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Dissertation Vorwort

Vorwort

Aus Grinden der Lesbarkeit wird in dieser Dissertation auf die verschiedenen
Ansprechweisen, sei es divers, weiblich oder mannlich verzichtet. Sofern nicht anders
gekennzeichnet, bezieht sich das in dieser Arbeit gewéhlte generische Maskulinum

zugleich auf die ménnliche, die weibliche und andere Geschlechtsidentitat(en).
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1 Arbeitshypothese und Fragestellung

Die membrandse Glomerulonephritis (MGN) ist die haufigste Ursache fir ein nephrotisches
Syndrom bei erwachsenen Kaukasiern und fiihrt bei etwa einem Drittel der Patienten zu
einem dialysepflichtigen Nierenversagen. Pathophysiologisch kommt es bei der primaren
Form der mGN zu einer in situ Bindung zirkulierender Antikérper an ein endogenes
podozytares Protein. Bei 70-75 % der Patienten mit mGN binden die Antikérper an
Phospholipase A, Rezeptor 1 (PLA2R) und bei 2,5-5 % an Thrombospondin type 1 domain
containing protein 7A (THSD7A). Die Identifikation dieser zwei Zielantigene bei Patienten
mit mGN hat wichtige Fortschritte fir Diagnostik und Therapie gebracht: Die
Diagnosestellung kann weniger invasiv durch Nachweis der Antikdérper im Patientenserum
erfolgen, die Hohe der Antikdrperspiegel erlaubt eine Aussage lber die immunologische
Krankheitsaktivitat und ermdglicht dadurch eine individuelle Therapieanpassung und
Prognoseabschatzung. Obwohl insbesondere in den letzten finf Jahren die Identifikation
weiterer potenzieller Antigene gelang, bleiben bei etwa 10-15 % der Patienten mit mGN die
Pathomechanismen ungeklart, die zur Krankheitsentstehung fiihren. Deshalb ist die
Therapie dieser Patienten nicht Antigen-spezifisch und kann nicht an die immunologische
Krankheitsaktivitat angepasst werden. Das Ziel dieser Arbeit ist die Charakterisierung
weiterer Antigen-Antikorper-Reaktionen, die Bestimmung der Antikérpersubklasse und der
Antigenlokalisation bei Patienten mit mGN. Es wird die Hypothese untersucht, dass es auch
bei der PLA2R- und THSD7A-Antikdrper negativen mGN zu einer in situ Bindung von
Antikdrpern an endogene, podozytare Proteine kommt. Entsprechend der Pathogenese der
PLA;R- und THSD7A-assoziierten mGN wird die Lokalisation eines potenziellen Antigens
in der Zellmembran und eine Dominanz der IgG4-Antikorpersubklasse untersucht. Zur
Verifizierung der Hypothese wird eine Kohorte von 106 Patienten mit PLAzR- und THSD7A-
Antikérper negativer mGN auf das Vorhandensein von bisher unbekannten Antikdrpern
untersucht, die zur Entstehung der mGN fuhren konnten. Die Detektion mdglicher
Antikérper aus dem Patientenserum, die ein podozytares Protein im humanen Glomerulus
binden, erfolgt mittels Dot Blot und verschiedener Western Blot Techniken. Fir die
Identifikation eines potenziellen Antigens wird eine Immunprazipitation etabliert und eine
nachfolgende massenspektrometrische Analyse durchgefihrt. Nach Identifikation erfolgt
eine immunhistochemische Farbung, um das mogliche Antigen glomerulér darzustellen und
eine Western Blot Analyse zum Nachweis zirkulierender Antikdrper gegen das potenzielle
Antigen. Zukinftig soll dadurch eine personalisierte und auf der Pathogenese basierte
Diagnostik und Therapie der mGN auch fir Patienten mit PLA2R- und THSD7A-Antikérper

negativer mGN ermdglicht werden.
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2 Einflhrung

2.1 Glomerulus und Filtrationsbarriere

Der Glomerulus ist ein wichtiger Bestandteil des Nephrons, welches die kleinste funktionelle
Einheit der Niere darstellt (Wang and Garrett, 2017). Im Glomerulus befindet sich die
Filtrationsbarriere zwischen Blut und Urin, die aus den Endothelzellen, der glomerularen
Basalmembran (GBM) und den Podozyten gebildet wird (Mathieson, 2003). Die
Permeabilitat der Filtrationsbarriere ist abhangig von Gréf3e und Ladung. Kleine (< 70 kDa),
positiv geladene Molekile werden in den Primarharn filtriert, wahrend die Durchlassigkeit
fir Molekile mit zunehmender Grof3e und Negativladung abnimmt (Sand et al., 2015).
Albumin, als maRgeblich zum kolloidosmotischen Druck beitragendes Plasmaprotein,
koénnte mit einer Grél3e von ~ 67 kDa die Filtrationsbarriere passieren, wird aber durch seine

negative Ladung groRtenteils zurlickgehalten (Sand et al., 2015; Stahl et al., 2018).

Bei einer Schadigung der Filtrationsbarriere kommt es zu einem Verlust der Filterfunktion,
sodass sie fur Molekile durchldssig wird, die normalerweise nicht in den Priméarharn
gelangen (Mathieson, 2003). Es kommt zur Entwicklung eines nephrotischen Syndroms,
das durch eine groRe Proteinurie (> 3 g/Tag), Hypalbuminadmie, Hyperlipoproteindmie und
ausgepragte Odeme charakterisiert ist (Kodner, 2009). Das nephrotische Syndrom kann zu
weiteren Komplikationen filhren, z.B. erhohter Infektanfalligkeit aufgrund des Verlusts von
Immunglobulinen im Urin und erhéhter Thromboseneigung durch den Verlust von Faktoren
wie Antithrombin-11l (Stahl et al., 2018).

Einem nephrotischen Syndrom kénnen verschiedene Erkrankungen zugrunde liegen. Dazu
gehoren sowohl primar renale Erkrankungen wie die membrandse Glomerulonephritis
(mGN), die fokale segmentale Glomerulosklerose (FSGS) und die Minimal-Change
Glomerulonephritis (MCGN), als auch Systemerkrankungen wie Diabetes mellitus oder
Amyloidose (Kodner, 2009).

2.2 Pathogenese der membrandsen Glomerulonephritis

Die mGN ist die h&aufigste Ursache fir ein idiopathisches nephrotisches Syndrom bei
erwachsenen Kaukasiern (Couser et al., 1978; Kerjaschki et al., 1987). Es handelt sich um
eine autoimmune Nierenerkrankung, bei der es zu einer Ablagerung von Antikdrpern auf
der epithelialen (podozytédren) Seite der GBM kommt. Das fihrt zu einer strukturellen
Schadigung der glomerularen Filtrationsbarriere mit erhdhter Durchlassigkeit und der

Ausbildung eines nephrotischen Syndroms (Couser, 2012).
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Epidemiologie

Die mGN ist eine seltene Erkrankung mit einer jahrlichen Inzidenz von 1/100.000. Manner
sind haufiger betroffen als Frauen (Verhaltnis 2:1) und der Altersgipfel liegt zwischen 50
und 60 Jahren (Ronco and Debiec, 2020). In weniger als 5 % der Falle beginnt die
Erkrankung bereits im Kindesalter (Menon and Valentini, 2010). In Ausnahmeféllen ist eine
familiare Haufung zu beobachten, was auf eine genetische Pradisposition hindeutet (Short
et al., 1984).

Primare und sekundare Form der mGN

Historisch wurde eine primare Form der mGN angenommen, wenn keine Ursache einer
sekundaren mGN diagnostiziert wurde (Ma et al., 2013). Die Unterscheidung einer priméaren
von einer sekundéaren Form der mGN ist fur die Diagnostik und Therapie der Erkrankung

essenziell.

In 20-25 % der Falle besteht bei den Patienten mit mGN gleichzeitig eine andere
Erkrankung mit potenziell kausalem Zusammenhang. Dazu gehoren
Autoimmunerkrankungen (z.B. Lupus erythematodes), Infektionen (z.B. HIV, Hepatitis B
und C), Tumore (sowohl solide Tumore wie Lungen- und Prostatakarzinom, als auch
Malignome des hamatopoetischen Systems) oder die Anwendung bestimmter
Medikamente (z.B. Penicillamin) (Beck & Salant, 2014, Leeaphorn et al., 2014). In diesen
Fallen wird von einer sekundaren Genese der mGN ausgegangen, obwohl die
Pathomechanismen des potenziell kausalen Zusammenhangs der mGN mit der gleichzeitig
auftretenden Erkrankung nicht geklart sind. Allein der zeitliche Zusammenhang ist nicht
ausreichend, um eine Kausalitat zu beweisen, weil das zufallige Auftreten beider
Erkrankungen mdglich ist (Beck, 2010). Dabei muss insbesondere das relativ hohe Alter
bertcksichtigt werden, in dem die mGN haufig diagnostiziert wird (Beck, 2010). So weisen
Patienten mit mGN und gleichzeitiger Tumorerkrankung im Vergleich zu tumorfreien
Patienten ein hoheres Alter auf und sind héufiger schwere Raucher (Lefaucheur et al.,
2006). Bisher kann aus diesen Griunden nur von einer Assoziation der mGN mit
Malignomen gesprochen werden. Um einen kausalen Zusammenhang zu beweisen oder
zu widerlegen, wird der Aufklarung der molekularen Pathogenese der mGN ein hoher Wert

beigemessen.

Komplementsystem

Der genaue Pathomechanismus hinter dem Verlust der Barrierefunktion im Rahmen einer
MGN ist Gegenstand aktueller Forschung. Die Bildung subepithelialer Immunkomplexe
fuhrt regelhaft zur lokalen Aktivierung des Komplementsystems (Ma et al., 2013). Hierbei

scheinen alle drei Aktivierungswege aktiv zu sein, worauf immunhistochemische und
8
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massenspektrometrische Analysen von Nierenbiopsien von Patienten mit mGN hindeuten
(Reinhard et al., 2020). In den Glomeruli dieser Patienten kénnen C1q (im Rahmen des
klassischen Aktivierungsweges), Mannose-bindendes Lektin (MBL) (im Rahmen des
Lektin-induzierten Aktivierungsweges), sowie Properdin und Faktor B (im Rahmen des
alternativen Aktivierungsweges) nachgewiesen werden (Bally et al., 2016; Endo et al.,
2004; Hayashi et al., 2018; Lhotta, 1999; Ravindran et al., 2020; Segawa et al., 2010; Wiech
et al., 2019; Zhang et al., 2018). Alle drei Wege des Komplementsystems fihren durch
Aktivierung der C3- und C5-Konvertasen zur Bildung des Membranangriffskomplexes (C5b-
9) (Menny et al., 2018; Serna et al., 2016). Sowohl C3 als auch C5b-9 sind bei Patienten
mit mGN glomerular nachweisbar (Doi et al., 1984; Hayashi et al., 2018; Papagianni et al.,
2002). Der Membranangriffskomplex kann den Podozyten direkt durch Perforation der
Zellmembran schadigen, fiihrt aber auch zur Aktivierung verschiedener Signalkaskaden,
die unter anderem die Funktion und Struktur von Zytoskelett und Schlitzmembran
beeintrachtigen (Cybulsky et al., 2005). In einer Studie konnte gezeigt werden, dass 1gG4-
Antikdrper mit unterschiedlichen Glykosylierungsmustern, isoliert aus PLA>R-Antikorper
positivem Patientenserum, in einem Zellkulturmodell den Lektin-Weg aktivierten. Dies
fihrte zu einer Schadigung von podozytaren Strukturproteinen (Haddad et al., 2021). Im
Gegensatz zu diesen Ergebnissen steht, dass eine mGN bei Patienten auftreten kann, die
aufgrund einer genetischen Mutation einen MBL-Mangel haben (Bally et al., 2016). In einer
kiurzlich veroffentlichten Studie konnte gezeigt werden, dass bei Patienten mit mGN der
klassische Weg den Hauptbestandteil der Aktivierung des Komplementsystems ausmacht
(Seifert et al., 2023). In einem THSD7A-immunisierten Mausmodell fiihrten sowohl ein C3-
Defizit als auch eine therapeutische Reduktion der C3-Spiegel durch C3-siRNA zu einer

Verringerung von Proteinurie und Podozytenschaden (Seifert et al., 2023).

Es muss jedoch beriicksichtigt werden, dass neben der Komplementaktivierung auch die
Ablagerung der Immunkomplexe selbst zu einer lokalen Entziindungsreaktion mit
Gewebeschadigung fuhren kann (Couser, 2012). Experimentelle Daten haben gezeigt,
dass nach Ablagerung der Immunkomplexe eine Proteinurie auch in Abwesenheit der

Komplementaktivierung entstehen kann (Leenaerts et al., 1995; Spicer et al., 2007).
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Abbildung 1: Pathogenese der PLA2R- und THSD7A-assoziierten mGN.

Die Antigene PLA2R und THSD7A sind auf der Oberflache von humanen glomerularen Podozyten exprimiert.
Aus noch ungeklarter Ursache kommt es zu einer Antikdrperbildung mit Entstehung von subepithelialen
Immundepots.  Histologisch zeigt sich eine granulare IgG-Ablagerung entlang der GBM,
elektronenmikroskopisch kénnen die Immundepots subepithelial lokalisiert werden (schwarzer Pfeil). Durch die
Bildung der Immunkomplexe kommt es zu einer Aktivierung des Komplementsystems, was histologisch durch
die Anfarbung des Membranangriffskomplexes (C5b-9) bewiesen werden kann. Langfristig fuhren die
pathogenen Antikérper und das aktivierte Komplementsystem zu einer Schadigung der podozytaren
FuRfortsatze (roter Pfeil), einer Verdickung der GBM (weil3er Pfeil) und letztendlich zu einem Verlust der
Filterfunktion mit Ausbildung einer Proteinurie.

GBM = Glomerulare Basalmembran, mGN = Membranése Glomerulonephritis, PLA2R = Phospholipase Az
Rezeptor, THSD7A = Thrombospondin type 1 domain containing protein 7A.

Aus Hoxha et al., 2022, Abbildung 1.

2.3 Diagnostik der mGN

Klinisch prasentiert sich die mGN in der Regel mit einem nephrotischen Syndrom. Der
Goldstandard fur die Diagnosestellung ist die Nierenbiopsie (Wiech et al., 2019).
Lichtmikroskopisch zeigt sich in der Nierenbiopsie eine verdickte GBM (Fogo et al., 2015)
(Abbildung 1). In der Regel ist keine glomerulare Zellproliferation oder Infiltration von
Entzundungszellen nachweisbar (Ronco and Debiec, 2020; Stangou et al., 2019).
Immunhistochemisch lassen sich entlang der GBM Immunglobulin G (IgG) und
Komplementfaktoren (C3, C4d, C5b-9 etc.) nachweisen (Doi et al., 1984; Fogo et al., 2015;
Hayashi et al., 2018; Papagianni et al., 2002). Bei der primaren Form der mGN sind

10
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Antikérper der IgG4-Subklasse vorherrschend, wahrend bei der sekundaren mGN die
Subklassen 1gG1-3 haufiger nachweisbar sind (Doi et al., 1984; Haas, 1994; Huang et al.,
2013; Ohtani et al., 2004). Diese IgG-Ablagerungen stellen sich elektronenmikroskopisch
als subepitheliale Immundepots dar. Daneben kann die Podozytenschadigung in Form von
FuRfortsatzverschmelzung sichtbar gemacht werden (Fogo et al., 2015). Wie unten
ausfuihrlicher dargestellt, haben die Identifikation des PLA;R und des THSD7A als
wichtigste Zielantigene bei der mGN die Diagnostik der Erkrankung wesentlich beeinflusst
(Beck et al., 2009; Tomas et al., 2014).

2.4 Prognose und Therapie der mGN

Die Prognose der mGN ist sehr variabel. Ein Drittel der Patienten entwickelt spontan eine
Remission der Proteinurie. Bei einem weiteren Drittel der Patienten besteht eine
persistierende Proteinurie, wahrend die Ubrigen Patienten ein dialysepflichtiges
Nierenversagen entwickeln (Noel et al., 1979; Schieppati et al., 1993).

Die supportive Therapie von Patienten mit mGN besteht aus ACE- (Angiotensin-
Converting-Enzyme) Hemmern oder Angiotensin-Rezeptorblockern, Statinen, Diuretika,
Blutdruckeinstellung, diatischer Protein- und Salzrestriktion und gegebenenfalls
Antikoagulanzien (Cattran, 2005; Hofstra & Wetzels, 2012). Bei Patienten mit sekundéarer
MGN steht die Behandlung der Grunderkrankung im Vordergrund (Cattran, 2005).

Immunsuppressive Therapie

Die immunsuppressive Therapie der mGN basiert vor allem auf drei Saulen: alkylierende
Substanzen, Calcineurininhibitoren und B-Zell-depletierenden Medikamenten (Couser,
2017).

Bei Patienten mit mGN wurde die Wirksamkeit von Alkylanzien (Chlorambucil oder
Cyclophosphamid) in Kombination mit Steroiden in mehreren Studien bewiesen. Sie
induzieren eine Remission der Proteinurie und tragen zum Erhalt der Nierenfunktion bei
(Howman et al., 2013; Jha et al., 2007; Ponticelli et al., 1984, 1992). Problematisch bei
dieser Therapie ist das Nebenwirkungsprofil (erhohte Infektanfalligkeit, Entwicklung von
Malignomen, Myelotoxizitat, Infertilitét etc.) und die Relaps-Rate von bis zu 30 % (du Buf-
Vereijken et al., 2004; Van Den Brand et al., 2017).

Calcineurininhibitoren (Tacrolimus oder Cyclosporin A) wurden sowohl als Monotherapie,
als auch in Kombination mit Steroiden angewandt und induzieren eine Remission der
Proteinurie. Allerdings kommt es nach Absetzen der Therapie mit einem Calcineurininhibitor
haufig (etwa 50 % der Falle) zu einem Relaps der mGN (Cattran et al., 2001; Praga et al.,

2007). Weiterhin zu beachten ist, dass diese Medikamente vor allem bei Langzeiteinsatz
11
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nephrotoxisch wirken. Daher ist insbesondere bei Patienten mit eingeschrankter
Nierenfunktion der Einsatz von Calcineurininhibitoren als kritisch zu bewerten (Howman et
al., 2013).

Ein weiterer Therapieansatz besteht im Einsatz von Rituximab, einem monoklonalen
Antikérper gegen CD20, der zu einer B-Zell Depletion fuhrt (Remuzzi et al., 2002). Eine
Therapie mit Rituximab fuhrt bei 65 % der Hochrisiko-Patienten zu einer Remission der
Proteinurie (Dahan et al., 2017; Ruggenenti et al., 2012). Im Vergleich zu Cyclosporin A
wird eine Remission der Proteinurie durch Rituximab genauso haufig induziert, wahrend die
Relaps-Rate geringer ist (Fervenza et al., 2019). In einer retrospektiven Kohortenstudie
kommt es bei der Therapie mit Rituximab im Vergleich zur Therapie mit Alkylanzien zu
weniger Nebenwirkungen (Van Den Brand et al., 2017). Allerdings fehlen Langzeitstudien
in Bezug auf die Anwendung von Rituximab, die einen positiven Effekt dieser Therapie fur
den Erhalt der Nierenfunktion nachweisen (Couser, 2017).

Historisch wurden Entscheidungen (ber Therapiebeginn und -dauer bei Patienten mit
primarer mGN anhand von Proteinurie und Nierenfunktion getroffen (Cattran, 2005), da
Patienten mit einer Proteinurie < 8 g/Tag eher eine Spontanremission erreichen als
Patienten mit einer hdheren Proteinurie (Polanco et al., 2010). Die klinischen Parameter
Proteinurie und Serumkreatinin spiegeln aber nicht die aktuelle immunologische
Krankheitsaktivitat, sondern am ehesten die glomerularen Schadigungsprozesse wider. Die
Reparatur solcher glomerularen Schaden kann eine langere Zeit in Anspruch nehmen
(Couser, 2017; Francis et al., 2016), sodass diese Parameter nicht sehr gut geeignet sind,
um Therapieentscheidungen zu treffen. Dafir ist es zwingend notwendig, immunologische
Parameter zu finden, die unmittelbar die Krankheitsaktivitat und nicht das Ausmafd der
Nierenschéadigung darstellen. Um die Entwicklung solcher Parameter zu ermdglichen,

mussen die molekularen Pathomechanismen der mGN besser verstanden werden.

