Jellinger and Seitelberger, 1958; Seitelberger et
al., 1958; Hoftberger et al., 2015). Dies konnte durch die starke Homologie, die die
verschiedenen MOG-Varianten unterschiedlicher Spezies zueinander aufweisen, ermdoglicht
werden. Dies kénnte zudem eine mogliche Ursache fiir die Ahnlichkeit des rAb-hAE-Epitops
zu jenem von r8-18C5 sein, da in beiden Fdllen eine Immunisierung durch Fremd-Antigene

stattfand (Beltran et al., 2021).
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In weiteren Untersuchungen konnte durch Manuela Paunovic und Naoto Kawakami gezeigt
werden, dass der Antikorper rhAE-hAE in vivo zu einer Demyelinisierung im Riickenmark
fuhrt, wenngleich diese weniger stark ausgepragt ist als nach Injektion des Antikdrpers r8-
18C5 (Beltran et al., 2021). Da auch fiir den Patienten Demyelinisierungen im Gehirn
nachgewiesen wurden, welche jenen der Multiplen Sklerose dhneln (Hoftberger et al., 2015;
Beltran et al., 2021), ist eine Pathogenitdt des Antikorpers sehr wahrscheinlich. Aus
Hirnschnitten des Patienten konnte zudem eine hohe Anzahl von CD8+ Zellen nachgewiesen
werden (Hoftberger et al., 2015), welche ebenfalls bei der MS in einer hohen Anzahl
vorhanden sind (Van Nierop et al., 2017; Machado-Santos et al., 2018). Die Krankheit weist
jedoch auch Kennzeichen der Akuten disseminierten Enzephalomyelitis (ADEM) auf, da das
Bindungsmuster von rAb-hAE dhnlich zu jenem eines Antikorpers ist, welcher aus einem
ADEM-Patienten isoliert wurde (Beltradn et al., 2021; Mayer et al. 2013). Es konnte dadurch
gezeigt werden, dass der beschriebene hAE-Fall sowohl Merkmale der MS, der ADEM, der
experimentellen autoimmunen Enzephalitis (EAE; Hoftberger et al.,, 2015) und weiterer
MOG-Antikorper assoziierter Erkrankungen (MOGAD; Beltran et al., 2021) aufweist.
Zukiinftige Untersuchungen konnten hierbei zu einem besseren Verstandnis dieser
Krankheiten und ihrer Entstehung beitragen, insbesondere durch Vergleich der T-
Zellpopulationen aus Gehirnproben, der Identifikation des Antigens bzw. dessen Epitops und
der Analyse weiterer immunhistologischer Marker. Die Analyse weiterer hAE-Fille gestaltet
sich hierbei jedoch schwierig, da nur sehr wenige Krankheitsfalle bekannt sind, welche durch

Injektionen mit gefriergetrocknetem Hirngewebe ausgeldst wurden (Beltran et al., 2021).

4.3 Mimotop-Suche des IP2-TCRs durch Library-Screening

4.3.1 Optimierung des T-Zell-Aktivierungsassays

Fiir die vorliegende Arbeit wurde das Vorgehen bei der Antigensuche verglichen mit der von
K. Siewert et al. (2012) etablierten Methode und jener, welche in meiner Masterarbeit
(Gebert, 2018) verwendet wurde, weiter modifiziert. Hierfiir wurden einige Schritte an

mehreren Stellen abgedndert. So wurden die angereicherten peptid-codierenden Sequenzen
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nach der nested-PCR nicht in den Vektor pcDNA™3.1/V5-His TOPO kloniert, sondern nach
Restriktionsverdau in den Vektor pcDNArc ligiert. Der Grund hierfiir lag an dem Auftreten
von Deletionen des CMV-Promotors aus einer frilheren Antigensuche, welche zudem kurz
vor der TOPO-recognition site 1 lagen (Gebert, 2018). Durch Verlust des CMV-Promotors war
eine Expression der potentiellen Antigen-Peptide nicht mehr mdglich, wodurch eine T-Zell-
Aktivierung und eine Anreicherung positiver Plasmide ausgeschlossen war. Da diese
Deletionen bereits in einer friheren Arbeit an der identischen Position auftraten
(Schonwetter-Steer, 2014), wurde in dieser Arbeit auf eine TOPO-Klonierung verzichtet. Zwar
wurde der in dieser Arbeit ebenfalls verwendete Ausgangspool 8L-NEUI ebenfalls durch
Klonierung in den Vektor pcDNA™3.1/V5-His TOPO generiert, jedoch waren zu diesem
Zeitpunkt noch keine Deletionen in den Sequenzen der verwendeten Plasmide vorhanden

(Abbildung 23 in Gebert, 2018).

Des Weiteren wurde auf ein Pooling der einzelnen PCR-Produkte verzichtet und die
Klonierung und Analyse der einzelnen angereicherten Plasmide pro Pick wurde separat
durchgefiihrt. Zwar wurde durch ein Poolen von einzelnen Picks die Wahrscheinlichkeit
hoher, dass das gesuchte antigen-codierende Plasmid vorhanden ist und nach Expression
des Mimotops zu einer T-Zell-Aktivierung fihrt, jedoch werden positive Plasmide durch
dieses Vorgehen zusatzlich verdiinnt, wodurch ein Auftreten von aktivierten T-Zell-Clustern
unwahrscheinlicher wird. Da sich in COS-7-Zellen bis zu 5000 verschiedene Plasmide
befinden konnen (Gerard and Gluzman 1985; Siewert, 2011), kénnen positive Plasmide in
einer sehr hohen Verdiinnung vorliegen, weshalb eine zusatzliche Verdiinnung antigen-

codierender Plasmide verhindert werden sollte.

Aus diesem Grund wurde auch keine zweite Entnahme von antigenprasentierenden COS-7-
Zellen durchgefihrt, da wahrend der Zellentnahme eine Aufnahme von nicht-transfizierten
Plasmiden durch die Glaskapillare moglich war. Die Aufnahme dieser zusatzlichen Plasmide
konnte zwar durch das zweimalige Waschen der Zellen mit vorgewdarmtem RPMI-co
verringert, jedoch nicht ganz verhindert werden. Eine zweite Zellentnahme hatte zudem ein
zusatzliches Risiko durch den potentiellen Verlust positiver Plasmide darstellen kdnnen, da

wahrend der COS-7-Entnahme durch Einwirkung von Scherkraften durch die Glaskapillare
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ein Platzen der Zellen verursacht werden kann, wodurch Plasmide aus der Zelle gelangen

und dadurch nicht angereichert werden konnen (Abbildung 27 in Rihl, 2016).

Ab der Co-Kultivierung wurden die Zellen in RPMI-co ohne Phenolrot kultiviert. Der Grund
hierflir war die Verringerung des Hintergrundsignals durch den pH-Indikator, da die GFP-
Expression der IP2-T-Zell-Hybridome nach Aktivierung durch Bindung des TCRs mit dem HLA-
Peptid-Komplex vergleichsweise geringer war als jene Aktivierung durch einen anti-mCD3e-
Antikorper. Da Phenolrot zu einem starken Anstieg des Hintergrundsignals wahrend der
Mikroskopie fiihren kann (Stadtfeld et al., 2005), konnte durch die Verwendung von RPMI-co

ohne Phenolrot eine bessere Detektion aktivierter IP2-Hybridome herbeigefiihrt werden.

Einen groRen Vorteil stellte die Verwendung von COS-7-Zellen dar, welche stabil mit HLA-
codierenden Plasmiden transfiziert wurden. Durch diese Methode, welche von Julia Hansen
(Institut fur Klinische Neuroimmunologie, Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen, AG
Dornmair) etabliert und beschrieben wurde (Hansen, 2021), war es moglich, dass die
doppelte Menge an Library-DNA transfiziert werden konnte, wodurch eine hdhere
Transfektionseffizienz und daraus folgend eine héhere Expression der codierten Peptide
ermoglicht wurde. Zudem konnte durch die homogene Expression ein hoherer Anteil an
Zellen erreicht werden, welche tatsdchlich Library-codierte Peptide auf ihrem HLA
prasentierten (Siewert, 2011). Ein weiterer Vorteil bestand in der Sortierung der COS-7-
Zellen, da durch die Verwendung eines HLA-BFP-Fusionsproteins nur Zellen weiterkultiviert
wurden, fir welche eine hohe HLA-Expression nachgewiesen wurde (Daten nicht gezeigt). Da
nur fir wenige der humanen HLAs monoklonale Antikdrper erhaltlich sind, ist die stabile
Transfektion von HLA-BFP-codierenden Vektoren mit nachfolgendem FACS-sorting eine
vorteilhafte Methode, um eine Prdsentation der Library-codierten Peptide auf den zu

untersuchenden HLAs zu gewahrleisten.
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4.3.2 Einfliisse auf die Anreicherung antigen-codierender Plasmide und Ausblick

Die Identifizierung eines Mimotops des IP2-TCRs war in dieser Arbeit nicht moglich. Da eine
Reaktivierung positiver Picks nicht erfolgreich war (3.3.5), wurde der aus einer friiheren
Arbeit stammende Pool 8L-NEUI (Gebert, 2018) fir die weitere Antigensuche als
Ausgangspool verwendet. Zwar konnten fiir jede weitere Runde der Subpool-Analyse
aktivierte IP2-T-Zell-Hybridome aufgefunden werden, sodass eine Analyse von Einzelklonen
durchgefiihrt werden konnte, jedoch konnte fir letztere keine T-Zell-Aktivierung
nachgewiesen werden (3.3.6). Zudem konnte keine signifikante Zunahme der Anzahl an
aktivierten T-Zell-Clustern aufgefunden werden, welche jedoch mit fortschreitender
Anreicherung antigen-codierender Plasmide erwartet wurde (Siewert, 2011). Eine
Untersuchung von weiteren Subpools, welche ebenfalls aus dem Ausgangspool 8L-NEUI
stammen, fluhrte ebenfalls zu keiner Reaktivierung, wodurch diese nicht flir eine weitere

Anfertigung von neuen Subpools verwendet wurden (Daten nicht gezeigt).

