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1 Arbeitshypothese und Fragestellung

Anti-M-type phospholipase A2 receptor 1 (PLA2R1) Autoantikdrper werden bei
der Mehrzahl der Patienten mit primarer membrantser Glomerulonephritis
(MGN) im Serum detektiert. Autoantikérper-produzierende B-Zellen sind an der
Entstehung unterschiedlicher autoimmuner Erkrankungen beteiligt und ihnen
wird auch eine Rolle auch in der Pathogenese der PLA2R1-assoziierten MGN
zugeschrieben. Ziel dieser Arbeit ist die immunologische Charakterisierung von
Patienten mit MGN durch die Untersuchung im Blut zirkulierender B-
Zellsubpopulationen mittels Durchflusszytometrie (fluorescence activated cell
sorting; FACS), die Quantifizierung von 1gG-produzierenden B-Zellen mittels IgG
enzyme-linked immunospot assay (ELISpot) Untersuchung sowie die
Charakterisierung und Quantifizierung PLA2R1-spezifischer B-Zellen mittels
PLA2R1 ELISpot und PLA2R1-spezifischer FACS Untersuchung. Folgende

Hypothesen werden in dieser Arbeit untersucht.

1. 1gG-produzierende B-Zellen von Patienten mit MGN unterscheiden sich in
ihrer Anzahl und Funktion von IgG-produzierenden B-Zellen gesunder
Kontrollen.

2. Patienten mit MGN besitzen im Vergleich zu gesunden Kontrollen
veranderte B-Zellsubpopulationen, die mittels FACS gemessen werden
konnen.

3. Patienten mit MGN besitzen im Blut zirkulierende PLA2R1-spezifische B-
Zellen. Diese PLA2R1-spezifischen B-Zellen kénnen mittels PLA2R1-
spezifischem ELISpot-Assay indirekt quantifiziert und in der PLA2R1-
spezifischen FACS Untersuchung anhand von Oberflachenmarkern

charakterisiert werden.



2 Einleitung

2.1 Aufbau und Funktion des Glomerulus

Die Nieren sind paarig angelegte, retroperitoneale Organe, die an einer Vielzahl
lebenswichtiger physiologischer Prozesse beteiligt sind. Hierzu z&hlen die
Regulation des Wasser- und Elektrolythaushalts, die Ausscheidung
harnpflichtiger Substanzen, die langfristige Blutdruckregulation, die Beteiligung
an metabolischen Prozessen und die Bildung von Hormonen (Kuhimann et al.,
2015). Dabei stellt das Nephron die kleinste Funktionseinheit der Niere dar. Das
Nephron wird vom Glomerulus, bestehend aus der glomerularen Kapillarschleife
und der Bowman-Kapsel, und dem ableitenden Tubulus gebildet (Netter, 2020).
Durch die Filtration des Blutes entlang der glomerularen Kapillarschleife wird das
Ultrafiltrat gebildet. Der glomerulare Filter besteht aus dem fenestrierten
Kapillarendothel, der glomerularen Basalmembran sowie den Podozyten mit
ihren hochdifferenzierten Ful3fortséatzen. Bei der Entstehung des Ultrafiltrats stellt
die effektive Druckdifferenz zwischen dem Druck in der Kapillarschleife und dem
Druck in der Bowman-Kapsel die treibende Kraft dar (Pape et al., 2014, S.
(Seiten) 392-393). Aufgrund der Beschaffenheit des glomerularen Filters kénnen
kleine Molekule bis zu einer Molekulgré3e von 6 bis 15 kDa in Abhéngigkeit von
ihrer Ladung zusammen mit Wasser frei filtriert werden, wahrend groRere
Molekile wie beispielsweise Albumin (69 kDa) intravasal verbleiben (Pape et al.,
2014, S. 394). Dennoch Uberwindet auch bei physiologischer Nierenfunktion eine
geringe Menge Albumin den glomerularen Filter (Brinkkoetter et al., 2013). Im
proximalen Tubulus wird Albumin durch rezeptorvermittelte Endozytose in
Tubulus-Epithelzellen aufgenommen (Russo et al., 2007). Wenn die glomerulare
Proteinfiltration die tubularen Resorptionsmechanismen Ubersteigt, kommt es zu
einer Proteinurie (Brinkkoetter et al., 2013). Wenn die Proteinurie sehr
ausgepragt ist (> 3,5 g/24h), fuhrt sie zur Entwicklung eines nephrotischen
Syndroms, das neben einer schweren Proteinurie durch eine Hypoalbuminéamie,
eine Hyperlipidamie und Odeme gekennzeichnet ist (Wang und Greenbaum,
2019). Die MGN ist die haufigste primar renale Ursache fir die Entstehung eines
nephrotischen Syndroms bei Erwachsenen in Europa (Cattran und Brencheley
2017). Durch die Deposition von Immunkomplexen im subepithelialen Spalt der

Glomeruli kommt es bei der MGN zu einer Storung der glomerularen
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Filtrationsbarriere und Entstehung einer ausgepragten Proteinurie (Ronco et al.,
2021b).

2.2 Pathogenese der MGN

Es wird eine primére und eine sekundadre Form der MGN unterschieden
(Glassock, 2010; Ronco et al.,, 2021b). Dabei definiert das Vorliegen einer
assoziierten Erkrankung oder die Exposition zu bestimmten Noxen die Diagnose
einer sekundaren MGN (Couser 2017, Ronco et al., 2021a). Hierzu gehoren
maligne Erkrankungen, Infektionen, beispielsweise mit Hepatitis B, systemischer
Lupus erythematodes sowie die Exposition gegentber Toxinen und
Medikamenten, wie Penicillamin, Tumornekrosefaktor a-Blockern, Gold und
nicht-steroidalen Antirheumatika (Couser 2017). Bei ca. 80 % der Patienten wird
keine sekundare Ursache gefunden und eine priméare, Autoantikdrper-vermittelte
Genese der MGN angenommen (Ronco et al., 2021a). Die Nierenbiopsie und die
histopathologische Untersuchung des Nierengewebes stellen den Goldstandard
zur Diagnose der MGN dar (Hoxha et al., 2022). Neben dem Nachweis der
subepithelialen Immundepots in der Elektronenmikroskopie zahlen eine diffuse
Verdickung der glomerularen Kapillarwand in der Lichtmikroskopie und die
granulare Positivitat fur IgG entlang der glomeruldren Basalmembran zu den
histologischen Diagnosekriterien der Erkrankung (Stahl und Hoxha, 2019; Hoxha
et al., 2022). Zusatzlich wird ein Verlust der Architektur der FuR3fortsatze der

Podozyten in der Elektronenmikroskopie beobachtet (Wiech et al., 2019).

In der Pathogenese der MGN nimmt die Bildung von subepithelialen
Immundepots entlang der glomeruléren Basalmembran eine zentrale Rolle ein.
Es werden unterschiedliche Mechanismen flr die Entstehung der Immundepots
diskutiert (Glassock, 2009). Basierend auf einem Tiermodell der MGN, der
sogenannten ,Heymann Nephritis“, konnte erstmals die Entstehung der
Immunkomplexe in situ nachvollzogen werden (Heymann et al., 1959). Spéater
wurde die in situ Bindung von zirkulierenden Antikérpern an das von Podozyten
exprimierte Antigen Megalin als Ursache fur die Entstehung der Immundepots in
der Heymann-Nephritis gezeigt (Couser et al., 1978). Neben einer mdglichen

Ablagerung zirkulierender Immunkomplexe und der in situ Formation von

9



Immunkomplexen durch Antikdrperbindung an Podozyten-eigene Antigene wird
die Ablagerung von zirkulierenden Antigenen im subepithelialen Raum als
weitere Ursache fur die Entstehung der Immundepots diskutiert. Bei
padiatrischen Patienten mit membrandser Glomerulonephritis kdnnen Antikorper
gegen kationisches, bovines Serumalbumin (cBSA) detektiert werden. Zusétzlich
verfugen diese Patienten Uber erhohtes zirkulierendes cBSA und anti-cBSA
Antikérper, wahrend keine erhdhten zirkulierenden Immunkomplexe detektiert
werden (Debiec et al., 2011). Bei der primaren MGN entstehen die Immundepots
in situ durch die Bindung zirkulierender Autoantikbrper an Antigene, die von
Podozyten exprimiert werden. (Beck et al., 2009; Cattran und Brenchley, 2017,
Couser, 2017; Stahl und Hoxha, 2019). Bei der sekundaren Form der Erkrankung
wird eine subepitheliale Ablagerung von Antigenen, die im gesunden Zustand
nicht von Podozyten exprimiert werden, diskutiert (Edgington et al., 1968;
Glassock, 2009; Hoxha et al., 2022).

Autoantikdrper gegen PLA2R1 wurden 2009 erstmals bei 70-80 % der Patienten
mit MGN im Serum detektiert (Beck et al.,, 2009). PLA2R1 stellt damit das
haufigste Antigen bei Patienten mit priméarer MGN dar (Bobart et al., 2021; Ronco
et al., 2021). Zusatzlich spielen weitere Autoantigene in der Erkrankung eine
Rolle. So werden bei 2-3 % der Patienten Autoantikbrper gegen das
Membranprotein thrombospondin type-1 domain-containing protein  7A
(THSD7A) im Serum gefunden (Tomas et al.,, 2014). In den letzten Jahren
wurden weitere, potenziell pathogenetisch relevante Autoantigene beschrieben
(Caza et al., 2021a; Ronco et al., 2021). Hierzu gehéren exostosin 1/exostosin 2
(EXT1/EXT2) (Sethi et al., 2019), neural epidermal growth factor-like 1 (NELL1)
(Ravindran et al., 2020; Bobart et al., 2021), high-temperature requirement A
serine peptidase 1 (HTRA1) (Al-Rabadi et al., 2021), protocadherin 7 (PCDH?7)
(Sethi et al., 2021), semaphorin 3B (SEMA3B) (Bobart et al., 2021), type Il
transforming growth factor receptor (TGFBR3) (Caza et al., 2021b), neural cell
adhesion molecule 1 (NCAM1) (Caza et al.,, 2021c), contactin 1 (CNTN1)
(Santoro et al.,, 2022), Netrin G1 (NTNG1) (Reinhard et al., 2022) und
protocadherin FAT1 (FAT1) (Sethi et al., 2022).

Bei der primaren, PLA2R1-assoziierten Form der MGN enthalten die

charakteristischen, subepithelialen Immunkomplexe neben dem Autoantigen
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PLA2R1 und Immunglobulin G (IgG) auch verschiedene Proteine des
Komplementsystems (Hoxha et al., 2012; Kawata et al., 2020; Reinhard et al.,
2020a). Hierzu zéhlen die Komplement-Konvertase C3 (C3) und der
Membranangriffskomplex C5b-9, sodass eine Aktivierung des
Komplementsystems mdglicherweise eine zentrale Rolle fir die Schadigung der
Podozyten und die Pathogenese der Erkrankung spielt (Ma et al.,, 2013;
Petrosyan et al., 2019; Stahl et al., 2019; Kawata et al., 2020; Ravindran et al.,
2020; Reinhard et al., 2020a). Erste Hinweise auf eine Komplement-vermittelte
Nierenschadigung bei der MGN stammen aus der Heymann-Nephritis (Reinhard
et al., 2020a). Im Rattenmodell der Heymann-Nephritis induziert der Transfer von
Serum aus Schafen, die mit Ratten-Tubulusextrakt immunisiert wurden, in Ratten
zur Entstehung einer Proteinurie und Formation von subepithelialen
Immundepots (Heymann et al., 1959). Die Entstehung der Proteinurie in der
Heymann-Nephritis ist dabei von der Aktivierung des Komplementsystems und
der Bildung des Membranangriffskomplexes abhangig (Cybulski et al., 1986).

Der genaue Mechanismus der Schadigung der Podozyten beim Menschen durch
die Bindung der Autoantikorper an PLA2R1 ist nicht abschlieRend geklart und

das Ziel intensiver Forschung (Reinhard et al., 2020a).

2.3 PLAZ2R1 als podozytares Oberflachenantigen bei Patienten mit
MGN

PLAZ2R1 ist ein ca. 185 kDa grof3es Glykoprotein, das zur Familie der Mannose-
Rezeptoren gehort (East und Isacke, 2002). Es besitzt eine N-terminale Cystein-
reiche Domane (CysR), eine Fibronektin Il Domane (FN II), acht C-Typ Lektin
Domanen (CTLD1 — CTLD8), eine Transmembrandoméne sowie einen kurzen,
intrazellularen C-terminalen Anteil (Dong et al., 2017). PLA2R1 wird auf der
Membranoberflache von Podozyten, neutrophilen Granulozyten und alveolaren
Makrophagen exprimiert (Beck et al., 2009). Zuséatzlich zeigt sich eine erhthte
Expression von PLA2R1 in bronchialen Epithelzellen und submukdsen

Drisenepithelzellen bei Kindern mit allergischem Asthma (Nolin et al., 2016).

Die dreidimensionale Struktur des PLA2R1-Molekiils ist von den Interaktionen

der einzelnen, extrazellularen Domanen abhangig (Dong et al., 2017; Fresquet
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et al., 2015). Dabei beeinflussen pH-Wertverschiebungen die Interaktion der
Doméanen CysR und CTLD2 sowie FNII und CTLD4 (Dong et al., 2017). Das
PLA2R1-Molekil nimmt bei sauren pH-Werten eine kompaktere Konformation
ein, wahrend ein basischer pH-Wert zu einer weniger starken Interaktion
zwischen den Doméanen und einer erweiterten Konformation des Molekdls fuhrt
(Fresquet et al., 2015; Dong et al., 2017; Ronco und Debiec, 2020). Diese pH-
abhangigen Konformationséanderungen beeinflussen méglicherweise sowohl die
Bindung der physiologischen Liganden von PLA2R1 als auch von PLA2R1-
spezifischen Autoantikérpern (Dong et al., 2017; Ronco und Debiec, 2020).
Bereits mit der Erstbeschreibung von PLA2R1 als Autoantigen bei Patienten mit
MGN wurden konformationelle Epitope als entscheidend fir die Bindung der anti-
PLA2R1 Autoantikdrper an PLA2R1 beschrieben. Mdglicherweise beeinflussen
intramolekulare Disulfidbriicken die Konformation der Epitope und dadurch auch

die Zugéanglichkeit der Autoantikorper zu den Epitopen (Beck et al., 2009).

Die genaue physiologische Funktion von PLA2R1 in der Niere ist weitgehend
unbekannt (Murakami und Lambeau, 2013). PLA2R1 fungiert als Rezeptor fur
I6sliche Phospholipase A2 und spielt eine Rolle in der Seneszenz, Apoptose und
Transformation von Tumorzellen (Zvaritch et al., 1996; Augert et al., 2009, 2013;
Murakami und Lambeau, 2013). Zusatzlich interagiert PLA2R1 mit
verschiedenen Matrixproteinen sowie auf der Plasmamembran und in

extrazellularen Vesikeln mit Annexin A2 und S100A (Fresquet et al., 2017).

2.4 Anti-PLA2R1 Autoantikorper erkennen Epitope in
unterschiedlichen extrazellularen Doméanen des PLAZ2R1-

Molekils

Die Epitope, die von zirkulierenden anti-PLA2R1 Autoantikbrpern gebunden
werden, liegen in den Domanen CysR, CTLD1, CTLD7 und CTLD8 des PLA2R1-
Molekuls (Fresquet et al., 2015; Kao et al., 2015; Reinhard et al., 2020b; Seitz-
Polski et al., 2018, 2016) (Abbildung 1). Dabei besitzen alle Patienten mit
positivem anti-PLA2R1 Autoantikorpertiter IgG-Molekile, die in

12
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Abbildung 1: Schematische Darstellung des PLA2R1-Molekils auf der
Zelloberflache mit Bindungsstellen der anti-PLA2R1 Autoantikdrper.
Dargestellt ist PLA2R1 auf der Zellmembranoberflache sowie die Bindung der
anti-PLA2R1 Autoantikdrper (rot) an die unterschiedlichen Domanen. Das
PLA2R1-Molekil besteht aus einer N-terminalen CysR-Domane (CysR, hellrot),
einer Fibronectin Il Domane (FN I, grin), acht CTLD Doméanen (CTLD1 bis
CTLDS8, weil3), einer Transmembrandoméane (blau) sowie einer kurzen C-
terminalen, intrazellularen Region. Epitope der PLA2R1-Autoantikdrper liegen in
den Domanen CysR, CTLD1, CTLD7, CTLD8 des extrazellularen Anteils von
PLA2R1 (Modifiziert nach Dong et al., 2017).

der N-terminalen Region CysR-FNII-CTLD1 Epitope erkennen (Reinhard et al.,
2020b; Seitz-Polski et al., 2016). Zusatzlich stellen anti-PLA2R1 Autoantikdrper,
die an den Komplex der N-terminalen Doméanen CysR, FNII und CTLD1 binden,
die Mehrheit der anti-PLA2R1 Autoantikérper dar und korrelieren eng mit dem
gesamten Titer der anti-PLA2R1 Autoantikdrper (Fresquet et al., 2015; Kao et al.,
2015; Reinhard et al., 2020b). Welche Rolle die Reaktivitat der Autoantikorper
gegen einzelne Domé&nen des PLA2R1-Molekiils fur die Prognose der
Erkrankung spielt, ist nicht vollstandig geklart. Eine Hypothese stellt das
sogenannte epitope spreading dar, wonach eine breitere Reaktivitdt der
Autoantikorper gegen unterschiedliche Doméanen innerhalb des PLA2R1-
Molekuls mit einer schlechteren Prognose vergesellschaftet sei (Seitz-Polski et

al.,, 2016, 2018; Ghiggeri et al., 2020). Epitope spreading bezeichnet einen
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Prozess, bei dem die Reaktion gegen ein Epitop eines Molekuls oder einer
Struktur die Bildung von Antikdrpern gegen weitere Epitope im gleichen Protein
induziert (Vanderlugt und Miller, 2002). Mit hochsensitiver Methodik werden
jedoch anti-PLA2R1 Autoantikdrper gegen N-terminale (CysR, FNII, CTLD1) und
C-terminale Epitope (CTLD7, CTLD8) bei jedem Patienten mit MGN bereits zum
Zeitpunkt der Diagnose detektiert (Reinhard et al., 2020b). Zuséatzlich ist der Titer
der Autoantikorper, die gegen einzelne PLA2R1 Domanen gerichtet sind, stark
von der Hohe des gesamten anti-PLA2R1 Autoantikdrpertiters abh&ngig
(Reinhard et al., 2020b). Aus diesem Grund scheint eine breite Reaktivitat der
anti-PLA2R1 Autoantikorper gegen unterschiedliche PLA2R1-Domanen nicht
geeignet zu sein, um eine Aussage Uber die Prognose von Patienten mit MGN
zu treffen (Reinhard et al., 2020Db).