2.5 Molekulare Pathomechanismen der mGN

Bereits vor tber 60 Jahren lie3 die histologische Beschreibung der glomeruldren 1gG-
Ablagerungen auf eine autoimmune Genese der mGN schlieRen (Mellors et al., 1957).
Durch verschiedene (tier-) experimentelle Ansétze wurden mehrere Modelle entwickelt, wie
die subepithelialen Immunkomplexe bei der mGN entstehen, die zu einer Schadigung der
glomerularen Filtrationsbarriere und einem konsekutiven nephrotischen Syndrom fuhren
(Glassock, 2009). Dabei wird zwischen zirkulierenden Immunkomplexen und der in situ
Bindung von Immunkomplexen an einem endogenen bzw. exogenen Antigen
unterschieden (Abbildung 2). Allen Modellen ist gemein, dass es zunachst zu einem Verlust

der Immuntoleranz mit daraus resultierender Antikorperbildung kommt.
12
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Abbildung 2: Entstehungsmodelle der mGN.

Es wurden drei mogliche Modelle aufgestellt, wie die subepithelialen Immundepots bei Patienten mit mGN
entstehen kdnnten. A) Zirkulierende Antigen-Antikdrper-Komplexe (Immunkomplexe), die sich subepithelial
ablagern. B) In situ Immunkomplexbildung durch Antikdrperbindung an einem endogenen (podozytéren)
Antigen. C) In situ Immunkomplexbildung durch Antikdrperbindung an einem exogenen Antigen, das zuvor
subepithelial implantiert wurde.

MGN = Membranése Glomerulonephritis.
Aus Glassock, 2009, Abbildung 1.

Die Prozesse, die zu diesem Immuntoleranzverlust fiihren, sind nicht gut verstanden. In
einer grof3en Studie in China wurde eine erhdhte Pravalenz der mGN in Zusammenhang
mit steigender Luftverschmutzung festgestellt (Xu et al., 2016). Die dauerhafte Exposition
mit Feinstaub resultiert in einer erhéhten Aktivitdt von Immunzellen und der Bildung von
Sauerstoffradikalen in der Lunge. Hypothetisch kénnten Immunzellen als Reaktion auf
Feinstaub und oxidativen Stress Antigene prasentieren, was zu einer Antikdrperbildung
fuhren kann (Liu et al., 2019). Eine weitere Moglichkeit der Antikbrperentstehung besteht
darin, dass Antikorper, die im Rahmen der Abwehrreaktion gegen Infektionen gebildet
werden, strukturell &hnliche koérpereigene Proteine erkennen konnen. Durch dieses
molekulare Mimikry kommt es zur Auslésung einer autoimmunen Reaktion (Fresquet et al.,
2015). Kirzlich wurde ein Fall prasentiert, bei dem ein Patient mit Tropheryma whipplei
Infektion eine PLA;R-assoziierte mGN entwickelte. Es konnte eine Bindung des PLA:R
Proteins an das Bakterium gezeigt werden, was zu einem Verlust der Immuntoleranz
gefuihrt haben kdnnte (Wiech et al., 2022).
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Daneben besteht die Hypothese, dass es infolge pathologischer Prozesse wie lokalem
oxidativem Stress in den Glomeruli zur Bildung von Neo-Antigenen kommt (Prunotto et al.,
2010). Solche Neo-Antigene kénnten auch im Rahmen von Tumorerkrankungen entstehen,
woraufhin sich eine Immunreaktion gegen das Antigen ausbilden und zu einer
Immunkomplexentstehung fuhren kénnte. Die Immunkomplexe kénnten im Blut zirkulieren

oder sich lokal in den Glomeruli bilden (Couser et al., 1974).

2.5.1 |In situ Entstehung der Immunkomplexe: Endogenes Antigen

Das pathophysiologische Konzept der in situ Immunkomplexentstehung wurde erstmalig im
Tiermodell der Heymann Nephritis in der Ratte beschrieben (Couser et al., 1978; Heymann
et al., 1959). Bei diesem Modell der mGN kommt es zur Entstehung von zirkulierenden
Antikérpern, die gegen endogene (podozytare) Antigene gerichtet sind (Glassock, 2009).
Das Protein Megalin konnte spéter als das pathophysiologisch verantwortliche podozytare
Antigen in diesem Tiermodell identifiziert werden (Kerjaschki and Farquhar, 1982).
Allerdings wird Megalin nicht in den humanen Podozyten exprimiert, sodass es sich nicht
um das Zielantigen bei Patienten mit mGN handeln kann (Beck et al., 2009). Die
Beschreibung der in situ Immunkomplexentstehung als ein Pathomechanismus der
Entstehung der mGN hat eine intensive Suche nach dem verantwortlichen Zielantigen bei
Patienten mit mGN angestoRen. Dies hat eine Reihe an Proteinen hervorgebracht, die fir

die Pathogenese der mGN eine zentrale Rolle spielen.

NEP

Das Protein neutrale Endopeptidase (NEP) wurde als erstes humanes endogenes Antigen
der mGN identifiziert und wird auf der Oberflache von Podozyten exprimiert (Debiec et al.,
2002). Die NEP-assoziierte mGN wurde bei einem mannlichen Neugeborenen
beschrieben, das am ersten Lebenstag eine schwere Proteinurie entwickelte. Bioptisch
konnte eine mGN diagnostiziert werden. Aufgrund des friihen Beginns der Erkrankung
wurde vermutet, dass eine passive diaplazentare Immunisierung des Neugeborenen mit
nephritogenen Antikdrpern durch die Mutter erfolgte. Es stellte sich heraus, dass die Mutter
eine genetische NEP-Defizienz aufwies und im Rahmen ihrer ersten Schwangerschaft
Antikorper gegen NEP entwickelte. Diese Antikbrper wurden in der zweiten
Schwangerschaft Uber die Plazenta auf das Neugeborene Ubertragen. Da auf den
Podozyten des Neugeborenen NEP exprimiert wurde, l6sten die NEP-Antikorper eine in
situ Immunkomplexformation in der Niere aus, was zum Krankheitsbild der mGN fihrte.

Debiec et al. gelang damit die Identifikation des ersten Antigens, das verantwortlich fur die
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Entstehung einer mGN im Menschen ist. Jedoch spielt die NEP-assoziierte mGN keine

Rolle fur die Entstehung der adulten Form einer mGN (Debiec et al., 2002).

PLA2R

Erst 50 Jahre nach der Entwicklung des Modells der passiven Heymann Nepbhritis in der
Ratte ist es Beck et al. gelungen, PLA2R als das Hauptantigen der adulten Form der mGN
zu identifizieren (Beck et al., 2009). PLA2R ist ein Transmembranprotein, das auf der
Oberflache von Podozyten exprimiert wird. Bei etwa 70-75 % der Patienten mit mGN
konnen zirkulierende PLA2R-Antikorper im Blut detektiert werden. Die Herausforderung der
Identifizierung des PLA:R als Zielantigen der mGN bestand darin, dass PLAzR unter
reduzierenden Bedingungen in standard Western Blot Analysen nicht sichtbar ist. Erst unter
nicht-reduzierenden Bedingungen konnte eine Antigen-Antikdrper-Reaktion bei Patienten
mit mMGN nachgewiesen werden (Beck et al.,, 2009). Unter diesen experimentellen
Bedingungen bleiben Disulfidbriicken im PLA2R erhalten, die essenziell sind, um von den
im Blut der Patienten zirkulierenden Antikoérpern gebunden zu werden. Daraus lasst sich
schlussfolgern, dass die Antikdrper ein oder mehrere konformationsabhangige(s) Epitop(e)
am PLAzR binden. Immunhistologisch zeigt sich eine Ko-Lokalisation von PLAzR und IgG
in den subepithelialen Immundepots (Beck et al., 2009). AuRerdem korrelieren die PLA2R-
Antikdrperspiegel eng mit der Krankheitsaktivitat und eignen sich damit als
immunologischer Parameter bei Patienten mit PLA;R-assoziierter mGN (Beck et al., 2011;
Hoxha et al., 2014). Zur quantitativen Bestimmung der PLA;R-Antikdrperspiegel wurden
verschiedene Testsysteme entwickelt, wie Enzyme-linked Immunosorbent Assays
(ELISAS), indirekter Immunofluoreszenztest (IIFT) und Chemilumineszenz-lmmunoassay
(Déhnrich et al., 2013, 2020; Hoxha et al., 2011).

Die Pathogenitat der PLA2R-Antikdrper konnte lange nur vermutet, aber nicht bewiesen
werden, da PLA2R auf den Podozyten von Nagern nicht exprimiert wird (Rinschen et al.,
2018). Allerdings wird PLA2R auf den Podoyzten von Minipigs exprimiert. Reinhard et al.
fuhrten eine Pilotstudie durch, bei der Minipigs mit PLA2R-Antikdérpern aus dem Serum von
Patienten mit PLA;R-assoziierter mGN passiv immunisiert wurden. In dem Minipig
entwickelten sich daraufhin glomeruléare 1gG-Ablagerungen entlang der GBM und eine
leichte Proteinurie. AuRerdem zeigten sich eine Aktivierung des Komplementsystems und
die histomorphologischen Charakteristika einer mGN. Diese Befunde sprechen fir eine
Pathogenitat der PLA2R-Antikorper (Reinhard et al., 2023).
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THSD7A

Im Jahr 2014 identifizierten Tomas et al. THSD7A als zweites Antigen der adulten mGN.
THSD7A ist ein transmembranes Protein, das auf der Podozytenoberflache exprimiert wird.
Die Pravalenz der THSD7A-assoziierten mGN liegt bei 2,5-5 % (Tomas et al., 2014). Im
Vergleich zur PLA;R-assoziierten mGN besteht bei der THSD7A-assoziierten mGN eine
starkere Assoziation mit malignen Tumoren. Bei 20 % der THSD7A-Antikdrper positiven
mGN Patienten wird im Median drei Monate vor oder nach Diagnosestellung der mGN ein
Tumor diagnostiziert. Diese Korrelation wird bei nur 5 % der Patienten mit PLA>R-
assoziierter mGN beobachtet (Hoxha et al., 2017). Eine THSD7A-Expression konnte bei
verschiedenen Tumorentitdten, wie beispielsweise Prostata-, Nieren- und kolorektalen
Karzinomen nachgewiesen werden (Stahl et al., 2017). Fur die Detektion der THSD7A-
Antikdrper im Patientenserum stehen aufler der Western Blot Analyse auch ein
semiquantitativer IIFT und ELISA zur Verfugung (Hoxha et al., 2017; Zaghrini et al., 2019).
Patienten, die sowohl Antikorper gegen PLA2R als auch gegen THSD7A haben, sind sehr
selten (Larsen et al., 2016).

Im Gegensatz zu PLA;R wird THSD7A auch in den Glomeruli von Nagern exprimiert,
sodass ein Mausmodell etabliert werden konnte, mithilfe dessen die Pathogenitat der
THSD7A-Antikorper bewiesen wurde (Tomas et al., 2016). Dafiir wurden Mause mit dem
Serum von Patienten mit THSD7A-assoziierter mGN passiv immunisiert. Die Mause
entwickelten drei Tage nach Immunisierung eine leichte Proteinurie, wahrend bei den
Kontrolltieren keine Proteinurie nachzuweisen war. Das Nierengewebe zeigte die mGN
typischen, histologischen Veranderungen wie die glomerulare IgG-Ablagerung und die Ko-
Lokalisation von IgG und THSD7A entlang der subepithelialen Seite der GBM (Tomas et
al., 2016). Damit konnte die Pathogenitat der THSD7A-Antikdrper im Tiermodell bewiesen

werden.

Die beiden Zielantigene PLA;R und THSD7A verfigen uber mehrere Gemeinsamkeiten.
Beide Antigene weisen eine starke N-Glykosylierung auf und sind in der Zellmembran von
Podozyten lokalisiert. Sie zeigen eine konformationsabhangige Bindung der zirkulierenden
Antikdrper und sowohl im Blut, als auch in den Glomeruli ist IgG4 die dominante Antikdrper-
Subklasse (Beck et al., 2009; Tomas et al., 2014; von Haxthausen et al., 2018). Die
Identifikation von THSD7A als zweites Antigen in der adulten Form der mGN hat bewiesen,
dass verschiedene Antigene zum gleichen phanotypischen Krankheitsbild der mGN flihren
konnen (Hoxha et al., 2017).
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2.5.2 In situ Entstehung der Immunkomplexe: Exogenes Antigen

Zirkulierende Antikorper kénnen in den Glomeruli nicht nur an endogen exprimierte
Antigene binden, sondern auch an korperfremde (exogene) Antigene, die vorab im
subepithelialen Spalt der GBM abgelagert wurden (Glassock, 2009). Das exogen
zugefihrte, ,implantierte® Antigen kann beispielsweise Uber die Nahrung oder im Rahmen
einer Eiweil3substitutionstherapie bei angeborener genetischer Defizienz aufgenommen

werden.

CcBSA

Das Rinderserumalbumin (bovine serum albumin, BSA) ist ein Protein, das in Kuhmilch und
-fleisch vorkommt. In p&diatrischen Patienten mit mGN wurde eine modifizierte, kationische
Form des Rinderserumalbumins (cationic bovine serum albumin, cBSA) als pathologisches
Antigen der mGN identifiziert (Debiec et al., 2011). Es wird davon ausgegangen, dass cBSA
bei diesen Patienten Uber die Nahrung aufgenommen wurde, wobei aus ungeklarten
Ursachen eine unverdaute Form des cBSA ins Blut gelangt ist. Die immunologischen
Prozesse im Rahmen der konsekutiven Ausbildung der Antikbrper gegen cBSA sind
ebenfalls ungeklart (Debiec et al., 2011). Die kationische Ladung des cBSA ist
pathogenetisch entscheidend, weil cBSA an die anionische GBM gebunden wird und dort
als exogenes Antigen fungiert. Es kommt zur Antikérperbildung und zu einer in situ
Entstehung von Immunkomplexen (Adler et al., 1983; Border et al.,, 1982). Die cBSA-
Antikorpertiter korrelieren mit der Krankheitsaktivitdt. Ein diatischer Verzicht auf
Lebensmittel, die BSA enthalten, kénnte bei der cBSA-assoziierten mGN einen positiven
therapeutischen Effekt haben (Debiec et al., 2011).

Aryl Sulfatase B

Durch eine genetische Defizienz kommt es im Rahmen der lysosomalen Speicherkrankheit
Maroteaux-Lamy-Syndrom zu einem Aryl Sulfatase B Mangel, der eine
Substitutionstherapie erforderlich macht (Valayannopoulos et al., 2010). Bei einem
funfijahrigen Patienten mit Maroteaux-Lamy-Syndrom, loste die Aryl Sulfatase B
Ersatztherapie die Entwicklung eines nephrotischen Syndroms aus. Die Nierenbiopsie
bestatigte die Diagnose einer mGN. Es konnte gezeigt werden, dass Aryl Sulfatase B als
exogenes, alloimmunes Antigen in den Glomeruli implantiert wurde, und dagegen
gerichtete, zirkulierende Antikérper zu einer in situ Entstehung von Immunkomplexen
fuhrten. Diese Befunde sprechen fir eine Form der mGN, die durch eine Enzym-

Ersatztherapie verursacht wurde (Debiec et al., 2014).
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2.5.3 Zirkulierende Immunkomplexe

Dieses pathophysiologische Modell der mGN beschreibt zirkulierende Immunkomplexe,
bestehend aus Antigen und dagegen gerichteten Antikérpern, die sich im subepithelialen
Spalt der GBM ablagern (Glassock, 2009). Die Nieren sind vermutlich aufgrund des hohen
Blutstroms fiir diese Immunkomplexablagerung besonders pradestiniert (Stahl et al., 2018;
Voll et al., 2018).

Das von Dixon et al. entwickelte Tiermodel einer Glomerulonephritis im Kaninchen war
Grundlage fir das Verstandnis der Pathogenese dieser Immunkomplex-vermittelten Form
der mGN. Die tagliche Injektion von korperfremden, nicht nephrotoxischen Proteinen (z.B.
BSA), flhrte zu einer Produktion von Antikdrpern, die mit dem Antigen einen zirkulierenden
Immunkomplex bildeten. In einigen Kaninchen kam es zu einer Ablagerung dieser
Immunkomplexe in der GBM, was in einer Proteinurie und in den fir eine
Glomerulonephritis typischen, morphologischen Veranderungen resultierte (Dixon et al.,
1961). Dieser Pathomechanismus einer Immunkomplex-vermittelten Glomerulonephritis
wurde bei der Lupusnephritis Typ V beschrieben. Bei dieser Erkrankung kommt es zu
subepithelialen Ablagerungen von Immunkomplexen in der Niere (Lech and Anders, 2013).
Fur die humane mGN ohne Assoziation mit systemischem Lupus erythematodes konnte

dieses Modell bisher nicht bestatigt werden.

2.5.4 \Weitere potenzielle Antigene bei der mGN

Die Entdeckung weiterer potenzieller Antigene bei Patienten mit mGN hat seit der
Identifikation des PLA2R und insbesondere in den letzten funf Jahren, durch methodische
Fortschritte, deutlich zugenommen (Caza et al., 2021a). Diese potenziellen Antigene

werden im Folgenden in nicht-podozytare und podozytéare Antigene unterschieden.

Nicht-podozytére potenzielle Antigene

Durch massenspektrometrische Untersuchungen von mikrodissezierten Glomeruli konnten
Exostosinl/2 (EXT1/2), Neural cell adhesion molecule 1 (NCAM1), Neural-epidermal
growth factor-like 1 protein (NELL-1) und Protocadherin 7 (PCDH7) als weitere mogliche
Antigene bei Patienten mit mGN identifiziert werden (Caza et al., 2021b; Sethi et al., 2019,
2020a, 2021). Keines dieser potenziellen Antigene wird auf der Oberflache von gesunden
humanen Podozyten exprimiert. Wahrend NELL-1 ein sezerniertes Protein ist, handelt es
sich bei NCAM1 und PCDH?7, ebenso wie bei PLA2R und THSD7A, um membranassoziierte
Proteine (Caza et al., 2021b; Sethi et al., 2020a, 2021). EXT1/2 wird an der Membran des
endoplasmatischen Retikulums exprimiert (Sethi et al., 2019). Mittels konfokaler

Mikroskopie wurde fur diese potenziellen Antigene eine Ko-Lokalisation mit IgG in den
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Immundepots von Patienten mit mGN gezeigt. Zirkulierende Antikdrper gegen NELL-1,
PCDH7 und NCAML1 binden an ein oder mehrere konformationsabhangige(s) Epitop(e) an
ihrem jeweiligen Antigen. Die Antikorperreaktionen zeigen keine Dominanz der 1gG4-
Subklasse (Caza et al., 2021b; Sethi et al., 2020a, 2021). Bisher konnten bei keinem
Patienten mit EXT1/2-assoziierter mGN zirkulierende Antikérper gegen EXT1/2
nachgewiesen werden (Sethi et al., 2019). EXT1/2 und NCAM1 wurden vor allem in den
Glomeruli von Patienten nachgewiesen, bei welchen ein systemischer Lupus
erythematodes diagnostiziert wurde (Caza et al., 2021b; Sethi et al., 2019). Bei Patienten
mit membranoser Lupus-Nephritis scheint eine glomeruléare Positivitat fir EXT1/2 ein
Biomarker fur eine bessere Prognose zu sein (Ravindran et al., 2021). NELL-1 zeigt eine
erhOhte Assoziation mit Malignomen im Vergleich zur PLA2R- und THSD7A-assoziierten
MGN (Caza et al.,, 2021c). Fur PCDH7 konnten bisher keine assoziierten klinischen
Auffalligkeiten festgestellt werden (Caza et al., 2021a).

Podozytare potenzielle Antigene

Unter Verwendung desselben Ansatzes (Mikrodissektion von Glomeruli und nachfolgende
massenspektrometrische Analyse) gelang die Identifikation von zwei potenziellen
Antigenen in den Immundepots von Patienten mit mGN, die podozytaren Ursprungs sind:
Transforming growth factor beta receptor 3 (TGFBR3) und Semaphorin 3B (Sema3B) (Caza
et al., 2021d; Sethi et al., 2020b). TGFBR3 wurde zusatzlich durch Elution von
Immunkomplexen aus Nierenbiopsien identifiziert und ist mit systemischem Lupus
erythematodes assoziiert. Bisher konnten bei Patienten mit glomerularem TGFBRS3
Nachweis keine zirkulierenden Antikérper gegen TGFBR3 gefunden werden (Caza et al.,
2021d). Deshalb ist bislang unklar, ob es sich bei TGFBR3 um einen Biomarker flr eine
membranése Lupus-Nephritis oder ein Antigen handelt (Hoxha et al., 2022a). Sema3B
wurde insbesondere bei Patienten mit einer kindlichen Form der mGN beschrieben (Sethi
et al., 2020b). Sema3B wird von Podozyten sezerniert und immunhistochemisch zeigt sich
eine Ko-Lokalisation von Sema3B mit IgG in den subepithelialen Immundepots. Die
dominierenden Antikdrpersubklassen sind IgGl und IgG3. Im Gegensatz zu den
Antikdrpern gegen PLA2R und THSD7A, binden Antikérper gegen Sema3B an ein oder
mehrere konformationsunabhangige(s) Epitop(e) ihres Antigens (Sethi et al., 2020b).