Eine erste Herausforderung der Antigen-Suche stellte die Identifizierung des IP2-TCR-
spezifischen HLAs dar. Da das flr die GABAs-Rezeptor-Enzephalitis krankheitsrelevante HLA
nicht bekannt war, musste dieses fiir IP2 vorher bestimmt werden. HLAs gleichen Isotyps
wurden daher in einer ersten Runde der Antigen-Suche gleichzeitig untersucht und
zusatzlich, da die Lange des gebundenen Antigen-Peptids ebenfalls unbekannt war, mit einer
Mischung der beiden Peptid-Libraries N24 und N27 auf eine T-Zell-Aktivierung analysiert
(Tabelle 3, 3.3.3). In einer zweiten Runde wurden HLAs gleichen Isotyps einzeln mit der
Peptid-Library N24, N27 oder N30 untersucht (Tabelle 4, 3.3.3). Erst anschlieBend fand eine
Analyse einzelner HLAs statt, welche ebenfalls mit den einzelnen Peptid-Libraries untersucht
wurden (Tabelle 5, 3.3.3). Diese Vorgehensweise hatte den Vorteil, dass einerseits eine
mogliche HLA-Restriktion wadhrend der Untersuchungen ersichtlich werden konnte und
andererseits wahrend der ersten beiden Runden eine Zeitersparnis durch die Analyse von
mehreren Ansdtzen gleichzeitig ermdglicht wurde. Durch diese Vorgehensweise konnte die
Linge des prasentierten Peptids auf eine Ldnge von 8-9 aa eingegrenzt werden, da keine T-
Zell-Aktivierung nach Transfektion der N30-Library nachweisbar war. Die HLA-Kombination
C*04:01/C*16:01 mit einer N27-Library wies mit insgesamt 17 aufgefunden T-Zell-Clustern

die hochste Anzahl aktivierter IP2-T-Zell-Hybridome auf, jedoch konnte nach Analyse der
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einzelnen HLA-Isotypen mit dieser Library keine T-Zell-Aktivierung nachgewiesen werden,
weshalb anschlieBend die Ubrigen HLAs ebenfalls einzeln mit den zugehorigen Libraries
analysiert wurden. Auch hier konnte das krankheitsrelevante HLA nicht eindeutig bestimmt
werden, da zwar fiir das HLA-B*35:01 in Kombination mit einer N24- bzw. N27-Library je 41
Cluster nachgewiesen wurden, fur die HLAs A*23:01 und A*02:01 hingegen auch 21 bzw. 20
Cluster. Zwar wurde die Entnahme von COS-7-Zellen fiir jene Zellen priorisiert, welche das
HLA-B*35:01 exprimierten und mit einer N27-Library transfiziert wurden, jedoch wurden
auch Zellen entnommen, welche eine HLA-Kombination exprimierten (Tabelle 6, 3.3.3).
Dadurch, dass die HLA-Restriktion nicht eindeutig bestimmt werden konnte, wurde die
Antigen-Suche stark erschwert, da es sich bei dem Auftreten von T-Zell-Clustern lediglich um
autoaktivierte Zellen handeln konnte, wodurch das Risiko bestand, dass falsch positive Picks
fur das weitere Vorgehen verwendet wurden. Diese autoreaktiven Zellen wurden in allen
Ansatzen vorgefunden, jedoch handelte es sich meistens um einzelne oder zwei in
unmittelbarer Nahe zueinander vorliegende Hybridome. Diese autoreaktiven Zellen wurden
selbst fur COS-7-Zellen aufgefunden, welche nicht mit einer Library transfiziert wurden
(Daten nicht gezeigt). Um dieses Risiko zu verringern, wurden fir die Analyse der T-Zell-
Aktivierungsassays nur T-Zell-Cluster beriicksichtigt, welche eine Mindestanzahl von drei
aktivierten Hybridomen hatten. Das fiir den IP2-TCR spezifische HLA konnte bereits in
friheren Arbeiten (Plappert, 2016; Gebert, 2018) nicht eindeutig identifiziert werden,
wodurch nochmals verdeutlicht wird, dass die Bestimmung der HLA-Restriktion eine

herausfordernde Aufgabe ist.

Neben dem Auftreten von autoaktivierten Zellen, konnten Hybridome, welche sich nach
ihrer Aktivierung von der antigenprasentierenden COS-7-Zelle wegbewegten, zu einer
Entnahme von falsch positiven APCs flhren. Dieses Verhalten von aktivierten T-Zell-
Hybridomen wurde bereits in friiheren Arbeiten beobachtet (Plappert, 2016; Riihl, 2016) und
kdnnte eventuell mit einem veranderten Versuchsaufbau eingeschrankt werden. Hierfir
wird die Library-DNA per Nukleofektion in COS-7-Zellen transfiziert, welche anschlieRend
gleichmaBig in Wells einer 384-well Platte verteilt werden. Die Co-Kultivierung der T-Zell-
Hybridome und das Screening positiver Zellen erfolgt anschlieBend analog zum
Versuchsaufbau fiir 3,5-cm Schalen, hatte jedoch den Vorteil, dass aufgrund des geringeren
Volumens pro Well ein Abwandern aktivierter Hybridome vernachldssigbar wadre. Ein

weiterer Vorteil dieser Methode stellt die Entnahme positiver COS-7-Zellen dar, da alle
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Zellen aus einem positiven Well per Trypsinverdau abgeldst und fiir eine PCR verwendet
werden kdnnen. Dadurch wirde ein Verlust von antigen-codierenden Plasmiden ebenfalls
stark verringert werden, da die Zellentnahme durch Verwendung einer Glaskapillare nicht
notwendig ist, wodurch ein Platzen positiver COS-7-Zellen so gut wie ausgeschlossen werden
kann. Die Nutzung von 384-Well Platten wurde fiir diese Arbeit getestet, jedoch wuchsen die
transfizierten COS-7-Zellen nur in den Ecken der Wells (Daten nicht gezeigt). In der Mitte der
Wells konnten hingegen nur tote COS-7-Zellen aufgefunden werden, wohingegen co-
kultivierte IP2-Hybridome ausschlieflich in der Well-Mitte vorhanden waren. Ein T-Zell-

Aktivierungsassay in 384-well Platten konnte daher nicht durchgefiihrt werden.

Da sich eine mogliche Zytotoxizitdt der exprimierten Antigen-Peptide nicht ausschlief3en lie3,
konnte die erschwerte Antigen-Suche auch durch diesen Effekt verursacht worden sein.
Spezifische Antigen-Peptide konnten hierbei mit einer Vielzahl intrazelluldrer Proteine wie
Enzymen interagieren und diese hemmen. Auch eine Interaktion mit DNA oder mRNA,
welche zu einer Inhibierung der Transkription bzw. Translation fiihrt, kbnnte zu einem
Absterben positiver COS-7-Zellen fuhren. Daraus wirde sich ableiten, dass nur falsch positive
COS-7 isoliert wurden, wodurch eine Anreicherung antigen-codierender Plasmide nicht

moglich ware.

Positive antigen-codierende Sequenzen konnten auch wahrend der Elektroporation verloren
gehen. Eine Uberpriifung, ob diese Sequenzen tatsichlich in E. coli transformiert und
vervielfdltigt wurden, konnte nur durch den anschlieBenden Reaktivierungsversuch
durchgefiihrt werden. Zudem koénnen positive Plasmide auch wadhrend des Subpoolings
verloren gehen. Entscheidend ist hierbei vor allem die bestimmte Bakterienzahl nach der
Elektroporation bzw. nach jeder Runde der Subpool-Anfertigung. Eine tatsachliche Klonzahl
der Suspensionskulturen, welche kleiner ist als die durch Auszdhlen der Platten bestimmte
Klonzahl, kann dazu fiihren, dass positive Plasmide nicht in den Subpools vorhanden sind,

wodurch eine Mimotop-ldentifizierung nicht mehr maoglich ist.

Eine weitere Optimierung des T-Zell-Aktivierungsassays zur Identifizierung von T-Zell-
Antigenen kdnnte durch die Verwendung von 96-well Platten erfolgen. Dieser Ansatz hatte
die gleichen Vorteile wie der getestete Versuchsaufbau in 384-well Platten, sodass durch das
parallele Screening mehrerer Wells und der anschlieBenden Entnahme der

antigenprasentierenden COS-7-Zellen einerseits eine Anreicherung positiver antigen-
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codierender Sequenzen erfolgt und andererseits das Risiko eines Verlustes jener Sequenzen
verringert werden kann. Dieses Vorgehen ist jedoch wenig effektiv, da durch die gleichzeitige
Entnahme mehrerer tausend Zellen positive Plasmide stark verdinnt vorliegen. Eine
Reaktivierung der positiven Plasmide konnte daher schwer detektierbar sein, wodurch sich
die Anzahl der Subpool-Runden ebenfalls erhéhen wiirde. Die Vorgehensweise der Antigen-
Suche sollte daher genau abgewéagt werden, da sowohl die Zellentnahme per Glaskapillare,
als auch eine Antigen-Suche lber die Entnahme ganzer Wells sowohl Vor- als auch Nachteile

mit sich bringt.
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6. Anhang

6.1 Vektorkarten

PpTriEx-1 sequence landmarks

CMV ie enhancer region 832-1196
Chicken actin promoter region 1202-1479
Mammalian transcription start 1480

T7 promoter 1904-1920
T7 transcription start 1921

lac operator 1925-1945
pl10 promoter region 1959-2072
pl0 transcription start 2003-2004
Multiple cloning sites 2085-2266
(Neo 1-Dra I11)

HSVsTag® coding sequence 2195-2230
HissTag® coding sequence 2237-2260

Rabbit globin terminator region 2440-2554
T7 terminator 2558-2605
pUC origin 4236

bla coding sequence 4839-5696

Bpm l4979)

Drd 1(4282)— J

BspLU11 1(4174)-_

-

Abbildung 29: Vektorkarte von pTriEx-1 (Novagen®).
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Abbildung 30: Vektorkarte von pEGFP-N1. Die Vektorkarte wurde mit dem Programm SnapGene (GSL Biotech

LLC) konstruiert.
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Abbildung 31: Vektorkarte von pHSE3’-neo. Die Vektorkarte wurde mit dem Programm SnapGene (GSL Biotech

LLC) konstruiert.
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pcDNAG6/V3-His
ABC

Comments for pcDNAGVS-His A *- Fraine. dpevident vanshors.