2.5 1gG Subtypten der anti-PLA2R1 Autoantikorper

Ein Grof3teil der zirkulierenden PLA2R1-spezifischen Autoantikorper bei
Patienten mit primarer MGN gehdren dem IgG4 Subtyp an (Salant et al., 1980;
Beck et al., 2009; Borza, 2016; von Haxthausen et al., 2018; Haddad et al., 2020).
Auch in den Glomeruli der Patienten mit primarer MGN stellt 1gG4 den
dominanten IgG Subtyp dar (Huang et al., 2013). Zusatzlich sind im Serum
beinahe aller Patienten PLA2R1-spezifische Autoantikérper mindestens eines
weiteren IgG-Subtyps, 1gG1, IgG2 und 1gG3, zu finden (Ma et al., 2013; von
Haxthausen et al., 2018). Mittels Laser-Mikrodissektion und anschlie3ender
Massenspektrometrie der Glomeruli von Patienten mit MGN ist neben IgG4 und
PLA2R1, auch IgG1 detektierbar, sodass mdglicherweise der Serumbefund der
PLA2R1-spezifischen  Autoantikdrper nicht grundsatzlich dem IgG-
Subtypenmuster der Biopsie entspricht (Stahl et al., 2019; Kawata et al., 2020).
Von allen IgG Subtypen besitzt IgG4 das geringste Potential zur Aktivierung des
Komplementsystems und der genaue Mechanismus zur Rekrutierung
unterschiedlicher Komponenten des Komplementsystems in die glomerularen
subepithelialen Immunablagerungen ist unklar (Malhotra et al., 1995; Murphy et
al., 2009; Reinhard et al., 2020a; Tomas et al., 2021). Eine mdgliche Verknupfung
zwischen 1gG4 und der Aktivierung des Komplementsystems stellt eine Studie

von Haddad et al. (2020) zur Glykosylierung der anti-PLA2R1 Autoantikdrper dar.
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PLA2R1-spezifische 1gG4 Molekile aus Patientenseren scheinen in
Abhangigkeit von der Glykosylierung ihrer kristallisierbaren, konstanten Region
(Fc) in vitro zu einer Aktivierung des Komplementsystems Uber den Lektinweg in
der Lage zu sein. Diese Aktivierung fuhrt zu einer Veranderung des Zytoskeletts
und der Proteolyse der podozytaren Strukturproteine Synaptopodin und nephrin-
like protein 1 (NEPH1) in PLA2R1-transfizierten humanen Podozyten (Haddad et
al., 2020). Diese in vitro-Daten weisen auf eine mégliche Sonderstellung der
PLA2R1-spezifischen 1gG4 Molekule hin, die durch ihre Glykosylierung das
Komplementsystem tber den Lektinweg aktivieren. Dartuber hinaus kénnten die
Subtypen IgG1 und 1gG3 innerhalb der Immundepots zu einer Aktivierung des
Komplementsystems tber den klassischen Aktivierungsweg filhren (Reinhard et
al., 2020a).

2.6 Pathogenetische Relevanz der anti-PLA2R1 Autoantikdrper

Eine direkte, pathogenetische Rolle der anti-PLA2R1 Autoantikérper wurde in
einer Pilotstudie in Minischweinen gezeigt (Reinhard et al., 2023). Obwohl Ratten
und Mause PLA2R1 in verschiedenen Geweben exprimieren, zeigen sie keine
Expression von PLA2R1 auf der Oberflache der Podozyten (Meyer-Schwesinger
et al.,, 2020). Der passive Transfer von in Kaninchen generierten anti-Maus
PLA2R1 Antikorpern induziert in einem Maus-PLA2R1-transgenen Mausmodell
eine geringgradige Proteinurie sowie histologische Zeichen der MGN (Meyer-
Schwesinger et al., 2020). Weitere klinische und experimentelle Studien weisen
auf eine direkte Bedeutung der anti-PLA2R1 Autoantikorper in der Pathogenese
der MGN hin. Der klinische Verlauf der MGN ist variabel und reicht von einer
spontanen Remission der Erkrankung, die mit einer sehr guten Prognose
vergesellschaftet ist, zu einer schweren Nierenschadigung, die ein
Nierenersatzverfahren oder eine Nierentransplantation notwendig machen kann
(Schieppati et al.,, 1993; Hoxha et al.,, 2014). Aktuell stellt der anti-PLA2R1
Autoantikorpertiter zum Zeitpunkt der Diagnose den besten prognostischen
Biomarker fir ein Fortschreiten der Erkrankung dar (Mahmud et al., 2019). Ein
hoher anti-PLA2R1 Autoantikorpertiter ist ein unabhangiger Risikofaktor fur eine
Persistenz der Proteinurie, wahrend eine initial hohe Proteinurie allein keine
Aussage zum Erreichen einer Remission erlaubt (Hoxha et al., 2014). Zum
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Zeitpunkt der Diagnose ist zusatzlich zur HoOhe des anti-PLA2R1
Autoantikorpertiters lediglich der Grad der interstitiellen Fibrose und Atrophie mit
dem Risiko fiir den Verlust der Nierenfunktion assoziiert (Mahmud et al., 2019).
Der Anstieg des anti-PLA2R1 Autoantikorpertiters im Serum ist ein Pradiktor fur
einen Ruckfall der Erkrankung, wahrend eine immunologische Remission,
charakterisiert durch eine Reduktion des anti-PLA2R1 Autoantikdrpertiters mit
einer Remission der Proteinurie assoziiert ist (Ruggenenti et al., 2015; Mahmud
et al., 2019).

Ein weiterer Hinweis auf die direkte pathogenetische Relevanz der anti-PLA2R1
Autoantikorper liegt in der Rekurrenz der MGN nach Nierentransplantation (Stahl
et al.,, 2010). Bei 25 bis 45 % der nierentransplantierten Patienten mit MGN
kommt es zu einer Rekurrenz der Erkrankung im Transplantat (Sprangers et al.,
2010; Cosio und Cattran, 2017). Patienten mit detektierbaren anti-PLA2R1
Autoantikdrpern zum Zeitpunkt der Transplantation haben ein drei- bis vierfach
erhohtes Risiko fur eine Rekurrenz der Erkrankung im Transpantat (Grupper et
al., 2016). Anti-PLA2R1 Autoantikdrper kbnnen bereits Jahre vor der klinischen
Diagnose detektierbar sein (Burbelo et al., 2020). Bei einem Teil der Patienten
geht der klinischen Manifestation der Erkrankung eine rasche Erhéhung des anti-
PLA2R1 Autoantikdrpertiters voraus, sodass mdaglicherweise ein Schwellenwert
Uberschritten werden muss, bevor es zur Kklinischen Symptomatik und
Erstdiagnose der MGN kommt (Burbelo et al., 2020). Im Gegensatz zu PLA2R1,
exprimieren Mause THSD7A auf der Oberflache der Podozyten und erméglichen
so passive Transferexperimente mit humanen Serumproben (Tomas et al.,
2016). Sowohl der passive Transfer von Serum als auch von aufgereinigten 1gG
Antikdrpern von Patienten mit THSD7A-assoziierter MGN induzieren die
charakteristischen, histologischen Zeichen der Erkrankung sowie eine

Proteinurie im Mausmodell (Tomas et al., 2016).

2.7 B-Zellen und Antikorper sind zentrale Bestandteile des adaptiven

Immunsystems

MGN ist eine Autoimmunerkrankung, bei der Autoantikdrper eine zentrale

pathogenetische Rolle spielen. Antikdrper binden mit hoher Affinitat spezifische
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Antigene und vermitteln unterschiedliche Effektormechanismen (Murphy et al.,
2009 S. 19). Hierzu z&hlt die Neutralisierung und Opsonierung von Antigenen,
die Aktivierung des Komplementsystems, die antikGrpervermittelte Zytotoxizitat
sowie die Vermittlung der Phagozytose von Antigenen (Murphy et al., 2009, S.
35). Die gigantische Vielfalt und Variabilitdt der Antikdrpermolekile erlaubt es
dem Immunsystem spezifische Antikorper gegen fast jede chemische Struktur zu
produzieren (Murphy et al., 2009, S. 19). Somit spielen Antikorper als Teil der
humoralen Immunabwehr eine zentrale Rolle in der adaptiven Immunantwort und

dem immunologischen Gedéachtnis (Murphy et al., 2009, S. 17).

Der Mensch besitzt vier verschiedene IgG Subtypen: IgG1, 19G2, IgG3 und IgGA4.
Diese IgG Molekile besitzen eine Moleklilmasse von ca. 150 kDa und bestehen
aus zwei leichten und zwei schweren Ketten. Die variablen Regionen jeweils
einer leichten und einer schweren Kette bilden eine spezifische
Antigenbindungsstelle (Fab), sodass ein IgG-Molekl zwei
Antigenbindungsstellen besitzt, die eine identische Antigenspezifitat aufweisen
(Murphy et al., 2009, S. 181). IgG4-Molekile unterschiedlicher Spezifitdt kbnnen
zusatzlich  Antigenbindungstellen austauschen (Fab-exchange) und so
bispezifisch an unterschiedliche Antigene binden (Kolfschoten et al., 2007). Die
schweren Ketten des IgG-Molekiils werden durch Disulfidbricken der
Verbindungsregion (hinge region) verbunden und bilden die Fc-Region (Murphy
et al., 2009, S. 185). Die IgG-Subtypen unterscheiden sich in den Fc-Regionen,
die fur die Vermittlung der unterschiedlichen Effektormechanismen
verantwortlich ist. Hierzu gehort die Bindung der IgG-Molekile an Fc-Rezeptoren
auf Makrophagen, naturlichen Killerzellen oder Phagozyten, der Transfer durch
die Plazenta und die Aktivierung des Komplementsystems (Murphy et al., 2009,
S. 246). Eine besondere Rolle spielt die Glykosylierung der Fc-Region fur die
Antikorper-vermittelte Aktivierung des Komplementsystems bei autoimmunen
Erkrankungen (Pfeifle et al., 2017; Bartsch et al., 2018; Pagan et al., 2018;
Haddad et al., 2020).
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2.8 B-Zellen durchlaufen unterschiedliche Checkpoints zur

Vermeidung von Autoimmunitat

B-Zellen sind ein Teil des adaptiven Immunsystems und entstammen dem
Knochenmark (Murphy et al., 2009, S. 379-382). Hamatopoetische, pluripotente
Stammzellen sind die Vorlauferzellen der B-Zellreihe (Murphy et al., 2009, S.
379-382). Im Rahmen der Differenzierung werden B-Zellklone selektioniert, die
einen funktionalen B-Zellrezeptor (BCR) auf der Zelloberflache exprimieren
(Melchers, 2015). Die leichte Kette (IgL) und die schwere Kette (IgH) des BCR
bilden mit ihren variablen Doméanen VL bzw. Vi gemeinsam die
Antigenbindungsstelle des Rezeptors und definieren so die Antigenspezifitat der
einzelnen B-Zellklone und die Spezifitat der Antikorper, die durch die B-Zelle
gebildet werden. Die hohe Variabilitdit des BCR entsteht durch drei zentrale
Prozesse: V(D)J-Rekombination, somatische Hypermutation und Genkonversion
(Honjo et al., 2002, 2004).

Im Rahmen der frihen B-Zellreifung im Knochenmark erfolgt zunachst die
Rekombination der V-, D- und J-Segmente des VH-Genlocus, sodass eine
funktionale schwere Kette exprimiert wird (Honjo et al., 1981). VH verfugt Uber
56 V-Segmente, 23 D-Segmente und 6 J-Segmente (Arnaout et al., 2011;
Lefranc et al., 2009). Die einzelnen Segmente werden von Signalsequenzen
(recombination signal sequence; RSS) flankiert, die durch den RAG-Komplex
(recombination activating gene complex) erkannt und rekombiniert werden
(Kirkham et al., 2019). Die genetische Rekombination der Segmente fihrt zur
Entstehung eines VDJ-Segments, das fur die antigenbindende Schleife
(complementary determining region 3; CDR3) von Vu kodiert. Gleichzeitig wird
das andere IgH Allel des B-Zellklons von der weiteren Reifung des BCR
ausgeschlossen, sodass jede B-Zelle nur eine schwere Kette exprimiert (Alves-
Pereira et al., 2014). In der weiteren Entwicklung der B-Zelle bildet die
rekombinierte IgH mit einem Surrogat fiur die leichte Kette einen pre-B-
Zellrezeptor (pre-BCR) (Ren et al., 2015; Winkler und Martensson, 2018). Fur die
Expression eines reifen BCR wird eine funktionale leichte Kette bendtigt, die
durch den kappa oder lambda Genlocus der B-Zelle nach der VJ-Rekombination
des Leichtketten-Genlocus kodiert wird (Ren et al., 2015). Die konstante Region

des BCR wird von der schweren Kette gebildet, fir das der konstante Anteil des
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IgH Genlocus kodiert (Bashford-Rogers et al., 2018; Geisberger et al., 2006). Im
Rahmen der adaptiven Immunantwort fihren Mutationen in den Genabschnitten,
die fur den variablen Anteil des BCR kodieren, zu Anderungen der
Bindungseigenschaften und der Affinitdt des BCR (Honjo et al., 2004).

2.9 Oberflachenmarker zur Charakterisierung von B-

Zellsubpopulationen

Im Rahmen der Zellentwicklung werden auf der Oberflache von B-Zellen
zusatzlich zum BCR unterschiedliche Oberflachenproteine exprimiert. Diese
konnen als Marker zur Charakterisierung von B-Zellsubpopulationen im FACS
verwendet werden (Hiepe und Radbruch, 2016). Dabei erlaubt die spezifische
Bindung des an der Zelloberflache exprimierten BCR die Charakterisierung von
B-Zellen anhand ihrer Antigenspezifitat (Cossarizza et al., 2019). Fur die
Differenzierung verschiedener, im Blut zirkulierender B-Zellsubpopulationen im
FACS werden eine Reihe von Oberflachenmarkern verwendet. Hierzu zéhlen
cluster of differentiation 45 (CD45), CD19, CD27, CD38, IgM, IgD, CD24 und
CD21 (Cossarizza et al., 2019).

CD45 dient als Zelltypmarker fur Leukozyten (Cossarizza et al.,, 2019).
Ausgehend von CD45-exprimierenden Leukozyten konnen weitere Populationen
unterschieden werden. CD19 wird als pan-B-Zellmarker verwendet und ist ein
Transmembranprotein, das bereits von pro- und pre-B-Zellen im Knochenmark
exprimiert wird (Li et al., 2018). Periphere naive B-Zellen und Gedachtnis B-
Zellen exprimieren ebenfalls CD19 (Li et al., 2018). Erst weiter differenzierte
Plasmablasten und Plasmazellen regulieren die Expression von CD19 herunter
(Halliley et al., 2015; Hiepe und Radbruch, 2016). Funktionell bildet CD19 einen
Komplex mit dem Tetraspanin CD81 sowie dem Komplementrezeptor 2 (CD21)
(Susa et al., 2021; van Zelm et al., 2010). Der CD19-CD81-CD21 Komplex
moduliert die Interaktion von CD19 mit dem BCR und spielt so eine wichtige Rolle
in der B-Zellaktivierung, Zellmigration und Proteintransport auf der
Membranoberflache der B-Zelle (Rickert et al., 1995; van Zelm et al., 2010; Susa
et al., 2021).
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CD24 ist ein Membranprotein, das mittels Glycosylphosphatidylinositol-Anker
(GPI-Anker) auf der Oberflaiche von B-Zellen in unterschiedlichen
Entwicklungsstadien exprimiert wird (Mensah et al., 2018). Spéte pro-B-Zellen
exprimieren CD24 im Knochenmark, wahrend periphere naive B-Zellen die
Expression herunterregulieren (Zhou et al., 2020). Periphere, transitionale B-
Zellen befinden sich in der Differenzierung zu reifen, naiven B-Zellen und kénnen
weiter in transitionale B-Zellen mit hoher, mittlerer und niedriger Positivitat fur
CD24 unterschieden werden, wahrend reife naive B-Zellen CD24 vollstandig
herunterregulieren (Zhou et al., 2020). Durch alternatives Splicing der IgH mRNA
exprimieren reife, naive B-Zellen BCR-Molekiile als IgM und IgD Subtyp auf der
Zelloberflache (Geisberger et al., 2006). Zirkulierende B-Zellen, die weder IgD
noch IgM auf der Oberflache exprimieren, werden als antigenerfahrene B-Zellen

mit Klassenwechsel bezeichnet (Cossarizza et al., 2019).

CD38 wird von unterschiedlichen Zellen des Immunsystems auf der Oberflache
exprimiert, unter anderem von B- und T- Lymphozyten, Makrophagen,
naturlichen Killerzellen, Granulozyten und dendritischen Zellen (Krebs et al.,
2005; Vences-Catalan und Santos-Argumedo, 2011; Bannas und Koch-Nolte,
2018). Als Transmembranprotein besitzt CD38 eine Vielzahl physiologischer
Funktionen, unter anderem als Ectoenzym in purinergen Signalkaskaden sowie
auf der Oberflache von B-Zellen als Co-Rezeptor fir die BCR-abhéngige B-
Zellaktivierung  (Vences-Catalan und  Santos-Argumedo, 2011). Zur
Differenzierung im Blut zirkulierender B-Zellsubpopulationen eignet sich CD38
als Marker fur Gedéachtnis B-Zellen, Plasmablasten und Plasmazellen (Halliley et
al., 2015; Lin et al.,, 2017; Glaria und Valledor, 2020). CD27 ist ein Typ |
Glykoprotein, das auf der Oberflache von Plasmablasten, Plasmazellen und
Gedachtnis B-Zellen exprimiert wird. CD27+ B-Zellen zeigen eine erhdhte Rate
somatischer Hypermutationen, bilden die Grundlage der sekundaren
Immunantwort und neigen zur Differenzierung in Antikorper-sezernierende Zellen
(Agematsu et al., 2000; Good et al., 2009; Tipton et al., 2015).
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2.10 Autoraktive B-Zellen in der Pathogenese der MGN

B-Zellen spielen eine wichtige physiologische Rolle fur den Schutz vor
Pathogenen. Der Verlust der Selbsttoleranz kann jedoch zur Bildung
autoreaktiver B-Zellen und Produktion pathologischer Autoantikérper durch diese
B-Zellen fihren (Goodnow et al., 2005; Datta, 2009; Reed et al., 2016; Burnett et
al., 2019). Diese Autoantikbrper werden mit einer Reihe von
Autoimmunerkrankungen in Verbindung gebracht, die zu einer Schadigung der
Niere fuhren konnen, so zum Beispiel anti-Kollagen IV-AntikGrper beim
Goodpasture-Syndrom, anti-Doppelstrang DNA-Antikérper und anti-C1g-
Antikdrper bei systemischem Lupus erythematodes sowie anti-THSD7A
Antikorper bei MGN (Tomas et al.,, 2014; Hiepe und Radbruch, 2016;
Schrezenmeier et al., 2018).

Zur Limitation autoreaktiver B-Zellen werden eine Reihe von Kontrollpunkten in
der B-Zellentwicklung durchlaufen (Melchers, 2015). Im Knochenmark werden
Vorlaufer-B-Zellen abhéngig von der Affinitdt des pre-BCR zu Autoantigenen
negativ selektioniert (Imkeller und Wardemann, 2018). B-Zellen mit hoher
Affinitat zu Autoantigenen werden durch klonale Deletion oder erneute
Rekombination der BCR-kodierenden Genabschnitte unschadlich gemacht (Gay
etal., 1993; Rolink et al., 1993; Melchers, 2015; Imkeller und Wardemann, 2018).
Auch in der Peripherie werden unreife B-Zellen negativ selektioniert, die auf eine
Antigenstimulation mit Differenzierung und Proliferation reagieren (Melchers,
2015). Als weiterer Kontrollpunkt werden B-Zellen in Keimzentren depletiert,
wenn es im Rahmen einer Entziindungsreaktion akzidentiell zur Entwicklung

autoreaktiver Klone kommt (Chan et al., 2012).