Caza et al. gelang 2023 die Identifikation einer groRen Anzahl an méglichen Antigenen bei
Patienten mit mGN durch eine massenspektrometrische Analyse von Immunkomplexen,
die mit Hilfe von Protein G aus dem Nierenbiopsiegewebe von Patienten mit mGN
gewonnen wurden (Caza et al., 2023). Die potenziellen Antigene Cluster of differentiation
206 (CD206), Early endosome antigen 1 (EEA1), Ficolin 3 (FCN3), Macrophage stimulating
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1 (MST1), Natriuretic peptide receptor 3 (NPR3), Seizure-related 6 homolog like 2 (SEZ6L2)
und Vasorin (VASN) sind auf dem gesunden humanen Podozyten und grof3tenteils auch im
ZNS exprimiert (Caza et al., 2023). Eine erhéhte glomerulare Expression fir FCN3, EEAL,
MST1 und VASN wurde auch bei Patienten mit membrantser Lupus-Nephritis gefunden.
In etwa 1 % der Falle zeigte sich in der immunhistochemischen Farbung eine Positivitat fur
zwei Antigene. Serumproben der Patienten wurden nicht untersucht, sodass keine Aussage
tber eine Antigen-Antikdrper-Reaktion oder 1IgG Subklassen-Dominanz getroffen werden
kann (Caza et al., 2023).

Mit Hilfe eines kombinierten Ansatzes bestehend aus Lasermikrodissektion von Glomeruli,
Western Blot Analysen mit nachfolgender Immunprazipitation und Elution von
Immunkomplexen aus Nierenbiopsien mit anschlielender massenspektrometrischen
Analyse, identifizierten Al-Rabadi et al. ein weiteres Antigen bei Patienten mit PLA2R- und
THSD7A-Antikorper negativer mGN (Al-Rabadi et al., 2021). High temperature requirement
A serine peptidase (HTRA1) wurde in Western Blot Analysen sowohl unter reduzierenden
als auch nicht-reduzierenden Bedingungen von vorwiegend IgG4-Antikorpern aus dem
Serum von Patienten mit mGN gebunden. HTRA1 zeigte eine Ko-Lokalisation mit IgG in
den subepithelialen Depots und die Hohe der Antikorpertiter korreliert mit der
Krankheitsaktivitat. Bei HTRA1l handelt es sich um ein sezerniertes Protein, das

podozytaren Ursprungs ist (Al-Rabadi et al., 2021).

Bei einigen potenziellen Antigenen wurde eine starke Assoziation der mGN mit einer
anderen Erkrankung beschrieben. Protocadherin FAT1 (FAT1) konnte bei Patienten
identifiziert werden, bei denen sich die mGN nach allogener hamatopoetischer
Stammzelltransplantation (HSZT) entwickelt hat (Sethi et al.,, 2022). FAT1 ist ein
Membranprotein auf der Oberflache von Podozyten und tragt zur Aufrechterhaltung der
podozytaren Fuldfortsatze und damit einer Funktionsfahigkeit der Filtrationsbarriere bei
(Gee et al., 2016). Sowohl IgG eluiert aus dem Nierengewebe eines Patienten als auch
Antikdrper aus dem Patientenserum haben FAT1 im Western Blot unter reduzierenden
Bedingungen gebunden. In den subepithelialen Immundepots fanden sich vorwiegend
Antikorper der 1IgG4-Subklasse (Sethi et al., 2022). Bei Patienten mit mGN und chronisch
inflammatorischer demyelinisierender Polyneuropathie (CIDP) konnte ein neurorenales
Antigen nachgewiesen werden (Le Quintrec et al., 2021). Bereits 2013 wurde Antikorper
gegen das (para-) nodale Antigen Contactin 1 (CNTNZ1) bei einem kleinen Teil der Patienten
mit CIDP identifiziert, die ebenso wie bei der PLA2R- und THSD7A-assoziierten mGN
vorwiegend zur 1gG4-Subklasse gehdren (Querol et al.,, 2013). CNTN1 wird auf der
Oberflache von Podozyten im gesunden humanen Glomerulus exprimiert und besitzt ein

oder mehrere konformationsabhangige(s) Epitop(e). Bei Patienten mit CNTN1-assoziierter
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MGN zeigte sich eine Ko-Lokalisation von IgG4 und CNTN1 entlang der GBM (Le Quintrec
et al., 2021).

Andere potenzielle Antigene

Prunotto et al. identifizierten mehrere Proteine, darunter Aldose Reduktase (AR) und
Superoxid Dismutase (SOD2), als mdgliche weitere Antigene bei der mGN. Es handelt sich
um podozytare Proteine, die bei Patienten mit mGN in den Glomeruli eine Ko-Lokalisation
mit 1gG4 und C5b-9 zeigen (Prunotto et al., 2010). Beide Proteine liegen intrazellular, was
dem angenommenen Pathomechanismus einer Bindung von im Blut zirkulierenden
Antikérpern als Primarereignis bei der Entstehung der mGN eher entgegensteht (Glassock,
2009; Pozdzik et al., 2018). Es ist moglich, dass die Expression von AR und SOD2 auf der
Podozytenoberflache im Rahmen einer Begleitreaktion auf oxidativem Stress
zurtickzufuihren ist (Prunotto et al., 2010). Dagegen gerichtete Antikérper konnten in der
Folge an den Podozyten binden. Die zugrundeliegenden Mechanismen des primaren
Podozytenschadens bleiben ungeklart (Prunotto et al., 2010). Hohe SOD2-Antikorpertiter
zum Zeitpunkt der Diagnose sind mit einer schlechteren klinischen Prognose assoziiert
(Ghiggeri et al., 2020).

Bei dieser Vielzahl an neuen potenziellen Antigenen, die jeweils bei einer geringen Anzahl
an Patienten mit mGN identifiziert wurden, ist bislang noch nicht eindeutig, ob es sich um
.echte“ Antigene oder um Biomarker handelt. Letzteres wird insbesondere bei fehlendem
Antikérpernachweis und/oder intrazellularer Lokalisation bzw. nicht-podozytarer Expression
des potenziellen Antigens vermutet (Hoxha et al., 2022a; Prunotto et al., 2010; Sethi et al.,
2019). Insgesamt stellen sich die neu identifizierten potenziellen Antigene als inhomogene
Gruppe dar. Unterschiede liegen nicht nur in der Expression (podozytdr versus nicht-
podozytar) und Lokalisation (intrazellular versus sezerniert versus membranassoziiert),

sondern auch bei der vorherrschenden Antikérpersubklasse.

2.6  Antikorpersubklassen der PLA2R- und THSD7A-assoziierten mGN

Bei allen Patienten mit PLA;R- bzw. THSD7A-assoziierter mGN sind zirkulierende PLA2R-
bzw. THSD7A-Antikorper der IlgG4-Subklasse nachweisbar (von Haxthausen et al., 2018).
Daruiber hinaus sind bei allen Patienten mit PLA;R-assoziierter mGN und den meisten
Patienten mit THSD7A-assoziierter mGN Antikdrper gegen mindestens eine weitere 1gG
Subklasse nachweisbar, am haufigsten IgG3. Es konnten keine signifikanten Unterschiede

zwischen den Antikdrper-Subklassen bei Patienten mit primarer mGN und Patienten mit
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einer Tumor-assoziierten mMGN (im Sinne einer sekundaren mGN) gefunden werden (von
Haxthausen et al., 2018).

Die Dominanz der IgG4-Subklasse bei PLA:R- und THSD7A-assoziierter mGN ist
besonders, da IgG4 bei Gesunden die am geringsten vorkommende IgG Subklasse im Blut
darstellt (Voll et al., 2018) und IgG4-vermittelte Erkrankungen insgesamt sehr selten sind
(Koneczny, 2018). Weitere IgG4-vermittelte Erkrankungen sind beispielsweise Myasthenia
Gravis (Antikorper gegen die muskel-spezifische Kinase) und Pemphigus vulgaris
(Antikorper gegen Desmoglein 3) (Koneczny, 2018). Es ist hervorzuheben, dass 1gG4
weder die Komplementkaskade uber den klassischen Weg noch Immunzellen aktivieren
kann. Es handelt sich um einen Antikorper, der spat in der Immunantwort entsteht und dem
eher eine ,schutzende®, regulatorische Rolle zugesprochen wird (Koneczny, 2018).
Moglicherweise konnen 1gG4-Antikorper den Lektin-Weg aktivieren und daruber zur
Initierung der Komplementkaskade beitragen (Haddad et al., 2021).

2.7 Klinische Auswirkungen der Antigenidentifikation bei Patienten mit mGN

Die ldentifikation der Hauptantigene PLA;R und THSD7A und der zugehdrigen Antikorper
hat das pathophysiologische Verstandnis der mGN maf3geblich vorangebracht. Daraus
resultieren entscheidende Verdnderungen in Diagnostik, Therapie und Prognose der
Patienten mit mGN (Francis et al., 2016).

2.7.1 Auswirkungen der PLA2R und THSD7A Identifikation auf die Diagnostik der
mGN

Die Diagnose einer mGN kann mittels Nierenbiopsie gesichert und die gesteigerte
Expression des Zielantigens, PLA;R oder THSD7A, immunhistochemisch nachgewiesen
werden (Beck et al., 2009; Tomas et al., 2014). Daneben gibt es Methoden zum Nachweis
der PLAzR-Antikorper im Blut, die eine nahezu hundertprozentige Spezifitdt fur die
Diagnose einer mGN ermdglichen (Hofstra et al., 2012; Hoxha et al., 2014). Sowohl fur
THSDTA als auch fur PLA2R wurde in Einzelféllen ein falsch-positiver Antikdrpernachweis
in einer der Detektionsmethoden (IIFT fur THSD7A bzw. ELISA fir PLA2R) bei Patienten
ohne mGN in der Nierenbiopsie beschrieben (Hoxha et al., 2022b; Reinhard et al., 2021).

In mehreren Studien konnte gezeigt werden, dass es Patienten mit einer bioptisch
gesicherten PLA;R-assoziierten mGN gibt, bei denen keine zirkulierenden PLA:R-
Antikdrper im Blut nachweisbar sind (Hoxha et al., 2012; Svobodova et al., 2013; Wiech et
al.,, 2019). Diese Konstellation lasst verschiedene Schlisse zu: Das Fehlen eines

zirkulierenden Antikdrpers kann auf ein frihes Stadium der Erkrankung hindeuten, in dem
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die Antikdrperproduktion die Sattigung des Antigens (noch) nicht Gberschritten hat, sodass
die Niere samtliche zirkulierenden Antikdrper absorbiert (Fresquet et al.,, 2015).
Andererseits kann ein nicht-detektierbarer Antikdrper im Serum auf eine bereits vorhandene
immunologische Remission hinweisen (Couser, 2017; Francis et al., 2016). Insgesamt
weisen diese Befunde auf eine hdhere Sensitivitat der Nierenbiopsie im Vergleich zu einer

Blutuntersuchung hin.

Da fur die Diagnose einer mGN sowohl eine Nierenbiopsie als auch serologische Verfahren
zur Verfugung stehen, muss bei Patienten mit nephrotischem Syndrom und detektierbaren
PLA2R-Antikorpern im Serum zwischen dem individuellen Komplikationsrisiko durch die
Nierenbiopsie und dem diagnostischen Mehrwert (z.B. der Diagnose einer begleitenden
anderen Nierenerkrankung) abgewogen werden. Bei einer rein serologischen Sicherung
der mGN konnte die Durchfuhrung zwei verschiedener AntikOrpermessverfahren die
diagnostische Sicherheit erhdhen, da die falsch-positiven Ergebnisse jeweils bei nur einer
der Nachweismethoden vorlagen und sehr selten sind (Caza and Larsen, 2023; Hoxha et
al., 2022b; Reinhard et al.,, 2021). Bei PLA:R-Antikdrper negativen Patienten sollte
weiterhin eine Nierenbiopsie zur Diagnosestellung erfolgen (Bobart et al., 2019; Hoxha et
al., 2012; Svobodova et al., 2013; Wiech et al., 2019).

Seit langem ist eine Assoziation zwischen der mGN und dem Auftreten von Tumoren
bekannt (Couser et al.,, 1974). Ein kausaler Zusammenhang konnte aber erst mit der
Identifikation des THSD7A als einem der verantwortlichen Antigene der mGN hergestellt
werden. In mehreren Patienten mit THSD7A-assoziierter mGN konnte gezeigt werden, dass
THSD7A nicht nur im subepithelialen Spalt der GBM, sondern auch im Tumorgewebe und
Lymphknoten exprimiert wird (Hoxha et al., 2016; Stahl et al., 2017). Aufgrund dieser
Befunde besteht die Vermutung, dass THSD7A an den Mechanismen der Tumorentstehung
(wie Angiogenese und Metastasierung) beteiligt sein und als mdoglicher Tumormarker
hilfreich sein kénnte (Hoxha et al., 2016; Kuo et al., 2011; Stahl et al., 2017).

Die THSD7A-vermittelte mGN ist in 20 % der Falle mit einem malignen Tumor assoziiert
(Hoxha et al.,, 2017), weshalb bei allen Patienten mit THSD7A-assoziierter mGN ein
ausgedehntes Tumorscreening durchgefuhrt wird, da die zeitnahe Entdeckung einer

Malignitat einen friheren Therapiebeginn mit besseren Prognoseaussichten ermdglicht.

2.7.2 Auswirkungen der PLA2R und THSD7A Identifikation auf die Therapie und

Prognose der mGN

Die PLA;R-Antikorperspiegel im Blut korrelieren mit dem Verlauf der Proteinurie und damit
mit der Krankheitsaktivitat, wobei ihre Anderung den Anderungen der Proteinurie um einige

Monate vorausgeht (Hofstra et al., 2011, 2012; Wei et al., 2016). Nach immunologischer
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Remission lasst die Proteinurie erst nach, wenn die glomerular eingelagerten
Immunkomplexe abgebaut und die Schaden an der Filtrationsbarriere repariert wurden
(Couser, 2017; Francis et al., 2016; Makker & Kanalas, 1989). Dies kann Wochen bis
Monate dauern, weshalb nach Beginn einer Immunsuppression das Ansprechen auf die
Therapie friiher durch Anderungen der PLA;R-Antikorperspiegel als durch die Proteinurie
angezeigt wird (Beck et al., 2011; Dahan et al., 2017; Mahmud et al., 2019). Bei diesen
Patienten kann die Dauer einer immunsuppressiven Therapie stark individualisiert werden,

indem sie an die aktuellen Antikdrperspiegel angepasst werden (Francis et al., 2016).

Es konnte gezeigt werden, dass hohe PLAzR-Antikdrperspiegel zum Zeitpunkt der Biopsie
ein Risikofaktor furr eine Verschlechterung der Nierenfunktion sind (Hofstra et al., 2012;
Mahmud et al.,, 2019). Umgekehrt erreichen Patienten mit einem niedrigen PLA:R-
Antikérperspiegel zum Zeitpunkt der Biopsie eher eine Spontanremission (Hofstra et al.,
2012; Hoxha et al.,, 2014). Dadurch kann bei dieser Patientengruppe eine unnétige
immunsuppressive Therapie vermieden werden (Francis et al., 2016), wéhrend bei
Hochrisikopatienten die Therapie friiher begonnen werden kann. Aul3erdem lassen die
PLA;R-Antikorperspiegel nach Therapieende eine Aussage Uber die Prognose zu.
Beispielsweise steigen die PLAzR-Antikdrperspiegel bei einem Relaps der Erkrankung an,
noch bevor es zu einer Anderung der Proteinurie kommt (Bech et al., 2014; Beck et al.,
2011; Ruggenenti et al.,, 2015). Dadurch kann ein Relaps friher und ohne erneute
Nierenbiospie diagnostiziert und therapiert werden (Hoxha et al., 2014; Wiech et al., 2019).
Der THSD7A-Antikorpertiter ist ebenso wie der PLA;R-Antikorperspiegel ein
immunologischer Biomarker, der mit dem Krankheitsverlauf korreliert (Hoxha et al., 2017;
Tomas et al., 2014). Bei Patienten mit THSD7A-assoziierter mGN wird deshalb aus der
Messung der THSD7A-Antikorpertiter ein vergleichbarer Nutzen angenommen, wie bei
Patienten mit PLAzR-assoziierter mGN. Aufgrund der Seltenheit der THSD7A-vermittelten
MGN konnte dieser Nutzen jedoch noch nicht in Studien bewiesen werden (De Vriese et
al., 2017).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Identifikation der Antigene, die fur die
Entstehung der mGN verantwortlichen sind, die Entwicklung neuer Biomarker ermdglicht
hat. Dies hat zu einer besseren Diagnostik und bedarfsangepassten Therapie der Patienten

gefuhrt.

2.8 Ziel der Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit besteht darin, bei Patienten mit PLA2R- und THSD7A-Antik6rper
negativer mGN Antikorper zu identifizieren, die an ein endogenes glomerulares Antigen

binden und zur Entstehung der mGN beitragen kdnnten. Die Hypothese wird untersucht,
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dass bei den Patienten mit PLA;R- und THSD7A-Antikérper negativer mGN ein
vergleichbares pathophysiologisches Konzept der Krankheitsentstehung vorliegt, wie bei
der PLA2R- und THSD7A-assoziierten mGN. Die Kohorte der PLA;R- und THSD7A-
Antikérper negativen Patienten entspricht etwa 10-15 % aller Patienten mit mGN und ist
charakterisiert durch mehr Spontanremissionen und eine Assoziation mit malignen
Tumoren bei etwa 10 % der Patienten (Hoxha et al., 2015; Hoxha et al., 2017). Damit ist
die Pravalenz an Tumoren niedriger als bei der THSD7A-, aber héher als bei der PLA2R-
assoziierten mGN. Durch das Fehlen eines immunologischen Biomarkers in dieser
Patientenkohorte, muss bei allen Patienten eine Nierenbiopsie zur Diagnosesicherung
erfolgen (Wiech et al.,, 2019). Daneben sind bei diesen Patienten die Anpassung der
Therapie an die immunologische Krankheitsaktivitat und eine Aussage uber die Prognose
nur sehr eingeschrankt méglich (Hoxha et al., 2015). Wie oben beschrieben, kdnnen
Serumkreatinin und Proteinurie als Parameter einer Nierenschadigung nur mit Verzdégerung

eine Aussage Uber Krankheitsaktivitdt und —verlauf geben.

Fur den Nachweis einer moglichen Antigen-Antikorper-Reaktion in einer Kohorte von 106
Patienten mit PLA2R- und THSD7A-Antikorper negativer mGN wird ein Ansatz unter nicht-
reduzierenden Bedingungen (milde Western Blot Analyse) und ein nativer Ansatz (Dot Blot
Analyse) verfolgt. Die Antikdrpersubklasse und die Lokalisation der potenziellen Antigene
werden bestimmt und die Identifikation weiterer, noch unbekannter Antigene angestrebt.
Damit kdnnte auch fir die Patientengruppe mit PLA2R- und THSD7A-Antikdrper negativer
MGN eine personalisierte, auf der Pathogenese basierende Diagnostik und Therapie

ermdglicht werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Patientenkohorte

Fur diese Arbeit wurden 557 Patienten mit bioptisch gesicherter mGN aus zwei
prospektiven Kohorten untersucht. Die klinischen Charakteristika von Teilen der Kohorte
wurden bereits an anderer Stelle beschrieben (Mahmud et al., 2019). Die folgenden Ein-

und Ausschlusskriterien wurden definiert:

- keine nachweisbaren Antikérper gegen PLA;R (im IIFT, ELISA oder standard
Western Blot) und THSD7A (im IIFT oder standard Western Blot) zum Zeitpunkt des
Studieneinschlusses

- keine immunsuppressive Medikation zum Zeitpunkt des Studieneinschlusses

- weniger als sechs Monate Zeit zwischen Nierenbiopsie und Studieneinschluss

- Verfugbarkeit von mindestens 1000 ml Serum, abgenommen zum Zeitpunkt des

Studieneinschlusses

Die Einschlusskriterien wurden von 106 (19 %) der 557 Patienten erfillt. Als
Negativkontrollen wurden das Serum von sechs Patienten mit anderen glomerularen
Erkrankungen aufRer der mGN (zwei Patienten mit IgA-Nephritis, drei Patienten mit ANCA-
assoziierter Glomerulonephritis, ein Patient mit Minimal-Change Glomerulonephritis) und

das Serum von acht gesunden Probanden verwendet.