- Eac Hl is only found in version B,
FhEnucilides BsfE |l is only found in version £ In

=ddition, there are no Xba | or Apa |

CMV promoter: bases 202-863 sites i version

T7 promoter priming site: bases 863-382

Multiple: cloning =site; bases 895-1008

V5 epitope: bases 1009-1050

Polvhistidine tag: bazes 1060-1077

BGH reverse priming site; bases 1100-1117

BGH polyadenyiation sequence: bases 1103-1330
f1 ongin: bases 1376-1504

SV40 promoter and origin: bases 1532-2139

EM7T promioter: bases 2187-2242

Blasticidin resistance gene (CGRF): bases 2261-2659
SVaAD earty polvadenylation sequence: bases 2817-2047
pUGC origin: bases 3330-4003

Ampicillin resistance gene (CRF: bases £145-5008

Abbildung 32: Vektorkarte von pcDNA6/V5-HisABC (Thermo Fisher Scientific). Nach der Ligation einer spacer-
Sequenz in den Vektor wurde der neue Vektor als pcDNArc-Spacer bezeichnet. Diese spacer-Sequenz mit einer
GroRe von ca. 2500 bp entstammte dem Plasmid pLNCX durch Ascl/Notl-Verdau. Durch Insertion der spacer-
Sequenz konnte der Vektor anschlieBend gleichzeitig mit den beiden Restriktionsenzymen Ascl und Notl
verdaut werden und dadurch fir eine Ligation von amplifizierten PCR-Produkten schnell eingesetzt werden

(Siewert et al., 2012).
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Kpr |
BamH |

Hind 11l
AspTi18 |

pcDNA™3.1D/
V5-His-TOPO®

Comments for peDNA™3.1D/V5-HIs-TOPO®
5514 nuclectides

CMV promoter. bases 232-819

T7 promoter/priming site: bases BE3-882

TOPO® recognition site 1! bases 930-834

Owverhang sequence (complementary strand): bases 935-938
TOPO® recognition site 2: basas 939-843

V5 epitope: bases 1011-1052

Polyhistidine (GxHis) tag: bases 10621079

BGH reverse priming site: bases 11021118

BGH polyadenylation signal: bases 1108-1332

BV40 early promoter and origin: basas 1833-2142

Meomycin resistance gene: bases 2217-3011

SV40 early polyadenylation signal: bases 3182-3319

pUC origin: basas 3700-4373 (complamantary strand)
Ampicillin (bia) resistance gensa: basas 4518-5378 (complemantary strand)
biz promoter. bases 5379-5477 (complementary strand)

Abbildung 33: Vektorkarte von pcDNA™3.1/V5-His TOPO (Thermo Fisher Scientific).
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6.2 Insertsequenzen

GABA,R-A1

ATGAGGAAAAGTCCAGGTCTIGTICTGACTGTICTTTGGGCCTGGATCCTCCTTCTGAGCACACT
GACTGGAAGAAGCTATGGACAGCCGTCATTACAAGATGAACTTAAAGACAATACCACTGTCT
TCACCAGGATTTTGGACAGACTCCTAGATGGTTATGACAATCGCCTGAGACCAGGATTGGGA
GAGCGTGTAACCGAAGTGAAGACTGATATCTTCGTCACCAGTITTCGGACCCGTTTCAGACCA
TGATATGGAATATACAATAGATGTATTTTTCCGTCAAAGCTGGAAGGATGAAAGGTTAAAAT
TTAAAGGACCTATGACAGTCCTICCGGTTAAATAACCTAATGGCAAGTAAAATCTGGACTCCG
GACACATTTTTCCACAATGGAAAGAAGTCAGTGGCCCACAACATGACCATGCCCAACAAACT
CCTGCGGATCACAGAGGATGGCACCTTGCTGTACACCATGAGGCTGACAGTGAGAGCTGAAT
GTCCGATGCATTTGGAGGACTTCCCTATGGATGCCCATGCTTGCCCACTAAAATTTGGAAGT
TATGCTTATACAAGAGCAGAAGTTGTTTATGAATGGACCAGAGAGCCAGCACGCTCAGTGGT
TGTAGCAGAAGATGGATCACGTCTAAACCAGTATGACCTTCTTGGACAAACAGTAGACTCTG
GAATTGTCCAGTCAAGTACAGGAGAATATGTTGTTATGACCACTCATTTCCACTTGAAGAGA
AAGATTGGCTACTTTGTTATTCAAACATACCTGCCATGCATAATGACAGTGATTCTCTCACA
AGTCTCCTTCTGGCTCAACAGAGAGTCTGTACCAGCAAGAACTGTCTTTGGAGTAACAACTG
TGCTCACCATGACAACATTGAGCATCAGTGCCAGAAACTCCCTCCCTAAGGTGGCTTATGCA
ACAGCTATGGATTGGTTTATTGCCGTGTGCTATGCCTTTGTGTTCTCAGCTCTGATTGAGTT
TGCCACAGTAAACTATTTCACTAAGAGAGGTTATGCATGGGATGGCAAAAGTGTGGTTCCAG
AAAAGCCAAAGAAAGTAAAGGATCCTICTTATTAAGAAAAACAACACTTACGCTCCAACAGCA
ACCAGCTACACCCCTAATTTGGCCAGGGGCGACCCGGGCTTAGCCACCATTGCTAAAAGTGC
AACCATAGAACCTAAAGAGGTCAAGCCCGAAACAAAACCACCAGAACCCAAGAAAACCTTTA
ACAGTGTCAGCAAAATTGACCGACTGTCAAGAATAGCCTTCCCGCTGCTATTTGGAATCTTT
AACTTAGTCTACTGGGCTACGTATTTAAACAGAGAGCCTCAGCTAAAAGCCCCCACACCACA
TCAATAG

MRKSPGLSDCLWAWILLLSTLTGRSYGQPSLODELKDNTTVFTRILDRLLDGYDNRLRPGLG
ERVTEVKTDIFVTSFGPVSDHDMEYTIDVFFROSWKDERLKFKGPMTVLRLNNLMASKIWTP
DTFFHNGKKSVAHNMTMPNKLLRITEDGTLLYTMRLTVRAECPMHLEDFPMDAHACPLKFGS
YAYTRAEVVYEWTREPARSVVVAEDGSRLNQYDLLGQTVDSGIVQSSTGEYVVMTTHFHLKR
KIGYFVIQTYLPCIMTVILSQVSFWLNRESVPARTVFGVITTVLTMTTLSISARNSLPKVAYA
TAMDWEF'IAVCYAFVFSALIEFATVNYFTKRGYAWDGKSVVPEKPKKVKDPLIKKNNTYAPTA
TSYTPNLARGDPGLATIAKSATIEPKEVKPETKPPEPKKTFNSVSKIDRLSRIAFPLLFGIF
NLVYWATYLNREPQLKAPTPHQ
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GABA,R-B3