Die Entstehung und Differenzierung autoreaktiver B-Zellen zu Gedé&chtnis B-
Zellen und Plasmazellen trotz dieser Kontrollen wird mit der Pathogenese
autoimmuner Nierenerkrankungen in Verbindung gebracht (Schrezenmeier et al.,
2018). Die immunologische Charakterisierung von B-Zellsubpopulationen im Blut
von Patienten mit MGN und die Untersuchung von autoreaktiven PLA2R1-
spezifischen B-Zellen stellt somit einen moglichen Ansatz zum tieferen

Verstandnis der Pathogenese der MGN dar.
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3 Material und Methoden

3.1 Patientenproben

Die in dieser Arbeit verwendeten Patientenproben wurden durch das Hamburger
Glomerulonephritis Register (PV4806) zur Verfigung gestellt. Die verwendeten
Patientenproben wurden allesamt anonymisiert und unter Einhaltung der
ethischen Grundsétze nach der Deklaration von Helsinki in ihrer aktuellen
Fassung sowie der EU-Datenschutz-Grundverordnung behandelt. Es wurden
ausschlie3lich Patienten mit PLA2R1-assoziierter MGN in die Experimente
eingeschlossen (Patienten mit MGN). Patienten mit MGN wurden anhand der
erhaltenen Immunsuppression (IS) in drei Gruppen unterteil: 1. Patienten, die bis
zum Zeitpunkt der Analyse nie eine IS erhalten haben, 2. Patienten, die mehr als
ein Jahr (J.) vor der Analyse eine IS erhalten haben (>1 J.), 3. Patienten, die

innerhalb des letzten Jahres vor der Analyse eine IS erhalten haben (<1 J.).

3.2 Verbrauchsmaterialien

Die Standardlabormaterialien wurden von den Firmen Sarstedt AG & Co
(NUmbrecht,  Deutschland),  Greiner  Bio-One International = GmbH
(Kremsmiinster, Osterreich), Nunc GmbH & Co. KG (Langenselbold,
Deutschland), BD Biosciences (Heidelberg, Deutschland) und Eppendorf AG
(Hamburg, Deutschland) bezogen.

Name Hersteller
5 mL FACS tube Becton Dickinson
96-Well Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membranplatte | Mabtech AB, Nacka, Schweden

96-Well Mikrotiterplatten Greiner Bio-One, Nunc

Falcon tube (15 mL, 50 mL) Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

cryotube Vials (Nunc) Thermo Fisher Scientific

Kulturschalen Greiner Bio-One

Pipettenspitzen Eppendorf SE, Hamburg, Deutschland

Reaktionsgefale (0,2 mL, 0,5 mL, 1,5 mL, 5 mL) Eppendorf

Serologische Pipetten Eppendorf

Sterilfiltrationsapparatur Merck Milipore, Burlington (MA), USA

Tabelle 1: Verbrauchsmaterialien
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3.3 Kits

Sofern im Methodenteil nicht anders beschrieben, wurden alle eigesetzten Kits

nach dem Protokoll des Herstellers eingesetzt.

Name Hersteller

Alexa Fluor 647 NHS Kit 1mg (A20006) Thermo Fisher Scientific

Anti-PLA2R1 enzyme-linked immunosorbent assay | EUROIMMUN AG, Lubeck,
(ELISA) 1gG (EA 1254-9601 G) Deutschland

Tabelle 2: Verwendete Kits

3.4 Feinchemikalien

Alle weiteren Chemikalien, die in dieser Arbeit verwendet wurden, wurden von
Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) oder Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

bezogen.

Chemikalie

Hersteller

Alexa Fluor™ 750 NHS Ester
(Succinimidyl Ester) (Stock 1
mg/mL)

Gibco, Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Biocoll separating solution 10
mM HEPES

Biochrom AG, Berlin, Deutschland

component C P-30 BioGel fine
size exclusion purification
resin

Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules (CA), USA

5-Carboxyfluorescein N-
Succinimidyl Ester (CFSE)

Gibco, Invitrogen

Dulbecco’s Phosphate
Buffered Saline (PBS)

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

ECL Enhancer/Luminol

Bio-Rad Laboratories Inc.

ECL Peroxide

Bio-Rad Laboratories Inc.

Fotales Kalberserum (fetal calf
serum; FCS)

Gibco, Invitrogen

Kaninchenserum

Arbeitsgruppe Koch-Nolte, UKE, Hamburg, Deutschland

L-Glutamin (200mM)

Gibco, Invitrogen

Lithiumdodecylsulfat (DTT)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Methanol

Merck KGaA

Natrium-Pyruvat (100mM)

Gibco, Invitrogen

Pacific Orange - Succinimidyl
Ester (Stock 1 mg/mL)

Gibco, Invitrogen

Resiquimod (R848)

Sigma Aldrich

RPMI 1640 Zellkulturmedium

Gibco, Invitrogen

Trypanblau

Biochrom AG, Berlin, Deutschland

B-Mercaptoethanol (Stock:
50mM)

Gibco, Invitrogen

Tabelle 3: Feinchemikalien
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3.5 Puffer und Lésungen

Bezeichnung

Zusammensetzung

5x Ladepuffer (Western Blot)

Bromphenolblau 0,01 %, 300 mM Trisaminomethan HCI (pH
6,8), 50 % Glycerol, 10 % Natriumdodecylsulfat (SDS) in 1 L
Aqua destillata

10x Transferpuffer (Western
Blot)

30,3 g Trisaminomethan, 144,4 g Glycin in 1 L Aqua
destillata

10x Laufpuffer (Western Blot)

184 g Amresco SDS Pulver in 1 L Aqua destillata

Zellkulturmedium
Hybridomazelllinien

RPMI 1640 Medium, 10 % FCS, 5 % Na-Pyruvat, 5 % L-
Glutamin

Einfriermedium

40 % RPMI1640, 40 % FCS, 20 % Dimethylsulfoxid (DMSO)

B-Zell Stimulationsmedium

RPMI 1640 Medium, 10 % FCS, 1 pg/mL Resiquimod
(R848), 10 ng/mL IL-2

2x LDS Probenpuffer
(Coomassie Féarbung)

60ul Lithiumdodecylsulfat (LDS), 60ul H20, 12ul
Dithiothreitol (DTT)

Tabelle 4: Puffer und Losungen

3.6 Antikdrper

Spezifitat | Konjugat Wirt Klon Firma Katalog-
Nummer
Human - Maus MT91/145 | Mabtech AB 3850-3-250
IgG
Human Biotin Maus MT78/145 | Mabtech AB 3850-6-250
IgG
Ratte IgG | Biotin Kaninchen | Polyklonal | Vector Laboratories, A21247
Burlingame (CA), USA
Ratte IgG | AF-647 Ziege Polyklonal | Molecular Probes, R660
Eugene (OR), USA
Ratte IgG | Meerretich- | Ziege Polyklonal | Jackson 112 035 044
Peroxidase ImmunoResearch
(horseradish Europe Ltd.,
peroxidase; Camebridge House, St.
HRP) Thomas’ Place,
Vereinigtes Konigreich

Tabelle 5: Antikdrper fur ELISpot, Western Blot und Dot Blot
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Spezi | Anti Fluoro- | Klon Firma Katalog- | Stock | Eingesetzte
fitat chrom Nummer | (ug/m | Konzentra-
L) tion (ug/mL)
CD38 | Human | FITC HIT2 BD 555459 - 1:100
Biosciences,
Heidelberg,
Deutschland
CD16/ | Human | FITC 3G8 BioLegend, 303532 - 1:300
CD56 San Diego
(CA), USA
CD14 | Human | FITC MS5SE2 BioLegend 304048 - 1:500
CD3 Human | FITC OKT3 BioLegend 317306 - 1:100
CD24 | Human | Per-CP | ML5 BioLegend 311116 200 0,2
IgM Human | PE MHM-88 | BioLegend 314508 25 0,05
CD19 | Human | PE-Cy7 | HIB19 BioLegend 302216 100 0,33
CD21 | Human | APC Bu32 BioLegend 354906 250 0,25
CD27 | Human | V450 M-T271 | BioLegend 356418 100 0,2
IgD Human | V500 1A6-2 BioLegend 348220 100 0,2
CD3 Human | BV650 OKT3 BioLegend 317324 12 0,12
CD45 | Human | BV785 HI30 BioLegend 304048 50 0,1
19G Ratte AF647 Poly- Molecular A21247 | 2000 10
klonal Probes,
Eugene (OR),
USA
19G Kanin- | PE Poly- DIANOVA 711-116- | 5 0,025
chen klonal GmbH, 152
Hamburg,

Deutschland

Tabelle 6: Fluoreszenzmarkierte Antikorper fur FACS Untersuchungen
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3.7 Rekombinante Proteine

Name

Hersteller

humaner M-type phospholipase A2 receptor
1 (PLA2R1)

EUROIMMUN AG

Murine Mono-ADP-Ribosyltransferase C2.2
(ART2)

cystein-rich domain and fibronectin I
domain rabbit F¢ fusion construct (rCysR)

CTLD1 rabbit F. fusion construct (rCTLD1)

CTLD?7 rabbit F. fusion construct (rCTLD7)

CTLDS8 rabbit F. fusion construct (rCTLD8)

nanobody-Kaninchen-Fc-Fusionskonstrukt

Arbeitsgruppe Koch-Nolte, UKE, Hamburg,
Deutschland

Interleukin 2 (IL-2)

Novartis, Basel, Schweiz

Tabelle 7: Rekombinante Proteine und Kaninchen Fc-Fusionskonstrukte

Die PLA2R1-Domane Kaninchen

IlgG  Fc-Fusionskonstrukte  wurden

freundlicherweise durch Dr. Stefan Menzel (Arbeitsgruppe Koch-Nolte, UKE) zur
Verfligung gestellt (Reinhard et al., 2020b).

3.8 Gerate und Software

Name

Hersteller

AID ELISpot 5.0 Software.

AID-Autoimmun Diagnostika GmbH,

Stral3berg, Deutschland

FACSDiva™ Software V.8.0.1

BD Biosciences

FlowJo Vv.10.0.8

FlowJo, LLC, Ashland (OR), USA

Graphpad Prism V8.4.0

GraphPad Software, Inc., La Jolla (CA), USA

Tabelle 8: Software

Name

Hersteller

Amersham Imager

GE Healthcare Science, Chicago (IL), USA

BD FACS Celesta Cell Analyzer

BD Biosciences

ELISA Reader Victor3 1420 Multilabel
Counter

PerkinElmer, Waltham (MA), USA

ELISpot Reader AID iSpot reader

AID-Autoimmun Diagnostika GmbH

Neubauerzahlkammer

Laboroptik  Ltd., Lancing, Vereinigtes
Konigreich

PIPETBOY

Integra Biosciences, Wallisellen, Schweiz

Trans-Blot Turbo Transfer System

Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules (CA), USA

Tabelle 9: Gerate
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3.9 lIsolation von peripheren, mononuklearen Blutzellen aus
humanem EDTA-Blut

Fir die Blutentnahme wurde ausschlief3lich durch Ethylendiamintetraessigsaure
(EDTA; Sarstedt, Numbrecht, Deutschland) antikoaguliertes Blut verwendet. Die
Isolation der peripheren, mononukledren Blutzellen (peripheral blood
mononuclear cells; PBMC) erfolgte mittels Dichtegradienten-Zentrifugation.
Hierzu wurden 20 mL Biocoll separating solution in 50 mL Falcons vorgelegt.
Anschlie3end wurde EDTA-BIut 1:2 mit PBS verdunnt. 25 mL des verdinnten
Blutes wurden langsam auf Biocoll separating solution in einem 50 mL Falcon
pipettiert, ohne die Phasentrennung zu zerstéren. Nach der Zentrifugation fur 25
min bei 20 °C und 1000x g wurde die obere durchsichtige Phase verworfen. Die
weil3liche Phase (buffy coat) wurde abgenommen und in 4 °C kaltes PBS
Uberfuhrt. AnschlieRend wurden die PBMC zweimal mit PBS gewaschen. Die
hypotone Lyse verbliebener Erythrozyten erfolgte durch die Zugabe von steril
filtriertem, vollentsalztem Wasser fur 25 s. Anschliel3end wurden die PBMC
herunterzentrifugiert bei 20 °C und 520x g. Das Zellpellet wurde in PBS
aufgenommen und erneut bei 20 °C und 520x g zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen und die Zellen wurden fir die weitere Verwendung in RPMI
1640 mit 10 % FCS aufgenommen.

3.10 Einfrieren und Auftauen kryokonservierter Zellen

Zur Lagerung von Zellen im -80 °C Gefrierschrank wurde der Zellsuspension im
Verhaltnis 1:1 Einfriermedium zugeflgt und die Losung in ein cryotube Uberfihrt.
Die Aliquots wurden mittels freezing container bei einer Temperaturreduktion von
1 °C pro Stunde auf -80 °C eingefroren. Anschlie3end erfolgte der Transfer in
flussigen Stickstoff. Zum Auftauen wurde ein cryotube im 37 °C warmen
Wasserbad erwarmt, bis sich ein beweglicher Kristall bildete. Der Inhalt wurde
rasch in 37 °C warmes RPMI 1640 tberfihrt und fir 5 min bei 20 °C und 520x g
zentrifugiert. AnschlieRend erfolgte die Verwendung fiir weitere Untersuchungen
oder die Kultivierung der Zellen nach dem jeweiligen Zellkulturprotokoll
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3.11 Bestimmung der Zellzahl mittels Neubauerzahlkammer

Zur Zellzahlbestimmung wurden fur jede Probe 99 uL Trypanblau (1:10 in PBS
verdunnt) in einer 96-Well-Rundbodenplatte vorgelegt. Anschliel3end wurde 1 pL
der jeweiligen Zellsuspension mit dem vorgelegten Trypanblau vermischt und 10
uL dieser Suspension wurden in eine Neubauerzahlkammer Uberfuhrt. Mittels
Lichtmikroskop wurde jeweils der Durchschnittswert aus der Anzahl intakter
Zellen in den vier Grol3quadraten (Al bis A4) der Zellkammer gebildet. Runde
Zellen mit blaulichem Rand wurden als intakt definiert, wahrend entrundete

Zellen mit blau angefarbtem, granuliertem Zytoplasma als tote Zellen galten.

3.12 Hybridomazelllinien

Die verwendete Maus-Myelom-Zelllinie SP2/0 sowie die Hybridomazelllinien B81
und NIKA102 wurden fur diese Arbeit freundlicherweise durch die Gruppe von
Prof. Friedrich Koch-Nolte (Institut fir Immunologie, Universitatsklinikum
Hamburg-Eppendorf, Hamburg) zur Verfigung gestellt. Bei allen verwendeten
Hybridomazelllinien handelte es sich um Zelllinien, die durch die Fusion von
Ratten-Milzzellen und Zellen der Maus-Myelom-Zelllinie SP2/0 immortalisiert
wurden (Kohler und Milstein, 1975). Die verwendeten Ratten Milzzellen wurden
Tieren entnommen, die zuvor mit bestimmten Antigenen immunisiert wurden. Im
Falle von NIKA102 erfolgte eine Immunisierung mit ART2 (Bannas et al., 2015).
Im Falle von B81 erfolgte die Immunisierung der Ratte mit humanem und
murinem PLA2R1. Die Milz der Ratte wurde 7-10 Tage nach der letzten
Immunisierung entnommen. Anschlief3end erfolgte die Fusion der Milzzellen mit
SP2/0 Zellen mittels Polyethylen-Glykol. Einzelne Klone wurden in Zellkultur
expandiert. Die jeweiligen Zellkulturiberstande wurden mittels
Immunfluoreszenztest auf spezifische Antikorper gegen das fur die
Immunisierung genutzte Antigen untersucht. NIKA102 Hybridomazellen
sezernierten Antikorper des Subtyps IgG2a kappa gegen ARTZ2 und B81 Zellen
Antikorper des Subtyps IgG2a kappa gegen humanes PLA2R1 in den jeweiligen

Zellkulturtiberstand.
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3.13 Zellkultur

Die Kultur der verwendeten Zelllinien erfolgte bei 37 °C und 5 % CO2-
Atmosphahre im Brutschrank. Bei allen verwendeten Zelllinien handelte es sich
um Suspensionszellen. Die Zellen wurden in flissigem Stickstoff gelagert. Nach
dem Auftauen des Aliquots wurden die Zellen in vorgelegtes RPMI 1640 mit 5
mM Na-Pyruvat und 2,5 mM B-Mercaptoethanol Uberfuhrt und in Kulturschalen
in den Brutschrank gestellt. Nach drei Passagen wurde zur weiteren Kultur RPMI
1640 mit 10 % FCS, 5 mM Na-Pyruvat und 10 mM L-Glutamin verwendet. Zur
Verwendung fir weitere Untersuchungen wurden die Zellen der Kultur
entnommen und mit 520x g fir 5 min herunterzentrifugiert. Anschlieend wurden
die Zellen zweimal mit 10 mL RPMI 1640 gewaschen und mit 520x g fur 5 min
herunterzentrifugiert. Die Zellen wurden in 1 mL RPMI1640 resuspendiert und

auf Eis gestellt.

3.14 Anti-PLA2R1 IgG Antikorper ELISA

Zum Nachweis von anti-PLA2R1 Autoantikérpern im Serum von Patienten mit
PLA2R1-assoziierter MGN wurde ein anti-PLA2R1 IgG Antikérper ELISA
durchgefuhrt. Hierzu wurde eine 96-Well Mikrotiterplatte mit flachem Boden tber
Nacht bei 4 °C mit 100 pL rekombinantem PLA2R1 (1,35 pg/mL in PBS)
beschichtet. AnschlieRend wurde die Platte viermal mit 200 pL pro Well
Waschpuffer (Bestandteil des anti-PLA2R1 Antikérper ELISA (IgG) Kit,
EUROIMMUN AG) gewaschen. Zur Verminderung unspezifischer Bindungen
wurde die Platte fiir 30 min bei Raumtemperatur mit 2 % bovinem Serumalbumin
(BSA; verdunnt in PBS) geblockt. Nach drei weiteren Waschschritten erfolgte die
Inkubation der 1:100 in PBS verdinnten Serumproben von Patienten oder
gesunden Kontrollen fir 30 min bei Raumtemperatur in den vorbeschichteten
Wells. Die Platte wurde viermal mit 200 pL pro Well Waschpuffer gewaschen und
fur 30 min bei Raumtemperatur mit anti-human IgG CONJUGATE (Bestandteil
des anti-PLA2R1 Antikorper ELISA (IgG) Kit, EUROIMMUN AG) als
Sekundéarantikorper inkubiert. AnschlieRend wurden vier weitere Waschschritte
mit 200 pL Well Waschpuffer durchgefuhrt und es erfolgt die Zugabe des ELISA
Substrats (Bestandteil des anti-PLA2R1 Antikorper ELISA (1gG) Kit,
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EUROIMMUN AG) bei Raumtemperatur fir 15 min. Die Reaktion wurde mit 0,5
M Schwefelsaure gestoppt. Zur Analyse der optischen Dichte bei 450 nm

Absorption fuir 0,1 s wurde ein ELISA-Reader (siehe Tabelle 9) verwendet.

3.15 In vitro B-Zelldifferenzierung fir ELISpot Untersuchungen

Zur in vitro Differenzierung von B-Zellen mit Immunglobulin-Klassenwechsel zu
IgG-produzierenden Zellen wurde eine Stimulation mit dem toll-like receptor 7/8
Agonisten R848 und IL-2 fur 72 Stunden (h) durchgefihrt (Jahnmatz et al., 2013).
Hierzu wurden PBMC von Patienten oder gesunden Spendern aufgetaut (siehe
3.10) und fir 1 hin RPMI 1640 Medium mit 10 % FCS in den Brutschrank bei 37
°C und 5 % COZ2-Atmosphare gestellt. Anschliel3end erfolgte die Stimulation
durch Hinzufigen von R848 (Endkonzentration 1 pg/mL) und IL-2
(Endkonzentration 10 ng/mL) zur Zellsuspension und die Inkubation im
Brutschrank fur 72 h. Die Zellen wurden aus dem Brutschrank entnommen und
in ein 15 mL Falcon tberfuhrt. Anschlie3end wurden die Zellen zweimal mit 5 mL
RPMI 1640 mit 10 % FCS gewaschen, bei 520x g fur 5 min bei 20 °C zentrifugiert
und der Uberstand wurde jeweils verworfen. AnschlieBend wurden die Zellen in
1mL RPMI 1640 Medium mit 10 % FCS aufgenommen. Die Zellzahl wurde mittels
Neubauerzahlkammer bestimmt (siehe 3.11).