Das Projekt wurde von der lokalen Ethikkommission der Hamburger Arztekammer
genehmigt (Antragsnummern PV4806 und 003/10) und in Ubereinstimmung mit den
ethischen Grundsatzen der Deklaration von Helsinki durchgefuihrt. Das schriftliche

Einverstandnis aller Patienten liegt vor.

3.2 Herstellung der Proteinextrakte aus humanem Nierengewebe

Alle Schritte wurden bei 4 °C durchgefihrt, um Proteolyse zu vermindern. Alle aufgefiihrten

Puffer sind in destilliertem Wasser gelost.

3.2.1 Isolation humaner Glomeruli

Fur die Isolation humaner Glomeruli wurde das Nierengewebe von Patienten verwendet,
bei denen aufgrund einer Tumorerkrankung eine Nephrektomie vorgenommen wurde. Die
Nephrektomie wurde am Universitatsklinikum Hamburg Eppendorf durchgefuhrt und das
makroskopisch tumorfreie Nierengewebe in Dulbecco’s phosphate buffered saline (DPBS,

ohne Calcium, ohne Magnesium, Thermo Fisher, Art.: 14190-094) bis zur weiteren
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Verarbeitung im Labor aufbewahrt. Alle Patienten wurden Uber das Prozedere aufgeklart
und gaben ihr schriftliches Einverstandnis (positives Votum der Ethikkommission der
Hamburger Arztekammer: PV4116).

Die Nierenrinde wurde mit einem Skalpell zerkleinert. Ein 150 um Sieb wurde mit DPBS +
0,1 % BSA (Roth, Art.: 90604-29-8) befeuchtet und die Nierenrinde unter leichtem Druck
mit einem Spatel durchgesiebt. AnschlieRend wurde der Durchfluss tber ein 90 um Sieb
gegossen, sodass sich die Glomeruli auf dem Sieb sammeln. Dort wurden die Glomeruli
mit DPBS + 0,1 % BSA gewaschen, um eine mdglichst reine Glomeruliisolation zu
gewahrleisten. Danach wurden die Glomeruli in einem 50 ml Réhrchen gesammelt und far
10 min bei 1.200 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Glomeruli-Pellet
in 50 ml DPBS resuspendiert. Das Prozedere wurde fur insgesamt drei Waschschritte
wiederholt, um kontaminierendes BSA zu entfernen. Die Glomeruli wurden erneut in DPBS
resuspendiert, aliquotiert, fur 10 min bei 1.200 x g zentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Das Glomeruli-Pellet wurde in flissigem Stickstoff eingefroren und bei — 80 °C
gelagert. Ein Aliquot isolierter humaner Glomeruli umfasst ein Gewicht von etwa 40 mg.

3.2.2 Herstellung des humanen glomerularen Extrakts

Sofern nicht anders beschrieben, wurde fur die Herstellung des humanen glomerularen

Extrakts (HGE) ein Imidazol-Lysepuffer oder ein Tris-Lysepuffer (Tabelle 1) verwendet.

Tabelle 1: Lysepuffer zur Herstellung der glomeruléaren Proteinextrakte

Name Zusammensetzung

Imidazol-Lysepuffer 50-100 mM Imidazol pH 6,2-7,0
20 % Glycerol

0-50 mM NaCl

Tris-Lysepuffer 50-100 mM Tris-HCI pH 8,0-8,5
20 % Glycerol
0-50 mM NacCl

Ein Aliquot isolierter humaner Glomeruli wurde in 500 pl Lysepuffer mit Protease-Hemmer
(EDTA-frei, Sigma Aldrich, Art.: 11836170001) resuspendiert. Die Probe wurde mittels
Ultraschallsonde (Bandelin) 5x fur 10 s homogenisiert. Die Probe wurde mit 0,5 %
Detergens (Tabelle 2) versetzt und fir 1 h rotierend solubilisiert, um membrangebundene
Proteine zu gewinnen. Anschliel3end wurde die Probe fiir 10 min bei 14.800 x g zentrifugiert

und der Uberstand gesammelt.
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Tabelle 2: Detergenzien fir die Solubilisation membranstandiger Proteine

Name Hersteller Artikelnummer
Dodecyl-3-D-Maltosid (DDM) Roth GmbH CN26.2

Lauryl Maltose Neopentyl Glycol (LMNG)  Anatrace products NG310

Triton X-100 Sigma Aldrich 9002-93-1

Entfernung von kontaminierendem IgG
Da das humane Gewebe auch Serum beinhaltet, ist zu erwarten, dass im Uberstand IgG
enthalten ist, das mit den nachfolgend geplanten Detektionsmethoden interferieren wirde.
Daher wurde das kontaminierende IgG mittels Affinititschromatographie aus dem
Uberstand entfernt. Dazu wurden 100 pl Protein G Resin (GenScript, Art.: L00209) 2x mit
400 pl Lysepuffer aquilibriert. Der Uberstand wurde hinzugegeben und fiir 1-2 h auf einem
Drehrad inkubiert. AnschlieRend wurde die Probe kurz zentrifugiert und der Uberstand
vorsichtig abgenommen. Das Pellet enthélt den Protein G Resin mit daran gebundenem
IgG und wurde verworfen. Der Uberstand wurde im Spin-X Centrifuge tube filter (Life
Sciences, Art.: 8163) bei 14.000 x g zentrifugiert, um Uberschissigen Protein G Resin aus
dem Uberstand zu filtern. Zuletzt wurde der Durchfluss aliquotiert, in fliissigem Stickstoff

eingefroren und bei - 20 °C gelagert.

3.2.3 Herstellung der humanen Zytoplasma- und Membranfraktion

Sofern nicht anders beschrieben, wurde fiir die Herstellung der humanen Zytoplasma- und
Membranfraktion ein Imidazol-Lysepuffer oder ein Tris-Lysepuffer (Tabelle 1) verwendet.
Ein Aliquot isolierter humaner Glomeruli wurde in 400 ul Lysepuffer mit Protease-Hemmer
homogenisiert. Die Probe wurde 10x fur 5 s mittels Ultraschallsonde (Bandelin)
homogenisiert und fir 15 min bei 21.300 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgenommen und enthalt die zytoplasmatische Fraktion.

Das Pellet wurde fur einen Waschschritt in 400 pl Lysepuffer homogenisiert und fur 15 min
bei 21.300 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen. Das Pellet wurde in 400 pl
Lysepuffer + 0,5 % Detergens (Tabelle 2) homogenisiert und fur 30 min auf einem Drehrad
inkubiert. Anschlielend wurde die Probe fir 15 min bei 21.300 x g zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgenommen und enthalt die Membranfraktion. Das Pellet wurde
verworfen. Die Zytoplasma- und Membranfraktion wurden mittels Affinitatschromatographie

von kontaminierendem IgG befreit, wie unter 3.2.2 beschrieben.
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3.2.4 Isolation der glomerularen extrazellularen Matrix

Die Methode der Isolation der glomerularen extrazellularen Matrix (GBM) wurde
Ubernommen und angepasst von (Lennon et al.,, 2014). Die Zusammensetzung der

verwendeten Puffer ist in Tabelle 3 dargestellt.

Tabelle 3: Lysepuffer zur Isolation der GBM

Name Zusammensetzung
GBM-Lysepuffer 1 50 mM Tris-HCI pH 8,0
150 mM NaCl
25 mM EDTA

20 % Glycerol

GBM-Lysepuffer 2 50 mM Tris-HCI pH 8,5
1 M NacCl
20 % Glycerol

Ein Aliquot isolierter humaner Glomeruli wurde in 400 ul GBM-Lysepuffer 1 mit Protease-
Hemmer (EDTA-frei, Sigma-Aldrich, Art.: 11836170001) resuspendiert. Es wurde 1 % Triton
X-100 hinzugegeben und die Probe fur 1 h auf einem Drehrad inkubiert, um
membrangebundene Proteine zu solubilisieren. Danach wurde die Probe fir 10 min bei
14.000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und enthélt das GBM-Isolat 1.
Das Pellet wurde fiir einen Waschschritt erneut in 400 ul GBM-Lysepuffer 1 homogenisiert
und fiir 10 min bei 14.000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen. Das Pellet
wurde in 400 pl GBM-Lysepuffer 2 homogenisiert, der Uber einen deutlich héheren
Salzgehalt als der GBM-Lysepuffer 1 verflgt. Zur Probe wurden 0,5 % Triton X-100
gegeben und fur 1 h auf einem Drehrad inkubiert. AnschlieBend wurde die Probe fiir 10 min
bei 14.000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und enthalt das GBM-Isolat
2. Das Pellet wurde verworfen. Die GBM-Isolate 1 und 2 wurden mittels
Affinitadtschromatographie von (berschissigem 1gG befreit, wie in Abschnitt 3.2.2
dargestellt.

3.3 Dot Blot Analyse

Alle Schritte wurden bei 4 °C durchgefiihrt. Eine Polyvinyliden difluoride Membran (PVDF,
Millipore, Art.: IPVH00010) wurde fir 30 s in 100 % Methanol aktiviert, fir 2 min in
destilliertem Wasser und anschlieBend fir 5 min in DPBS gewaschen. Um die Membran
feucht zu halten, wurde sie wahrend des Auftragens der glomeruldren Proteinextrakte auf

einem dicken Filterpapier (Biorad, Art.: 1703967) in DPBS platziert. Je 1 ul der glomerularen
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Proteinextrakte wurde auf die Membran aufgetragen. Es wurden sechs verschiedene
Proben glomerularen Proteinextrakts verwendet und entsprechend dem Ladeschema
(Abbildung 3) aufgetragen. AnschlieRend erfolgte die Immundetektion (siehe unten). Ein
Serum gilt als positiv, wenn in mindestens einem der sechs aufgetragenen Proteinextrakte
ein Signal nach 10 min Belichtungszeit (Anti-human 1gG4) und/oder 2 min Belichtungszeit

(Anti-human Gesamt-lgG) detektiert werden kann.

Abbildung 3: Ladeschema der Dot Blot Analysen.

HGE, hergestellt mit Imidazol-Lysepuffer 1, solubilisiert mit Triton X-100
HGE, hergestellt mit Imidazol-Lysepuffer 1, solubilisiert mit DDM
GBM-Isolat 1, solubilisiert mit Triton X-100

GBM-Isolat 1, solubilisiert mit DDM

GBM-Isolat 2, solubilisiert mit Triton X-100

GBM-Isolat 2, solubilisiert mit DDM

UL WN P

HGE = Humanes glomeruléares Extrakt, DDM = Dodecyl-R-D-Maltosid, GBM = Glomerulére
Basalmembran.

3.3.1 Immundetektion

Die PVDF-Membran wurde 1 h auf dem Schittler in Blocking-Puffer (Tabelle 4) bei

Raumtemperatur inkubiert, um unspezifische Bindungen zu verhindern.

Tabelle 4: Pufferzusammensetzung Dot Blot Analyse und Immundetektion

Name Zusammensetzung
Imidazol-Lysepuffer 1 50 mM Imidazol pH 6,2
20 % Glycerol
50 mM NacCl
Blocking Puffer 1x PBS

0,1 % Tween 20
5 % Milchpulver

Als Primarantikérper wurde (sofern nicht anders beschrieben) das Patientenserum 1:100
verdinnt in 0,5 % Milch (Roth, Art.: T145.2) in PBS + 0,1 % Tween20 (PBS-T) verwendet
und Uber Nacht mit der PVDF-Membran auf dem Schuttler inkubiert. Die PVDF-Membran
wurde 3x fur 3 min mit PBS-T gewaschen. AnschlieRend wurde die PVDF-Membran mit
einem Sekundarantikorper (Tabelle 5) in Blocking Puffer fir 1 h auf dem Schuttler inkubiert.

Die Waschschritte wurden 3x fir 3 min in PBS-T wiederholt und die PVDF-Membran fir 3
30



Dissertation Material und Methoden

min im Dunkeln mit Clarity Western ECL Substrate (Biorad, Art.: 705061) inkubiert. Die
Chemilumineszenz-Reaktion wurde mit dem Amersham Imager 680 (GE Healthcare)
gemessen. Die PVDF-Membran wurde durch kurzes Schiitteln in PBS-T gewaschen und

die Immundetektion bei Bedarf mit anderen Sekundarantikérpern (Tabelle 5) wiederholt.

Tabelle 5: Verwendete Sekundarantikorper

Name Hersteller Artikelnummer Verdinnung

Mouse Anti-Human 1gG4 Fc HRP Southern  9200-05 1:10.000
Biotech

Mouse Anti-Human I1gG Fc HRP Southern  9040-05 1:20.000
Biotech

Anti-Rabbit IgG (whole molecule) Sigma A9169 1:20.000

Peroxidase antibody produced in goat  Aldrich

3.4 Standard Western Blot Analyse
Die Zusammensetzung der verwendeten Puffer ist in Tabelle 6 dargestellt.

Tabelle 6: Pufferzusammensetzung standard Western Blot Analyse

Name Zusammensetzung
Laemmli-Puffer 60 mM Tris-HCI pH 6.8
10 % Glycerol
2 % SDS

0,002 % Bromphenol blau
+ 50 mM Dithiothreitol (DTT) (fur reduzierende
Bedingungen)

WB-Laufpuffer 25 mM Tris
192 mM Glycin
0,1 % SDS

WB-Transferpuffer 25 mM Tris
192 mM Glycin

10 % Methanol

Die Proteinproben wurden mit Laemmli-Puffer versetzt, fir 5 min bei 95 °C und 400 rpm im
Thermoschuttler TS-100 (BioSan, Art.: BS-010120-AAl) aufgekocht und anschlieRend im
TGX-Gel (4-15 % Mini-PROTEAN® TGX™ Precast Protein Gels, 15-well, 15 pl, Biorad,
Art.: 4561086) geladen. Die Elektrophorese wurde in der Mini-PROTEAN® Tetra Vertical

Electrophoresis Cell (Biorad) bei 160 V in WB-Laufpuffer durchgefiihrt, bis die Lauffront das
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Ende des Gels erreicht hat. Eine PVDF-Membran wurde in 100 % Methanol fur 30 s aktiviert
und anschlieBend in WB-Transferpuffer Uberfihrt. Das TGX-Gel wurde fir 5 min in WB-
Transferpuffer inkubiert, um den Grof3teil des sodium dodecyl sulfates (SDS) zu entfernen.
Die Proteine wurden im Trans-Blot® Turbo™ Transfer System (Biorad) bei 25 V und 1 A
fir 30 min auf die PVYDF-Membran transferiert. AnschlieBend erfolgte die Immundetektion,

wie in Kapitel 3.3.1 beschrieben.

3.5 Milde Western Blot Analyse

Die milde Western Blot Analyse wurde etabliert, um konformationsabhangige Epitope der
Proteine unter experimentellen Bedingungen besser zu stabilisieren. Im Vergleich zur
Western Blot Analyse unter Standardbedingungen wurden folgende Anpassungen der
Puffer (Tabelle 7) und des Ablaufs vorgenommen:

Als Probe wurde zum initialen Screening aller Patientenseren HGE in Tris-Lysepuffer,
solubilisiert mit Triton X-100, verwendet (Kapitel 3.2.2) und ausschlie3lich nicht-
reduzierender Laemmli-Puffer zu den Proben gegeben. Die SDS-Menge im milden
Laufpuffer wurde auf ein Viertel reduziert und die Elektrophorese bei 120 V durchgefiihrt.
Anstelle des Halbtrocken-Verfahrens wurde der Transfer bei 4 °C in der Mini Trans-Blot
Electrophoretic Transfer Cell (Biorad) durchgefihrt (3 h, 12 V, 25 mA). Der Anteil an
Methanol im milden Transferpuffer wurde auf 5 % reduziert. AnschlieBend erfolgte die
Immundetektion, wie in Kapitel 3.3.1 detailliert beschrieben, bei welcher alle Inkubations-

und Waschschritte bei 4 °C durchgefiihrt wurden.

Tabelle 7: Pufferzusammensetzung milde Western Blot Analyse

Name Zusammensetzung
Leammli-Puffer 60 mM Tris HCI pH 6,8
10 % Glycerol
2 % SDS

0,002 % Bromphenol blau

Milder-Laufpuffer 25 mM Tris
192 mM Glycin
0,025 % SDS

Milder-Transferpuffer 25 mM Tris
192 mM Glycin

5 % Methanol
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3.6 Native Western Blot Analyse

Das Protokoll fiir die native Western Blot Analyse wurde von Wittig et al. ibernommen und
angepasst (Wittig et al., 2006). Alle Schritte wurden bei 4 °C im Tris-Glycin Puffersystem
(Tabelle 8) durchgefuhrt.

Tabelle 8: Pufferzusammensetzung native Western Blot Analyse

Puffer Tris-Glycin
Dunkler Kathodenpuffer 25 mM Tris
192 mM Glycin

0,02 % Coomassie G250

Heller Kathodenpuffer 25 mM Tris

192 mM Glycin

0,002 % Coomassie G250
Anodenpuffer 25 mM Tris

192 mM Glycin
Nativ-Transferpuffer 25 mM Tris

192 mM Glycin
Nativ-Waschpuffer 1x PBS

0,2-0,4 % Tween20

Sowohl fir die Gelelektrophorese als auch den nachfolgenden Transfer wurde die Mini
Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell (Biorad) verwendet. In die innere Kammer der
Elektrophorese Einheit wurde je nur ein TGX-Gel (4-15 % Mini-PROTEAN® TGX™ Precast
Protein Gels, 15-well, 15 pl, Biorad, Art.: 4561086) gespannt. Der dunkle Kathodenpuffer
wurde vor Verwendung 6 h bei Raumtemperatur gertihrt und anschlie3end in die innere
Kammer der Elektrophorese Einheit gefillt. Damit sich der dunkle Kathodenpuffer optimal
verteilt, wurde jede Tasche des Gels mit dem Puffer gesplilt. Die Anodenkammer wurde mit
1 L Anodenpuffer beflllt und es wurde ein Vorlauf zwischen 5-10 min bei 80-120 V und 8
mA gestartet. Anschliel3end wurden die Taschen erneut gesplilt und 5-10 pl Probe geladen.
Die Elektrophorese wurde fortgesetzt und sobald die Lauffront ein Drittel des Gels erreicht
hatte, wurde der dunkle Kathodenpuffer vollstdndig durch den hellen Kathodenpuffer
ersetzt. Die Taschen wurden mit hellem Kathodenpuffer gespult und die Elektrophorese 3-
5 h (abhangig von der Hohe der elektrischen Spannung in Volt) weitergefiihrt, bis die
Lauffront das Ende des Gels erreicht hat.

Fur den Transfer wurden 3 L Nativ-Transferpuffer angesetzt. Die PVDF-Membran wurde in
100 % Methanol fir 30 s aktiviert, 2 min in destilliertem Wasser und anschliel3end 5 min in

Nativ-Transferpuffer inkubiert. Die Proteine wurden je Membran in einer separaten
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Transfer-Einheit fir 3 h bei 11 V und 25 mA transferiert. Die Membran wurde Uber Nacht in
Nativ-Waschpuffer entfarbt. AnschlieRend wurde der Nativ-Waschpuffer zweimal erneuert
und die Membran auf dem Schittler fur weitere 4 h entfarbt. AnschlieRend erfolgte die
Immundetektion, wie in Kapitel 3.3.1 dargestellt, bei welcher alle Inkubations- und

Waschschritte bei 4 °C durchgefihrt wurden.

3.7 Immunprazipitation des Antigens

Die Immunprazipitation wurde etabliert, um ein Antigen aus der humanen glomerularen
Membranfraktion aufzureinigen und anzureichern, sodass anschlieRend eine
Proteinfarbung mit Silber und eine massenspektrometrische Analyse mdglich ist. Alle
aufgefuhrten Puffer sind in destilliertem Wasser geldst.