ATGTGGGGCCTTGCGGGAGGAAGGCTTITTCGGCATCTTCTCGGCCCCGGTGCTGGTGGCTGT
GGTGTGCTGCGCCCAGAGTGTGAACGATCCCGGGAACATGTCCTTTGTGAAGGAGACGGTGG
ACAAGCTGTTGAAAGGCTACGACATTCGCCTAAGACCCGACTTCGGGGGTCCCCCGGTICTGC
GTGGGGATGAACATCGACATCGCCAGCATCGACATGGTTTCCGAAGTCAACATGGATTATAC
CTTAACCATGTATTTTCAACAATATTGGAGAGATAAAAGGCTCGCCTATTCTGGGATCCCTC
TCAACCTCACGCTTGACAATCGAGTGGCTGACCAGCTATGGGTGCCCGACACATATTTICTTA
AATGACAAAAAGTCATTTGTGCATGGAGTGACAGTGAAAAACCGCATGATCCGTICTTCACCC
TGATGGGACAGTGCTGTATGGGCTCAGAATCACCACGACAGCAGCATGCATGATGGACCTCA
GGAGATACCCCCTGGACGAGCAGAACTGCACTCTGGAAATTGAAAGCTATGGCTACACCACG
GATGACATTGAGTTTTACTGGCGAGGCGGGGACAAGGCTGTTACCGGAGTGGAAAGGATTGA
GCTCCCGCAGTTCTCCATCGTGGAGCACCGTCTGGTCTCGAGGAATGTTGTCTTCGCCACAG
GTGCCTATCCTCGACTGTCACTGAGCTTTCGGTTGAAGAGGAACATTGGATACTTCATTCTT
CAGACTTATATGCCCTCTATACTGATAACGATTCTGTCGTGGGTGTCCTTCTGGATCAATTA
TGATGCATCTGCTGCTAGAGTTGCCCTCGGGATCACAACTGTGCTGACAATGACAACCATCA
ACACCCACCTTCGGGAGACCTTGCCCAAAATCCCCTATGTCAAAGCCATTGACATGTACCTT
ATGGGCTGCTTCGTCTTTGTGTTCCTGGCCCTTCTGGAGTATGCCTTTGTCAACTACATTTT
CTTTGGAAGAGGCCCTCAAAGGCAGAAGAAGCTTGCAGAAAAGACAGCCAAGGCAAAGAATG
ACCGTTCAAAGAGCGAAAGCAACCGGGTGGATGCTCATGGAAATATTCTGTTGACATCGCTG
GAAGTTCACAATGAAATGAATGAGGTCTCAGGCGGCATTGGCGATACCAGGAATTCAGCAAT
ATCCTTTGACAACTCAGGAATCCAGTACAGGAAACAGAGCATGCCTCGAGAAGGGCATGGGC
GATTCCTGGGGGACAGAAGCCTCCCGCACAAGAAGACCCATCTACGGAGGAGGTCTTCACAG
CTCAAAATTAAAATACCTGATCTAACCGATGTGAATGCCATAGACAGATGGTCCAGGATCGT
GITTCCATTCACTTITTITCICTTITTCAACTTAGTTTACTGGCTGTACTATGTTAACTGA

MWGLAGGRLFGIFSAPVLVAVVCCAQSVNDPGNMSFVKETVDKLLKGYDIRLRPDFGGPPVC
VGMNIDIASIDMVSEVNMDYTLTMYFQQOYWRDKRLAYSGIPLNLTLDNRVADQLWVPDTYFL
NDKKSFVHGVTVKNRMIRLHPDGTVLYGLRITTTAACMMDLRRYPLDEQNCTLEIESYGYTT
DDIEFYWRGGDKAVTGVERIELPQFSIVEHRLVSRNVVFATGAYPRLSLSFRLKRNIGYFIL
QTYMPSILITILSWVSFWINYDASAARVALGITTVLTMTTINTHLRETLPKIPYVKAIDMYL
MGCFVEFVFLALLEYAFVNYIFFGRGPQROKKLAEKTAKAKNDRSKSESNRVDAHGNILLTSL
EVHNEMNEVSGGIGDTRNSAISFDNSGIQYRKQSMPREGHGRFLGDRSLPHKKTHLRRRSSQ
LKIKIPDLTDVNAIDRWSRIVFPFTFSLEFNLVYWLYYVN

hMOG

ATGGCAAGCTTATCAAGACCCTCTCTGCCCAGCTGCCTCTGCTCCTTCCTCCTCCTCCTCCTCCTCCA
AGTGTCTTCCAGCTATGCAGGGCAGTTCAGAGTGATAGGACCAAGACACCCTATCCGGGCTCTGGTCG
GGGATGAAGTGGAATTGCCATGTCGCATATCTCCTGGGAAGAACGCTACAGGCATGGAGGTGGGGTGG
TACCGCCCCCCCTTCTCTAGGGTGGTTCATCTCTACAGAAATGGCAAGGACCAAGATGGAGACCAGGC
ACCTGAATATCGGGGCCGGACAGAGCTGCTGAAAGATGCTATTGGTGAGGGAAAGGTGACTCTCAGGA
TCCGGAATGTAAGGTTCTCAGATGAAGGAGGTTTCACCTGCTTCTTCCGAGATCATTCTTACCAAGAG
GAGGCAGCAATGGAATTGAAAGTAGAAGATCCTTTCTACTGGGTGAGCCCTGGAGTGCTGGTTCTCCT
CGCGGTGCTGCCTGTGCTCCTCCTGCAGATCACTGTTGGCCTCGTCTTCCTCTGCCTGCAGTACAGAC
TGAGAGGAAAACTTCGAGCAGAGATAGAGAATCTCCACCGGACTTTTGATCCCCACTTTCTGAGGGTG
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CCCTGCTGGAAGATAACCCTGTTTGTAATTGTGCCGGTTCTTGGACCCTTGGTTGCCTTGATCATCTG
CTACAACTGGCTACATCGAAGACTAGCAGGGCAATTCCTTGAAGAGCTACGAAATCCCTTC

MASLSRPSLPSCLCSFLLLLLLQVSSSYAGQFRVIGPRHPIRALVGDEVELPCRISPGKNAT
GMEVGWYRPPFSRVVHLYRNGKDODGDQAPEYRGRTELLKDAIGEGKVTLRIRNVRFSDEGG
FTCFFRDHSYQEEAAMELKVEDPFYWVSPGVLVLLAVLPVLLLOITVGLIFLCLQYRLRGKL
RAEIENLHRTFDPHFLRVPCWKITLFVIVPVLGPLVALIICYNWLHRRLAGQFLEELRNPF

mMOG

ATGAAGCAGAGCTGCCGTGCCGCATCTCTCCTGGGAAAAATGCCACGGGCATGGAGGTGGGT
TGGTACCGTTCTCCCTTCTCAAGAGTGGTTCACCTCTACCGAAATGGCAAGGACCAAGATGC
AGAGCAAGCACCTGAATACCGGGAACGCACAGAGCTTICTGAAAGAGACTATCAGTGAGGGAA
AGGTTACCCTTAGGATTCAGAACGTGAGATTCTCAGATGAAGGAGGCTACACCTGCTTCTTC
AGAGACCACTCTTACCAAGAAGAGGCAGCAATGGAGTTGAAAGTGGAAGATCCCTTICTATTG
GGTCAACCCCGGTGTGCTGACTCTCATCGCACTTIGTIGCCTACGATCCTCCTGCAGGTCCCTG
TAGGCCTTGTATTCCTCTTCCTGCAGCACAGACTGAGAGGAAAACTTCGCGCAGAAGTAGAG
AATCTCCATCGGACTTTTGATCCTCACTTCCTGAGGGTGCCCTGCTGGAAGATAACACTGTT
TGTTATTGTGCCTGTTCTTGGACCCCTGGTTGCCTTGATCATCTGCTACAACTGGCTGCACC
GAAGACTGGCAGGACAGTTTCTTGAAGAGCTAAGAAACCCCTTTTGA

MACLWSFSWPSCFLSLLLLLLQLSCSYAGQFRVIGPGYPIRALVGDEAELPCRISPGKNATG
MEVGWYRSPFSRVVHLYRNGKDODAEQAPEYRGRTELLKETISEGKVTLRIQNVRFSDEGGY
TCFFRDHSYQEEAAMELKVEDPFYWVNPGVLTLIALVPTILLQVPVGLVFLFLQOHRLRGKLR
AEVENLHRTFDPHFLRVPCWKITLFVIVPVLGPLVALIICYNWLHRRLAGQFLEELRNPF

rMOG

ATGAAGCAGAACTGCCGTGCCGTATATCTCCTGGGAAGAATGCCACGGGCATGGAGGTGGGG
TGGTACCGTTICTCCCTTTTCAAGAGTAGTTCATCTGTACCGAAATGGCAAGGACCAAGACGC
AGAGCAAGCGCCTGAATACCGGGGACGCACAGAGCTTCTGAAAGAGTCTATCGGCGAGGGAA
AGGTTGCCCTCAGGATCCAGAACGTGAGGTTCTCGGATGAAGGAGGCTACACATGCTTCTTC
AGAGACCACTCCTACCAAGAAGAAGCCGCCGTGGAGTTGAAAGTAGAAGATCCCTTICTACTG
GATCAACCCTGGCGTGCTGGCTCTCATTGCCCTTGTGCCTATGCTGCTCCTGCAGGTCTCTG
TAGGCCTTGTATTCCTCTTCCTGCAGCACAGACTGAGAGGAAAACTCCGTGCAGAAGTCGAG
AATCTCCATCGGACTTTTGATCCTCACTTCCTGAGAGTGCCCTGCTGGAAGATAACACTGTT
TGTTATTGTCCCTGTTCTTGGACCCCTGGTTGCTTTGATCATCTGCTACAACTGGCTGCACC
GAAGACTGGCAGGACAGTITTICTTGAAGAGCTAAGAAACCCCTTTTGA
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MAGVWSLSLPSCLLSLLLLLOQLSRSYAGQFRVIGPGHP IRALVGDEAELPCRISPGKNATGM
EVGWYRSPFSRVVHLYRNGKDOQDAEQAPEYRGRTELLKESIGEGKVALRIQONVRFSDEGGYT
CFFRDHSYQEEAAVELKVEDPFYWINPGVLALIALVPMLLLQVSVGLVFLFLOHRLRGKLRA
EVENLHRTFDPHFLRVPCWKITLFVIVPVLGPLVALIICYNWLHRRLAGQFLEELRNPF