3.16 IgG ELISpot Untersuchung mit humanen PBMC

Die in vitro stimulierten B-Zellen (siehe 3.15) wurden mittels anti-human IgG
ELISpot (IgG ELISpot) indirekt quantifiziert (Tarkowski et al., 1984). Hierzu wurde
eine 96-Well PVDF-Membranplatte (mabtech AB) mit 50 pL Ethanol (40 %
verdinnt in destilliertem Wasser) fir 25 Sekunden (s) aktiviert und finfmal mit
vollentsalztem Wasser gewaschen. Im Anschluss erfolgte die Beschichtung mit
100 pL pro Well anti-human IgG Antikérper (MT91/145; mabtech AB; 10 pg/mL
verdinnt in PBS) Uber Nacht bei 4 °C. Die 96-Well PVDF-Membranplatte wurde
funfmal mit 200 pL PBS pro Well gewaschen und zur Verminderung
unspezifischer Bindungen fur 1 h mit 100 uyL RPMI 1640 mit 10 % FCS bei
Raumtemperatur geblockt. Anschlieend wurde die PVDF-Membranplatte
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dekantiert. Die in vitro stimulierten B-Zellen wurden nach der Stimulation gezahlt
(siehe 3.11) und 100 pL pro Well der Zellsuspension wurden in die anti-human
IgG Antikorper beschichtete 96-Well PVDF-Membranplatte tGberfihrt. Die Zellen
wurden uber Nacht im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO2-Atmosphére auf der
beschichteten PVDF-Membranplatte inkubiert. Die PVDF-Membranplatte wurde
dekantiert und mit 200 pL PBS pro Well gewaschen. AnschlieBend erfolgte die
Inkubation mit 100 pL eines biotinylierten anti-human IgG Antikdrper (MT78;
mabtech AB; 0,05 ug/mL in PBS mit 0,5 % FCS) als Sekundarantikorper fir 2 h
bei Raumtemperatur. Nach funf weiteren Waschritten mit jeweils 200 pL PBS pro
Well wurde fir 1 h bei Raumtemperatur mit 100 uL Streptavidin-Alkalische
Phosphatase (Streptavidin-ALP; mabtech AB; 1:10.000 in PBS mit 0,5 % FCS)
inkubiert. Die PVDF-Membranplatte wurde erneut finfmal mit je 200 uL PBS pro
Well gewaschen und im Dunkeln mit BCIP/NBT (mabtech AB) fir 10 min
entwickelt. Die PVDF-Membranplatte wurde mit Leitungswasser gewaschen und

im Dunkeln bei Raumtemperatur getrocknet.

Zur fotografischen Aufnahme der einzelnen Wells wurde ein AID iSpot reader
(siehe Tabelle 9) verwendet. Die Quantifizierung der Spots erfolgte mittels AID
ELISpot Software und die grafische Darstellung der Ergebnisse mit GraphPad
Prism V8.4.0 (siehe Tabelle 8).

3.17 1gG ELISpot Untersuchung mit Hybridomazellen

Fur den IgG ELISpot mit Hybridomazellen wurde das Protokoll des IgG ELISpot
mit humanen PBMC (siehe 3.16) durch die Verwendung von anti-Ratte 1gG
Antikorper zum Beschichten der PVDF-Membranplatte sowie von biotinyliertem

anti-Ratte 1gG Antikorper (siehe Tabelle 5) zur Detektion der Spots modifiziert.

Analog zum 1gG ELISpot mit humanen PBMC wurde eine PVDF-Membranplatte
mit 50 puL Ethanol (40 % verdunnt in destilliertem Wasser) fur 25 s aktiviert. Nach
funf Waschschritten mit 200 pL pro Well vollentsalztem Wasser erfolgte die
Beschichtung mit 100uL anti-Ratte IgG Antikérper (Molecular Probes, Eugene
(OR), USA; 10 pg/mL in PBS) Uber Nacht bei 4 °C. AnschlieRend wurden
Hybridomazellen aus der Zellkultur entnommen und gezahlt (siehe 3.11, 3.12 und

3.13). Die Zielkonzentration der Hybridomazellen wurde in einem Volumen von
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100 pL in den beschichteten Wells der PVDF-Membranplatte Uber Nacht im
Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO2-Atmosphare inkubiert. Anschlie3end wurden
die Zellen dekantiert und es erfolgte die Detektion der Spots mit einem
biotinylierten anti-Ratte IgG Antikorper (Vector Laboratories; 1 pg/mL in PBS mit
0,5 % FCS) als Sekundarantikdrper fur 2h bei Raumtemperatur. Nach funf
weiteren Waschschritten mit 200 uyL PBS pro Well wurde fiur 1 h bei
Raumtemperatur mit Streptavidin-Alkalische Phosphatase (Streptavidin-ALP;
mabtech AB; 1:10.000 in PBS mit 0,5 % FCS) inkubiert. Die Entwicklung der
Spots erfolgte analog zum IgG ELISpot mit humanen PBMC im Dunkeln mit
BCIP/NBT (mabtech AB) fiir 10 min bei Raumtemperatur.

3.18 PLA2R1 ELISpot mit humanen PBMC oder Hybridomazellen

Zur Durchfuhrung eines antigenspezifischen ELISpots wurden 96-Well PVDF-
Membranplatten (mabtech AB) mit dem jeweiligen Antigen beschichtet. Hierzu
wurde rekombinantes PLA2R1 oder rekombinantes ART2 eingesetzt. Eine 96-
Well PVDF-Membranplatte wurde analog zum IgG ELISpot mit 50 uL pro Well
Ethanol (40 % in destilliertem Wasser) fir 25 s aktiviert und finfmal mit 200 uL
pro Well vollentsalztem Wasser gewaschen. Im Anschluss wurden die Wells
einer 96-well PVDF-Membranplatte mit unterschiedlichen Konzentrationen des
jeweiligen Antigens verdinnt in PBS Uber Nacht bei 4 °C beschichtet. Die 96-
Well PVDF-Membranplatte wurde mit PBS mit 1 % BSA oder RPMI1640 mit 10
% FCS fur 2 h bei Raumtemperatur geblockt. Anschliel3end wurde die jeweilige
Zellkonzentration in einem Volumen von 100 pL pro Well in die Antigen-
beschichtete 96-Well PVDF-Membranplatte Uberfuhrt und Uber Nacht im
Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO2-Atmosphare inkubiert. Am Folgetag wurde
die Zellsuspension dekantiert und es erfolgte die Detektion der Spots je nach
eingesetzten Zellen entsprechend dem Protokoll des 1gG ELISpots mit humanen
PBMC (siehe 3.16) oder des IgG ELISpots mit Hybridomazellen (siehe 3.17).
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3.19 Western Blot Untersuchung

Fur die Probenvorbereitung wurden 0,2 pL rekombinantes PLA2R1 (1,35 pg/uL)
mit 1 pL 5x Ladepuffer versetzt und mit destilliertem Wasser auf ein
Gesamtvolumen von 5 pL aufgefullt. AnschlieRend wurden die Proben fir 10 min
bei 100 °C aufgekocht und herunterzentrifugiert. Fir die Gelelektrophorese
wurde ein Mini PROTEAM TGX Gel (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules (CA),
USA) in die Gelkammer eingespannt und mit 1x Laufpuffer (10x Laufpuffer 1:10
in destilliertem Wasser verdunnt) aufgefullt. AnschlielRend wurden die Proben in
die Taschen Uberfihrt und eine Elektrophorese mit einer Spannung von 140 V
durchgefiihrt. Eine PVDF-Membran wurde auf die GréRe des Mini-PROTEAM
TGX precast gel zugeschnitten und fir 2 min in Methanol aquilibriert.
Anschlie3end wurde die Membran in 1x Transferpuffer (10x Transferpuffer 1:10
in destilliertem Wasser verdiinnt) tberfuhrt. Das Mini-PROTEAM TGX precast
gel wurde aus der Gelkammer entfernt und fir 10 min in 1x Transferpuffer gelegt.
Anschliel3end erfolgte der Transfer auf die PVDF-Membran mittels semi-dryblot-
Verfahren. Hierzu wurde die oben genannte PVDF-Membran und das Mini-
PROTEAM TGX precast gel zwischen zwei Filterpapiere in die transblotting-
Apparatur (Bio-Rad Laboratories Inc., siehe Tabelle 9) eingespannt. Es wurde
eine Spannung von 25 V fir 30 min angelegt. AnschlieBend wurde die PVDF-
Membran in PBS mit 5 % Milchpulver und 0,5 % Tween (Sigma-Aldrich) Gber
Nacht bei 4 °C unter standigem Schwenken geblockt. Die Membran wurde
dreimal fir 3 min mit PBS mit 0,5 % Tween (PBS-T) gewaschen und schliel3lich
mit dem Primarantikorper verdinnt in PBS-T mit 0,5 % Milchpulver Gber Nacht
bei 4 °C inkubiert. Nach drei weiteren Waschschritten mit PBS-T wurde die
PVDF-Membran mit dem anti-Ratte 1gG Sekundarantikbrper Meerrettich-
Peroxidase (Jackson Immuno Research Labs, 1:20.000 in PBS-T mit 5 %
Milchpulver) fir 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Die Membran wurde dreimal
gewaschen und mit ECL Enhancer/Luminol (Bio-Rad Laboratories Inc.) und ECL
Peroxid (Bio-Rad Laboratories Inc.) im 1:1 Verhdltnis fir 5 min im Dunkeln
entwickelt. Die Membran wurde zwischen zwei Klarsichtfolien im Amersham

Imager (siehe Tabelle 9) abgelichtet.
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3.20 Dot Blot Untersuchung

PVDF-Membranen wurden auf eine geeignete Grél3e zugeschnitten und fur 30 s
in Methanol aktiviert. AnschlielRend wurden die PVDF-Membranen flr 2 min in
vollentsalztes Wasser gelegt und fir 5 min in PBS-T uberfuhrt. Die PVDF-
Membranen wurden vorsichtig abgetropft und ohne unterliegende Luftblasen auf
Paraffinfilm aufgebracht. 1 pL der jeweiligen Proteinproben (1:100 verdinnt in
PBS) wurde als Tropfen aufgebracht. Die PVDF-Membranen wurden fur 1 h bei
Raumtemperatur mit PBS-T mit 5 % Milchpulver geblockt. Anschliel3end erfolgte
die Inkubation je einer PVDF-Membran mit Zellkulturiiberstand der B81
Hybridomazellen, Zellkulturiiberstand der NIKA102 Hybridomazellen, Serum
eines Patienten mit PLA2R1-assoziierter MGN oder Serum eines gesunden
Spenders (jeweils 1:100 in PBS-T verdunnt) Gber Nacht bei 4 °C in einer
Kulturschale unter stéandiger Bewegung. Die PVDF-Membranen wurden dreimal
fur 5 min bei Raumtemperatur mit PBS-T gewaschen und fir 2 h bei
Raumtemperatur mit dem Sekundarantikdrper in PBS-T mit 5 % Milchpulver
inkubiert. Im Falle der humanen Proben wurde zur Detektion anti-human I1gG
Biotin Antikdrper (1:20.000 in PBS-T mit 5 % Milchpulver; siehe Tabelle 5)
eingesetzt. Im Falle der Zellkulturiberstéande der Hybridomazellen wurde anti-
Ratte 1gG Meerrettich-Peroxidase Antikérper (Jackson Immuno Research
Labs,1:10.000 in PBS-T mit 5 % Milchpulver) eingesetzt. Die PVDF-Membran
wurde dreimal mit PBS-T gewaschen und schlieBlich mit Streptavidin-ALP
(mabtech AB, 1:1.000 in PBS-T mit 5 % Milchpulver) inkubiert. Vor der
Entwicklung der Membranen wurde erneut dreimal mit PBS-T gewaschen.
Anschliel3end erfolgte die Entwicklung der PVDF-Membran analog zum Western
Blot mit ECL Enhancer/Luminol und ECL Peroxide (jeweils Bio-Rad Laboratories
Inc.) im 1:1 Verhaltnis sowie die Ablichtung der Membranen im Amersham

Imager (siehe Tabelle 9) zwischen zwei Klarsichtfolien.

3.21 Extrazellulare FACS-Farbung von humanen PBMC und

Hybridomazellen

Fur die extrazellulare FACS-Farbung wurden Mastermixe der eingesetzten

fluoreszenzmarkierten Antikorper (siehe Tabelle 6) mit der angegebenen
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Verdinnung in PBS hergestellt. Kurz vor Verwendung wurde dem Mastermix
Alexa Fluor 750 (AF750; Gibco, Invitrogen, 2 upg/mL verdinnt in PBS) zur
Differenzierung von toten Zellen hinzugeftigt. Tote Zellen galten als AF750 positiv
(AF750+). Humane PBMC wurden aufgetaut (3.10) oder Hybridomazellen aus
der Zellkultur enthnommen (siehe 3.12) und in 5 mL FACS tubes uberfuhrt.
Anschliel3end wurden 5 mL PBS zugeflugt. Die Proben wurden fur 5 min bei 520x
g und 20 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde dekantiert und je FACS-Tube 100
pL des Antikdrpermastermix zugefligt. Anschlie3end wurden die Proben fur 25
min im Dunkeln bei 4 °C inkubiert. Die Proben wurden zweimal mit 5 mL kaltem
PBS gewaschen, jeweils fir 5 min bei 520x g und 4 °C herunterzentrifugiert und
der Uberstand wurde verworfen. Fiur die Analyse der Zellen erfolgte die
Suspension des Zellpellets in 200 pL PBS. Die Zellen wurden im Dunkeln bei 4
°C fur maximal 2 h gelagert und am FACS Celesta (Beckton Dickinson, Franklin
Lake, New Jersey, USA; siehe Tabelle 9) untersucht.

3.22 Antigenspezifische FACS-Farbung von humanen PBMC und

Hybridomazellen

Fur die extrazellulare Farbung wurden Mastermixe mit fluoreszenzmarkierten
Antikdrpern (siehe Tabelle 6) und/oder fluoreszenzmarkierten, rekombinanten
Antigenen (siehe Tabelle 7, siehe 3.26) verdinnt in PBS angefertigt. Kurz vor
Verwendung fur die extrazellulare Farbung wurde dem Mastermix
Fluoreszenzfarbstoff, AF750 oder Pacific Orange, zur Differenzierung von
lebenden Zellen (siehe Tabelle 3) hinzugefligt. Tote Zellen galten als AF750*
oder Pacific Orange*. Fur Versuche in denen Mastermixe ohne
Fluoreszenzfarbstoff in der primaren Farbung eingesetzt wurden, wurde direkt
vor der Messung 2 pL 4‘,6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI; 0,05 mg/mL verdinnt
in destilliertem Wasser) hinzugefiigt und DAPI* Zellen galten als tot.

PBMC gesunder Spender und PBMC von Patienten mit PLA2R1-assoziierter
MGN wurden aufgetaut (siehe 3.10). Hybridomazellen wurden aus der Zellkultur
entnommen (siehe 3.12). Die Zellen wurden in FACS tubes tberfuhrt und mit 5

mL PBS aufgefullt. Anschlielend erfolgt die Zentrifugation fir 5 min bei 520x g
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und 20 °C. Der Uberstand wurde verworfen. Bis zur weiteren Verwendung

wurden die Zellen auf Eis oder bei 4 °C gelagert.

3.22.1 Antigenspezifische FACS-Farbung von Hybridomazellen mit
PLA2R1-AF647

Den B81 Hybridomazellen und NIKA102 Hybridomazellen wurden 100 pL eines
Mastermix mit PLA2R1-AF647 (Stock: < 10 pg/mL, verdinnt 1:200 in PBS) oder
ART2-AF647 (gebrauchsfertige Losung von AG Koch-Nolte, UKE; Verdinnung
in Vorversuchen titriert), anti-Ratte IgG Antikdrper (siehe Tabelle 6) und
Fluoreszenzfarbstoff (Pacific Orange-Succinimidyl Ester, 5 pug/mL, verdinnt in
PBS) zur Differenzierung lebender Zellen zugefugt. AnschlieRend wurden die
Proben fir 20 min bei 4 °C im Dunkeln inkubiert. Die Hybridomazellen wurden
zweimal mit 5 mL PBS gewaschen und bei 520x g fur 5 min bei 20 °C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde dekantiert. AnschlieRend wurden die
Hybridomazellen in 200 uL PBS resuspendiert. Die gefarbten Hybridomazellen
wurden bis zur Messung am FACS Celesta bei 4°C im Dunkeln gelagert.

3.22.2 Antigenspezifische FACS-Farbung mit PLA2R1-Kaninchen Fc-
Fusionskonstrukten/anti-Kaninchen IgG Detektionssystem

NIKA102-Hybridomazellen, B81-Hybridomazellen oder humane PBMC wurden
flir 20 min bei 4 °C mit 100 uL humanem Serum (10 % verdinnt in PBS) geblockt.
Die Zellen wurden einmal mit 5 mL PBS gewaschen und mit 520x g fur 5 min bei
20 °C herunterzentrifugiert. AnschlieRend wurde der Uberstand dekantiert, je 100
pL der Kaninchen-Fc-Fusionskonstrukte (siehe Tabelle 7; 1 pg/mL verdunnt in
PBS) zugeftugt und fir 20 min bei 4 °C inkubiert. Die Zellen wurden mit 5 mL PBS
gewaschen und mit 100 pyL eines Mastermix mit anti-Kaninchen IgG Antikérper
(siehe Tabelle 6; 2,5 pg/mL in PBS) als Sekundarantikrper sowie
fluoreszenzmarkierten Antikorpern zur Charakterisierung von
Oberflachenmarkern (siehe Tabelle 6) fur 20 min bei 4 °C im Dunkeln inkubiert.
Die Zellen wurden zweimal mit 5 mL PBS gewaschen, jeweils
herunterzentrifugiert mit 520x g fir 5 min bei 20 °C und der Uberstand wurde
verworfen. AnschlieBend wurde das Zellpellet in 100 uL PBS resuspendiert. Bis

zur Messung am FACS Celesta wurden die Zellen bei 4°C im Dunkeln gelagert.
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Kurz vor der Messung wurden 2 pL DAPI (0,05 mg/mL verdinnt in destilliertem

Wasser) hinzugefugt.

3.22.3 Antigenspezifische FACS-Farbung mit direkter rCysR-AF647
Farbung

PBMC von gesunden Kontrollspendern, PBMC von Patienten mit PLA2R1-
assoziierter membrandser Glomerulonephritis, NIKA102-Hybridomazellen und
B81-Hybridomazellen wurden fur 20 min bei 4 °C mit 50 pL Kaninchenserum (30
% verdunnt in PBS) geblockt. Anschlie3end wurden 50 pL eines Mastermix mit
rCysR-AF647 (0,5 pg/mL verdinnt in PBS), AF750 (2 pg/mL verdinnt in PBS),
anti-human CD38, anti-human CD24, anti-human IgM, anti-human CD19, anti-
human CD27, anti-human IgD und anti-human CD45 Antikérper zugeflgt (siehe
Tabelle 6). Zusatzlich wurde dem Mastermix FITC-konjugierter anti-CD3
Antikorper, anti-CD14 Antikorper und anti-CD16 Antikdrper als Zelllinienmarker
zum Ausschluss von Nicht-B-Zellpopulationen hinzugefugt (siehe Tabelle 6). Die
Zellen wurden zweimal mit 5 mL PBS gewaschen, jeweils herunterzentrifugiert
mit 520x g fir 5 min bei 20 °C und der Uberstand wurde verworfen. Das Zellpellet
wurde in 100 pL PBS aufgenommen. Anschlie3end wurden die Zellen bis zur

Messung an einem FACS Celesta (siehe Tabelle 9) bei 4°C im Dunkeln gelagert.