3.7.1 Aufreinigung der IgG4-Antikérper aus humanem Serum

Alle Schritte wurden bei 4 °C durchgefiihrt. Zundchst wurden 100 pl IgG4 Resin (Thermo
Scientific, Art.: 290005) in 3x 500 ul DPBS aquilibriert. Danach wurden 200 pl Serum 1:5in
DPBS verdunnt und 2 h auf einem Drehrad mit IgG4 Resin inkubiert. Anschlie3end wurden
die Proben kurz zentrifugiert, 1 min auf Eis gelagert und der Uberstand verworfen. Es
folgten 3 Waschschritte mit je 500 ul DPBS. Die IgG4-Antikérper wurden 3x in 300 pl IgG-
Elutionspuffer (Pierce®, Art.: 21004, pH 2,6) fiir je 1 min eluiert. Alle drei Eluate wurden im
Spin-X Centrifuge tube filter (Life Sciences, Art.: 8163) zentrifugiert, um kontaminierenden
IgG4 Resin zu filtern. Danach wurden die Eluate mit 10 % Neutralisationspuffer (Tabelle 9)

neutralisiert.

3.7.2 Antikoérperkopplung

Sowohl die Antikdrperkopplung als auch die folgende Immunpréazipitation wurden gemaf
dem Protokoll des Herstellers (Dynabeads® Co-Immunoprecipitation Kit, Thermo Fisher,
Art.: 14321D, Juli 2012) durchgefuhrt, mit den folgenden Anpassungen:

Die aus dem humanen Serum aufgereinigten 1gG4-Antikdrper wurden mittels Ultrafiltration
mit einer Ausschlussgrenze von 50 kDa (Life Sciences, Art.: 431480) bei 10.000 x g bis zu
einem finalen Volumen von etwa 100 pl konzentriert, das Permeat wurde verworfen.
Daraufhin wurde ein Pufferaustausch zum Kopplungspuffer C1 (siehe Dynabeads® Co-
Immunoprecipitation Kit) durchgefiihrt. Dazu wurden 400 pl Puffer C1 zu den konzentrierten

lgG4-Antikdrpern im Retentat gegeben und die Probe erneut mittels Ultrafiltration bei
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10.000 x g bis zu einem finalen Volumen von etwa 100 pl zentrifugiert. Dieser Schritt wurde

ein weiteres Mal wiederholt, um den Pufferaustausch zu vervollstandigen.

Die Probe kann durch Antikérper-Aggregate an den Dynabeads verunreinigt sein, welche
die Antikérperkopplung erschweren wiirden. Daher wurden erneut 400 pl Puffer C1 zu den
IgG4-Antikdrpern gegeben und diese fur 10 min bei 16.000 x g zentrifugiert. Eventuell
vorhandene Antikorper-Aggregate befinden sich im Pallet, sodass nur der Uberstand
verwendet wurde. 250 pl des Uberstandes wurden mit 210 pl Puffer C1 und 460 pl Puffer
C2 (siehe Dynabeads® Co-Immunoprecipitation Kit) versetzt und an 9,25 mg Dynabeads
nach Protokoll des Herstellers gekoppelt.

Nach abgeschlossener Antikdrperkopplung wurde ein Waschschritt durchgefiihrt, um nicht-
kovalent gebundene Antikorper zu entfernen. Dazu wurden die Antikorper-gekoppelten
Dynabeads (im Verlauf als ,beladene Dynabeads bezeichnet) fir 5 min in IgG
Elutionspuffer (Pierce®, Art.: 21004, pH 2,6) inkubiert. Anschliel3end wurde das Eppendorf
Tube mit den beladenen Dynabeads auf einen Magneten gelegt, 1 min gewartet, bis sich
die magnetischen Dynabeads am Rand gesammelt haben und der Uberstand verworfen.
Das Prozedere wurde in 1gG Elutionspuffer + 0,5 % Lauryl Maltose Neopentyl Glycol
(LMNG) wiederholt. Zuletzt wurden die beladenen Dynabeads durch dreimaliges Waschen

in SB-Puffer (siehe Dynabeads® Co-Immunoprecipitation Kit) aquilibriert.

3.7.3 Immunprazipitation

Die verwendeten Puffer wurden teilweise selbst hergestellt (Tabelle 9) und teilweise dem
Dynabeads® Co-Immunoprecipitation Kit (Thermo Fisher, Art.: 14321D) entnommen. Alle
Schritte wurden bei 4 °C durchgefihrt. Die beladenen Dynabeads wurden in ein neues
Eppendorf Tube tberfihrt und in 900 ul Extraktionspuffer aquilibriert. Anschlieend wurden
die Dynabeads, gekoppelt mit IgG4 isoliert aus dem Serum des gesunden Probanden, in
500-800 ul Membranfraktion (Tris-Lysepuffer, solubilisiert mit LMNG) der isolierten
humanen Glomeruli fir 30 min auf einem Drehrad inkubiert. Der Durchfluss der
Membranfraktion wurde anschlieRend mit den Dynabeads, gekoppelt mit IgG4 isoliert aus
dem Serum des Indexpatienten, ebenfalls fir 30 min auf einem Drehrad inkubiert. Der
Uberstand wurde abgenommen und die beladenen Dynabeads in je 900 pl Waschpuffer 1-
3 gewaschen. Danach erfolgte ein weiterer Waschschritt in 900 pl Extraktionspuffer. Die
beladenen Dynabeads wurden fur 5 min in 900 ul 1x LWB Puffer (siehe Dynabeads® Co-
Immunoprecipitation Kit) inkubiert und in ein neues Eppendorf Tube dberflhrt.
AnschlieRend wurden die beladenen Dynabeads 2x fir 5 min in je 350 pl Elutionspuffer
inkubiert und eluiert. Die Eluate wurden in einem Spin-X Centrifuge tube filter (Life

Sciences, Art.: 8163) zentrifugiert, um sie von kontaminierenden Dynabeads zu befreien.
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Der Durchfluss wurde mit 10 % Neutralisationspuffer neutralisiert. AbschlieRend wurden die
Eluate mittels Ultrafiltration mit einer Ausschlussgrenze von 10 kDa (Millipore, Art.: 42407)
konzentriert, um eine Proteinfarbung bzw. eine massenspektrometrische Analyse des

Retentats zu ermdglichen.

Tabelle 9: Pufferzusammensetzung Immunpréazipitation des Antigens

Name Zusammensetzung

Extraktionspuffer 0,1 M Tris-HCI pH 8,0
10 % Glycerol
0,25 % LMNG
1x Protease Hemmer

Waschpuffer 1 und 3 1x Extraktionspuffer

250 mM NacCl
Waschpuffer 2 1x Extraktionspuffer

500 mM NacCl
Elutionspuffer Pierce® IgG Elutionspuffer

10 % Glycerol
0,25 % LMNG

Neutralisationspuffer 1 M Tris-HCI pH 8,5

3.8 Silberfarbung und weitere Analysen zur Antigenidentifikation

Die konzentrierten Immunprazipitate wurden mittels Gelelektrophorese entsprechend der
standard Western Blot Analyse (Details siehe Kapitel 3.4) aufgetrennt. AnschlieRend wurde
nach Protokoll des Herstellers eine Proteinfarbung mit Silber durchgefuihrt (Pierce Silver
Stain Kit, Thermo Scientific, Art.: 24612).

Fur die massenspektrometrische Analyse wurden die konzentrierten Immunprazipitate aus
drei unabhangigen Immunprazipitationen mit reduzierendem Laemmli (siehe Tabelle 6)
versesetzt und an die Proteomics Core Facility des European Molecular Biology Laboratory
(EMBL) in Heidelberg gesendet. Dort wurden die Proteine mit der Protease Trypsin verdaut

und eine tandem mass tag-basierte relative Proteinquantifizierung durchgefiihrt.

Zur Validierung der massenspektrometrischen Analyse wurde aufgereinigtes Netrin G1
(NTNG1) (Sino Biological, Art.: 12313-HO8H; 4 ng/Tasche) im milden Western Blot
aufgetrennt, wie in Kapitel 3.5 beschrieben. Als Primarantikbrper wurde Anti-NTNG1-
Antikdrper (1:3.000 in 0,5 % Milch in PBS-T, Abcam, Art.: ab153834) eingesetzt und als

Sekundarantikdrper Anti-Kaninchen 1gG (siehe Tabelle 5) verwendet.
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4 Ergebnisse

4.1 Identifikation von Antikdrpern gegen endogene glomerulare Proteine in

Patientenseren

Die Seren der 106 Patienten mit PLA2R- und THSD7A-Antikorper negativer mGN wurden
auf die Anwesenheit von Antikérpern gegen ein endogenes glomeruldares Antigen mittels

zwei Techniken untersucht: milder Western Blot und Dot Blot.

Western Blot Analysen

Die milde Western Blot Analyse unterscheidet sich von der standard Western Blot Analyse
durch schonendere Teilschritte, um mdgliche konformationsabhéngige Epitope zu erhalten.
In der milden Western Blot Analyse zeigten Seren von 19 (18 %) der 106 untersuchten
Patienten Proteinbanden unterschiedlicher Gré3e und Signalintensitét (Abbildung 4A). Bei
elf (10 %) Patienten waren die Proteinbanden nach Inkubation mit Anti-human IgG4
sichtbar, wéhrend bei acht (8 %) Seren kein IgG4-spefizisches Signal nachweisbar war und
die Proteinbanden erst nach Inkubation mit Anti-human Gesamt-IgG dargestellt werden
konnten. In zwei Féllen konnten Proteinbanden auf gleicher Hohe durch jeweils zwei (4 %)
Patientenseren (mGN Patient 1 und 2 sowie 5 und 12) detektiert werden: beispielhaft an
MGN Patient 1 und 2 dargestellt (Abbildung 4A). Alle weiteren 15 (14 %) Seren identifizieren
Banden auf unterschiedlichen Hohen. Vier (4 %) Seren konnten mehrere &hnlich intensive
Proteinbanden detektieren, wahrend durch die anderen 15 (14 %) Seren nur einzelne
Banden erkannt wurden. Durch 87 (82 %) von 106 Patientenseren konnte keine signifikante
Bande im milden Western Blot nach Inkubation mit beiden Sekundéarantikdrpern dargestellt

werden, sodass diese als negativ gewertet wurden.

Als Positivkontrollen wurden die Seren eines Patienten mit THSD7A-assoziierter mGN und
eines Patienten mit PLA;R-assoziierter mGN verwendet. Die Seren detektierten in der
milden Western Blot Analyse Banden bei einer Gré3e von 250 kDa (fir THSD7A) und 180
kDa (fur PLA2R), sowohl nach Inkubation mit Anti-human IgG4 als auch mit Anti-human
Gesamt-IgG als Sekundarantikdrper (Abbildung 4B). Als Negativkontrollen wurden finf
Seren von gesunden Probanden und jeweils das Serum eines Patienten mit MCGN bzw.
IgA-Nephritis untersucht. Durch keines der Seren konnte eine Bande in der milden Western

Blot Analyse nach Inkubation mit Anti-human IgG4 detektiert werden.
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Abbildung 4: Reprasentative Ergebnisse der Reaktivitadt von Patientenseren und
Kontrollseren mit HGE in den milden Western Blot Analysen.

A) Die mGN Patienten 1 (Index)-6 werden exemplarisch fur die 11 Patientenseren gezeigt, die eine
oder mehrere Proteinbande(n) nach Inkubation mit Anti-human 1gG4 in den milden Western Blot
Analysen detektierten. Beispielhaft fur eine nicht-IgG4-spezifische Antikdrperreaktion wird mGN
Patient 7 abgebildet. 87 Patientenseren zeigen weder eine Bande nach Detektion mit Anti-human
IgG4 noch mit Anti-human Gesamt-1gG als Sekundéarantikdrper, wie an mGN Patient 8 dargestellt.
B) PLA2;R und THSD7A werden in der milden Western Blot Analyse bei einer Grof3e von 180 kDa
bzw. 250 kDa detektiert. Die funf Seren gesunder Probanden und der zwei Patienten mit anderen
glomerularen Erkrankungen (exemplarisch ist ein Patient mit MCGN abgebildet) erkennen keine
signifikante Bande nach Inkubation mit beiden Sekundéarantikorpern.

HGE = Humanes glomerulares Extrakt, mGN = Membrantse Glomerulonephritis, PLA;R =
Phospholipase A; Rezeptor, THSD7A = Thrombospondin type 1 domain containing protein 7A, Ak =
Antikdrper, MCGN = Minimal-Change Glomerulonephritis, Anti-lgG4 = Anti-human 1gG4
(Sekundéarantikdrper), Anti-IgG = Anti-human Gesamt-IgG (Sekundéarantikorper), Marker in kDa.
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Teilweise zeigten sich Banden von geringer Signalintensitat nach Inkubation mit Anti-
human Gesamt-IgG, beispielhaft an MCGN Patient in Abbildung 4B gezeigt, welche als

nicht signifikant und damit negativ gewertet wurden.

AnschlieRend wurde untersucht, ob die Antikdrper in den 19 Seren, die eine Proteinbande
in der milden Western Blot Analyse erkennen, an ein oder mehrere
konformationsabhangige(s) Epitop(e) binden. Die Untersuchung erfolgte in der standard
Western Blot Analyse unter Zugabe von reduzierenden Agenzien. Als Positivkontrolle fur
konformationsabhangige Epitope wurden das Serum eines Patienten mit PLAR-
assoziierter mGN verwendet (nicht gezeigt).

Funf (26 %) der 19 Seren zeigten keine detektierbare Proteinbanden unter reduzierenden
Bedingungen, ebenso wie das PLA:R-Antikorper positive Serum (Abbildung 5, Gruppe 1).
Bei den vier (21 %) Fallen, in denen mehrere Proteinbanden im milden Western Blot
sichtbar waren, waren einige der Banden unter reduzierenden Bedingungen im standard
Western Blot nicht mehr detektierbar (Gruppe 2). In zehn (53 %) von 19 Seren lief3 sich die
Proteinbande unter reduzierenden Bedingungen erneut darstellen (Gruppe 3). Die Seren
von mGN Patient 1 und 2, welche eine Bande auf gleicher H6he in der milden Western Blot
Analysen detektieren, wiesen in der standard Western Blot Analyse Unterschiede auf. Die
Antikérper im Serum von mGN Patient 1 (Index) identifizieren unter reduzierenden
Bedingungen keine Proteinbande mehr und mGN Patient 1 wird damit der Gruppe 1
zugeordnet. Im Gegensatz dazu binden die Antikérper aus dem Serum von mGN Patient 2
an ein oder mehrere konformationsunabhangige(s) Epitop(e), sodass auch unter
reduzierenden Bedingungen im standard Western Blot eine Proteinbande detektiert wird.

MGN Patient 2 wird daher in Gruppe 3 eingeteilt.
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Abbildung 5: Testung der Antigene auf konformationsabhéangige Epitope.

In Gruppe 1 sind die Patientenseren eingeteilt, deren Antikdrper das Antigen unter reduzierenden
Bedingungen in standard Western Blot Analysen nicht mehr gebunden haben. Exemplarisch ist der
Indexpatient mGN 1 dargestellt. In Gruppe 2, wie an mGN Patient 9 gezeigt, sind die Proteinbanden
teilweise auch unter reduzierenden Bedingungen detektierbar. Durch zehn (53 %) Patientenseren
konnte unter nicht-reduzierenden Bedingungen im milden Western Blot ein Antigen ebenso wie unter

reduzierenden Bedingungen im standard Western Blot gebunden werden (Gruppe 3). Beispielhaft
wird mGN Patient 3 abgebildet.

MGN = Membrandse Glomerulonephritis, Anti-lgG4 = Anti-human IgG4 (Sekundéarantikdrper), Anti-
IgG = Anti-human Gesamt-IgG (Sekundarantikdrper), red. = Reduzierenden Bedingungen (standard
Western Blot), nicht-red. = Nicht-reduzierende Bedingungen (milder Western Blot), Marker in kDa.

Dot Blot Analyse

Im néchsten Schritt wurden die Seren der 106 Patienten mit PLA:R- und THSD7A-
Antikdrper negativer mGN in Dot Blot Analysen auf zirkulierende Antikdrper untersucht, die
unter nativen Bedingungen an ein oder mehrere Epitop(e) des Antigens binden. Die
aufgetragenen Proteinextrakte unterscheiden sich in Pufferzusammensetzung und
Herstellungsmethode. Bei 44 (42 %) von 106 Seren konnten Antikorper in mindestens
einem der sechs Proteinextrakte an ein mégliches Antigen binden (Abbildung 6A). In 20 (45
%) von 44 Seren konnte ein Signal nach Inkubation mit Anti-human IgG4 als
Sekundérantikorper detektiert werden. Bei den tbrigen 24 (55 %) Seren konnte kein 1gG4-
positives Signal nachgewiesen werden, sodass ausschlie3lich nach Inkubation mit Anti-

human Gesamt-lgG als Sekundarantikorper eine Antigen-Antikbrper-Reaktion sichtbar
gemacht werden konnte.
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Abbildung 6: Detektion der Proteinextrakte in Dot Blot Analysen durch die Patientenseren.

Es wurden sechs verschiedene Proteinextrakte aufgetragen, das Ladeschema ist in Abbildung 3
dargestellt. A) Die mGN Patienten 1 (Index), 3, 4 und 12 sind exemplarisch fiir Patientenseren
gezeigt, bei denen es zu einer 1gG4-positiven Antigen-Antikdrper-Reaktion kam. Bei 24 (23 %)
Patienten ist ein Signal erst nach Inkubation mit Anti-human Gesamt-lgG detektierbar, wie anhand
von mGN Patient 5 und 10 dargestellt. Bei 62 (58 %) Patienten ist weder nach Inkubation mit Anti-
human I1gG4 noch nach Inkubation mit Anti-human Gesamt-IgG ein spezifisches Signal in
wenigstens einem der Proteinextrakte sichtbar. Beispielhaft sind mGN Patient 2 und 11 abgebildet.
B) Durch die Seren je eines Patienten mit PLA>R- bzw. THSD7A-assoziierter mGN als
Positivkontrollen wird das entsprechende Antigen in funf der sechs aufgetragenen Proteinextrakte
gebunden. Durch die Seren gesunder Probanden und Patienten mit anderen glomeruldaren
Erkrankungen (exemplarisch ist ein Patient mit IgA-Nephritis gezeigt) als Negativkontrollen kommt
es zu keiner spezifischen Antigen-Antikdrper-Reaktion.

MGN = Membrantése Glomerulonephritis, PLA2R = Phospholipase A, Rezeptor, THSD7A =
Thrombospondin type 1 domain containing protein 7A, Ak = Antikérper, Anti-lgG4 = Anti-human IgG4
(Sekundéarantikorper), Anti-IgG = Anti-human Gesamt-1gG (Sekundéarantiktrper).
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Durch die verschiedenen Seren wurden die aufgetragenen Proteinextrakte in
unterschiedlicher Signalintensitat erkannt. Wahrend mGN Patient 1 und 2 in den milden
Western Blot Analysen eine Proteinbande auf gleicher Hohe detektierten, unterscheidet
sich ihr Muster in den Dot Blot Analysen. Durch das Serum von mGN Patient 1 werden die
Dots 1,2 und 4 am intensivsten erkannt. Im Gegensatz dazu kommt es durch die Antikrper
aus dem Serum von mGN Patient 2 in der Dot Blot Analyse zu keiner signifikanten Bindung
an ein Protein in den verschiedenen Proteinextrakten.

Durch 62 (58 %) von 106 Seren wurde nach Inkubation mit beiden Sekundarantikérpern
kein spezifisches Signal detektiert.

Durch die Seren der Positivkontrollen (je ein Patient mit PLA2R- bzw. THSD7A-Antikbrper
positiver mGN) wurde das zugehtrige Antigen in funf von sechs aufgetragenen
Proteinextrakten detektiert (Abbildung 6B). Als Negativkontrollen wurden die Seren von
acht gesunden Probanden und funf Patienten mit anderen glomeruléaren Erkrankungen
(zwei Patienten mit IgA-Nephritis, drei Patienten mit ANCA-assoziierter Glomerulonephritis)
in der Dot Blot Analyse untersucht. Durch die Negativkontrollen kam es weder nach
Inkubation mit Anti-human IgG4 noch nach Inkubation mit Anti-human Gesamt-1gG zu einer

signifikanten Antigen-Antikérper-Reaktion.

Insgesamt wurde unter nativen Bedingungen in den Dot Blot Analysen eine gréRere Anzahl
an Seren identifiziert, die ein 1IgG4 oder Gesamt-IgG Signal ergeben hat, als in den milden
Western Blot Analysen (42 % versus 18 %). 15 von 19 Seren, in denen eine Proteinbande
in milden Western Blot Analysen detektiert werden konnte, ergaben auch in den Dot Blot
Analysen ein Signal. Bei den Ubrigen vier Seren, von denen je zwei eine Proteinbande nach
Inkubation mit Anti-human IgG4 bzw. Anti-human Gesamt-lgG detektierten, konnte

dagegen kein spezifisches Signal im Dot Blot nachgewiesen werden (Abbildung 7).
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Milde Western Dot Blot
Blot Analysen  Analysen

Abbildung 7: Uberschneidung zwischen der positiven Serumreaktion in den milden Western
Blot und Dot Blot Analysen.