pcDNArc-spacer

CGCGCCAGTCTTCCGATAGACTGCGTCGCCCGGGTACCCGTATTCCCAATAAAGCCTCTTGC
TGTTTGCATCCGAATCGTIGGTCTCGCTGTTCCTTGGGAGGGTCTCCTCTGAGTGATTGACTA
CCCACGACGGGGGTICTITTICATTTGGGGGCTCGTCCGGGATTTGGAGACCCCTGCCCAGGGAC
CACCGACCCACCACCGGGAGGTAAGCTGGCCAGCAACTTATCTGTGTCTGTCCGATTGTCTA
GTGICTATGITTIGATGTTATGCGCCTIGCGICTIGTACTAGTTAGCTAACTAGCTCTGTATCTG
GCGGACCCGTGGTGGAACTGACGAGTTCTGAACACCCGGCCGCAACCCTGGGAGACGTCCCA
GGGACTTTGGGGGCCGTTTTTGTGGCCCGACCTGAGGAAGGGAGTCGATGTGGAATCCGACC
CCGTICAGGATATGTIGGTTICTGGTAGGAGACGAGAACCTAAAACAGTTCCCGCCTCCGTICTGA
ATTTTTGCTTTCGGTTTGGAACCGAAGCCGCGCGTCTTGTCTGCTGCAGCGCTGCAGCATCG
TTCTGTGTTGTCTCTGTCTGACTGTGTTTCTGTATTTGTCTGAAAATTAGGGCCAGACTGTT
ACCACTCCCTTAAGTTTGACCTTAGGTCACTGGAAAGATGTCGAGCGGATCGCTCACAACCA
GTCGGTAGATGTCAAGAAGAGACGTTGGGTTACCTTCTGCTCTGCAGAATGGCCAACCTTTA
ACGTCGGATGGCCGCGAGACGGCACCTTTAACCGAGACCTCATCACCCAGGTTAAGATCAAG
GICTITTTCACCTGGCCCGCATGGACACCCAGACCAGGTCCCCTACATCGTGACCTGGGAAGC
CTTGGCTTTTGACCCCCCTCCCTGGGTCAAGCCCTTTGTACACCCTAAGCCTCCGCCTCCTC
TTCCTCCATCCGCCCCGTCTCTCCCCCTTGAACCTCCTCGTTCGACCCCGCCTCGATCCTCC
CTTTATCCAGCCCTCACTCCTTICTCTAGGCGCCGGAATTCCGATCTGATCAAGAGACAGGAT
GAGGATCGTTTCGCATGATTGAACAAGATGGATTGCACGCAGGTTCTCCGGCCGCTTGGGTG
GAGAGGCTATTCGGCTATGACTGGGCACAACAGACAATCGGCTGCTCTGATGCCGCCGTGTT
CCGGCTGTCAGCGCAGGGGCGCCCGGTTCTTTTTGTCAAGACCGACCTGTCCGGTGCCCTGA
ATGAACTGCAGGACGAGGCAGCGCGGCTATCGTGGCTGGCCACGACGGGCGTTCCTTGCGCA
GCTGTGCTCGACGTTGTCACTGAAGCGGGAAGGGACTGGCTGCTATTGGGCGAAGTGCCGGG
GCAGGATCTCCTGTCATCTCACCTTGCTCCTGCCGAGAAAGTATCCATCATGGCTGATGCAA
TGCGGCGGCTGCATACGCTTGATCCGGCTACCTGCCCATTCGACCACCAAGCGAAACATCGC
ATCGAGCGAGCACGTACTCGGATGGAAGCCGGTCTTGTCGATCAGGATGATCTGGACGAAGA
GCATCAGGGGCTCGCGCCAGCCGAACTGTTCGCCAGGCTCAAGGCGCGCATGCCCGACGGCG
AGGATCTCGTCGTGACCCATGGCGATGCCTGCTTGCCGAATATCATGGTGGAAAATGGCCGC
TTTTCTGGATTCATCGACTGTGGCCGGCTGGGTGTGGCGGACCGCTATCAGGACATAGCGTT
GGCTACCCGTGATATTGCTGAAGAGCTTGGCGGCGAATGGGCTGACCGCTTCCTCGTGCTTT
ACGGTATCGCCGCTCCCGATTCGCAGCGCATCGCCTTCTATCGCCTTICTTGACGAGTTICTTC
TGAGCGGGACTCTGGGGTTCGAATAGTAATCAATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCATAT
ATGGAGTTCCGCGTTACATAACTTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGACCC
CCGCCCATTGACGTCAATAATGACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCCATT
GACGTCAATGGGTGGAGTATTTACGGTAAACTGCCCACTTGGCAGTACATCAAGTGTATCAT
ATGCCAAGTACGCCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCA
GTACATGACCTTATGGGACTTTICCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTA
CCATGGTGATGCGGTTTTGGCAGTACATCAATGGGCGTGGATAGCGGTTTGACTCACGGGGA
TTTCCAAGTCTCCACCCCATTGACGTCAATGGGAGTITTGTTTTGGCACCAAAATCAACGGGA
CTTTCCAAAATGTCGTAACAACTCCGCCCCATTGACGCAAATGGGCGGTAGGCGTGTACGGT
GGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTGGTTTAGTGAACCGTCAGATCCGCTAGCGCTACCGGACT
CAGATCTCGAGCTCAAGCTTIGTITTGGCCGAGGC
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pcDNA-sGFP

ATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGCTGGACGG
CGACGTAAACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCA
AGCTGACCCTGAAGTTCATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTG
ACCACCTTCACATATGGCGTGCAGTGCTTCAGCCGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGA
CTTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACG
ACGGCAACTACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATC
GAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAA
CTTCAACAGCCACAACGTATACATCATGGCTGACAAGCAGAAGAACGGAATCAAGGCCAACT
TCAAGACCCGCCACAACATCGAGGACGGCGGCGTGCAGCTGGCCGACCACTACCAGCAGAAC
ACCCCAATTGGCGATGGCCCTGTCCTTITTACCAGACAACCATTACCTGTCCACACAATCTIGC
CCTTTCGAAAGATCCCAACGAAAAGAGAGACCACATGGTCCTTCTTGAGTTTGTAACAGCTG
CTGGGATTACACATGGCATGGATGAACTATACAAGGGATCCCATCACCATCACCATCACTAA

MVSKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVSGEGEGDATYGKLTLKF ICTTGKLPVPWPTLV
TTFTYGVQCFSRYPDHMKQHDFFKSAMPEGYVQERTIFFKDDGNYKTRAEVKFEGDTLVNRI
ELKGIDFKEDGNILGHKLEYNFNSHNVYIMADKQKNGIKANFKTRHNIEDGGVQLADHYQON
TPIGDGPVLLPDNHYLSTQSALSKDPNEKRDHMVLLEFVTAAGITHGMDELYKGSHHHHHH

pHSE3’-HLA-A*02:01

ATGGCCGTCATGGCGCCCCGAACCCTCGTCCTGCTACTCTCGGGGGCTCTGGCCCTGACCCA
GACCTGGGCGGGCTCTCACTCCATGAGGTATTTCTTCACATCCGTGTCCCGGCCCGGCCGCG
GGGAGCCCCGCTTCATCGCAGTGGGCTACGTGGACGACACGCAGTTCGTGCGGTTCGACAGC
GACGCCGCGAGCCAGAGGATGGAGCCGCGGGCGCCGTGGATAGAGCAGGAGGGTCCGGAGTA
TTGGGACGGGGAGACACGGAAAGTGAAGGCCCACTCACAGACTCACCGAGTGGACCTGGGGA
CCCTGCGCGGCTACTACAACCAGAGCGAGGCCGGTTCTCACACCGTCCAGAGGATGTATGGC
TGCGACGTGGGGTCGGACTGGCGCTTCCTCCGCGGGTACCACCAGTACGCCTACGACGGCAA
GGATTACATCGCCCTGAAAGAGGACCTGCGCTCTTGGACCGCGGCGGACATGGCAGCTCAGA
CCACCAAGCACAAGTGGGAGGCGGCCCATGTGGCGGAGCAGTTGAGAGCCTACCTGGAGGGC
ACGTGCGTGGAGTGGCTCCGCAGATACCTGGAGAACGGGAAGGAGACGCTGCAGCGCACGGA
CGCCCCCAAAACGCATATGACTCACCACGCTGTCTCTGACCATGAAGCCACCCTGAGGTGCT
GGGCCCTGAGCTTCTACCCTGCGGAGATCACACTGACCTGGCAGCGGGATGGGGAGGACCAG
ACCCAGGACACGGAGCTCGTGGAGACCAGGCCTGCAGGGGATGGAACCTTCCAGAAGTGGGC
GGCTGTGGTGGTGCCTTCTGGACAGGAGCAGAGATACACCTGCCATGTGCAGCATGAGGGTT
TGCCCAAGCCCCTCACCCTGAGATGGGAGCCGTCTTCCCAGCCCACCATCCCCATCGTGGGC
ATCATTGCTGGCCTGGTTCTCTTTGGAGCTGTGATCACTGGAGCTGTGGTCGCTGCTGTGAT
GTGGAGGAGGAAGAGCTCAGATAGAAAAGGAGGGAGCTACTCTCAGGCTGCAAGCAGTGACA
GTGCCCAGGGCTICTGATGTGTCCCTCACAGCTTGTAAAGTGTGA
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MAVMAPRTLVLLLSGALALTQTWAGSHSMRYFFTSVSRPGRGEPRFIAVGYVDDTQFVRFDS
DAASQRMEPRAPWIEQEGPEYWDGETRKVKAHSQTHRVDLGTLRGYYNQSEAGSHTVQRMYG
CDVGSDWRFLRGYHQYAYDGKDYIALKEDLRSWTAADMAAQTTKHKWEAAHVAEQLRAYLEG
TCVEWLRRYLENGKETLOQRTDAPKTHMTHHAVSDHEATLRCWALSFYPAEITLTWQRDGEDQ
TODTELVETRPAGDGTFQKWAAVVVPSGQEQRYTCHVQHEGLPKPLTLRWEPSSQPTIPIVG
IIAGLVLFGAVITGAVVAAVMWRRKS SDRKGGSYSQAASSDSAQGSDVSLTACKV