3.23 Auswertung und Analyse von FACS-Daten

Die verschiedenen Zellpopulationen wurden anhand ihres Signals in der
Vorwartsstreuung (forward scatter; FSC) bzw. Seitwartsstreuung (sideward
scatter; SSC) differenziert. Hierbei war das FSC ein Mal} fiir die Grél3e der Zelle,
wahrend das SSC-Signal durch die Ablenkung des Lasers durch die Zelle im 90°
Winkel proportional mit der Granularitat der Zelle anstieg. Uber die maximale
Signalstarke, SSC-Hohe bzw. FSC-Hohe (SSC-H und FSC-H), und das
integrierte Signal tGber den Zeitraum, in dem die Zelle den Laser ablenkte, SSC-
Areal bzw. FSC-Areal (SSC-A und FSC-A), wurden Einzelzellen von
Zelldubletten und Zelltrtmmern unterschieden. Tote Zellen nahmen
Fluoreszenzfarbstoffe wie AF750, Pacific Orange und DAPI verstéarkt auf, sodass

Zellen, die keine oder ein geringe Fluoreszenzsignale aufwiesen, als lebende
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Zellen definiert wurden. Alle weiteren Schritte zur Charakterisierung der Zellen

basierten auf der Population von lebenden Einzelzellen.

3.24 Charakterisierung von B-Zellsubpopulationen mittels FACS-

Analyse

Zur Charakterisierung der unterschiedlichen B-Zellsubpopulationen wurde eine
extrazellulare FACS-Farbung (siehe 3.21) durchgefihrt. Anhand der Expression
unterschiedlicher Oberflachenproteine bzw. Oberflachenmarkern wurde die
Zugehorigkeit der Zellen zu den B-Zellsubpopulationen unterschieden. Zunachst
wurde die Leukozytenpopulation anhand von FSC-A und FSC-H (Abbildung 2A)
ausgewahlt. AnschlieRend wurden Zelltrimmer und Zell-Doubletten durch den
FSC-A und FSC-H (Abbildung 2B) sowie tote Zellen (Abbildung 2C) von der
weiteren Analyse ausgeschlossen. Zellen mit dem Oberflachenexpressionsprofil
CD45* CD19" wurden als B-Zellen definiert (Abbildung 2D). B-Zellen dienten als
Ausgangspopulation fur die weitere Differenzierung der B-Zellsubpopulationen
(Abbildung 2D). CD21'®¥ B-Zellen wiesen ein geringes Signal fur das B-
Zellrezeptor-assoziierte Molekul CD21 und den Oberflachenmarker CD38 auf
(CD21'°% CD38; Abbildung 2E). Plasmablasten exprimierten in hohem MaRe
CD38 und CD27 (Abbildung 2F). Anhand der Expression von IgD und CD27
wurden naive B-Zellen und unterschiedliche Gedachtnis B-Zellsubpopulationen
unterschieden (Abbildung 2G). Naive B-Zellen ohne Ged&chtnisphanotyp zeigten
kein Signal fir CD27 und waren positiv fir IgD (IgD* CD27-). Gedachtnis B-Zellen
ohne Klassenwechsel waren positiv fir IgD und CD27 (IgD* CD27*), wahrend
Gedachtnis B-Zellen mit Klassenwechsel fur IgD negativ und fir CD27 positiv
waren (IlgD- CD27%). Die Negativitat fur IgD und CD27 charakterisierte eine
Subpopulation doppelt negativer B-Zellen (DN; IgD~ CD27). Die
unterschiedlichen Entwicklungsstadien naiver B-Zellen wurden anhand der
Positivitat fir CD38 und CD24 unterschieden (Abbildung 2H). Dabei exprimierten
transitionale B-Zellen in hohem MalRe CD24 und CD38, wéahrend reife, naive B-

Zellen die Expression von CD24 und CD38 herunterregulieren (Abbildung 2H).
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Abbildung 2: FACS Gatingstrategie zur Differenzierung von

B-

Zellsubpopulationen im PBMC eines Patienten mit PLA2R1-assoziierter
MGN. Die GroRRe der jeweiligen Zellpopulation wurde neben dem Gate als
prozentualer Anteil der parentalen Population angegeben.

B-Zellsubpopulation

Oberflachenmarker

Plasmablasten

CD45*, AF7507, CD19*, CD38*, CD27*

CD21"°w B-Zellen

CD45*, AF750", CD19*, CD21"%, CD38

Naive B-Zellen

CD45*, AF750, CD19*, CD27", IgD*

Transitionale B-Zellen

CD45*, AF750", CD19*, CD27-, IgD*, CD38high,

CD24high

Reife, naive B-Zellen

CD45*, AF750", CD19*, CD27-, IgD*, CD38'°¥,

CD24low

Gedachtnis B-Zellen ohne Klassenwechsel

CD45*, AF7507, CD19*, CD27*, IgD*

Gedachtnis B-Zellen mit Klassenwechsel

CD45*, AF750, CD19*, CD27*, IgD-

B-Zellen ohne Klassenwechsel

CD45*, AF750", CD19*, IgM*, IgD*

B-Zellen mit Klassenwechsel

CD45*, AF7507, CD19*, IgM-, IgD"

Doppelt negative B-Zellen

CD45*, AF750, CD19*, CD27", IgDr

CysR* B-Zellen

CD45*, AF7507, CD19*, CysR-AF647*

CysR* B-Zellen ohne Klassenwechsel

CD45*, AF750, CD19%, IgM*, IgD*, CysR-AF647*

CysR* B-Zellen mit Klassenwechsel

CD45*, AF7507, CD19%, IgM-, IgD", CysR-AF647*

Tabelle 10: Ubersicht der Oberflachenmarker im FACS zur Differenzierung von

B-Zellsubpopulationen
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3.25 Expression von PLA2R1-Kaninchen Fc-Fusionskonstrukten

Die  verwendeten  PLA2R1-Kaninchen  Fc-Fusionskonstrukte — wurden
freundlicherweise von Stefan Menzel (AG Koch-Nolte; UKE, Hamburg) zur
Verfigung gestellt. Zur Expression der Konstrukte wurden die DNA-Sequenzen
der PLA2R1-Domanen, CysR/FNIlI, CTLD1l, CTLD7 und CTLD8 in einen
pCSE2.5 Vektor kloniert (Jager et al., 2013). Der pCSE2.5 Vektor enthélt die
Domanen CH2 und CH3 einer Kaninchen I1gG Fc-Region, sodass die
Fusionskonstrukte analog zu einem Schwere-Ketten-Antikorper als Homodimere
exprimiert wurden. Anschliel3end erfolgte die Expression in HEK-Zellen und die
Aufreinigung der sezernierten Fusionskonstrukte aus dem Zellkulturiiberstand

mittels Affinitatschromografie.

3.26 Fluorochrom-Konjugation von Antigenen

Fur die Durchfuhrung antigenspezifischer FACS Untersuchungen wurden
rekombinante Antigene (rekombinantes PLA2R1, ART2, Kaninchen-Fc-
Fusionskonstrukte; siehe Tabelle 7) mit AF647 konjugiert. Hierzu wurde das
AF647 Fluorochrom Labelling Kit (Thermo Fisher Scientific; siehe Tabelle 2) nach
dem Protokoll des Herstellers eingesetzt. Die primaren Aminogruppen der
Antigene wurden mittels pH-Wert Verschiebung mit dem Succinimidyl-Esther von
Alexa Fluor 647 konjugiert. Zuerst wurden 500 pyL des jeweiligen Antigens
(PLA2R1, rCysR, rCTLD1, ART2) 50 pL Natriumbicarbonat (1 mol/L) zugesetzt,
gemischt und in das im Kit enthaltene Tube mit AF647 transferiert. Das Gemisch
aus dem jeweiligen Antigen und AF647 wurde mehrfach invertiert und fur 1 h bei
Raumtemperatur unter standiger Bewegung inkubiert. Die Trennung der
konjugierten Antigene von dem Uubrigen Fluoreszenzfarbstoff und den nicht-
konjugierten Antigenen erfolgte mittels Elution von einer Matrix-S&ule. Hierzu
wurde die im Kit enthaltene Saule horizontal in eine Metallklemme eingespannt
und nach Herstellerangaben mit Purifikationsmatrix (component C; Teil des
AF647 Labelling Kit, siehe Tabelle 1) befillt. Anschlie3end wurde das Gemisch
aus konjugiertem Antigen und lbrigem Fluoreszenzfarbstoff auf die Matrixsaule
Uberfuhrt. Der 1x Elutionspuffer (10x component D, 1:10 in PBS verdinnt; Teill
des AF647 Labelling Kit, siehe Tabelle 1) wurde in 500 pL Fraktionen auf die
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Matrixsaule gegeben. Ca. 700 pL Eluat der ersten blaulich kolorierten Bande
sowie benachbarte Fraktionen wurden in Aliquots aufgefangen. AnschlieRend
erfolgte die Untersuchung der Aliquots mittels SDS-page und Coomassie-
Farbung auf das Vorliegen der Antigene sowie die Darstellung der
Fluoreszenzintensitat mittels Immunfluoreszenzanalyse. Diese Untersuchungen
wurden freundlicherweise durch Joanna Schmid (AG Mittricker, UKE) in

Zusammenarbeit mit der UKE Core Facility durchgefihrt.

3.27 CFSE-Markierung von Hybridomazellen

Fur FACS Untersuchungen mit gemischten Ansatzen aus PBMC und
Hybridomazellen wurden Hybridoma-Zellen mit CFSE (siehe Tabelle 2) markiert.
CFSE uberwindet die auf3ere Plasmamembran von Zellen. Die Entfernung von
zwei Acetatgruppen durch intrazellulare Esterasen fuhrt zur Ausbildung
kovalenter Bindungen von CFSE an intrazellulare Aminogruppen (Quah et al.,
2007). Fur die CFSE-Markierung wurden Hybridoma-Zellen aus der Kultur
entnommen und fir 5 min bei 520x g und 20 °C herunterzentrifugiert.
AnschlieRend wurden die Zellen in 1 mL PBS mit 5 % FCS aufgenommen,
gezahlt und in ein 15 mL Falcon tberfuhrt. Das Falcon wurde horizontal hingelegt
und 110 pL PBS wurden an der Innenseite des Falcons vorgelegt. In das
vorgelegte PBS wurden 0,5 pL CFSE-L6sung (siehe Tabelle 3; 5 mM verdinnt
in DMSO) pipettiert. Das Falcon wurde mehrfach invertiert und in Aluminiumfolie
eingewickelt. Nach 5 min Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Zellen
dreimal mit 5 mL PBS mit 5 % FCS gewaschen, jeweils bei 520x g fir 5 min
herunterzentrifugiert und der Uberstand wurde verworfen. Die CFSE-markierten
Zellen wurden in 1 mL PBS mit 5 % FCS aufgenommen und fur 1 h im Dunkeln

bei 4 °C bis zur weiteren Verwendung aufbewahrt.

3.28 Mischversuche mit humanen PBMC und CFSE-markierten

Hybridomazellen

Die PLA2R1-spezifische Charakterisierung von Zellen im FACS erfolgte mittels
unterschiedlicher extrazellularer Farbeprotokolle (siehe 3.22.1, 3.22.2, 3.22.3).
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Verglichen wurden das Detektionssystem mit sekundéarer Detektion der PLA2R1-
Kaninchen Fc-Fusionskonstrukte mittels anti-Kaninchen IgG Antikorper (siehe
3.22.2 und Tabelle 6) mit einer direkten rCysR-AF647-Farbung (siehe 3.22.3).
B81 Hybridomazellen wurden mit CFSE markiert (CFSE™, siehe 3.27) und in
einem definierten Verhéltnis mit PBMC eines gesunden Spenders gemischt.
Anschliel3end erfolgte die PLA2R1-spezifische Farbung des Zellgemischs mit
rCysR und sekundarer Detektion mit anti-Kaninchen 1gG Antikérper (siehe
3.22.2) oder mit rCysR-AF647 (siehe 3.22.3).

Die Untersuchung der Zellen erfolgte an einem FACS Celesta (siehe Tabelle 9).
Exemplarisch wurde das Gating auf CFSE* Hybridomazellen und CFSE- PBMC
fur ein rCysR-AF647 gefarbtes Zellgemisch dargestellt (Abbildung 3). Zunachst
wurden Einzelzellen mittels SSC-H und SSC-A (Abbildung 3A) sowie FSC-H und
FSC-A (Abbildung 3B) definiert und lebende DAPI- Zellen ausgewahlt (Abbildung
3C). CD45, CFSE" Zellen wurden ausgeschlossen (Abbildung 3D) und auf
CD19* und CFSE* Zellen gegatet (Abbildung 3E). Im letzten Schritt erfolgte die
Darstellung des rCysR-AF647-Fluoreszenzsignals der CFSE* Hybridomazellen
und CFSE" B Zellen (Abbildung3F).
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Abbildung 3: FACS Gatingstrategie fur die Analyse CFSE-markierter B81
Hybridomazellen im Mischversuch mit PBMC eines gesunden Spenders.
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3.29 Statistik und Grafiken

Fur die statistische Auswertung wurde die Software GraphPad Prism V8.4.0
(GraphPad Software Inc., La Jolla, CA; siehe Tabelle 8) verwendet. Fir
Experimente mit Vergleich zweier Gruppen, deren Werte einer Normalverteilung
entsprachen, wurde der Student t Test angewendet. Experimente bei denen zwei
Gruppen mit einem untersuchten Parameter verglichen wurden, deren Werte
einer nicht parametrischen Verteilung entsprachen, wurde der Mann-Whitney-U
Test angewendet. Fir die Uberprifung der Verteilung von zwei Kategorien
innerhalb von zwei Vergleichsgruppen wurde der exakte Test nach Fisher
verwendet. Der p-Wert wurde als die Wahrscheinlichkeit definiert, mit der die
Nullhypothese falschlicherweise verworfen wird, obwohl diese tatsachlich zutrifft
(Fehler 1. Art). Als statistisch signifikant wurden p-Werte unterhalb des
Signifikanzniveaus von 0,05 definiert. Fir die grafische Darstellung aller
Ergebnisse in dieser Arbeit wurde GraphPad Prism V8.4.0 (siehe Tabelle 8)

verwendet.

Als Spezifitat wurde der Quotient aus richtig negativen Testergebnissen und der
Summe aus falsch positiven und richtig negativen Testergebnissen definiert. Als
Sensitivitat wurde der Quotient aus richtig positiven Testergebnissen und der
Summe aus richtig positiven und falsch negativen Testergebnisse definiert. Der
Interquartilsabstand (IQA) wurde als Bereich zwischen der 1. Quartil (Q) und der
3. Quartil angegeben (Q3 — Q1).
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4 Ergebnisse

4.1 I1gG ELISpot mit humanen PBMC

Zur indirekten Quantifizierung IgG-produzierender B-Zellen im Blut von Patienten
mit MGN wurden I1gG ELISpot Untersuchungen durchgefihrt. Es wurden
Blutproben von gesunden Kontrollspendern untersucht und von Patienten mit
MGN, die anhand der erhaltenen IS in Gruppen aufgeteilt wurden: Patienten mit
MGN, die nie eine IS erhalten haben (n = 3), die vor Uber einem Jahr eine IS
erhalten haben (n = 1), die innerhalb des letzten Jahres eine IS erhalten haben
(n = 2) und gesunden Kontrollspendern (n = 4) untersucht. Der untersuchte
Patient mit MGN und IS vor Uber einem Jahr, wurde mit Cyclophosphamid,
Cyclosporin A und Prednisolon behandelt worden. Die letzte IS bei diesem
Patienten wurde mit Rituximab 30 Monate vor der Analyse durchgefuhrt. Ein
Patient mit erhaltener IS innerhalb des Jahres vor der Analyse stand unter
Therapie mit Cyclophosphamid. Der zweite Patient mit IS innerhalb des letzten
Jahres wurde mit Cyclosporin A und Cyclophosphamid behandelt sowie 3
Monate vor der Analyse mit Rituximab. Das Alter der Patienten mit MGN lag im
Median bei 60,5 J. (IQA 70,75 - 52,5 J.; 66,67 % ménnliche Patienten). Das Alter
der Kontrollspender lag im Median bei 27 J. (Alter der Spender: 23 J., 24 J., 30
J., 63 J.; 100 % méannliche Spender).

PBMC gesunder Spender und von Patienten mit MGN generierten Spots im IgG
ELISpot (Abbildung 4A und B). Die Stimulation mit IL-21 und R848 erhohte die
Anzahl der Spots (Abbildung 4A und B). Sowohl frisch isolierte als auch zuvor
kryokonservierte PBMC generierten Spots in Abhangigkeit von der Konzentration
der eingesetzten PBMC pro Well im IgG ELISpot (Abbildung 4C). Ohne vorherige
Stimulation der PBMC entstand nur eine geringe Anzahl von Spots (Abbildung
4A, B und C). Patienten mit MGN, die nie eine IS erhalten haben, wiesen &hnliche
Frequenzen IgG-produzierender B-Zellen im Vergleich zu gesunden
Kontrollspendern auf (Abbildung 4D). Geringe Frequenzen IgG-produzierender
B-Zellen zeigten sich bei zwei Patienten mit MGN, die mit Rituximab 3 Monaten
und 30 Monaten vor Blutentnahme therapiert wurden (Abbildung 4D). Ein Patient
mit MGN, der unter Therapie mit Cyclophosphamid stand, wies ebenfalls eine

reduzierte Frequenz IgG-produzierender B-Zellen auf (Abbildung 4D).
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Abbildung 4: Indirekte Quantifizierung IgG-produzierender B-Zellen von
Patienten mit MGN und gesunden Kontrollspendern mittels IgG ELISpot.
IgG ELISpot Untersuchungen von PBMC eines gesunden Spenders (Kontrolle,
A) und eines Patienten mit MGN (B). Grafische Darstellung der 1gG ELISpot
Ergebnisse mit gefrorenen und frisch isolierten PBMC von gesunden
Kontrollspendern (C). Grafische Darstellung der Spots pro 10.000 PBMC von
Patienten mit MGN, die nie eine immunsuppressive Therapie (IS) erhalten haben
(Nie, n = 3), die vor Uber einem Jahr eine IS erhalten haben (>1 J., n = 1), die
innerhalb des letzten Jahres eine IS erhalten haben (<1 J., n = 2) und gesunden
Kontrollspendern (n = 4) (D).
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4.2 Anti-PLA2R1 IgG Antikorper ELISA

Zur Uberprifung der spezifischen Interaktion zwischen anti-PLA2R1 Antikérpern
aus dem Serum von Patienten mit MGN und dem verwendeten rekombinanten
PLA2R1 wurde ein anti-PLA2R1 IgG Antikdrper ELISA durchgefihrt. Im anti-
PLA2R1 1gG Antikorper ELISA generierte das Serum eines Patienten mit MGN
ein zehnfach hoheres Signal im Vergleich zum Serum eines gesunden
Kontrollspenders (Abbildung 5). In der Negativkontrolle wurde kein Signal mit
Serum des Patienten mit MGN oder des gesunden Kontrollspenders detektiert
(Abbildung 5).
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Abbildung 5: anti-PLA2R1 IgG Antikdrper ELISA mit Serum eines Patienten
mit MGN und eines gesunden Kontrollspenders. anti-PLA2R1 IgG Antikorper
ELISA mit Serum eines Patienten mit MGN (links) und Serum eines gesunden
Kontrollspenders (Kontrolle, rechts). PLA2R1: Beschichtung mit PLA2R1 (c =
1,35 pug/mL), OD 450 nm: optische Dichte bei 450 nm.