Die Kohorte von 106 Patienten mit PLA2R- und THSD7A-Antikérper negativer mGN wurde mit zwei
Techniken (milder Western Blot Analyse und Dot Blot Analyse) auf die Anwesenheit von Antikdrpern
gegen endogene glomeruldre Proteine untersucht. Die Untersuchungen fiihrten zur Identifikation von
48 (45 %) Seren mit einer moglichen Antigen-Antikbrper-Reaktion, wobei der native Ansatz mittels
Dot Blot Analyse bei einer gréReren Anzahl von Seren ein positives Signal ergeben hat. Insgesamt
konnte bei 15 (14 %) von 106 Patienten eine mdgliche Antigen-Antikdrper-Reaktion sowohl unter
milden als auch nativen Bedingungen detektiert werden.

4.2 Antikorperbindung an potenzielle zytoplasmatische und membranassoziierte
Antigene im nativen Western Blot

In 48 (45 %) der 106 Seren konnten mittels Dot Blot und/oder milden Western Blot Analysen
Antikorper detektiert werden, die an einem endogenen glomeruldaren Antigen binden
konnten. Diese Seren wurden anschlie@end in der nativen Western Blot Analyse
untersucht, um zu evaluieren, ob sich das mogliche Antigen in der Membran oder im
Zytoplasma befindet. Fir die Analysen wurden einerseits die Membranfraktion und
andererseits die zytoplasmatische Fraktion der humanen Glomeruli isoliert und als Antigen

geladen.

Bei den 19 Seren, die in der milden Western Blot Analyse eine oder mehrere Banden
ergeben haben, konnte(n) diese Bande(n) in der nativen Western Blot Analyse ebenfalls
dargestellt werden. Die zirkulierenden Antikérper sind gegen endogene glomerulare
Proteine gerichtet, von denen sich 13 (68 %) in der Zellmembran befinden (Abbildung
8A+B). Sieben (54 %) dieser 13 membranassoziierten potenziellen Antigene werden durch
Antikorper der 1gG4-Subklasse gebunden. In vier (21 %) von 19 Seren binden die
Antikdrper an ein potenzielles Antigen, das sich im Zytoplasma befindet. Durch zwei Seren
wurde ein Protein gebunden, dass weder der Membran- noch der zytoplasmatischen
Fraktion zugeordnet werden konnte. Stattdessen wurde dieses Protein im Isolat der GBM
gebunden. Weder die zytoplasmatischen noch die GBM-assoziierten Proteine wurden

durch Antikorper der IgG4-Subklasse gebunden.
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In 24 von 44 Seren, die ein Signal in der Dot Blot Analyse ergaben, wurde im nativen
Western Blot eine oder mehrere Proteinbande(n) detektiert. Diese 24 Proteinbanden sind
im nativen Western Blot auf unterschiedlicher Hohe sichtbar. 14 (58 %) Zielantigene sind in
der Zellmembran lokalisiert, wovon acht durch Antikérper der IgG4-Subklasse gebunden
wurden. Davon befinden sich jeweils zwei der Proteinbanden (mGN Patient 1 und 2, sowie
5 und 12), wie auch in der milden Western Blot Analyse, auf gleicher Hohe. In vier bzw.
sechs (17 bzw. 25 %) von 24 Seren binden die zirkulierenden Antikdrper an ein potenzielles
Antigen, welches im Zytoplasma bzw. in der GBM lokalisiert ist. Keines der potenziellen
Antigene in der GBM und im Zytoplasma wurde durch Antikorper der IgG4-Subklasse
gebunden.

Als Positivkontrollen wurden das Serum je eines Patienten mit PLA;R- bzw. THSD7A-
assoziierter mGN verwendet, die in der nativen Western Blot Analyse eine Bande im oberen
Membrandrittel nach Inkubation mit Anti-human IgG4 und Anti-human Gesamt-IgG
detektierten. Durch das Serum eines gesunden Probanden konnte kein Protein gebunden
werden, weder nach Inkubation mit Anti-human IgG4 noch nach Inkubation mit Anti-human
Gesamt-lIgG als Sekundarantikérper (Abbildung 8C).
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Abbildung 8: Antikorperreaktionen gegen mogliche Antigene mit Lokalisation in der
Membran oder im Zytoplasma in nativen Western Blot Analysen.

In nativen Western Blot Analysen konnten insgesamt 28 Seren mit einer Immunreaktion gegen ein
maogliches Zielantigen identifiziert werden. A) 17 mdogliche Zielantigene befinden sich in der
Membranfraktion, wovon neun (53 %) durch Antikdrper der IgG4-Subklasse gebunden werden, wie
an mGN Patient 1 (Index), 3, 5 und 6 exemplarisch dargestellt ist. Acht (47 %) der 17 Proteinbanden
werden ausschlie3lich nach Inkubation mit Anti-human Gesamt-IgG sichtbar. B) 4 mdbgliche
Zielantigene sind in der zytoplasmatischen Fraktion lokalisiert, die erst nach Inkubation mit Anti-
human Gesamt-IgG detektiert werden, wie an mGN Patient 7 dargestellt. C) Durch die
Positivkontrollen werden THSD7A bzw. PLA2R sowohl nach Inkubation mit Anti-human 1gG4 als auch
Anti-human Gesamt-IgG gebunden. Das Serum des gesunden Probanden als Negativkontrolle zeigte
weder eine Immunreaktion mit der Membranfraktion noch mit der zytoplasmatischen Fraktion nach
Inkubation mit beiden Sekundéarantikdrpern.

MGN = Membrandse Glomerulonephritis, M = Membranfraktion, Z = Zytoplasmatische Fraktion,
PLA>R = Phospholipase A, Rezeptor, THSD7A = Thrombospondin type 1 domain containing protein
7A, Ak = Antikorper, Anti-lgG4 = Anti-human 1gG4 (Sekundarantikodrper), Anti-lgG = Anti-human
Gesamt-1gG (Sekundéarantikorper).
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Insgesamt konnten durch den milden Ansatz (milde Western Blot Analysen) und/oder den
nativen Ansatz (Dot Blot Analysen) in 48 (45 %) von 106 Patientenseren eine Proteinbande
bzw. ein Signal in mindestens einem der aufgetragenen Proteinextrakte detektiert werden
(Abbildung 9). In der nachfolgenden nativen Western Blot Analyse, durch welche in 28 von
48 (58 %) Patientenseren eine Proteinbande dargestellt werden konnte, wurde die
Lokalisation der potenziellen Antigene bestimmt. In vier (14 %) von 28 Seren handelt es
sich bei dem maoglichen Antigen um ein zytoplasmatisches Protein und in sieben (25 %)
Seren binden die Antikdrper an ein potenzielles Antigen in der GBM. In 17 (61 %) von 28
Seren sind die Antikbrper gegen ein potenzielles Antigen in der Zellmembran gerichtet,
wovon neun Seren eine starke Positivitat fur IgG4-Antikdrper zeigen.

Kohorte von 106 PLA;R- und THSD7A-Antikorper negativen Patienten

Proteinbande(n) nur Signal im DB und Signal nur im DB
im milden WB N =4 milden WB N = 15 N =29

Proteinbande(n) im nativen WB (N = 28)
N=4 "N=15 N=9

Lokalisation des Antigens in der Zellmembran (N = 17)
N=2 N=11 N=4

IgG4-positive Antikorperreaktion (N = 9)
N=1 N=6 N=2

Abbildung 9: Ergebnisibersicht.

Charakterisierung der Kohorte von 106 Patienten mit PLA;R- und THSD7A-Antikérper negativer
mGN. Mittels milden Ansatzes (milde Western Blot Analyse) und nativen Ansatzes (Dot Blot Analyse)
konnten in 48 Seren zirkulierende Antikorper detektiert werden, die an mdogliche Zielantigene im
humanen Glomerulus binden. Bei 17 Seren binden die Antikdrper an Proteine, die sich in der
Zellmembran befinden. Bei neun dieser Seren werden die Zielantigene auf der Zellmembran durch
Antikorper der IgG4-Subklasse gebunden.

PLA2R = Phospholipase A, Rezeptor, THSD7A = Thrombospondin type 1 domain containing protein
7A, WB = Western Blot Analyse, DB = Dot Blot Analyse.

Um eine Identifikation dieser potenziellen Zielantigene zu ermdglichen, wurde im nachsten
Schritt eine Immunpréazipitation zur Anreicherung und Aufreinigung eines

Antigenkandidaten etabliert und durchgefihrt.
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4.3 Anreicherung und Aufreinigung des Antigenkandidaten

Fur die Etablierung der Immunprazipitation wurde eines der neun Seren ausgewahlt, die
zirkulierende Antikdrper der 1gG4-Subklasse enthalten, welche gegen ein endogenes
Antigen in der humanen glomeruldaren Membranfraktion gerichtet sind. Die zirkulierenden
Antikérper dieses Serums (MGN Patient 1, Indexpatient) detektieren in der milden Western
Blot Analyse ein potenzielles Antigen auf Hohe von etwa 55 kDa, dessen Epitop(e)
konformationsabhangig ist/sind. In den Abbildungen 10-12 ist der Ablauf der
Immunpréazipitation mit den jeweiligen Kontrollexperimenten dargestellt. Zun&chst wurden
die zirkulierenden 1gG4-Antikdrper aus dem Serum des Indexpatienten und dem eines
gesunden Probanden mittels Affinitdétschromatographie aufgereinigt (Abbildung 10A, Schritt
1-3). In der Dot Blot Analyse wurden zur Kontrolle der einzelnen Schritte das verdinnte
Serum, der Serum-Durchfluss, der erste Waschschritt und die eluierten 1gG4-Antikorper
aufgetragen und mit Anti-human IgG4 als Primarantikorper detektiert (Abbildung 10B). Die
erhohte Signalintensitat des Dots, der die eluierten 1gG4-Antikdrper enthdlt, bestatigt die
erfolgreiche Aufreinigung und Anreicherung der IgG4-Antikorper aus beiden Seren.

A (2) Nicht-kovalente Y
(1) 1:5 Verdiinnung v Bindung an 1gG4 (3) Elution der -
des Serums y = Resin lgc4 IgG4-Antikérper
Resin }o
Y A
4 Y
B Serum 1:5 Serum- Waschschritt Eluierte 1gG4-
Durchfluss Antikorper
IP Gesunder ®
Proband
IP mGN Patient
1 (Index) i
Anti-lgG4

Abbildung 10: Immunpréazipitation Teil 1) Aufreinigung der IgG4-Antikdrper aus den
Patientenseren.

Erfolgreiche Aufreinigung der IgG4-Antikorper aus dem Serum des Indexpatienten und dem Serum
des gesunden Probanden mittels Affinitditschromatographie.

IP = Immunprazipitation, Anti-lgG4 = Anti-human 1gG4 (Primarantikorper). Y = IgG1/2/3-Antikorper,
Y = IgG4-Antikorper, Y = IgG4-Antikorper gegen das gesuchte Antigen.

In Anlehnung an Reinhard et al., 2022, Abbildung 3 im Supplement.
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AnschlieRend wurden die eluierten 1gG4-Antikorper aus beiden Seren konzentriert und
kovalent an die magnetischen Dynabeads gekoppelt (Abbildung 11A, Schritt 4). In der Dot
Blot Analyse wurden die konzentrierten 1gG4-Antikorper, der Durchfluss Uber den
Dynabeads und der erste Waschschritt zur Kontrolle der Antikérperkopplung aufgetragen
(Abbildung 11B). Am fehlenden Signal im Durchfluss lasst sich erkennen, dass der Grol3teil
der IgG4-Antikorper durch die Dynabeads gebunden wurde. Wahrend der Kopplung kam
es zu einer sog. ,Antikdrper-Leckage®. Dabei handelt es sich um nicht-kovalent gebundene
Antikorper, die sich bei der weiteren Versuchsdurchfuhrung ablésen und zu einer
Verunreinigung filhren. Durch ergdnzende Waschschritte wurden diese nicht-kovalent
gebundene Antikoérper mit Hilfe eines Elutionspuffers entfernt.

A (4) Kovalente

Y Kopplung an A Y}¢

v & Dynabeads :

b TN

Y
B Eluierte IgG4- Durchfluss Waschschritt

Antikorper
IP Gesunder °
Proband

IP mGN Patient
1 (Index) ®

Anti-lgG4
Abbildung 11: Immunprazipitation Teil 2) Kovalente Kopplung der IgG4-Antikdrper an die
Dynabeads.

Die eluierten IgG4-Antikdrper aus dem Serum des Indexpatienten und dem Serum des gesunden
Probanden wurden kovalent an die magnetischen Dynabeads gekoppelt. Der fehlende Dot im
Durchfluss zeigt, dass alle Antikdérper an die Dynabeads gebunden wurden. Im folgenden
Waschschritt wurden die nicht-kovalent gebundenen Antikérper aus dem Komplex eluiert, weshalb
ein Dot von geringer Signalintensitat im Waschschritt zu erkennen ist (sog. Antikérper-Leckage).

IP = Immunpréazipitation, Anti-lgG4 = Anti-human IgG4 (Primarantikorper). Y = IgG4-Antikérper, Y =
IgG4-Antikdrper gegen das gesuchte Antigen.

In Anlehnung an Reinhard et al., 2022, Abbildung 3 im Supplement.

Die kovalent gekoppelten Antikérper wurden mit der Membranfraktion der isolierten
humanen Glomeruli inkubiert (Abbildung 12A, Schritt 5). Die Membranfraktion wurde
zunachst mit den Dynabeads inkubiert, die mit IgG4-Antikérpern isoliert aus dem Serum
des gesunden Probanden gekoppelt wurden. Da sich im Serum des gesunden Probanden

keine Antikorper befinden sollten, die das gesuchte Antigen binden, ist zu erwarten, dass
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die beladenen Dynabeads keine spezifische Bindung aufweisen. Dieser Befund wurde
dadurch bestatigt, dass in der milden Western Blot Analyse im Durchfluss eine gleich
intensive Bande wie in der Membranfraktion durch das Serum des Indexpatienten detektiert
werden konnte (Abbildung 12B). Der Durchfluss wurde anschlie3end mit den Dynabeads
des Indexpatienten (MGN 1) inkubiert. In nachfolgenden Waschschritten wurde der Grof3teil

der Ubrigen Proteine entfernt, wahrend das Antigen an den Antikdrpern gebunden blieb.

In der finalen Elution wurde nur das Antigen aus dem Immunkomplex gelést, wahrend die
Antikérper kovalent an den magnetischen Dynabeads gekoppelt blieben (Abbildung 12A,
Schritt 6). Im Eluat des Indexpatienten zeigt sich eine deutliche Bande mit einer Gré3e von
etwa 55 kDa, detektiert durch das Serum des Indexpatienten, sodass von einer

erfolgreichen Immunprazipitation des Antigens ausgegangen werden kann.

A | (
A Y}' (5) Inkubation mit -\V}’ (6) Elution des v

>*’ Membranfraktion 47> Antigens
¥

7) Silberfarbung

Identifikation

mittels
v MS-Analyse
B Membran-  Durchfluss Waschschritt Eluiertes
fraktion Antigen
IP Gesunder
Proband - —_— 55 kDa
IP mGN Patient
1 (Index) | #5KDa

mGN Patient 1 (Index)

Anti-lgG4

Abbildung 12: Immunprazipitation Teil 3) Inkubation mit Membranfraktion und Elution des
Antigens.

Die beladenen Dynabeads wurden mit der Membranfraktion der isolierten humanen Glomeruli
inkubiert, sodass das Antigen spezifisch gebunden werden konnte (A, Schritt 5). AnschlieBend wurde
nur das Antigen eluiert, wahrend die Antikérper an den Dynabeads gekoppelt blieben (A, Schritt 6).
In der milden Western Blot Analyse wurde das eluierte Antigen aus der IP des Indexpatienten und
des gesunden Probanden aufgetragen und mit dem Serum des Indexpatienten inkubiert. Durch die
Antikérper aus dem Serum des Indexpatienten wurde im entsprechenden Eluat eine Proteinbande
mit einer GréRe von 55 kDa detektiert, welche dem aufgereinigten Antigen entspricht. Die Evaluation
der Immunprézipitation erfolgte anschliel3end mittels Silberfarbung und MS-Analyse (A, Schritt 7).

MS-Analyse = Massenspektrometrische Analyse, IP = Immunpréazipitation, Anti-lgG4 = Anti-human
IgG4 (Sekundarantikorper), Y = IgG4-Antikorper, Y = IgG4-Antikérper gegen das gesuchte Antigen.
Quadrat = Gesuchte Antigen.

In Anlehnung an Reinhard et al., 2022, Abbildung 3 im Supplement.
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4.3.1 Validierung der Immunprazipitation des Antigenkandidaten

Mittels Ultrafiltration wurde das Antigen angereichert, um eine ausreichend hohe
Konzentration fir eine nachfolgende Proteinfarbung und eine massenspektrometrische
Analyse zu erreichen. Im Eluat des Indexpatienten konnte durch die Silberfarbung eine
Bande knapp unterhalb von 55 kDa sichtbar gemacht werden, die einer Anreicherung und
Aufreinigung des gesuchten Antigens aus der glomerularen Membranfraktion entspricht
(Abbildung 13). Diese Bande war im Eluat des gesunden Probanden nicht erkennbar. Auf
Hohe von etwa 200 kDa und 80 kDa wurden in beiden Proben zwei weitere Banden
angefarbt, die am ehesten einer Verunreinigung der Proben durch Immunglobulin-
Fragmente entspricht (sog. ,Antikorper-Leckage“) (Abbildung 13). Diese Antikorper-
Leckage konnte durch Methodenoptimierung (Elution nach Antikérperkopplung) minimiert
werden, weshalb sich in der milden Western Blot Analyse keine Verunreinigung mehr zeigt
(Abbildung 14).

Eluat Eluat
Index Kontrolle

300
250 |
L4 Antikdrper

100 Leckage

70
55 |

.
e |

Abbildung 13: Darstellung der Antigenbande mittels Silberfarbung.

Zielantigen —

Die Eluate des Indexpatienten und des gesunden Probanden aus der Immunprazipitation wurden
durch SDS-PAGE aufgetrennt und eine Proteinfarbung mit Silber durchgefiihrt. Dadurch konnte das
Zielantigen im Eluat des Indexpatienten bei einer Grof3e von etwa 55 kDa detektiert werden. Daneben
zeigt sich am ehesten eine Antikérper-Leckage in Form von zwei Proteinbanden bei einer Gréf3e von
etwa 200 und 80 kDa.

Eluat Index/Kontrolle = Eluat des Indexpatienten/des gesunden Probanden aus der
Immunprazipitation, Marker in kDa.

In Anlehnung an Reinhard et al., 2022, Abbildung 1B.
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Das Ergebnis der Immunpréazipitation wurde in einer milden Western Blot Analyse validiert.
Die Antikérper im Serum des Indexpatienten binden im Eluat des Indexpatienten ein
Antigen, das die identische Hohe aufweist, wie das Antigen, welches in der glomerularen
Membranfraktion gebunden wurde (Abbildung 14A). Das Serum des Indexpatienten zeigte
jedoch keine Reaktion mit dem Eluat des gesunden Probanden. Umgekehrt konnte durch
das Serum des gesunden Probanden kein potenzielles Antigen in der glomerularen
Membranfraktion, im Eluat des Indexpatienten oder im Eluat des gesunden Probanden
gebunden werden (Abbildung 14B). Auf diese Weise konnte durch die Negativkontrolle
ausgeschlossen werden, dass es sich bei dem gebundenen potenziellen Antigen um
unspezifische 1gG4-Bindungen handelt.

A B
Eluat Eluat Eluat Eluat
M Index Kontrolle M Index Kontrolle
300
250
170
140
100
70
55 | -
40
25
mGN Patient 1 Gesunder Proband
(Index)

Anti-human IgG4

Abbildung 14: Ergebnis der Immunprazipitation in der milden Western Blot Analyse.

Die Antikdrper aus dem Serum des Indexpatienten binden an das gleiche Antigen in der glomerularen
Membranfraktion wie im Eluat des Indexpatienten. Damit bestatigt die milde Western Blot Analyse
eine gezielte Aufreinigung des gesuchten Antigens mittels Immunpréazipitation.