pHSE3’-HLA-A*23:01

ATGGCCGTCATGGCGCCCCGAACCCTCGTCCTGCTACTCTCGGGGGCCCTGGCCCTGACCCA
GACCTGGGCAGGCTCCCACTCCATGAGGTATTTCTCCACATCCGTGTCCCGGCCCGGCCGLG
GGGAGCCCCGCTTCATCGCCGTGGGCTACGTGGACGACACGCAGTTCGTGCGGTTCGACAGC
GACGCCGCGAGCCAGAGGATGGAGCCGCGGGCGCCGTGGATAGAGCAGGAGGGGCCGGAGTA
TTGGGACGAGGAGACAGGGAAAGTGAAGGCCCACTCACAGACTGACCGAGAGAACCTGCGGA
TCGCGCTCCGCTACTACAACCAGAGCGAGGCCGGTTCTCACACCCTCCAGATGATGTTTGGC
TGCGACGTGGGGTCGGACGGGCGCTTCCTCCGCGGGTACCACCAGTACGCCTACGACGGCAA
GGATTACATCGCCCTGAAAGAGGACCTGCGCTCTTGGACCGCGGCGGACATGGCGGCTCAGA
TCACCCAGCGCAAGTGGGAGGCGGCCCGTGTGGCGGAGCAGTTGAGAGCCTACCTGGAGGGC
ACGTGCGTGGACGGGCTCCGCAGATACCTGGAGAACGGGAAGGAGACGCTGCAGCGCACGGA
CCCCCCCAAGACACATATGACCCACCACCCCATCTCTGACCATGAGGCCACTCTGAGATGCT
GGGCCCTGGGCTTCTACCCTGCGGAGATCACACTGACCTGGCAGCGGGATGGGGAGGACCAG
ACCCAGGACACGGAGCTTGTGGAGACCAGGCCTGCAGGGGATGGAACCTTCCAGAAGTGGGC
AGCTGTGGTGGTACCTTCTGGAGAGGAGCAGAGATACACCTGCCATGTGCAGCATGAGGGTC
TGCCCAAGCCCCTCACCCTGAGATGGGAGCCATCTTCCCAGCCCACCGTCCACATCGTGGGC
ATCATTGCTGGCCTGGTTCTCCTTGGAGCTGTGATCACTGGAGCTGTGGTCGCTGCTGTGAT
GTGGAGGAGGAACAGCTCAGATAGAAAAGGAGGGAGCTACTCTCAGGCTGCAAGCAGTGACA
GTGCCCAGGGCTICTGATGTGTCTCTCACAGCTTGTAAAGTGTGA

MAVMAPRTLVLLLSGALALTQTWAGSHSMRYFSTSVSRPGRGEPRFIAVGYVDDTQFVRFDS
DAASQRMEPRAPWIEQEGPEYWDEETGKVKAHSQTDRENLRIALRYYNQSEAGSHTLOMMFE'G
CDVGSDGRFLRGYHQYAYDGKDYIALKEDLRSWTAADMAAQITOQRKWEAARVAEQLRAYLEG
TCVDGLRRYLENGKETLOQRTDPPKTHMTHHP ISDHEATLRCWALGFYPAEITLTWQRDGEDQ
TODTELVETRPAGDGTFQKWAAVVVPSGEEQRYTCHVQHEGLPKPLTLRWEPSSQPTVHIVG
IIAGLVLLGAVITGAVVAAVMWRRNS SDRKGGSYSQAASSDSAQGSDVSLTACKV

pHSE3’-HLA-B*35:01

ATGCGGGTCACGGCGCCCCGAACCGTCCTCCTGCTGCTCTGGGGGGCAGTGGCCCTGACCGA
GACCTGGGCCGGCTCCCACTCCATGAGGTATTTCTACACCGCCATGTCCCGGCCCGGCCGLG
GGGAGCCCCGCTTCATCGCAGTGGGCTACGTGGACGACACCCAGTTCGTGAGGTTCGACAGC
GACGCCGCGAGTCCGAGGACGGAGCCCCGGGCGCCATGGATAGAGCAGGAGGGGCCGGAGTA
TTGGGACCGGAACACACAGATCTTCAAGACCAACACACAGACTTACCGAGAGAGCCTGCGGA
ACCTGCGCGGCTACTACAACCAGAGCGAGGCCGGGTCTCACATCATCCAGAGGATGTATGGC
TGCGACCTGGGGCCCGACGGGCGCCTCCTCCGCGGGCATGACCAGTCCGCCTACGACGGCAA
GGATTACATCGCCCTGAACGAGGACCTGAGCTCCTGGACCGCGGCGGACACCGCGGCTCAGA
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TCACCCAGCGCAAGTGGGAGGCGGCCCGTGTGGCGGAGCAGCTGAGAGCCTACCTGGAGGGC
CTGTGCGTGGAGTGGCTCCGCAGATACCTGGAGAACGGGAAGGAGACGCTGCAGCGCGLCGGA
CCCCCCAAAGACACACGTGACCCACCACCCCGTCTCTGACCATGAGGCCACCCTGAGGTGCT
GGGCCCTGGGCTTCTACCCTGCGGAGATCACACTGACCTGGCAGCGGGATGGCGAGGACCAA
ACTCAGGACACTGAGCTTGTGGAGACCAGACCAGCAGGAGATAGAACCTTCCAGAAGTGGGC
AGCTGTGGTGGTGCCTTCTGGAGAAGAGCAGAGATACACATGCCATGTACAGCATGAGGGGC
TGCCGAAGCCCCTCACCCTGAGATGGGAGCCATCTTCCCAGTCCACCATCCCCATCGTGGGC
ATTGTTGCTGGCCTGGCTGTCCTAGCAGTTGTGGTCATCGGAGCTGTGGTCGCTACTGTGAT
GTGTAGGAGGAAGAGCTCAGGTGGAAAAGGAGGGAGCTACTCTCAGGCTGCGTCCAGCGACA
GTGCCCAGGGCTICTGATGTGTCTCTCACAGCTTGA

MRVTAPRTVLLLLWGAVALTETWAGSHSMRYFYTAMSRPGRGEPRFIAVGYVDDTQFVRFDS
DAASPRTEPRAPWIEQEGPEYWDRNTQIFKTNTQTYRESLRNLRGYYNQSEAGSHIIQRMYG
CDLGPDGRLLRGHDQSAYDGKDYIALNEDLSSWTAADTAAQITQOQRKWEAARVAEQLRAYLEG
LCVEWLRRYLENGKETLOQRADPPKTHVTHHPVSDHEATLRCWALGFYPAEITLTWQRDGEDQ
TODTELVETRPAGDRTFQKWAAVVVPSGEEQRYTCHVQHEGLPKPLTLRWEPSSQSTIPIVG
IVAGLAVLAVVVIGAVVATVMCRRKSSGGKGGSYSQAASSDSAQGSDVSLTA

pHSE3’-HLA-B*44:03

ATGCGGGTCACGGCGCCCCGAACCCTCCTCCTGCTGCTCTGGGGGGCAGTGGCCCTGACCGA
GACCTGGGCCGGCTCCCACTCCATGAGGTATTTCTACACCGCCATGTCCCGGCCCGGCCGCG
GGGAGCCCCGCTTCATCACCGTGGGCTACGTGGACGACACGCTGTTCGTGAGGTTCGACAGC
GACGCCACGAGTCCGAGGAAGGAGCCGCGGGCGCCATGGATAGAGCAGGAGGGGCCGGAGTA
TTGGGACCGGGAGACACAGATCTCCAAGACCAACACACAGACTTACCGAGAGAACCTGCGCA
CCGCGCTCCGCTACTACAACCAGAGCGAGGCCGGGTCTCACATCATCCAGAGGATGTACGGC
TGCGACGTGGGGCCGGACGGGCGCCTCCTCCGCGGGTATGACCAGGACGCCTACGACGGCAA
GGATTACATCGCCCTGAACGAGGACCTGAGCTCCTGGACCGCGGCGGACACCGCGGCTCAGA
TCACCCAGCGCAAGTGGGAGGCGGCCCGTGTGGCGGAGCAGGACAGAGCCTACCTGGAGGGC
CTGTGCGTGGAGTCGCTCCGCAGATACCTGGAGAACGGGAAGGAGACGCTGCAGCGCGCGGA
CCCCCCAAAGACACATGTGACCCACCACCCCATCTCTGACCATGAGGTCACCCTGAGGTGCT
GGGCCCTGGGCTTCTACCCTGCGGAGATCACACTGACCTGGCAGCGGGATGGCGAGGACCAA
ACTCAGGACACCGAGCTTGTGGAGACCAGACCAGCAGGAGATAGAACCTTCCAGAAGTGGGC
AGCTGTGGTGGTGCCTTCTGGAGAAGAGCAGAGATACACATGCCATGTACAGCATGAGGGGC
TGCCGAAGCCCCTCACCCTGAGATGGGAGCCGTCTTCCCAGTCCACCGTCCCCATCGTGGGC
ATTGTTGCTGGCCTGGCTGTCCTAGCAGTTGTGGTCATCGGAGCTGTGGTCGCTGCTGTGAT
GTGTAGGAGGAAGAGCTCAGGTGGAAAAGGAGGGAGCTACTCTCAGGCTGCGTGCAGCGACA
GTGCCCAGGGCTICTGATGTGTCTCTCACAGCTTGA