4.3 PLAZ2R1 ELISpot

Im nachsten Schritt wurden PBMC von Patienten mit MGN (n = 6) und PBMC
von gesunden Kontrollspendern (n = 4) im PLA2R1 ELISpot untersucht (siehe
3.18). Sowohl stimulierte PBMC von Patienten MGN (Abbildung 6A) als auch
PBMC von gesunden Kontrollspendern (Abbildung 6B) generierten in geringer
Frequenz Spots im PLA2R1 ELISpot. Es bestand kein Unterschied in der
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Frequenz anti-PLA2R1 Antikorper-produzierender B-Zellen zwischen gesunden
Kontrollspendern und Patienten mit MGN, die noch nie, im letzten Jahr, oder vor

Uber einem Jahr eine IS erhalten haben (Abbildung 6C).
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Abbildung 6: PLA2R1 ELISpot Untersuchungen von stimulierten PBMC
eines gesunden Kontrollspenders (Kontrolle, A) und eines Patienten mit
MGN (B). Die Anzahl eingesetzter PBMC ist jeweils unter dem Well angegeben.
Grafische Darstellung der Anzahl an Spots im PLA2R1 ELISpot pro 10.000
eingesetzter PBMC von Patienten mit MGN, die nie eine immunsuppressive
Therapie (IS) erhalten haben (Nie, n = 3), die vor tber einem Jahr eine IS erhalten
haben (>1 J., n = 1), die innerhalb des letzten Jahres eine IS erhalten haben (<1
J., n = 1) und gesunden Kontrollspendern (n = 4) (C). PLA2R1: Beschichtung mit
rekombinantem PLA2R1 (¢ = 1,35 pug/mL).

4.4 B81 Hybridomazellen sezernierten anti-PLA2R1 Antikorper

Hybridomazelllinien werden als Positivkontrollen fir die immunologische
Charakterisierung seltener, autoreaktiver B-Zellen verwendet (Cossarizza et al.,
2019). Als Positivkontrolle fur die Untersuchung PLA2R1-spezifischer B-Zellen
im Blut von Patienten mit MGN wurde die Hybridomazelllinie B81 eingesetzt. Zur
Uberprifung der Antigenspezifitat fur PLA2R1 wurden AntikGrper im
Zellkulturiiberstand der B81 Hybridomazellen gemessen. Im Western Blot mit
rekombinantem PLA2R1 als Antigen und Zellkulturiberstand der B81
Hybridomazellen als Prim&rantikdrper wurde eine spezifische Bande in Hohe von
ca. 180 kDa detektiert, wahrend Zellkulturiberstand der NIKA102
Hybridomazelllinie keine Bande erzeugte (Abbildung 7A). Im Dotblot mit PLA2R1
als Antigen konnten anti-PLA2R1-Antikérper im Zellkulturiiberstand der B81

Hybridomazellen und Serum eines Patienten mit MGN detektiert werden,
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wahrend Zellkulturiberstand der NIKA102 Hybridomazellen und Serum eines
gesunden Kontrollspenders kein Signal erzeugten (Abbildung 7B). Im Uberstand
der NIKA102 Hybridomazellen lieRen sich im Dot Blot mit ART2 als Antigen anti-
ART2 Antikoérper nachweisen (Abbildung 7C).

A Antigen: PLA2R1 B Antigen: PLA2R1
. « B
—
180 kDa —— Primarantikérper:  B81 NIKA102 MGN Kontrolle
130 kDa Detektion:  anti-Ratte IgG anti-human IgG
100 kDa Cc Antigen: ART2
& @
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Detektion: anti-Ratte IgG Detektion: ~ anti-Ratte IgG

Abbildung 7: Charakterisierung von anti-PLA2R1-AntikGrpern im
Zellkulturuberstand von B81 Hybridomazellen. Western Blot mit
rekombinantem PLA2R1 als Antigen und Zellkulturiberstand der B8l
Hybridomazellen und der NIKA102 Hybridomazellen als Primarantikdrper (A).
Dot Blot mit rekombinantem PLA2R1 als Antigen und Zellkulturtiberstand der B81
Hybridomazellen, Zellkulturiiberstand der NIKA102 Hybridomazellen, Serum
eines Patienten mit MGN und Serum eines gesunden Kontrollspenders
(Kontrolle) als Primarantikdrper (B). Dot Blot mit rekombinantem ART2 als
Antigen und Zellkulturiiberstand der B81 Zellen und NIKA102 Zellen als
Primarantikorper (C).

4.5 Indirekte Quantifizierung von B81 Hybridomazellen mittels
ELISpot

Im nachsten Schritt wurden B81 Hybridomazellen mittels IgG ELISpot und
PLA2R1 ELISpot indirekt quantifiziert.

Im PLA2R1 ELISpot generierten B81 Hybridomazellen keine Spots (Abbildung
8A). Im 1gG ELISpot erzeugten B81 Hybridomazellen eine Anzahl von Spots, die
der eingesetzten Zellzahl entsprach bzw. bei hoher Zellzahl oberhalb des
Detektionslimits (Abbildung 8B) lag. In der Negativkontrolle fir die Beschichtung
der PVDF-Membranplatte konnten auch bei hoher Zellzahl keine Spots detektiert
werden (Abbildung 8B). NIKA102 Hybridomazellen erzeugten keine Spots und
keine homogene Verfarbung der PVDF-Membran im PLA2R1 ELISpot
(Abbildung 8C). Im IgG ELISpot bildeten NIKA102 Hybridomazellen eine Anzahl

von Spots, die in Hohe der eingesetzten Zellzahl lag (Abbildung 8D). B81
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Hybridomazellen und NIKA102 Hybridomazellen konnten mittels IgG ELISpot bis
zu einem Detektionslimit von 150 Spots pro Well indirekt quantifiziert werden,

wahrend keine Spots im PLA2R1 ELISpot detektiert wurden (Abbildung 8E).

A Beschichtung: PLA2R1 B anti-Ratte IgG PBS

B81
Cc
NIKA102
Zellzahl / Well: 100 1.000
Detektion: anti-Ratte IgG
E 150 =========cccccc--- O-t------- Oberes Detektionslimit
_ + NIKA102
% .
100+ ¢ B81
= 1997 .
o ! o
o} !
g2 !
8 50+
A .
0'-_0 g T < ¢ T < T
Beschichtung: PLA2R1 I1gG PLA2R1 IgG PBS
Zellzahl / Well: 100 1.000

Abbildung 8: IgG ELISpot und PLA2R1 ELISpot Untersuchung von B81 und
NIKA102 Hybridomazellen. Reprasentative PLA2R1 ELISpot Untersuchung (A)
und 1gG ELISpot Untersuchung (B) von B81 Hybridomazellen. Die Zellzahl wurde
jeweils unter dem Well angegeben. Als Kontrolle wurden NIKA102
Hybridomazellen im PLA2R1 ELISpot (C) und IgG ELISpot (D) eingesetzt.
Grafische Darstellung der PLA2R1 ELISpot und IgG ELISpot Ergebnisse mit B81
Hybridomazellen und NIKA102 Hybridomazellen (E). Als oberes Detektionslimit
wurden 150 Spots pro Well festgelegt. PLA2R1: Beschichtung mit
rekombinantem PLA2R1 (c = 1,35 pug/mL). Anti-Ratte IgG: Beschichtung mit anti-
Ratte IgG Antikoérper. PBS: Negativkontrolle.
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4.6 B-Zellsubpopulationen im Blut von Patienten mit MGN

Im nachsten Teil dieser Arbeit wurden im Blut zirkulierende B-
Zellsubpopulationen von Patienten mit MGN (n = 17) und gesunden
Kontrollspendern (n = 8) mittels FACS Analyse charakterisiert. Das Alter
Patienten mit MGN lag im Median bei 58 J. (IQA 74 - 45 J.; 82,35 % méannliche
Patienten). Das Alter der gesunden Kontrollspender im Median bei 28 Jahren
(IQA 38 — 25 J., 50 % mannliche Spender). Im Vergleich zu den gesunden
Kontrollspendern waren die Patienten mit MGN statistisch signifikant &alter (p =
0,0341; Mann-Whitney-U Test). Es bestand kein statistisch signifikanter
Unterschied bezlglich der Geschlechterverteilung zwischen beiden Gruppen (p
= 0.3592; Exakter Test nach Fisher).

Patienten mit MGN wiesen im Vergleich zu gesunden Kontrollspendern eine
statistisch signifikant erhéhte Frequenz CD21'°% B-Zellen auf (Abbildung 9C,
Median 1,02 % vs. 0,37 %; p = 0,0412). Zusatzlich zeigte sich eine signifikant
verringerte Frequenz von Gedachtnis B-Zellen ohne Klassenwechsel (Abbildung
9E, Median 7,2 % vs. 19,2 %; p < 0,0001). Patienten mit MGN wiesen einen
statistisch nicht-signifikanten Trend zu einer erhéhten Frequenz naiver B-Zellen
(Abbildung 9G; p = 0,0607) und einer verringerten Frequenz transitionaler B-
Zellen (Abbildung 9I; p = 0,1747). Die Frequenz der B-Zellen (Abbildung 9A), der
Plasmablasten (Abbildung 9B), der DN B-Zellen (Abbildung 9D), der Gedachtnis
B-Zellen mit Klassenwechsel (Abbildung 9F), der reifen, naiven B-Zellen
(Abbildung 9G) war nicht unterschiedlich.

Im n&achsten Schritt wurden die Patienten mit MGN anhand der erhaltenen IS in
drei Gruppen unterteilt: Patienten mit MGN, die nie eine IS erhalten haben (n =
10), Patienten mit MGN, die vor tber einem Jahr (>1 J.) eine IS erhalten haben
(n =4), und Patienten mit MGN, die im letzten Jahr (<1 J.) eine IS erhalten haben
(n = 3) (Abbildung 10). In der Gruppe der Patienten, die vor Gber einem Jahr eine
IS erhalten haben, wurde ein Patient 8 Jahre vor der Analyse mit Rituximab
behandelt, ein Patient wurde ein Jahr vor der Analyse mit Cyclosporin A
behandelt und ein Patient wurde mit Cyclophosphamid, Mycophenolat-Mofetil
und Rituximab behandelt. Ein weiterer Patient wurde mit Cyclosporin A,

Cyclophosphamid sowie 34 Monate vor der Analyse mit Rituximab behandelt.
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% der B-Zellen % der Lymphozyten

% der B-Zellen

Abbildung 9: B-Zellsubpopulationen im Blut von Patienten mit MGN und
gesunden Kontrollspendern. FACS Analyse der B-Zellsubpopulationen von
Patienten mit MGN (n = 17) und gesunden Kontrollspendern (Kontrolle; n = 8).
Die B-Zellsubpopulationen sind als prozentualer Anteil der parentalen Population
angegeben. Als Linie ist der Median angegeben. Statistische Analyse: Mann-
Whitney-U-Test, p-Werte < 0,05 wurden angegeben.
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Abbildung 10: B-Zellsubpopulationen von Patienten mit MGN unterteilt
nach erhaltener Immunsuppression (IS). Es wurde zwischen Patienten mit
MGN, die nie eine IS erhalten haben (weil3, Nie; n = 10), Patienten mit MGN, die
vor Uber einem Jahr eine IS erhalten haben (gelb, >1 J.; n = 4), und Patienten mit
MGN, die im letzten Jahr eine IS erhalten haben (<1 J., rot; n = 3), unterschieden
sowie gesunden Kontrollspendern (Kontrolle; n = 8). Als Linie ist der Median
angegeben. Statistische Analyse: Mann-Whitney-U-Test, p-Werte < 0,05 wurden
angegeben.
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In der Gruppe der Patienten mit IS innerhalb eines Jahres vor der Analyse war
ein Patient unter Therapie mit Cyclophosphamid, ein Patient unter Therapie mit

Tacrolimus und ein Patient unter Therapie mit Cyclosporin A und Prednisolon.

Patienten mit MGN, die nie eine IS erhalten haben, wiesen im Vergleich zu
gesunden Kontrollspendern einen Trend zu einer erhdhten Frequenz von
CD21'ow B-Zellen auf, der nicht statistisch signifikant war (Abbildung 10C; p =
0,0517). Es bestand eine signifikant geringere Frequenz Gedéachtnis B-Zellen
ohne Klassenwechsel bei Patienten mit MGN, die nie eine IS erhalten haben
(Abbildung 10E; p < 0,0003). Patienten, die eine IS erhalten haben, wiesen
reduzierte Frequenzen von Gedachtnis B-Zellen ohne Klassenwechsel im
Vergleich zu Patienten, die nie eine IS erhalten haben, und gesunden
Kontrollspendern auf (Abbildung 10E). Einzelne hohe Frequenzen transitionaler
B-Zellen wurden bei Patienten mit MGN, die innerhalb des letzten Jahres und vor

Uber einem Jahr eine IS erhalten haben, gemessen (Abbildung 101).

4.7 PLAZ2R1-spezifische FACS Untersuchung von B-Zellen mit
PLA2R1-AF647

Um eine PLA2R1-spezifische FACS Untersuchung von B-Zellen zu etablieren,
wurde zunéchst die Expression von PLA2R1-spezifichem IgG auf der
Zelloberflache von B81 Hybridomazellen untersucht. Rekombinantes PLA2R1
wurde mit dem Fluorochrom AF647 konjugiert (siehe 3.26) und fur die
antigenspezifische Farbung von Hybridomazellen eingesetzt (siehe 3.22.1).

B81 Hybridomazellen wiesen eine homogene Expression von Ratte IgG auf der
Zelloberflache auf (Abbildung 11A). Im Vergleich zur Kontrollfarbung ohne
PLA2R1-AF647 (FACS minus one; FMO-Kontrolle) (Abbildung 10B) wurden B81
Hybridomazellen durch PLA2R1-AF647 geringgradig angefarbt (Abbildung 11A).
In Relation zur FMO-Kontrolle zeigte sich eine hdhere Intensitat der PLA2R1-
spezifischen Farbung der B81 Hybridomazellen mit hoheren Konzentrationen
von PLA2R1-AF647 (Abbildung 11C). In der hochsten eingesetzten
Konzentration von PLA2R1-AF647 lag die MFI (mittlere Fluoreszenzintensitat)
der B81 Hybridomazellen um den Faktor 2,48 hoher relativ zur FMO-Kontrolle.
NIKA102 Hybridomazellen wurden durch PLA2R1-AF647 nicht angefarbt
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(Abbildung 11C), exprimierten Ratte IgG auf der Zelloberflache und wurden durch
ART2-AF647 spezifisch gebunden (Abbildung 11D). In der FMO-Kontrolle ohne
ART2-AF647 wurde kein Signal detektiert (Abbildung 11E). Die
antigenspezifische Farbung der NIKA102 Hybridomazellen mit ART2-AF647 in
der hochsten Konzentration fuhrte zu einer Steigerung der MFI um den Faktor
18,38 relativ zur FMO-Kontrolle (Abbildung 11F).

O
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Abbildung 11: Antigenspezifische FACS Untersuchung der B8l
Hybridomazellen und NIKA102 Hybridomazellen mit AF647-konjugierten
Antigenen. FACS Untersuchung mit anti-Ratte IgG Antikérper und PLA2R1-
AF647 (Titration 1:50) der B81 Hybridomazellen (A) und FACS minus one-
Kontrolle  (FMO-Kontrolle; B). Grafische Darstellung der mittleren
Fluoreszenzintensitat (MFI) relativ zur FMO-Kontrolle nach Farbung mit
aufsteigenden Konzentrationen von PLA2R1-AF647 (C). FACS-Farbung mit anti-
Ratte IgG und ART2-AF647 (Titration 1:200) der NIKA102 Hybridomazellen (D)
und FMO-Kontrolle (E). Grafische Darstellung der MFI relativ zur FMO-Kontrolle
mit aufsteigenden Verdiinnungen von ART2-AF647 (F).
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4.8 PLAZ2R1-spezifische FACS Untersuchung von Hybridomazellen

mit PLA2R1-Kaninchen F¢-Fusionskonstrukten

Im néachsten Schritt wurden rekombinante PLA2R1-Kaninchen Fc-
Fusionskonstrukte (siehe Tabelle 7) fur die Etablierung einer PLA2R1-
spezifischen FACS Untersuchung von Hybridomazellen verwendet. Das
CysR/FN llI-Kaninchen Fc-Fusionskonstrukt (rCysR) bestand aus den
extrazellularen PLA2R1-Doméanen CysR und FN Il sowie einer Fc-Region eines
Kaninchen 1gG Molekils (Abbildung 12A). Die PLA2R1-Kaninchen Fec-
Fusionskonstrukte rCTLD1, rCTLD7 und rCTLD8 bestanden aus den
extrazellularen PLA2R1- Doméanen CTLD1, CTLD7 und CTLD8 und einer
Kaninchen 1gG Fc-Region (Abbildung 12B). B81 Hybridomazellen wurden durch

PLA2R1
Domane
(Kanlnchen) .. .. .. ..

4000- 4000~
(] O

< 3000 < 3000
C cC
(] (0]
=5 =5

L £ 20004 L & 2000
== ==
© 8]
X X

5 1000- 5 1000-
C C
0] (18]

olem = = c-—-ll—-—-—_-_
O ¥ K » S o O ¢ & N A 3
<<® \3& OAQ &\/o &\/0 &\9 QQ\ ‘60\ OAQ &\/0 ,\\9 &\/O
& &8¢ I RO
NG A
e &
$® $®

Abbildung 12: Antigenspezifische FACS Untersuchung der B8l
Hybridomazellen mit PLA2R1-Kaninchen Fc-Fusionskonstrukten/anti-
Kaninchen IgG Detektionssystem. Schematische Darstellung der PLA2R1-
Kaninchen Fc-Fusionskonstrukte rCysR (A) sowie rCTLD1, rCTLD7 und rCTLDS8
(B). Bindung der PLA2R1-Kaninchen Fc-Fusionskonstrukte an B81
Hybridomazellen (C) und NIKA102 Hybridomazellen (D). Negativkontrolle:
Nanobody-Kaninchen Fc-Fusionskonstrukt (siehe Tabelle 7). FMO: ohne anti-
Kaninchen IgG Antikorper.



rCysR gebunden, wéahrend rCTLD1, rCTLD7 und rCTLD8 keine Bindung an B81
Hybridomazellen zeigten (Abbildung 12C). NIKA102 Hybridomazellen wurden
durch keines der verwendeten PLA2R1-Fusionskonstrukte gebunden (Abbildung
12D).

4.9 PLAZ2R1-spezifische FACS Untersuchungen von

Zellsuspensionen aus Hybridomazellen und gesunden PBMC

Im n&chsten Teil dieser Arbeit wurde das Detektionssystem aus rCysR und der
sekundaren Detektion mit einem anti-Kaninchen 1gG Antikdrper verwendet, um
CFSE-markierte B81 Hybridomazellen antigenspezifisch in einem Zellgemisch

mit PBMC eines gesunden Kontrollspenders zu detektieren.

B81 Hybridomazellen konnten im FACS mittels CFSE-Markierung von PBMC des
gesunden Kontrollspenders unterschieden werden (Abbildung 13A). Die
PLA2R1-spezifische Farbung der Zellsuspension filhrte zu einer starken
Anfarbung der CFSE-markierten Hybridomazellen, wahrend nur wenige CFSE-
PBMC des gesunden Kontrollspenders durch rCysR gebunden wurden
(Abbildung 13A). Die PLA2R1-spezifische Farbung war ahnlich stark unabhangig
davon, ob hohe (Abbildung 13A) oder niedrige Zellkonzentrationen der CFSE*
B81 Hybridomazellen (Abbildung 13D) eingesetzt wurden. In den verschiedenen
Zellsuspensionen aus CFSE* B81 Hybridomazellen und PBMC eines gesunden
Kontrollspenders konnten 88,05 — 91,47 % der CFSE* Zellen mittels rCysR und
sekundarer Detektion mit anti-Kaninchen IgG identifiziert werden (Abbildung
13A, B, C, D).