M = Membranfraktion, Eluat Index/Kontrolle = Eluat des Indexpatienten/des gesunden Probanden aus
der Immunprazipitation, mGN = Membrandse Glomerulonephritis, Marker in kDa.

4.3.2 Massenspektrometrische Analyse des Immunprazipitats und Validierung

Nach Bestdtigung der spezifischen Aufreinigung und Anreicherung eines
Antigenkandidaten  durch  Immunprazipitation =~ wurde das  Antigen  mittels
massenspektrometrischer Analyse identifiziert. Je drei unabhangige Immunpréazipitate
(Eluate) des Indexpatienten und des gesunden Probanden wurden mittels tandem mass
tag-basierter relativer Proteinquantifizierung analysiert. Es wurde untersucht, inwieweit sich
die Quantitat einzelner Proteine zwischen dem Eluat des Indexpatienten und dem Eluat des

gesunden Probanden unterscheiden. In den Proben des Indexpatienten erwies sich Netrin
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G1 (NTNGL1) als das Protein mit der hochsten Anreicherung, wahrend NTNG1 in keinem
der drei Immunprazipitate des gesunden Probanden angereichert war (Abbildung 15). Die
Proteine Adenosintriphosphat synthase subunit beta (ATPB3) und Solute carrier family 25
member 3 (SLC25A3) wurden als weitere potenzielle Treffer identifiziert, die jedoch in den
Proben des Indexpatienten im Vergleich zu den Proben des gesunden Probanden weniger

angereichert waren als NTNGL1.
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Abbildung 15: Ergebnisse der massenspektrometrischen Analyse.

Die Ergebnisse der massenspektrometrischen Analyse der Immunprazipitate sind in einem Vulkan-
Plot dargestellt, welcher die Anreicherung eines Proteins gegen die statistische Signifikanz (p-Wert)
auftragt. NTNG1 ist das Protein, welches in den untersuchten Proben des Indexpatienten im
Vergleich zu den Proben des gesunden Probanden am starksten angereichert ist und die hdchste
statistische Signifikanz aufweist.

NTNG1 = Netrin G1, SLC25A3 = Solute carrier family 25 member 3, ATP5B = Adenosintriphosphat
synthase subunit beta.

In Anlehnung an Reinhard et al., 2022, Abbildung 1C.

Zur Validierung der massenspektrometrischen Analyse wurde die Reaktivitat der Antikorper
aus dem Serum des Indexpatienten mit aufgereinigtem NTNGL1 in einer milden Western
Blot Analyse untersucht. Durch das Serum des Indexpatienten konnte NTNGL1 bei einer
Hohe etwas unterhalb von 55 kDa detektiert werden (Abbildung 16). Dagegen wurde
NTNG1 nicht durch das Serum des gesunden Probanden gebunden, das als
Negativkontrolle bei der Immunprazipitation verwendet wurde. Als weitere Kontrollen

wurden das Serum je eines Patienten mit PLA2R- bzw. THSD7A-assoziierter mGN auf eine
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Reaktivitdt mit NTNG1 untersucht. Durch keines dieser Seren konnte NTNGL1 in der milden
Western Blot Analyse detektiert werden. In vorangegangen Western Blot Analysen zeigte
das Serum von mGN Patient 2 eine IgG4-positive Immunreaktion mit der glomeruléaren
Membranfraktion und eine Bande, die auf der gleichen Hohe wie NTNGL1 lag (Abbildung 4).
Das Serum dieses Patienten wurde deshalb ebenfalls auf eine Reaktivitdét mit NTNG1
untersucht. NTNG1 konnte durch das Serum von mGN Patient 2 nicht in der milden Western
Blot Analyse detektiert werden. Insgesamt zeigt diese milde Western Blot Analyse die
Spezifitét der Antikdrper aus dem Serum des Indexpatienten fir NTNG1.

NTNG1

300
250

170
140

100
70

55 | g .

40

25

Anti- mGN Patient Gesunder mGN mGN Patient mGN Patient
NTNG1 1 (Index) Proband Patient 2 (PLA;R-Ak  (THSD7A-Ak
positiv) positiv)

Anti-rabbit Anti-human 1gG4

Abbildung 16: Detektion von NTNGL1 in der milden Western Blot Analyse.

Die Positivkontrolle zeigt die Detektion von NTNG1 durch den kommerziellen Priméarantikorper Anti-
NTNGL1 bei einer GroRe von etwas unterhalb von 55 kDa. Durch das Serum des Indexpatienten
(mGN Patient 1) wird NTNG1 in der milden Western Blot Analyse gebunden, was die Spezifitat der
Antikdrper im Serum des Indexpatienten fiir NTNGL1 zeigt. NTNG1 wird weder durch das Serum des
gesunden Probanden, das Serum von mGN Patient 2 noch durch das Serum der Patienten mit
PLA;R- bzw. THSD7A-assoziierter mGN gebunden.

mGN = Membrandse Glomerulonephritis, PLA2R = Phospholipase A, Rezeptor, THSD7A =
Thrombospondin type 1 domain containing protein 7A, Anti-lgG4 = Anti-human I1gG4
(Sekundérantikdrper), Anti-rabbit = Anti-Kaninchen Gesamt-IgG (Sekundéarantikdrper), Marker in
kDa.
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5 Diskussion

Die primare mGN ist eine autoimmune Nierenerkrankung, die durch Bindung von
Antikdrpern an ein endogenes podozytares Antigen mit Ausbildung von subepithelialen
Immundepots entsteht. Bei adulten Patienten wurde dieser Pathomechanismus durch die
Identifikation von PLA;R und THSD7A als Hauptantigene der mGN bestéatigt (Beck et al.,
2009; Tomas et al., 2014). Diese Entdeckungen haben zu einem besseren Verstandnis der
Pathomechanismen der mGN gefiihrt und wichtige klinische Fortschritte ermdglicht. Der
Nachweis des PLA:R in den Immundepots in der Nierenbiopsie sowie die Detektion von
zirkulierenden PLA:R-Antikérpern im Blut ermdglichen eine Antigen-spezifische Diagnose
der mGN (Svobodova et al., 2013). Die PLA:R-Antikdrperspiegel dienen als Biomarker fiir
die Krankheitsaktivitéat und erlauben eine Aussage Uber Therapieansprechen und Prognose
der Erkrankung (Hoxha et al., 2014; Rovin et al., 2021).

PLA;R und THSD7A zeichnen sich durch eine Reihe gemeinsamer molekularer
Eigenschaften aus: 1.) Ihr(e) Epitop(e) werden konformationsabhangig durch zirkulierende
Antikdrper gebunden. 2.) Die Antikorper gehéren vorwiegend zur 1gG4-Subklasse. 3.)
PLA2R und THSD7A werden im gesunden humanen Podozyten exprimiert. 4.) PLA2R und
THSD7A sind in der Membran lokalisiert, was eine Antikdrperbindung erméglicht. 5.) Es
handelt sich bei beiden Antigenen um grof3e Glykoproteine mit mehreren extrazellularen
Doméanen und einer kleinen intrazellularen Doméne (Beck, 2017; Beck et al., 2009; Tomas
et al., 2014). Bisher konnte nur fir die PLA2R- und THSD7A-assoziierte mGN die
Pathogenitét der PLAzR- bzw. THSD7A-Antikorper bewiesen werden (Reinhard et al., 2023;
Tomas et al., 2016). Die Hypothese wurde aufgestellt, dass es noch weitere unbekannte
Antigene gibt, die dem pathophysiologischen Konzept der PLA:;R- und THSD7A-

assoziierten mGN entsprechen und eine mGN auslésen.

In dieser Arbeit wurden 106 Patienten mit PLA2R- und THSD7A-Antikdrper negativer mGN
eingeschlossen. Der Zeitraum zwischen Serumabnahme und Diagnosestellung (Zeitpunkt
der Nierenbiopsie) betragt maximal sechs Monate. Aufgrund des zeitlichen Aspekts ist eine
Spontanremission der Antikdrper unwahrscheinlich. AuRerdem haben die Patienten noch
keine immunsuppressive Therapie erhalten, die zu einer Remission der Antikdrper gefihrt
haben konnte. Eine organisierte Sammlung von Patientenproben im Rahmen von

Registern, wie dem Hamburger Glomerulonephritis Register, ist ausgesprochen relevant.

Die Konformation der Epitope des PLA;R und THSD7A wird unter anderem durch
Disulfidbriickenbindungen stabilisiert, die unter experimentellen Bedingungen in einer

reduzierenden standard Western Blot Analyse nicht aufrechterhalten werden kénnen. Die
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Antikérperbindung an diese konformationsabhangigen Epitope ist daher, ebenso wie beim
Grolteil der weiteren identifizierten potenziellen Antigene, nur unter nicht-reduzierenden
Bedingungen moglich (Beck et al., 2009; Caza et al., 2021a; Tomas et al., 2014). Deshalb
wurden in dieser Arbeit Techniken verwendet (milder Western Blot, Dot Blot, nativer
Western Blot), die mégliche konformationsabhangige Epitope unbekannter Antigene auch

unter experimentellen Bedingungen erhalten.

Die durchgefiihrten Dot Blot und milden Western Blot Analysen kdnnen Patienten
identifizieren, bei denen die mGN mdglicherweise durch eine in situ Immunkomplexbindung
an einem endogenen glomeruldren Antigen entsteht. Bei 58 (55 %) der 106 Patienten mit
PLA2R- und THSD7A-Antikorper negativer mGN konnte keine Antigen-AntikOrper-Reaktion
durch die verschiedenen Western Blot Techniken sichtbar gemacht werden. Dies kann
verschiedene Grinde haben: Erstens besteht die Moglichkeit, dass in einigen
Patientenseren der Antikdrperspiegel zu gering ist, um eine Immunreaktion nachzuweisen.
Zweitens ist eine Spontanremission der Antikdrper moglich, die einer klinischen Remission
der Proteinurie vorausgeht. Drittens ist der Ansatz, die Reaktivitdt des Patientenserums mit
glomerularen Proteinen zu untersuchen, nicht fur Patienten geeignet, bei denen die
Immunkomplexentstehung nicht in situ stattfindet oder ein exogenes Antigen gebunden
wird. Innerhalb dieser Kohorte von 58 Patienten kénnte beispielsweise NELL-1 eine Rolle
spielen, da fir NELL-1 bisher keine podozytare Expression im gesunden humanen
Glomerulus nachgewiesen wurde (Sethi et al., 2020a). Deshalb kann NELL-1 nicht in den
glomerularen Proteinextrakten detektiert werden, die in dieser Arbeit verwendet wurden.
Fur die Identifikation moglicher Antigene innerhalb dieser Kohorte koénnte eine
massenspektrometrische  Untersuchung  mikrodissezierter  Glomeruli aus den

Nierenbiopsien der Patienten durchgefihrt werden.

Patientenseren mit moglicher Antigen-Antikdrper-Reaktion

In 48 (45 %) der 106 Seren von Patienten mit PLA2R- und THSD7A-AntikGrper negativer
mMGN wurden Antikorper identifiziert, die an ein endogenes Antigen im gesunden humanen
Glomerulus binden konnten. Durch die Dot Blot Analysen wurden unter nativen
Bedingungen eine groRere Anzahl an Seren identifiziert als durch die milden Western Blot
Analysen (42 % versus 18 %). Dieser Befund kann durch die methodischen Unterschiede
erklart werden: Zum einen ist die Dot Blot Analyse hintergrundanfélliger als die Western
Blot Analyse, da ein Proteingemisch und kein einzelnes Protein erkannt wird, was zu
unspezifischen bzw. falsch-positiven Ergebnissen fihren kann. Zum anderen erfordert eine
Western Blot Analyse durch die Gelelektrophorese und insbesondere den Transfer der

Proteine auf eine PVDF-Membran mehr methodische Schritte, bei denen die Konformation
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der Epitope gesttrt werden und Proteinmenge verloren gehen kann. Zusatzlich ist es
mdglich, dass die Epitope mancher Antigene auf native Bedingungen angewiesen sind und
daher unter milden Bedingungen im Western Blot keine Antikdrperbindung zustande
kommen konnte. Zwar stellt die milde Western Blot Analyse eine effektivere Methode dar,
um Antigenkandidaten zu ermitteln, ohne Dot Blot Analyse waren jedoch zwei von neun
Antigenkandidaten nicht bestimmt worden. Eine Kombination aus beiden Ansatzen ist
daher als Methode zu empfehlen, um eine Vorauswahl an potenziellen Antigenkandidaten

zu treffen.

Insgesamt wurde etwa die Halfte der Seren mit Antigen-Antikbrper-Reaktion durch
Antikdrper der 1IgG4-Subklasse gebunden. Die Immunantwort der anderen Halfte ist einer
anderen Antikorpersubklasse zuzuordnen, was im Unterschied zu der Pathogenese der
PLA;R- und THSD7A-assoziierte mGN steht (von Haxthausen et al., 2018). Méglicherweise
liegt zu Krankheitsbeginn eine andere IgG Subklasse vor, z.B. IgG1 oder 3, die sich im
Krankheitsverlauf zu IgG4 andert (Burbelo et al., 2020). Passend zu den Ergebnissen in
dieser Arbeit wies der Grof3teil der zuletzt identifizierten potenziellen Antigene keine IgG4-
Dominanz der Antikdrper auf, sondern wurden vorwiegend durch Antikdrper der IgG1- und
IgG3-Subklasse gebunden (Tabelle 10) (Caza et al., 2021a).

Beim Grofteil der bisher identifizierten potenziellen Antigene handelt es sich ebenso wie
bei PLA2R und THSD7A um membranstandige Proteine, wahrend HTRA1 und NELL1
sezerniert werden (Caza et al., 2021a). Daher wurde fir die Seren, die eine Antigen-
Antikérper-Reaktion ergaben, die Lokalisation der potenziellen Antigene in der Membran
oder dem Zytoplasma untersucht. Die native Western Blot Analyse wurde gewahlt, da mit
dieser Methode die Epitope der Antigene stabilisiert werden, deren Konformation auf native
Bedingungen angewiesen sind. Insgesamt befanden sich mehr potenzielle Antigene in der
Membran als im Zytoplasma (17 versus 4), passend zu der Lokalisation der bisher
identifizierten potenziellen Antigene (Tabelle 10). Zytoplasmatische Proteine sind unter
normalen Bedingungen nicht fur eine Antikbrperbindung erreichbar und kdnnen daher nicht
als primare Antigene fungieren. Im Rahmen der Krankheitsentstehung herrschen jedoch
keine normalen Bedingungen, sondern z.B. oxidativer Stress, in dessen Anwesenheit
moglicherweise auch zytoplasmatische Proteine Richtung Zellmembran wandern und damit
fur eine Antikdrperbindung zur Verfigung stiinden (Pozdzik et al., 2018). AuRerdem kénnte
es im Rahmen der Krankheitsentstehung zur Sekretion von Antigenen kommen, was eine
Immunreaktion auslost, wie bei der HTRAl-assoziierten mGN vermutet wird (Al-Rabadi et
al., 2021). Hervorzuheben ist, dass durch Antikérper der IgG4-Subklasse nur
membranstandige Antigene gebunden wurden. Die Antikorper in den Seren, durch die eine
Gesamt-IgG positive Immunreaktion gebildet wird, binden sowohl Membran- als auch

zytoplasmatische Proteine.
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Tabelle 10: Molekulare Eigenschaften der (potenziellen) Antigene und Antikdrper

Name Membran  Konformations- Zirkulierende 1gG4 Klinische
Assoziation abhangiges Antikdorper Dominanz Auffélligkeit
Epitop

Potenzielle Antigene mit podozytarer Expression

PLA.R v v v v

THSD7A v 4 v v Malignome
NTNG1 v 4 v v

CNTN1 v v v v CIDP
FAT1 v x v N/A HSZT
HTRA1 x x v v

TGFBR3 v N/A x N/A SLE
Potenzielle Antigene ohne podozytéare Expression

NELL-1 x v v x Malignome
PCDH7 v v v x

NCAM1 v v v x SLE
EXT1/2 v * N/A x N/A SLE

*in der Membran des endoplasmatischen Retikulums;

Fur eine bessere Ubersicht und aufgrund der geringeren Relevanz fiir diese Arbeit wurden in die Tabelle keine
(potenzielle) Antigene aufgenommen, die mit der kindlichen Form der mGN assoziiert sind, sich intrazellular
befinden oder zu denen zum jetzigen Zeitpunkt noch keine Daten beziglich zirkulierender Antikdrper im
Patientenblut vorliegen.

CIDP = Chronisch inflammatorisch demyelinisierende Polyneuropathie, EXT1/2 = Exostosin 1/2, FAT1 =
Protocadherin FAT1, HSZT = H&matopoetische Stammzelltransplantation, HTRA1 = High temperature
requirement A serine peptidase, NCAM1 = Neural cell adhesion molecule 1, NELL-1 = Neural-epidermal growth
factor-like 1 protein, NTNG1 = Netrin G1, PCDH7 = Protocadherin 7, PLA2R = Phospholipase A2 Rezeptor, SLE
= Systemischer Lupus erythematodes, THSD7A = Thrombospondin type 1 domain containing protein 7A,
TGFBR3 = Transforming growth factor beta receptor 3, N/A = Nicht angegeben.

Angelehnt an Hoxha et al., 2022, Tabelle 1.

Durch sieben Seren wurde ein potenzielles Antigen gebunden, das weder der Membran-
noch der zytoplasmatischen Fraktion zugeordnet werden konnte. Stattdessen kam es zu
einer Immunreaktion mit einem Protein im GBM-Isolat. Dieses Proteinextrakt enthalt vor
allem Proteine der extrazellularen Matrix, welche die glomerulare Basalmembran bilden.
Bei der GBM handelt sich um eine sehr eng vernetzte und komplexe Struktur, was die
Isolation und Anreicherung einzelner Proteine erschwert und es daher einer fraktionierten

Proteinisolation bedarf (Byron et al., 2013; Lennon et al., 2014). Es ist vorstellbar, dass ein
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Protein der extrazellularen Matrix auch als Zielantigen bei Patienten mit mGN fungieren
kann. Keines der potenziellen Antigene in der GBM wurde durch Antikdrper der 1gG4-
Subklasse gebunden. Diese Seren wurden daher fur eine IgG4-abhangige
Immunprazipitation ausgeschlossen. Allerdings ware eine Subklassenanalyse und eine
Immunprazipitation mit Hilfe der Antikorper der fihrenden IgG Subklasse mdglich.
Zusatzlich kdonnte bei diesen Patienten eine elektronenmikroskopische Beurteilung der
GBM hilfreich sein, um maogliche morphologische Unterschiede im Vergleich zu Patienten
ohne detektierbare Antikdrperreaktion gegen ein Protein der extrazellularen Matrix zu

identifizieren.

Durch vier Seren wurden in der milden Western Blot Analyse mehrere Proteinbanden
detektiert, die teilweise unter reduzierenden Bedingungen in der standard Western Blot
Analyse nicht mehr sichtbar waren. Moglicherweise erkennen die Antikorper in diesen
Patientenseren mehrere verschiedene Antigene. Eine Doppelpositivitat fur beispielsweise
PLA;R und THSD7A wird bei etwa 1 % der Patienten mit primérer mGN beschrieben
(Larsen et al., 2016). Auch posttranslationale Modifikationen oder unspezifische Bindungen

kénnen die Grundlage mehrerer Proteinbanden sein.

Auswahl eines potenziellen Antigenkandidaten und Identifikation des NTNG1

Mit den Dot Blot und milden/nativen Western Blot Analysen konnten 17 Seren identifiziert
werden, in denen Antikorper zirkulieren, die gegen ein potenzielles Antigen in der gesunden
humanen glomerularen Membranfraktion gerichtet sind. Neun von 17 Seren ergaben eine
IgG4-Immunantwort, wovon ein Serum aufgrund der folgenden Kriterien fiir die Etablierung
einer Immunprazipitation ausgewahlt wurde: 1.) Die zirkulierenden Antikdrper dieses
Serums (MGN Patient 1, Index) detektierten im milden und nativen Western Blot ein Antigen
auf Hohe von etwa 55 kDa. Durch die kleine Proteingrof3e ist es gut von PLA2R (180 kDa)
und THSD7A (250 kDa) und moglichen kontaminierenden IgG-Banden abgrenzbar. 2.)
Dieses Serum zeigte in Western Blot Analysen ein gutes Signal-Hintergrund Verhaltnis. 3.)
Es stand ausreichend Serum zur Verfiugung. 4.) Die 1gG4-Antikorper in diesem Serum
binden an ein Antigen, dessen Epitop(e) konformationsabhéngig ist/sind, da eine Bindung
unter reduzierenden Bedingungen im standard Western Blot nicht nachweisbar ist. 5.) In
der Nierenbiopsie des Indexpatienten konnte IgG4 entlang der GBM angefarbt werden
(Reinhard et al., 2022).