MRVTAPRTLLLLLWGAVALTETWAGSHSMRYFYTAMSRPGRGEPRFITVGYVDDTLFVRFDS
DATSPRKEPRAPWIEQEGPEYWDRETQISKTNTQTYRENLRTALRYYNQSEAGSHIIQRMYG
CDVGPDGRLLRGYDQDAYDGKDYIALNEDLSSWTAADTAAQITQRKWEAARVAEQDRAYLEG
LCVESLRRYLENGKETLOQRADPPKTHVTHHPISDHEVTLRCWALGFYPAEITLTWQRDGEDQ
TODTELVETRPAGDRTFQKWAAVVVPSGEEQRYTCHVQHEGLPKPLTLRWEPSSQSTVPIVG
IVAGLAVLAVVVIGAVVAAVMCRRKSSGGKGGSYSQAACSDSAQGSDVSLTA
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pHSE3’-HLA-C*04:01

ATGCGGGTCATGGCGCCCCGAACCCTCATCCTGCTGCTCTCGGGAGCCCTGGCCCTGACCGA
GACCTGGGCCGGCTCCCACTCCATGAGGTATTTCTACACCGCTGTGTCCCGGCCCGGCCGCG
GGGAGCCCCACTTCATCGCAGTGGGCTACGTGGACGACACGCAGTTCGTGCGGTTCGACAGC
GACGCCGCGAGTCCGAGAGGGGAGCCGCGGGCGCCGTGGGTGGAGCAGGAGGGGCCGGAGTA
TTGGGACCGGGAGACACAGAAGTACAAGCGCCAGGCACAGACTGACCGAGTGAGCCTGCGGA
ACCTGCGCGGCTACTACAACCAGAGCGAGGCCGGGTCTCACATCATCCAGAGGATGTATGGC
TGCGACGTGGGGCCCGACGGGCGCCTCCTCCGCGGGTATGACCAGTACGCCTACGACGGCAA
GGATTACATCGCCCTGAACGAGGATCTGCGCTCCTGGACCGCCGCGGACACGGCGGCTCAGA
TCACCCAGCGCAAGTGGGAGGCGGCCCGTGAGGCGGAGCAGCTGAGAGCCTACCTGGAGGGC
CTGTGCGTGGAGTGGCTCCGCAGATACCTGAAGAATGGGAAGGAGACGCTGCAGCGCGCGGA
ACACCCAAAGACACACGTGACCCACCATCCCGTCTCTGACCATGAGGCCACCCTGAGGTGCT
GGGCCCTGGGCTTCTACCCTGCGGAGATCACACTGACCTGGCAGTGGGATGGGGAGGACCAA
ACTCAGGACACTGAGCTTGTGGAGACCAGGCCAGCAGGAGATGGAACCTTCCAGAAGTGGGC
AGCTGTGGTGGTGCCTTCTGGAGAAGAGCAGAGATACACGTGCCATGTGCAGCACGAGGGGC
TGCCGGAGCCCCTCACCCTGAGATGGGAGCCGTCTTCCCAGCCCACCATCCCCATCGTGGGC
ATCGTTGCTGGCCTGGCTGTCCTGGCTGTCCTAGCTGTCCTAGGAGCTGTGGTGGCTGTTGT
GATGTGTAGGAGGAAGAGCTCAGGTGGAAAAGGAGGGAGCTGCTCTCAGGCTGCGTCCAGCA
ACAGTGCCCAGGGCTCTGATGAGTCTICTCATCGCTTGTAAAGCCTGA

MRVMAPRTLILLLSGALALTETWAGSHSMRYFYTAVSRPGRGEPHFIAVGYVDDTQFVRFDS
DAASPRGEPRAPWVEQEGPEYWDRETQKYKRQAQTDRVSLRNLRGYYNQSEAGSHIIQRMYG
CDVGPDGRLLRGYDQYAYDGKDYIALNEDLRSWTAADTAAQITQRKWEAAREAEQLRAYLEG
LCVEWLRRYLKNGKETLOQRAEHPKTHVTHHPVSDHEATLRCWALGFYPAEITLTWQWDGEDQ
TODTELVETRPAGDGTFQKWAAVVVPSGEEQRYTCHVQHEGLPEPLTLRWEPSSQPTIPIVG
IVAGLAVLAVLAVLGAVVAVVMCRRKSSGGKGGSCSQAASSNSAQGSDESLIACKA

pHSE3’-HLA-C*16:01

ATGCGGGTCATGGCGCCCCGAGCCCTCCTCCTGCTGCTCTCGGGAGGCCTGGCCCTGACCGA
GACCTGGGCCTGCTCCCACTCCATGAGGTATTTCGACACCGCCGTGTCCCGGCCCGGCCGCG
GAGAGCCCCGCTTCATCTCAGTGGGCTACGTGGACGACACGCAGTTCGTGCGGTTCGACAGC
GACGCCGCGAGTCCGAGAGGGGAGCCGCGGGCGCCGEGTGGGTGGAGCAGGAGGGGCCGGAGTA
TTGGGACCGGGAGACACAGAAGTACAAGCGCCAGGCACAGGCTGACCGAGTGAGCCTGCGGA
ACCTGCGCGGCTACTACAACCAGAGCGAGGACGGGTCTCACACCCTCCAGAGGATGTCTGGC
TGCGACCTGGGGCCCGACGGGCGCCTCCTCCGCGGGTATGACCAGTCCGCCTACGACGGCAA
GGATTACATCGCCCTGAACGAGGACCTGCGCTCCTGGACCGCCGCGGACACCGCGGCTCAGA
TCACCCAGCGCAAGTTGGAGGCGGCCCGTGCGGCGGAGCAGCTGAGAGCCTACCTGGAGGGC
ACGTGCGTGGAGTGGCTCCGCAGATACCTGGAGAACGGGAAGGAGACGCTGCAGCGCGCAGA
ACCCCCAAAGACACACGTGACCCACCACCCCCTCTCTGACCATGAGGCCACCCTGAGGTGCT
GGGCCCTGGGCTTCTACCCTGCGGAGATCACACTGACCTGGCAGCGGGATGGGGAGGACCAG
ACCCAGGACACCGAGCTTGTGGAGACCAGGCCAGCAGGAGATGGAACCTTCCAGAAGTGGGC
AGCTGTGGTGGTGCCTTCTGGACAAGAGCAGAGATACACGTGCCATATGCAGCACGAGGGGC
TGCAAGAGCCCCTCACCCTGAGCTGGGAGCCATCTTCCCAGCCCACCATCCCCATCATGGGC
ATCGTTGCTGGCCTGGCTGTCCTGGTTGTCCTAGCTGTCCTTGGAGCTGTGGTCACCGCTAT
GATGTGTAGGAGGAAGAGCTCAGGTGGAAAAGGAGGGAGCTGCTCTCAGGCTGCGTGCAGCA
ACAGTGCCCAGGGCTCTGATGAGTCTICTCATCACTTGTAAAGCCTGA
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MRVMAPRALLLLLSGGLALTETWACSHSMRYFDTAVSRPGRGEPRFISVGYVDDTQFVRFDS
DAASPRGEPRAPWVEQEGPEYWDRETQKYKRQAQADRVSLRNLRGYYNQSEDGSHTLQRMSG
CDLGPDGRLLRGYDQSAYDGKDYIALNEDLRSWTAADTAAQITQOQRKLEAARAAEQLRAYLEG
TCVEWLRRYLENGKETLQRAEPPKTHVTHHPLSDHEATLRCWALGFYPAEITLTWQRDGEDQ
TODTELVETRPAGDGTFQKWAAVVVPSGQEQRYTCHMOQHEGLQEPLTLSWEPSSQPTIPIMG
IVAGLAVLVVLAVLGAVVTAMMCRRKS SGGKGGSCSQAACSNSAQGSDESLITCKA

pHSE3’-BFP

GGCCGCAAGCGAGCTGATTAAGGAGAACATGCACATGAAGCTGTACATGGAGGGCACCGT
GGACAACCATCACTTCAAGTGCACATCCGAGGGCGAAGGCAAGCCCTACGAGGGCACCCA
GACCATGAGAATCAAGGTGGTCGAGGGCGGCCCTCTCCCCTTCGCCTTCGACATCCTGGC
TACTAGCTTCCTCTACGGCAGCAAGACCTTCATCAACCACACCCAGGGCATCCCCGACTT
CTTCAAGCAGTCCTTCCCTGAGGGCTTCACATGGGAGAGAGTCACCACATACGAAGACGG
GGGCGTGCTGACCGCTACCCAGGACACCAGCCTCCAGGACGGCTGCCTCATCTACAACGT
CAAGATCAGAGGGGTGAACTTCACATCCAACGGCCCTGTGATGCAGAAGAAAACACTCGG
CTGGGAGGCCTTCACCGAGACGCTGTACCCCGCTGACGGCGGCCTGGAAGGCAGAAACGA
CATGGCCCTGAAGCTCGTGGGCGGGAGCCATCTGATCGCAAACGCCAAGACCACATATAG
ATCCAAGAAACCCGCTAAGAACCTCAAGATGCCTGGCGTCTACTATGTGGACTACAGACT
GGAAAGAATCAAGGAGGCCAACAACGAGACCTACGTCGAGCAGCACGAGGTGGCAGTGGC
CAGATACTGCGACCTCCCTAGCAAACTGGGGCACAAGCTTAATTAAGGATCC