Im nachsten Schritt wurde rCysR mit dem Fluorochrom AF647 konjugiert (siehe
3.26) und fur die PLA2R1-spezifische FACS Untersuchung von B81
Hybridomazellen in Zellsuspension mit PBMC eines gesunden Kontrollspenders
verwendet. Um die Sensitivitat der PLA2R1-spezifischen FACS Untersuchung zu
erhdhen wurden CD19* B-Zellen ausgewdahlt und andere Immunzellpopulationen
ausgeschlossen (siehe Abbildung 3, 4.14.3, 4.21). Mittels CysR-AF647 konnten
CFSE* B81 Hybridomazellen stark angefarbt werden, wahrend B-Zellen des
gesunden Kontrollspenders in sehr geringer Frequenz durch rCysR-AF647
angefarbt wurden (Abbildung 14A).
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Abbildung 13: CysR-spezifische FACS Analyse mit rCysR/anti-Kaninchen
IgG-Antikorper Detektionssystem. CysR-spezifische FACS Untersuchungen
mittels rCysR/anti-Kaninchen IgG Detektionssystem von Zellsuspensionen aus
2*10% PBMC eines gesunden Kontrollspenders und 100.000 (A), 20.000 (B),
4.000 (C) und 800 (D) CFSE-markierten B81 Hybridomazellen. Der prozentuale
Anteil der Zellen relativ zur parentalen Population wurde in fetter Schrift
angegeben. Die Anzahl der Events wurde in kursiver Schrift angegeben. Es
wurden jeweils lebende Einzellzellen ausgewahlt und CFSE* sowie CD45" Zellen
eingeschlossen. Grafische Darstellung des Quotienten aus korrekt positiven
Events (CFSE* rCysR*) und falsch positiven Events (CFSE" rCysR™) (E).

Detektionssystem rCysR/anti-Kaninchen 1gG Antikorper
PBMC Zellzahl 2*10°

B81 Zellzahl 100.000 20.000 4.000 800
Sensitivitat in % 92,87 94,81 90,36 76,62
Spezifitat in % 99,72 99,96 99,98 99,99

Tabelle 11: Sensitivitdt und Spezifitat der CysR-spezifischen Detektion von
CFSE* B81 Hybridomazellen in Zellsuspensionen mit PBMC eines gesunden
Kontrollspenders mit rCysR und anti-Kaninchen IgG Antikérper und Gating auf
PBMC und CFSE* Hybridomazellen (siehe Abbildung 13)
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Abbildung 14: CysR-spezifische FACS Analyse mit direkter CysR-AF647
Farbung. CysR-spezifische FACS Untersuchungen mittels rCysR-AF647 von
Zellgemischen aus 3*10° PBMC eines gesunden Kontrollspenders und 10.000
(A), 1.000 (B) und 100 (C) CFSE-markierten B81 Hybridomazellen. Der
prozentuale Anteil der Zellen im Gate wurde in fetter Schrift und die Anzahl der
Events in kursiver Schrift angegeben. Es wurden jeweils lebende Einzelzellen
ausgewahlt und CFSE* sowie CD45" CD19* Zellen eingeschlossen. Grafische
Darstellung der korrekt positiven Zellen (CFSE* rCysR*) im Verhaltnis zu den
falsch positiven Zellen (CD19* CFSE" rCysR*) fur das rCysR/anti-Kaninchen IgG
Detektionssystem und das rCysR-AF647 Detektionssystem (D).

_ rCysR/anti-Kaninchen IgG
Detektionssystem _ rCysR-AF647
Antikorper
PBMC Zellzahl 3*10°
B81 Zellzahl 10.000 1.000 100 10.000 1.000 100
Sensitivitat (in %) 84,01 76,72 | 37,58 98,75 96,43 | 87,50
Spezifitat (in %) 99,63 99,80 | 99,86 99,96 99,98 | 99,98

Tabelle 12: Sensitivitat und Spezifitat der CysR-spezifischen FACS Analyse von
CFSE* Hybridomazellen mit rCysR/anti-Kaninchen 1gG  Antikérper
Detektionssystem und rCysR-AF647 in Zellsuspensionen mit PBMC eines
Gesundenkontrollspenders und Gating auf CFSE* Hybridomazellen und B-Zellen
(siehe Abbildung 14)
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Durch die Farbung mit rCysR-AF647 konnten zwischen 70 — 87,26 % der CFSE™
Hybridomazellen in den verschiedenen Zellsuspensionen identifiziert werden
(Abbildung 14). Es wurden 79,1-mal so viele korrekt positive Zellen (CFSE*
rCysR-AF647%) wie falsch positive (CFSE™ rCysR-AF647%) Zellen in der
Zellsuspension mit 10.000 CFSE+ B81 Hybridomazellen detektiert (Abbildung
14A und D). In der Zellsuspension mit 100 CFSE+ B81 Hybridomazellen wurden
7-mal so viele korrekt positive wie falsch positive Zellen detektiert (Abbildung 14C
und D). Die Sensitivitat der Detektion der CFSE+ Hybridomazellen mit rCysR-
AF647 lag bei 98,75 % bei hoher Zellkonzentration (Abbildung 14A) und bei
87,50 % bei niedriger Zellkonzentration der CFSE+ B81 Hybridomazellen
(Abbildung 14C; siehe Tabelle 12).

4.10 CysR-spezifische FACS Untersuchung von B-Zellen im Blut von
Patienten mit MGN

Im nachsten Schritt wurden PBMC von Patienten mit MGN, die nie (n = 7), vor
Uber einem Jahr (n = 2), oder innerhalb des letzten Jahres eine IS erhalten haben
(n = 3) sowie PBMC aus gesunden Kontrollspendern (n = 6) auf CysR-spezifische
B-Zellen mittels rCysR-AF647 im FACS untersucht. In der Gruppe der Patienten,
die tber ein Jahr vor der Analyse eine IS erhalten haben, erhielt ein Patient eine
Therapie mit Rituximab vor 8 Jahren und ein Patient Cyclophosphamid tber ein
Jahr vor der Analyse. In der Gruppe der Patienten mit IS innerhalb des letzten
Jahres war ein Patient unter Therapie mit Tacrolimus, ein Patient unter Therapie
mit Cyclosporin A und Prednisolon und ein Patient hatte Rituximab innerhalb des

letzten Jahres erhalten.

rCysR* B-Zellen wurden in geringer Frequenz sowohl bei Patienten mit MGN
(Abbildung 15A) als auch bei gesunden Kontrollspendern detektiert (Abbildung
15B). Patienten mit MGN zeigten einen Trend zu hoheren Frequenzen CysR* B-
Zellen (Abbildung 15C; p = 0,1562). Bei Patienten, die nie eine IS erhalten haben,
wurden CysR+ B-Zellen im Vergleich zu gesunden Kontrollspendern in signifikant
hoherer Frequenz (0,02 %; IQA 0,024 - 0,014 % der B-Zellen versus 0,012 %;
IQA: 0,018 - 0,009 % der B-Zellen; p = 0,0367) detektiert (Abbildung 15D). Bei
Patienten mit MGN, die innerhalb des letzten Jahres eine IS erhalten haben,

59



A B
O 4
=
o) 10°
O
L L] 11‘.)4 . :"a -
. rCysR-AF647* 103 rCysR-AF647*
] 0,052 0,018
o 9 0
: Iém o 3I e 4 o 5 3 3 4 5
-10 0 10 10 10 -10 0 10 10 10
rCysR-AF647
C D E
0,064 Pp=0,1562 0,06 p =0,0367 4x10%-
I e ' . b = 0,0082
3x10*4 0
& 0,04 & 0,04 % ]
N N e 1 .
o m 1 o o 2x10% °
2 o 2 { o g-\ 00 o e
52 0,02+ oo . 52 0,02 =00 = 1 "o .
{ -o0- 1 T 4]
- 15 ° 4 o T e
! 1 .
i i H
0,00———1— 0,00 T T A 4 0 T T ?
MGN Kontrolle IS: Nie >1J. <1J. IS:  Nie =>1J. <1J.
MGN Kontrolle MGN Kontrolle

Abbildung 15: CysR-spezifische FACS Analyse von PBMC von Patienten
mit MGN und gesunden Kontrollspendern mit rCysR-AF647. CysR-
spezifische FACS Untersuchungen von PBMC eines Patienten mit MGN (A) und
eines gesunden Kontrollspenders (B). Es wurden jeweils B-Zellen ausgewahlt.
Grafische Darstellung der Frequenz CysR* B-Zellen von Patienten mit MGN und
gesunden Kontrollspendern (C). Grafische Darstellung der Frequenz CysR™* B-
Zellen von Patienten mit MGN, die nie eine IS erhalten haben (Nie, n = 7), die
vor uber einem Jahr eine IS erhalten haben (>1 J., n = 2), die innerhalb des
letzten Jahres eine IS erhalten haben (<1 J., n = 3) und gesunden
Kontrollspendern (n = 6) (D). Grafische Darstellung der MFI fur rCysR-AF647 der
CysR* B-Zellen von Patienten mit MGN und gesunden Kontrollspendern (E). Als
Linie ist jeweils der Median angegeben. Statistische Analyse: Mann-Whitney-U-
Test.
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wurden niedrigere Frequenzen der CysR+ B-Zellen im Vergleich zu Patienten mit
MGN, die nie eine IS erhalten haben, detektiert (Abbildung 15D; p > 0,05). Im
Vergleich zu gesunden Kontrollspendern wiesen CysR+ B-Zellen der Patienten
mit MGN eine signifikant hohere MFI fir rCysR-AF647 auf (Abbildung 15E; p =
0,0082).

4.11 Analyse der CysR+ B-Zellsubpopulationen von Patienten mit
MGN

Zur genaueren Charakterisierung der CysR* B-Zellen wurde eine
Unterscheidung zwischen IgM* IgD* B-Zellen ohne Klassenwechsel und IgM-
IgD- B-Zellen mit Klassenwechsel vorgenommen. Anschlie3end wurde der Anteil

CysR* B-Zellen in diesen Subpopulationen untersucht.

CysR* IgD" IgM- B-Zellen wurden bei Patienten mit MGN detektiert (Abbildung
16A), wahrend bei gesunden Kontrollspendern keine CysR* IgD" IgM- B-Zellen
nachgewiesen werden konnten (Abbildung 16B). Die Frequenz der CysR* IgD-
IgM- B-Zellen war signifikant héher bei Patienten mit MGN, die nie eine IS
erhalten haben, im Vergleich zu gesunden Kontrollspendern (0,0023 %; 1QA
0,0076 - 0 % vs. 0 %; p = 0,021) (Abbildung 16C). Bei 71,4 % der Patienten mit
MGN, die nie eine IS erhalten haben, wurden CysR* IgD" IgM- B-Zellen detektiert.
Bei Patienten mit MGN, die innerhalb des letzten Jahres oder vor Uber einem
Jahr eine IS erhalten haben, lag der Anteil der Patienten mit CysR* IgD" IgM" B-
Zellen bei 60 % (Abbildung 16C). CysR*IgD* IgM* B-Zellen wurden bei Patienten
mit MGN und gesunden Kontrollspendern in &ahnlicher Frequenz gemessen
(Abbildung 16D). Die mediane Frequenz der CysR* IgD* IgM* B-Zellen lag bei
0,0042 %; IQA 0,0051 - 0,0032 % der IgD* IgM* B-Zellen bei Patienten mit MGN,
die nie eine IS erhalten haben, und 0,0036 %; IQA 0,0061 - 0,00136 % bei
gesunden Kontrollspendern (Abbildung 16D). Im nachsten Schritt wurde die
Charakterisierung der CysR+ B-Zellsubpopulationen vorgenommen. Die CysR+
B-Zellen der Patienten mit MGN wiesen eine heterogene Expression von CD27
und IgD auf, wahrend CysR+ B-Zellen von gesunden Kontrollspendern IgD
exprimierten und mehrheitlich keine Expression von CD27 zeigten (Abbildung

17A). Sowohl bei Patienten mit MGN als auch bei gesunden Kontrollspendern
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Abbildung 16: CysR-spezifische FACS Analyse von IgD- IgM- B-Zellen von
Patienten mit MGN und gesunden Kontrollspendern. IgD" IgM- B-Zellen eines
Patienten mit MGN (A) und eines gesunden Kontrollspenders (Kontrolle, B).
Grafische Darstellung der Frequenz CysR™* IgD" IgM- B-Zellen (C) und CysR™* IgD*
IgM* B-Zellen von Patienten mit MGN, die nie eine IS erhalten haben (n = 7), die
vor Uber einem Jahr eine IS erhalten haben (n = 2), die innerhalb des letzten
Jahres eine IS erhalten haben (n = 3) und gesunden Kontrollspendern (n = 6).
Als Linie ist der Median angegeben. Statistische Analyse: Mann-Whitney-U-Test.
P-Werte < 0,05 wurden angegeben.
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Abbildung 17: Charakterisierung der CysR* B-Zellsubpopulationen bei
Patienten mit MGN und gesunden Kontrollspendern. Zusammenfassung der
B-Zellen von Patienten mit MGN und der gesunden Kontrollspender (Kontrolle)
als Summationsplot (grau). In rot sind die CysR* B-Zellen aller untersuchten
Patienten mit MGN (n = 12) zusammengefasst und in grin die CysR* B-Zellen
aller gesunden Kontrollspender (n = 6). Expression von IgD und CD27 (A).
Expression von IgD und IgM (B). Expression von CD38 und CD27 (C).
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wurden CysR+ B-Zellen mit Expression von IgD und IgM gefunden (Abbildung
17B). CysR* IgD" IgM- B-Zellen stellten eine exklusive Population bei Patienten
mit MGN dar (Abbildung 17B). Es wurden weder bei Gesunden noch bei
Patienten mit MGN CysR* Plasmablasten detektiert (Abbildung 17C).
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5 Diskussion

5.1 IgG-produzierende B-Zellen im Blut von Patienten mit MGN

IgG ELISpots werden zur Charakterisierung der adaptiven Immunantwort nach
Impfungen und B-Zell gerichteten Therapien sowie im Kontext infektioser
Erkrankungen eingesetzt (Maho-Vaillant et al., 2021; Tacke et al., 2021; Izadi et
al., 2022). Die indirekte Quantifizierung 1gG-produzierender B-Zellen kdnnte eine
Moglichkeit darstellen funktionelle Effekte der immunsuppressiven Therapie auf
das adaptive Immunsystem bei Patienten mit MGN ex vivo zu reproduzieren.
Potenziell lassen sich so therapiespezifische Unterschiede im Ausmald der

Immunsuppression und klinisches Ansprechen auf die Therapie abbilden.

Fur die Untersuchung der Frequenz der IgG-produzierenden B-Zellen im Blut von
Patienten mit MGN erfolgte die Stimulation der PBMC mit IL-2 und R848, die zu
einer Erh6hung die Detektionsrate 1gG-produzierender B-Zellen bei Patienten mit
MGN und gesunden Kontrollspendern analog zu publizierten Studien fuhrte
(Jahnmatz et al., 2013). Dabei lag die Anzahl der IgG-produzierenden B-Zellen
pro 10.000 PBMC bei Patienten mit MGN, die nie eine IS erhalten haben, und
gesunden Kontrollspendern in &hnlicher Hohe zu bereits publizierten Studien mit
gleicher Stimulation (Jahnmatz et al., 2013; Li et al., 2021). Zuséatzlich zeigten
kryokonservierte und frisch isolierte PBMC vergleichbare Frequenzen IgG-
produzierender B-Zellen im IgG ELISpot (Jahnmatz et al., 2013; Li et al., 2021).
Passend zu publizierten Analysen von B-Zellsubpopulationen mittels FACS bot
sich auch im 1gG ELISpot kein Unterschied in der Frequenz IgG-produzierender
B-Zellen bei Patienten mit MGN, die nie eine IS erhalten haben, verglichen mit

gesunden Kontrollspendern (Fervenza et al., 2010; Rosenzwajg et al., 2017).

Bei Patienten mit MGN, die eine IS erhalten haben, wurden dagegen im IgG
ELISpot reduzierte Frequenzen IgG-produzierender B-Zellen beobachtet. Nach
einer Rituximab-Therapie sind B-Zellen erst nach etwa einem Jahr im peripheren
Blut in normalisierter Frequenz zu finden, wéahrend Gedachtnis B-Zellen, die zur
Differenzierung zu lgG-produzierenden B-Zellen neigen, langer reduziert sein
konnen (Colucci et al., 2016). Passend hierzu wies ein untersuchter Patient mit

MGN, der Rituximab 30 Monate vor der Analyse erhalten hatte, eine reduzierte
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Frequenz IgG-produzierender B-Zellen auf. Auch bei Patienten unter Therapie
mit Cyclophosphamid werden eine Suppression der Aktivierung und Proliferation
sowie einer unselektiven Depletion von B-Zellen beschrieben (Zhu et al., 1987;
Fervenza et al., 2019). Mittels IgG ELISpot konnte eine Depletion der B-Zellen
jedoch nicht von einer supprimierten IgG-Sekretion unterschieden werden. Eine
weitere Einschrankung dieser Beobachtung stellte der Altersunterschied
zwischen den untersuchten Patienten mit MGN und den im Vergleich jingeren
Kontrollspendern dar. Im Alter von Uber 65 Jahren weisen parallel zu den
untersuchten Patienten mit MGN auch gesunde Spender B-Zellen mit
eingeschrankter Fahigkeit zur Sekretion von IgG auf (Rodriguez-Zhurbenko et
al., 2019). Dartber hinaus limitierte die kleine Anzahl untersuchter Proben die

Aussagekraft dieser Beobachtungen.

Die Untersuchung einer grof3eren Anzahl von Patienten, altersangepasster
Kontrollen, die Unterscheidung anhand der IS, sequenzielle Messungen und die
klinische Korrelation mit dem Verlauf der Erkrankung sind notwendig um IgG-
produzierende B-Zellen als Biomarker in der Therapie von Patienten mit MGN zu

evaluieren.