Aus diesen Grinden wurden die 1gG4-Antikdrper aus dem Serum des Indexpatienten
aufgereinigt und zur Immunpréazipitation des Antigens aus der glomeruldren

Membranfraktion genutzt. Die nachfolgende massenspektrometrische Analyse fiihrte zur
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Identifikation von NTNG1 als neues potenzielles Antigen bei Patienten mit mGN. Der
Indexpatient prasentierte sich zum Zeitpunkt der Diagnosestellung mit einem nephrotischen
Syndrom (12 g Proteinurie/Tag) bei stabiler Nierenfunktion (Serumkreatinin 1,6 mg/dl). In
der durchgefihrten Nierenbiopsie zeigte sich ein friihes Stadium einer mGN mit diskreten

IgG-Depots und eine diabetische Nephropathie (Reinhard et al., 2022).

Neben NTNG1 wurden zwei weitere Treffer mittels massenspektrometrischer Analyse in
den Immunprazipitaten identifiziert: Solute carrier family 25 member 3 (SLC25A3) und
Adenosintriphosphat synthase subunit beta (ATP5B). Da es sich bei keinem der beiden
Proteine um podozytdre Proteine handelt und sie in der untersuchten Probe weniger

angereichert waren, wurden sie als Antigenkandidaten verworfen.

Charakterisierung der NTNG1-assoziierten mGN

NTNGL1 ist ein neuronales Protein, das auch auf den Podozyten der gesunden humanen
Niere exprimiert wird (Meerabux et al., 2005). Wie anhand der Western Blot Analysen zu
erwarten, ist NTNG1 ein membranassoziiertes Protein mit einer Grofl3e von etwa 50 kDa.
NTNGL1 ist N-glykosyliert und tber einen C-terminalen Glykosylphosphatidylinositol (GPI)-
Anker mit der Zellmembran verbunden. Es enthalt ein N-terminales Signalpeptid, eine N-
terminale Laminin Domane und darauf folgend drei EGF-like Domanen (Nakashiba et al.,
2000). NTNGL1 reinht sich in die Liste von potenziellen Antigenen assoziiert mit der mGN ein,
die sowohl podozytaren als auch neuronalen Ursprungs sind: Dazu gehtéren THSD7A,
HTRA1, SEMA3B und CNTN1. Auch die potenziellen Antigene NCAM1, NELL-1 und
PCDH7, die nicht im gesunden Podozyten exprimiert werden, kénnen in Neuronen
gefunden werden (Al-Rabadi and Beck, 2022; Caza et al., 2021a). Mit der Identifikation von
CNTNL1 konnte erstmals ein neurorenales Antigen ausgemacht werden, das bei Patienten
mit MGN und CIDP beiden Erkrankungen zugrunde liegt (Le Quintrec et al., 2021).
Wahrend Proteine der Netrin-Familie Einfluss auf die Leitfahigkeit von Axonen haben, ist
ihre Funktion im Podozyten bisher unbekannt (Nakashiba et al., 2000). Mutationen des
NTNGL1 sind in seltenen Fallen Ursache einer neurologischen Entwicklungsstérung, dem
Rett-Syndrom (Archer et al., 2006; Nectoux et al., 2007). Eine ver&nderte Expression von
NTNGL1 in der Niere ist bisher weder bei der mGN noch bei anderen Nierenerkrankungen

beschrieben worden.

Mehrere Befunde sprechen dafiir, dass NTNG1 das Zielantigen bei dem Indexpatienten ist.
Die zirkulierenden Antikérper aus dem Serum des Indexpatienten sind spezifisch fir
NTNG1, da die Antikoérper in den milden Western Blot Analysen an NTNG1 gebunden

haben. Zusatzlich zeigte sich in der Nierenbiopsie des Indexpatienten zum Zeitpunkt der
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Diagnosestellung eine granulare Positivitat von NTNG1 und IgG4 entlang der GBM und
eine subepitheliale Lage der Immundepots (Reinhard et al., 2022). Diese Merkmale sind
auch fir die pathogenen Antigene PLA2R und THSD7A beschrieben (Beck et al., 2009;
Tomas et al., 2014). Fiur die Hohe der PLA;R-Antikorperspiegel konnte eine Korrelation mit
der Krankheitsaktivitdt bewiesen werden und dadurch deren klinische Relevanz bestétigt
werden (Beck et al., 2009). FiUr die Einschatzung der klinischen Relevanz der NTNGL1-
Antikdrper wurde deren Vorhandensein beim Indexpatienten tber einen Zeitraum von 48
Monaten (funf Zeitpunkte) untersucht und mit der H6he der Proteinurie korreliert. In diesem
Zeitraum erhielt der Patient keine immunsuppressive Therapie. Uber die gesamten 48
Monate lag die Proteinurie des Patienten im nephrotischen Bereich (initial 12 g/Tag, nach
48 Monaten 4,9 g/Tag) und es konnten zirkulierende NTNG1-Antikorper im Patientenserum
mittels Western Blot Analyse zu jedem der flinf Zeitpunkte nachgewiesen werden (Reinhard
et al., 2022). Dies lasst eine Korrelation der Antikdrperspiegel mit der Krankheitsaktivitat

vermuten.

Im Rahmen einer Folgearbeit wurde die Pravalenz der NTNG1-assoziierten mGN anhand
von einer Kohorte mit Serumproben von 811 Patienten mit mGN (223 PLA2R- und THSD7A-
Antikorper negativ, inklusive der in dieser Arbeit untersuchten Kohorte von 106 Patienten)
und einer zweiten Kohorte mit Nierenbiopsien von 383 Patienten mit mGN (242 ohne
erhdhte glomerulare Expression von PLA;R- und THSD7A) untersucht (Reinhard et al.,
2022). Neben dem Indexpatienten konnten zwei weitere Patienten mit NTNG1-assoziierter
MGN identifiziert werden. Bei keinem der drei Patienten konnten zirkulierende Antikorper
gegen PLAz;R bzw. THSD7A detektiert werden, noch wurde eine erhéhte glomerulare
Expression der beiden Antigene in der Nierenbiopsie nachgewiesen (Reinhard et al.,
2022). In einer unabhangigen Kohorten wurde durch Caza et al. ein weiterer NTNG1-
positiver mGN Patient mittels Protein G Immunprazipitation bzw. Lasermikrodissektion von
Glomeruli mit nachfolgender massenspektrometrischer Analyse identifiziert (Caza et al.,
2023). Die niedrige Pravalenz der NTNG1-assoziierten mGN steht im Einklang mit den
Ergebnissen der verschiedenen Western Blot Analysen in dieser Arbeit. Nur durch ein
Serum mit vorwiegend Antikdrpern der IgG4-Subklasse und Lokalisation des mdglichen
Antigens in der Membran konnte eine Bande auf gleicher Hohe wie NTNG1 (bei einer Grol3e
von etwa 50 kDa) detektiert werden. Durch die Antikérper dieses Serums wurde NTNG1
jedoch nicht gebunden. Neben den aufgefliihrten Gemeinsamkeiten zwischen dem
Indexpatienten und mGN Patient 2 ist hervorzuheben, dass es durch das Serum des mGN
Patienten 2 sowohl unter reduzierenden als auch nicht-reduzierenden Bedingungen zu
einer Antikorperbindung kommt. Dies ist vergleichbar mit der HTRA1- und FAT1-
assoziierten mGN (Al-Rabadi et al., 2021; Sethi et al., 2022). Zusatzlich wurden durch das

Serum des mGN Patient 2 im Gegensatz zum Indexpatienten in der Dot Blot Analyse keine
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der Proteinextrakte detektiert. Daher ist es unwahrscheinlich, dass es sich um dasselbe

Antigen handelt.

Im Rahmen der Folgearbeit wurde auf3erdem eine Kohorte von 77 Patienten mit anderen
glomerularen Erkrankungen und sieben gesunden Probanden auf das Vorhandensein von
NTNG1-Antikorpern im Serum mittels des Arbeitsgruppen-internen ELISAs untersucht. In
dieser Kohorte konnten keine NTNG1-Antikdrper identifiziert werden (Reinhard et al.,
2022).

PLA2R- und THSD7A-Antikorper sind sehr spezifisch fur die Diagnose einer PLA2R- bzw.
THSD7A-assoziierten mGN (Beck et al., 2009; Hofstra et al., 2012; Hoxha et al., 2014;
Tomas et al., 2014). Nach den aktuellen KDIGO-Leitlinien ist daher eine Nierenbiopsie zur
Bestétigung der Diagnose einer PLA;R-assoziierte mGN bei Patienten mit nephrotischem
Syndrom und PLA:R-Antikorper Nachweis im Patientenserum nicht zwingend nétig, sofern
die Nierenfunktion stabil ist und noch keine immunsuppressive Therapie erfolgt ist (Rovin
et al., 2021). Auch der NTNG1-Nachweis zeigte eine hohe Spezifitat fur die NTNG1-
assoziierte mGN. Insgesamt konnte bei keinem Patienten mit PLA;R- oder THSD7A-
assoziierter mGN eine erhdhte glomerulare Expression von NTNG1 oder NTNG1-
Antikérper im Serum nachgewiesen werden (Reinhard et al., 2022). Aufgrund der niedrigen
Pravalenz der NTNG1-Antikérper unter allen Patienten mit mGN kann jedoch zum jetzigen
Zeitpunkt keine Diagnose durch alleinigen Antikdrpernachweis aus dem Serum gestellt
werden, sondern es sollte zusatzlich eine diagnostische Nierenbiopsie erfolgen. Eine
Nierenbiopsie kann zudem Hinweise auf eine mdgliche assoziierte Erkrankung bzw.
sekundare Genese der mGN geben, auch wenn bei keinem der drei Patienten mit NTNG1-
assoziierter mGN eine zeitgleich vorliegende Tumorerkrankung oder

Autoimmunerkrankung diagnostiziert werden konnte (Reinhard et al., 2022).

Limitationen der Arbeit und Ausblick

Neben dem Indexpatienten zeigten acht weitere Seren eine Reaktion mit einem Protein im
humanen Glomerulus, das membranstandig ist und durch Antikorper der IgG4-Subklasse
gebunden wird. Die Banden waren auf unterschiedlicher Hbhe sichtbar, sodass von
verschiedenen Proteinen mit einer Grof3e zwischen 50 und 140 kDa ausgegangen werden
kann. Es ist hervorzuheben, dass durch das Serum von mGN Patient 6 ein mdgliches
Antigen mit einer Gréf3e von etwa 130 kDa gebunden wird, bei dem es sich um CNTN1

handeln kdnnte.

Dies lasst die Schlussfolgerung zu, dass es noch weitere endogene Antigene gibt, gegen

die sich Antikdrper gebildet haben und zur Ausbildung einer mGN gefiihrt haben. Deren
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Identifikation kann nach dem gleichen Prinzip wie NTNG1 durch Immunprazipitation mit
Hilfe der IgG4-Antikbrper aus dem  Patientenserum und  nachfolgender

massenspektrometrischer Analyse erfolgen.

Limitierend an dieser Arbeit ist, dass die 106 Patienten mit PLA;R- und THSD7A-Antikorper
negativer mGN nicht auf die Anwesenheit von Antikdrpern gegen weitere potenzielle
Antigene untersucht wurden, die mit der mGN assoziiert sind. Aufgrund der Proteinbande,
die durch die Antikdrper im Serum des Indexpatienten auf Hohe von etwa 55 kDa erkannt
wurde, wurde die Reaktivitat des Serums des Indexpatienten mit HTRAL untersucht. In
einer milden Western Blot Analyse konnte jedoch keine Immunreaktion mit HTRA1
nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt).

Limitierend an der Dot Blot Analyse sind die moglicherweise unspezifischen bzw. falsch
positiven Signale, die durch das Auftragen eines Proteinmixes anstelle von einzelnen
Proteinen entstehen kénnen. Die Dot Blot Analyse war durch die schnelle Durchfiihrbarkeit
eine gute Methode, um eine Vorauswahl an Seren zu treffen, die eine Antikdrper-Reaktion
auf die verschiedenen Proteinextrakte ergaben. Durch die zusatzliche Analyse der Seren
im nativen Western Blot konnte eine verlasslichere Aussage Uber eine mogliche

Immunreaktion gegen ein endogenes glomerulares Antigen getroffen werden.

Die Analyse der Seren im standard Western Blot wurde durchgefihrt, um mdogliche
konformationsabhangige Epitope der Antigene zu identifizieren. Fir eine bessere
Vergleichbarkeit hatte die Analyse ebenfalls im milden Western Blot unter Zugabe von
Reduktionsmittel erfolgen kdnnen. Bei den Seren, die keine Proteinbande mehr unter
reduzierenden Bedingungen im standard Western Blot detektiert haben, ist nicht eindeutig,
ob es auf das Reduktionsmittel oder die Bedingungen des standard Western Blots im
Vergleich zum milden Western Blot zurtickzufiihren ist. Fir den Indexpatienten wurde eine
standard Western Blot Analyse durchgefiihrt, bei welcher das Proteinextrakt mit und ohne
Reduktionsmittel als Antigen geladen wurde. Diese Analyse bestatigte eine Bindung der
Antikdrper aus dem Serum des Indexpatienten an ein oder mehrere

konformationsabhangige Epitope (Daten nicht gezeigt).

NTNG1 gehort in die Gruppe der potenziellen Antigene, die dem Pathomechanismus einer
in situ Immunkomplexbildung mit einem endogenen Antigen entsprechen. Ebenso ist eine
in situ Immunkomplexbildung mit Bindung der Antikdrper an einem implantierten, exogenen
Antigen und eine Entstehung von zirkulierenden Immunkomplexen beschrieben (Glassock,
2009). In der Literatur ist bisher nicht beschrieben, welcher Anteil an Patienten mit PLA2R-
und  THSD7A-Antikorper negativer mMGN den drei pathophysiologischen
Entstehungsmaoglichkeiten zugeordnet werden kann. Aus der nativen Western Blot Analyse

in dieser Arbeit lasst sich schlussfolgern, dass bei 26 % der Patienten mit PLA2R- und
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THSD7A-Antikbrper  negativer mGN die Erkrankung durch eine in situ
Immunkomplexbildung mit Bindung an einem endogenen glomeruldren Antigen der
gesunden Niere entstehen kann. Bei den Ubrigen Patienten kdénnte, abgesehen von einer
mdglichen immunologischen Remission, entweder ein implantiertes, exogenes Antigen
ursachlich sein oder es liegen zirkulierende Immunkomplexe zugrunde. Zusatzlich gelang
die ldentifikation des neuen Antigens NTNG1 bei einem Patienten mit PLA;R- und
THSD7A-Antikérper negativer mGN. Insgesamt kdnnte diese Arbeit zu einem besseren
Verstandnis der Pathomechanismen der PLA2R- und THSD7A-Antikorper negativen mGN
beitragen.

63



Dissertation Zusammenfassung

6 Zusammenfassung

Die primare mGN ist eine autoimmune Nierenerkrankung, die in etwa 75 % bzw. 5 % der
Patienten durch Bindung von pathogenen Antikdrpern an die endogenen podozytaren
Proteine PLA2R bzw. THSD7A entsteht. Im Rahmen dieser Arbeit wurden bei 28 (26 %)
von 106 Patienten mit PLA:R- und THSD7A-Antikérper negativer mGN mittels
verschiedener Western Blot Techniken zirkulierende Antikorper identifiziert, die an
glomerulare Proteine gebunden haben. Die Immunreaktion richtete sich gegen
membranassoziierte Proteine, zytoplasmatische Proteine und Proteine der glomerularen
Basalmembran. Antikdrper der IgG4-Subklasse waren bei neun Patienten nachweisbar und
haben ausschlieRlich an Antigene gebunden, die membranassoziiert sind. Diese Befunde
sprechen fir den Pathomechanismus einer in situ Bindung von Antikérpern an einem
endogenen, glomeruldren Antigen. Durch die Seren von 78 (74 %) von 106 Patienten
konnte keine Proteinbande in den Western Blot Analysen detektiert werden. Neben einer
Spontanremission der Antikdrper kommt es bei diesen Patienten moglicherweise zu einer
in situ Bindung von Antikérpern an ein exogenes, implantiertes Antigen oder es handelt sich

um zirkulierende Immunkomplexe.

Fur die Identifikation eines Antigens wurden aus einem Patientenserum und dem eines
gesunden Probanden die zirkulierenden 1gG4-Antikdrper mittels Affinitatschromatographie
aufgereinigt. Die 1gG4-Antikorper wurden zur Immunprazipitation des potenziellen mGN-
Antigens aus der Membranfraktion der isolierten humanen Glomeruli genutzt. Nach Elution
des Antigens wurde mittels massenspektrometrischer Analyse Netrin G1 (NTNG1) als
neues potenzielles Antigen bei Patienten mit PLA2R- und THSD7A-Antikbrper negativer
MGN identifiziert. In der milden Western Blot Analyse haben die zirkulierenden Antikorper
im Serum des Indexpatienten an NTNG1 gebunden, wahrend es durch das Serum eines
gesunden Probanden und je eines Patienten mit PLAzR- bzw. THSD7A-assoziierter mGN
zu keiner Immunreaktion kam. NTNGL1 ist ein membranassoziiertes neuronales Protein mit
einer GroR3e von etwa 50 kDa, das auf dem gesunden humanen Podozyten exprimiert wird
und vorwiegend von Antikdrpern der 1gG4-Subklasse gebunden wird. NTNG1 reiht sich
damit in die Gruppe der neu identifizierten Antigene bei Patienten mit mGN ein und
entspricht dem pathophysiologischen Konzept der PLA2R- und THSD7A-assoziierten mGN.
Fur die Identifikation weiterer potenzieller endogener Antigene kann ein kombinierter
Ansatz aus IgG(4)-abhangiger Immunprazipitation mit nachfolgender
massenspektrometrischer Analyse zielfihrend sein. Die Pathogenitat der NTNG1-
Antikdrper und deren klinische Relevanz bei Patienten mit NTNG1-assoziierten mGN ist

noch zu definieren.

64



Dissertation Summary

7 Summary

Primary membranous nephropathy (MN) is an autoimmune-mediated kidney disease that
results from binding of pathogenic antibodies to the endogenous podocytic proteins PLA2R
and THSD7A in approximately 75 % and 5 % of patients, respectively. In this study,
circulating antibodies binding to glomerular proteins were identified in 28 (26 %) of 106
patients with PLA;R- and THSD7A-antibody negative MN using different western blot
techniques. The immune response was directed against membrane-associated proteins,
cytoplasmic proteins, and glomerular basement membrane proteins. Antibodies of the IgG4-
subclass were detectable in nine patients and bound exclusively to potential membrane-
associated antigens. These findings support the pathomechanism of in situ formation of
antibodies directed against an endogenous glomerular antigen. No protein band was
detected in western blot analyses by sera from 78 (74 %) of 106 patients. In addition to
spontaneous remission of antibodies, in situ formation of antibodies against an exogenous,
implanted antigen or circulating immune complexes might be involved in disease

development of these patients.

For the identification of potential antigens, circulating IgG4 antibodies were purified from
sera of a patient and a healthy donor by affinity chromatography. The IgG4 antibodies were
used to immunoprecipitate the potential MN antigen from the membrane fraction of isolated
human glomeruli. After elution of the antigen, netrin G1 (NTNG1) was identified by mass
spectrometry analysis as a new potential target antigen in patients with PLA;R- and
THSD7A-antibody negative MN. In gentle western blot analysis, circulating antibodies in the
serum of the index patient bound to NTNG1. There was neither an immune response by the
serum of a healthy doner nor by one patient each with PLA;R- and THSD7A-associated
MN, respectively. NTNG1 is a membrane-associated neuronal protein with a size of
approximately 50 kDa that is expressed on the healthy human podocyte and bound
predominantly by antibodies of the IgG4-subclass. NTNG1 thus joins the group of newly
identified antigens in patients with MN and is consistent with the pathophysiological concept
of PLA2R- and THSD7A-associated MN. For the identification of additional potential
endogenous antigens, a combined approach of IgG(4)-dependent immunoprecipitation
followed by mass spectrometric analysis can be promising. The pathogenicity of NTNG1-
antibodies and their clinical relevance in patients with NTNG1-associated MN remains to
be defined.
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