MHMKLYMEGTVDNHHFKCTSEGEGKPYEGTQTMRIKVVEGGPLPFAFDILATSFLYGSKTFI
NHTQGIPDFFKQSFPEGFTWERVTTYEDGGVLTATQDTSLODGCLIYNVKIRGVNFTSNGPV
MOKKTLGWEAFTETLYPADGGLEGRNDMALKLVGGSHLIANAKTTYRSKKPAKNLKMPGVYY
VDYRLERIKEANNETYVEQHEVAVARYCDLP SKLGHKLN
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6.3 Aminosauresequenzen (Antikorper)

r8-18C5

Heavy chain

QVOLOOSGAELMKPGASVEISCKATGYTEFSSEWIEWVKQRPGHGLEWIGEILPGRGRTNYNE
KFKGKATFTAETSSNTAYMQLSSLTSEDSAVYYCATGNTMVNMPYWGQGTTLTVSSASTKGP
SVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTIVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSV
VIVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVEFLEPPKP
KDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVL
HODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKG
FYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFEFLYSKLTVDKSRWQQOGNVESCSVMHEALH
NHYTQOKSLSLSPGKGKPIPNPLLGLDSTHHHHHH

Light chain

DIVMTQSPSSLSVSAGEKVTMSCKSSQSLLNSGNQKNYLAWYQQOKPGQPPKLLIYGASTRES
GVPDREFTGSGSGTDFTLTISSVQAEDLAVYYCONDHSYPLTFGAGTKLELKRTVAAPSVE IF
PPSDEQLKSGTASVVCLLNNEFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLT
LSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSEFNRGEC

rAb-1P2

Heavy chain

EVOQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGEFTSSEFYSMNWVRQAPGKGLEWVSSISSSSSYIYYAD
SVKGREFTISRDNAKNSLYLOMSSLRADDTAVYYCARVGIMEWSDPREVDEKYGMDVWGQGTT
VIVSSASTKGPSVEFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTEFPAVL
QSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLG
GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNS
TYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPTEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTK
NQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPPVLDSDGSFEFLYSKLTVDKSRWQQGNV
FSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKGKPIPNPLLGLDSTHHHHHH

Light chain

EIVLTOQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSRYLAWYQQOKPGOAPRLLIYGASSRATGIPDR
FSGSGSGTDFILTISRLEPEDFAVYYCQQOYGSSLYTFGQGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDE
QLKSGTASVVCLLNNEFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKAD
YEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC
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rOCB-MS3-s1

Heavy chain

QVQOLOESGPRLVKPSEALSLTCIVSGGSINSNTYYWDWLROPPGKGLEWIGSISYSGGTYYN
PSLKNRVTMSVDTSNNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARHTPRQAYYNILTSSQDYYYYGMDVW
GOGTTVITVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHT
FPAVLOSSGLYSLSSVVIVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPA
PELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVITCVVVDVSHEDPEVKEFNWYVDGVEVHNAKTKPRE
EQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSR
DELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRW
QOGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKGKPIPNPLLGLDSTHHHHHH

Light chain

DIVMTQSPLSLPVTPGEAASISCRSSQSLLHSSGNNYLDWYLOKPGOPPQLLIYLGSNRASG
VPDREFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCMQALETPPITFGQGTRLEIKRTVAAPSVEIF
PPSDEQLKSGTASVVCLLNNEFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLT
LSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC

rAb-hAE

Heavy chain

MKHLWEFFLLLVAAPRWVLSEVQLVESGGGLVQPGRSLRLSCAVEFGFKFEDHAMHWVRQVPGK
GLEYISGINWNGDETIYAQSVEGRITVSRDNAKDLLYLOLNSLTPEDTAFYYCARDQSYGVL
RGLPLALNAWGQGTLVTIVSSASTKGPSVEPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVIVSWN
SGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVITVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCD
KTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTICVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVE
VHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPRE
POVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPPVLDSDGSFFEFLY
SKLTVDKSRWQOGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKGKPIPNPLLGLDSTHHHHHH

Light chain

MDMRVPAQLLGLLLLWLRGARCAVQLTQSPSSLSASVGDSITISCRASLGIRNDLGWYQQRA
GKAPRLLIYSASTLETGVPSREFSGRGSGSHEFTLTIAGLQPEDFATYYCLODFTFPFTEGPGT
RVDLKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEFYPREAKVOQWKVDNALQSGNSQESVT
EQODSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC

146



6.4 Abbildungen
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Abbildung 34: Durchflusszytometrische Analyse der rAb-IP2-Bindung an GABA4-R, 72 h nach der Transfektion.
Es wurden verschiedene molare Verhiltnisse der Untereinheiten a; und B;in Expi293F™ Zellen exprimiert und
auf eine Bindung durch rAb-IP2 untersucht. Nur bei Zellen, welche beide Untereinheiten von GABA,-R
exprimierten, konnte eine Erkennung durch rAb-IP2 bzw. den kommerziellen anti-GABA,-a,-Antikorper (Klon
BD24, Mouse 1gG, Merck Millipore) nachgewiesen werden. Zellen, welche nur die B;-Untereinheit exprimierten,
konnten nur durch den kommerziellen anti-GABA,-B,/Bs-Antikdrper (Klon 62-3G1, Mouse IgG, Merck Millipore)

erkannt werden. Blau: Ungefarbte Zellen. Rot: Gefarbte Zellen. rOCB-MS3-s1: Kontrollantikorper.
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Abbildung 35: Durchflusszytometrische Analyse der rAb-hAE-Bindung an COS-7-Zellen, die mit humanem MOG
(hMOG), mouse MOG (mMMOG), rat MOG (rMOG) und MOG-Mutanten transfiziert wurden, 48 h nach der
Transfektion. Zusatzlich wurde der Antikorper r8-18C5 auf eine Bindung an hMOG, mMOG, rMOG und MOG-
Mutanten untersucht. Alle Antikérper wurden in einer Konzentration von 30 pg/ml zu den Zellen gegeben.

Blau: Ungefarbte Zellen. Rot: Gefarbte Zellen. r8-18C5: Kontrollantikorper (Positivkontrolle). rOCB-MS3-s1:

Kontrollantik&rper.
100 pg/ml 30 pg/ml 10 pg/ml 3,33 pg/ml 1 pg/ml 0,33 pg/ml 0,1 pug/ml 0,033 pg/ml
i 588% | 99.8% | 99,8% |° 995% |~ 99.8% |7 99,0% |~ 8% |7 89,8 %

human MOG

MOG
R86Q

MOG
S104E

MOG
H103A/S104E

JP% 1

e A

Cell count

Abbildung 36: Durchflusszytometrische Analyse der rAb-hAE-Bindung an MOG, 48 h nach der Transfektion. Der
Antikorper wurde in verschiedenen Konzentrationen zu den COS-7-Zellen gegeben und auf eine Bindung an

hMOG bzw. die Mutanten R86Q, S104E und H103A/S104E untersucht. Blau: Ungefarbte Zellen. Rot: Gefarbte

Zellen.
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Abbildung 37: Durchflusszytometrische Analyse der rAb-hAE-Bindung an Hela-Zellen, die mit humanem MOG
(hMOG), mouse MOG (mMOG), rat MOG (rMOG) und MOG-Mutanten transfiziert wurden, 48 h nach der
Transfektion. Zusatzlich wurde der Antikérper r8-18C5 auf eine Bindung an hMOG, mMOG, rMOG und MOG-
Mutanten untersucht. Alle Antikérper wurden in einer Konzentration von 30 pg/ml zu den Zellen gegeben.
Blau: Ungefarbte Zellen. Rot: Gefarbte Zellen. r8-18C5: Kontrollantikorper (Positivkontrolle). rOCB-MS3-s1:

Kontrollantikorper.

6.5 Bandenanalyse

pcDNA-2"-for
pcDNA-2"-rev-10

1. PCR:

Pick 4 (143 bp)

- keine peptid-codierende Sequenz vorhanden



Pick 8 (276 bp)

- peptid-codierende Sequenz vorhanden

CACTECTTACTEECTIATCEAAATTAATACGACTCACTATAGGGAGACCCAAGCTGGCTAGCGTTTAAACTTAAG
CTTGGTACCGAGCTCGGACEEEEEEECCACCATEGCGTGTGATGTGATTGGTGAGGGGGAGTGAGCGECCECTCE
GAGTCTAGAGGGCCCTTCGAAGGTAAGCCTATCCCTAACCCTCTCCTCGGTCTCGATTCTACGCGTACCGGTCAT
CATCACCATCACCATTGAGTTTAAACCCGCTGATCACH IR

Pick 8 (143 bp)

- keine peptid-codierende Sequenz vorhanden

CACTGCTTACTGGCTTATCCHENGHEOCICIAGE CACTGCTTACTGGCTTATCGCAGHGHECCINCTAGH ~CAC
TGCTTACTGGCTTATCGHGHENGCONIGIAGH CACTGCTTACTGGCTTATCCHGHGHCCOTTCHIAGH

2. PCR:

Pick 4 (65 bp)

- peptid-codierende Sequenz vorhanden

TCCGGCGCGCCACCATGTATTCTTGTAGTGGTCTGACGGAGGCTTGAGCGGCCGCTCGAGTCTAG
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Pick 8 (346 bp)

- peptid-codierende Sequenz vorhanden

CGGCGCGCCACCATGCTGTAGTGGTGATCAGGATCGTGAGCCGTGAGCGGCCGCTCGAGTCTAGAGGGCCCTTCGA
AGGTAAGCCTATCCCTAACCCTCTCCTCGGTCTCGATTCTACGCGTACCGGTCATCATCACCATCACCATTGAGT

TTAAACCCGCTGATCAC NGOG - CACTGCTTACTEECTTATCEARAT TAATACGACTCAC

TATAGGGAGACCCAAGCTGGCTAGCGTTTAAACTTAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCGGCGCGCCACCATGTA
TAGGATGGTTGAGTGGAAGGGGGCGTGAGCGGCCGCTCGAGTCTAG

Pick 8 (143 bp)
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