5.2 PLA2R1 ELISpot mit PBMC von Patienten mit MGN und B81

Hybridomazellen

Seltene Autoantikérper-produzierende B-Zellen im Blut von Patienten mit
unterschiedlichen Autoimmunerkrankungen sind bereits mittels
antigenspezifischen ELISpot Untersuchungen charakterisiert worden. Hierzu
zahlen Glutamat-Decarboxylase-spezifische und Inselzellantigen 2-spezifische
B-Zellen bei Patienten mit Diabetes mellitus Typ | (Powell et al., 2019),
Rheumafaktor- und anti-citrullinated proteins Antikorper (ACPA)-produzierende
B-Zellen bei Patienten mit rheumatoider Arthritis (Kerkman et al., 2015),
Desmoglein 3-spezifische B-Zellen bei Patienten mit Pemphigus vulgaris
(Nishifuji et al., 2000; Lee J. et al., 2020) und Acetylcholinrezeptor-spezifische B-
Zellen bei Patienten mit Myasthenia gravis (Zimmermann et al., 2019). Im Blut
von Patienten mit MGN PLA2R1-spezifische B-Zellen sind in einer Frequenz von

12,3 bis 15,3 % der IgG-produzierenden B-Zellen mittels Fluorospot beschrieben
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worden (Cantarelli et al., 2020). In dieser Arbeit wurden hingegen nur in sehr
geringen Frequenzen Spots im PLA2R1 ELISpot bei Patienten mit MGN und bei
gesunden Kontrollspendern gemessen, sodass die Ergebnisse von Cantarelli et
al. (2020) nicht reproduziert werden konnten. Ein Unterschied bestand in den
verwendeten Protokollen fiir den PLA2R1 ELISpot und dem PLA2R1 Fluorospot
von Cantarelli et al. (2020). Wahrend im PLA2R1 ELISpot rekombinantes
PLA2R1 fur die Beschichtung der PVDF Membranplatte eingesetzt wurde,
erfolgte im Fluorospot eine Beschichtung mit anti-human IgG Antikdrper und die
Detektion mit fluoreszenzmarkierten PLA2R1-Multimeren (Cantarelli et al.,
2020). Es sollte berticksichtigt werden, dass auch PLA2R1-spezifische B81
Hybridomazellen im PLA2R1 ELISpot keine Spots bildeten. B81 Hybridomazellen
konnten mittels IgG ELISpot quantifiziert werden und die Produktion von anti-
PLA2R1 Antikoérpern durch B81 Zellen konnte mittels Dot Blot und Western Blot
bestétigt werden. Die Reaktivitat des fur den ELISpot verwendeten PLA2R1-
Antigens mit anti-PLA2R1 Autoantikérpern wurde anhand eines anti-PLA2R1
Antikorper ELISA gezeigt. Somit bleibt es unklar, warum der Antigen-spezifische
ELISpot keine PLA2R1-Signale aufwies. Eine Mdoglichkeit ist, dass die anti-
PLA2R1 Antikorper aus B81 Hybridomazellen an Epitope binden, die im Rahmen
des ELISpot Protokolls zerstort wurden oder durch Bestandteile des
Zellkulturmediums, beispielsweise FCS, maskiert wurden. Jenseits dieser
technischen Limitationen erscheinen die von Cantarelli et al. (2020)
beschriebenen Frequenzen von PLA2R1-spezifischen B-Zellen hoch im
Vergleich zu anderen Autoantikorper-vermittelten Autoimmunerkrankungen.
Beispielsweise sind Autoantikorper-produzierende B-Zellen mittels ELISpot nach
in vitro Stimulation in Frequenzen von ca. 40 pro 108 PBMC bei Patienten mit
rheumatoider Arthritis (Pelzek et al., 2017) und 0,5 bis 1 % der B-Zellen bei
Patienten mit Pemphigus vulgaris beschrieben worden (Nishifuji et al., 2000; Lee
J. et al., 2020). Auch die Ergebnisse der FACS-Untersuchungen in dieser Arbeit
zeigten detektierbare Frequenzen von PLA2R1-spezifischer B-Zellen in einer
GroRRenordnung von etwa 0,01 bis 0,05 % der B-Zellen (siehe auch unten unter
5.6).

Zusammenfassend gelang kein Nachweis PLA2R1-spezifische B-Zellen im Blut
von Patienten mit MGN mittels PLA2R1 ELISpot.
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5.3 B-Zellsubpopulationen im Blut von Patienten mit MGN

Im nachsten Teil dieser Arbeit wurden im Blut zirkulierende B-
Zellsubpopulationen von Patienten mit MGN mittels FACS Analyse untersucht.
Eine Reihe von Studien weisen auf Veranderungen in den B-Zellsubpopulationen
bei Patienten mit MGN hin, deren Bedeutung fur die Erkrankung jedoch
kontrovers diskutiert wird (Cravedi et al., 2019). Hierzu zahlen erhdhte
Frequenzen DN B-Zellen und naiver B-Zellen sowie eine verringerte Frequenz
von Gedachtnis B-Zellen ohne Klassenwechsel bei Patienten mit MGN im
Vergleich zu gesunden Kontrollspendern (Rosenzwajg et al., 2017). Andere
Autoren beschreiben ausschliel3lich signifikant erhdhte Frequenzen von
zirkulierenden Plasmazellen und regulatorischen B-Zellen bei Patienten mit
MGN, wenn als Kontrollgruppe Patienten mit chronischer Nierenerkrankung
herangezogen werden (Cantarelli et al., 2020). Welche B-Zellsubpopulationen
eine Rolle in der Pathogenese der MGN spielen, ist unbekannt und eine
Charakterisierung der B-Zellsubpopulationen vor Beginn einer Therapie mit
Rituximab erlaubt keine Aussage Uber den Therapieerfolg (Fervenza et al.,
2010).

In dieser Arbeit konnte ein Trend zu einer erhdhten Frequenz naiver B-Zellen
reproduziert werden (Rosenzwajg et al., 2017). Zusatzlich wurde eine erhdhte
Frequenz transitionaler, naiver B-Zellen bei Patienten mit MGN, die nie eine IS
erhalten haben, beobachtet. Potenziell weisen diese erhthten Frequenzen
naiver B-Zellen und transitionaler, naiver B-Zellen auf eine Dysregulation von
Kontrollpunkten zur Vermeidung autoreaktiver B-Zellen hin (Rosenzwajg et al.,
2017; Szabo et al., 2016; Tsokos et al., 2016).

Signifikant geringere Frequenzen der Gedéchtnis B-Zellen ohne Klassenwechsel
bei Patienten mit MGN wurden bei Patienten mit MGN unabhangig von der
erhaltenen IS detektiert. Gedéachtnis B-Zellen ohne Klassenwechsel weisen
ahnliche Genexpressionsprofile wie IgG* Gedachtnis B-Zellen auf, kdnnen zu
Plasmazellen differenzieren oder erneut an Keimzentrumsreaktionen teilnehmen
(Seifert et al., 2015; Lee et al., 2021). Reduzierte Frequenzen von Gedachtnis B-
Zellen ohne Klassenwechsel werden bei Patienten mit systemischer Sklerose
und systemischem Lupus erythematodes sowie Patienten mit genetischen
Defekten in der TLR-Aktivierung beschrieben (Rodriguez-Bayona et al., 2010;
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van Zelm, 2012; Weller et al., 2012). Die genaue Rolle von Gedéachtnis B-Zellen
ohne Klassenwechsel im Kontext von Autoimmunerkrankungen ist zum aktuellen
Zeitpunkt unzureichend verstanden. Bei Patienten mit systemischem Lupus
erythematodes entstehen autoreaktive Gedachtnis B-Zellen mit Klassenwechsel
durch intrinsisch erhéhte TLR7-Aktivierung innerhalb und aufR3erhalb von
Keimzentrumsreaktionen (Fillatreau et al., 2021). Auch bei Patienten mit MGN
konnte eine erhdhte TLR7-Aktivierung die Homdostase von Gedachtnis B-Zellen
ohne Klassenwechsel stéren oder die vermehrte Differenzierung in Gedachtnis
B-Zellen mit Klassenwechsel bei Patienten mit MGN bedingen.

Im Unterschied zu den Daten von Rosenzwajg et al. (2019) wurde eine signifikant
erhéhte Frequenz von CD21"% B-Zellen bei Patienten mit MGN beobachtet.
Dieser Unterschied basierte auf Patienten mit MGN, die im letzten Jahr eine IS
erhalten haben, und war bei Patienten mit MGN, die nie eine IS erhalten haben,
nicht statistisch signifikant. CD21'°% B-Zellen stellen eine heterogene B-
Zellsubpopulation dar, weisen teilweise einen Gedachtnisphanotyp auf,
exprimieren vermehrt autoreaktive BCR und prasentieren Antigene (Masle-
Farquhar et al., 2020; Keller et al., 2021; Goodnow et al., 2022). Erhohte
Frequenzen von CD21"°% B-Zellen sind unter anderem bei Patienten mit
systemischem Lupus erythematodes, rheumatoider Arthritis, primarem Sjégren
Syndrom und ANCA-assoziierter Vaskulitis beschrieben worden (Keller et al.,
2021). Aus diesem Grund wird ein gemeinsamer Pathomechanismus in der
Entstehung der CD21'°% B-Zellen bei unterschiedlichen Autoimmunerkrankungen
diskutiert (Freudenhammer et al., 2020). Erhchte Frequenzen von CD21'°¥ B-
Zellen  werden  aul3erdem  bei  Patienten mit Infektions-  und
Autoimmunerkrankungen beobachtet, die mit chronischen
Entzindungsreaktionen assoziiert sein konnen (Keller et al., 2021; Masle-
Farquhar et al., 2022). Da Patienten mit MGN, die eine IS bendtigen, potenziell
einen schwereren Krankheitsverlauf aufweisen, kénnten erhdhte CD21'°Y B-

Zellen ein Ausdruck fir eine erhéhte immunologische Krankheitsaktivitat sein.

Zu den Limitationen dieser Untersuchung zahlt die fehlende Anpassung der
Kontrollspender an das Alter der untersuchten Patienten mit MGN. Mit
zunehmendem Alter erhéht sich die Frequenz von Gedachtnis B-Zellen mit

Klassenwechsel und Gedachtnis B-Zellen ohne Klassenwechsel, wahrend
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CD21'%w B-Zellen in ihrer Frequenz stabil bleiben (Morbach et al., 2010).
Moglicherweise bilden altersangepasste  Kontrollen die biologischen
Unterschiede zwischen beiden Gruppen besser ab. Zusatzlich werden von
einigen Autoren Patienten mit chronischen Nierenerkrankungen als
Kontrollgruppe gegenuber gesunden Kontrollspendern bevorzugt, um
Storfaktoren aufgrund der Nierenfunktion zu reduzieren (Cantarelli et al., 2020).
Darlber hinaus limitieren die GruppengrofR3e der Patienten mit MGN, die eine IS
erhalten haben, und die unterschiedlichen immunsuppressiven Therapien die
Aussagekraft der Untersuchung.

5.4 PLAZ2R1-spezifische FACS Untersuchung von B81

Hybridomazellen

Autoreaktive B-Zellen konnen durch die Bindung des jeweiligen Autoantigens
spezifisch tber den BCR charakterisiert werden (Franz et al., 2015; Kerkman et
al., 2015; Hiepe und Radbruch, 2016; Joshua et al., 2016; Pinder et al., 2017,
Cossarizza et al., 2019; Gatto et al., 2019). In dieser Arbeit sind folgende
antigenspezifische FACS Untersuchungen zur Analyse von PLA2R1-spezfischen
B-Zellen implementiert worden: 1. Direkte Konjugation von rekombinantem
PLA2R1 mit AF647, 2. Sekundare Detektion der PLA2R1-Kaninchen Fc-
Fusionskonstrukte mittels anti-Kaninchen 1gG Antikorper, 3. Direkte
Fluorochrom-Konjugation des rCysR-Fusionskonstrukts mit AF647. Da
Blutproben von Patienten mit MGN eine limitierte Ressource darstellen, wurden
Hybridomazellen als Positivkontrolle  fir  antigenspezifische  FACS
Untersuchungen verwendet (Cornec et al., 2017; Cossarizza et al., 2019). B81
Hybridomazellen exprimieren analog zu weiteren Hybridomazelllinien, die unter
Verwendung der Zelllinie SP2/0 hergestellt wurden, IgG auf der
Zellmembranoberflache (Price et al., 2009). In proof of concept Experimenten
konnten B81 Hybridomazellen, die IgG auf der Zelloberflache exprimieren, mit
PLA2R1-AF647 antigenspezifisch markiert werden. Die starke Anfarbung der
B81 Hybridomazellen durch rCysR mit anschlieBender sekundarer Detektion
mittels anti-Kaninchen 1gG Antikérper oder durch rCysR-AF647 spricht fir ein
Epitop der B81 anti-PLA2R1 Antikérper in den Domanen CysR/FN Il des

PLA2R1-Molekils. Im Rahmen der Herstellung der B81 Hybridomazelllinie ist
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keine spezifische Selektion anhand der Domanen des PLA2R1-Molekdls erfolgt.
Zusatzlich bindet ein Grof3teil der anti-PLA2R1 Antikorper im Serum von
Patienten mit MGN an CysR/FN Il (Kao et al., 2015; Reinhard et al., 2020b).
Moglicherweise ist dies ein Hinweis auf eine hohere Immunogenitat der CysR/FN
Il Doméanen im Vergleich zum restlichen extrazellularen Anteil des PLA2R1-
Molekils (Kao et al., 2015). Aufgrund der erfolgreichen PLA2R1-spezifischen
Detektion der B81 Hybridomazellen im FACS, eigneten sich diese als
Positivkontrolle zur Charakterisierung sehr seltener PLA2R1-spezifischer B-
Zellen im Blut von Patienten mit MGN.

5.5 Etablierung der CysR-spezifischen FACS Untersuchung

Autoreaktive B-Zellen sind sehr kleine B-Zellpopulationen mit einer erwarteten
Haufigkeit im Bereich von 1 pro 100.000 B-Zellen. Aus diesem Grund stellt die
Reduktion unspezifischer Bindungen und die Etablierung geeigneter Kontrollen
eine grol3e Herausforderung bei der Charakterisierung dieser Zellen im FACS
dar (Cossarizza et al., 2019). Unspezifische Bindungen kdnnen beispielsweise
durch elektrische Ladung und hydrophobe Wechselwirkungen zwischen dem
Antigen und Zelloberflachen oder Riuckstanden von Zellkulturmedien im Rahmen
der Herstellung des Antigens entstehen (Cossarizza et al., 2019). Um
antigenspezifische B-Zellen korrekt im FACS zu identifizieren, werden
kompetitive Assays zur Validierung des Detektionslimits und Negativkontrollen
mit unmarkiertem Antigen zum Blocken der spezifischen Bindung empfohlen
(Cossarizza et al., 2019). Fur autoreaktive B-Zellen mit niedriger Aviditat im
Kontext autoimmuner Erkrankungen werden biotinylierte Antigene und die
sekundare  Detektion mit  fluoreszenzmarkiertem  Streptavidin  zur
Charakterisierung von antigenspezifischen B-Zellen im FACS verwendet
(Kerkmann et al., 2015, Cornec et al., 2017). B-Zellrezeptor-transfizierte humane,
embryonale Nierenzellen (HEK293T-Zellen) kommen neben Hybridomazellen
als Positivkontrollen fur antigenspezifische FACS Untersuchungen zum Einsatz
(Kerkmann et al., 2016; Cornec et al., 2017; Cossarizza et al., 2019). Analog
hierzu konnten B81 Hybridomazellen in einem kompetitiven Assay mit PBMC
eines gesunden Kontrollspenders durch das rCysR/anti-Kaninchen 1gG

Antikdrper Detektionssystem antigenspezifisch charakterisiert werden. Hohere
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Frequenzen von CFSE™ rCysR* Zellen wurden insbesondere bei hohen B81
Zellkonzentrationen beobachtet. Diese kénnten durch die Bindung von anti-
PLA2R1 Antikoérpern zerstorter B81 Zellen an Fc-Rezeptoren auf der Oberflache
von Makrophagen, naturlichen Killerzellen und neutrophilen Granulozyten
bedingt sein. Die Quervernetzung von Anti-PLA2R1 Antikorpern durch rCysR
konnte aulerdem zur Bildung von IgG-Multimeren fihren, die praferentiell von
Fcy-Rezeptoren gebunden werden (Patel et al, 2019). Niedrigere
Zellkonzentrationen der B81  Hybridomazellen  konnten  weiterhin
antigenspezifisch detektiert werden, allerdings zeigte sich bereits oberhalb der
erwarteten Frequenz PLA2R1-spezifischer B-Zellen eine Zunahme der falsch

positiven Events im Verhaltnis zu den korrekt positiven Hybridomazellen.

Aus diesem Grund wurde im nachsten Schritt rCysR direkt mit AF647 konjugiert.
So konnte Kaninchen-IgG aus Kaninchen-Serum zum Blocken unspezifischer
Bindungen durch den Fc-Anteil von rCysR verwendet werden. Im Vergleich zur
Detektion mit rCysR und sekundarer Detektion mit anti-Kaninchen IgG war die
Detektion mit rCysR-AF647 bei niedrigen Konzentrationen der B8l
Hybridomazellen sensitiver und beziglich der Rate falsch positiver Events
Uberlegen. Zusatzlich konnte rCysR-AF647 in einer Farbung gemeinsam mit
fluoreszierenden Antikérpern zur Differenzierung von B-Zellsubpopulationen
verwendet werden, um falsch positive Events durch nicht-B-Zellen weiter zu

reduzieren (Cossarizza et al., 2017).

5.6 PLAZ2R1- spezifische B-Zellen im Blut von Patienten mit MGN

Im n&achsten Schritt erfolgte mittels FACS Analysen die Charakterisierung von
PLA2R1-spezifischen B-Zellen im Blut von Patienten mit MGN. Autoreaktive,
antigenspezifische B-Zellen werden im Blut von Patienten mit unterschiedlichen
Autoimmunerkrankungen in niedrigen Frequenzen beschrieben. Hierzu gehdren
ACPA-spezifische B-Zellen bei Patienten mit rheumatoider Arthritis in
Frequenzen von 0,02 — 0,06 % der B-Zellen (Kerkman et al., 2016, Pelzek et al.,
2017), Proteinase 3-spezifische B-Zellen in mittleren Frequenzen von 1,11 % der
B-Zellen bei Patienten mit ANCA-assoziierter Vaskulitis (Cornec et al., 2017),

Pentraxin 3-spezifische B-Zellen in Frequenzen von bis zu 0,06 % der B-Zellen
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bei Patienten mit systemischem Lupus erythematodes (Gatto et al., 2019) und
Desmoglein 3-spezifische B-Zellen in Frequenzen von 0,11 bis 0,53 % der B-
Zellen bei Patienten mit Pemphigus vulgaris (Pollmann et al., 2019). CysR* B-
Zellen wurden bei Patienten mit MGN in dhnlicher Frequenz von bis zu 0,05 %
der B-Zellen detektiert. Analog zu citrullinated proteins-spezifischen B-Zellen,
Proteinase 3-spezifischen B-Zellen und Desmoglein 3-spezifischen B-Zellen
wurden CysR* B-Zellen auch bei gesunden Kontrollspendern detektiert
(Kerkman et al., 2016; Cornec et al., 2017; Pollmann et al., 2019). CysR* B-Zellen
bei gesunden Kontrollspendern, &hnlich zu Proteinase 3-spezifischen B-Zellen
und Desmoglein 3-spezifischen B-Zellen, wiesen vornehmlich einen naiven B-
Zellphanotyp mit Expression von IgM und IgD auf (Cornec et al., 2017; Pollmann
et al., 2019). Als Ursache fur die Detektion Autoantigen-positiver B-Zellen bei
gesunden Kontrollspendern werden unspezifische Bindungen diskutiert (Pollman
et al., 2019; Cossarizza et al., 2019). Dartber hinaus konnte diese Population
aus naturlichen, autoreaktiven B-Zellen bestehen, die durch Autoantigene
gebunden werden (Cui et al., 2010; Jennete und Falk, 2010; Pruss, 2021).
Naturliche, autoreaktive B-Zellen sind haufig polyreaktiv, nehmen an Reaktionen
in Keimzentren teil und spielen eine Rolle in der Abwehr von Krankheitserregern
(Lee S. et al., 2020). Dysregulierte nattrliche, autoreaktive B-Zellen sind jedoch
in der Lage einen Immunglobulin-Klassenwechsel zu vollziehen und tragen
potenziell zur Entstehung Autoantikdrper-vermittelter Erkrankungen bei (Lee S.
et al., 2020).

Autoreaktive Gedéachtnis B-Zellen stellen ein spezifisches Merkmal autoimmuner
Erkrankungen dar (Hiepe und Radbruch 2016). Im Blut von Patienten mit
Pemphigus vulgaris und ANCA-assoziierter Vaskulitis werden Autoantigen-
spezifische Gedachtnis B-Zellpopulationen beschrieben, die bei gesunden
Kontrollspendern nicht oder in geringerer Frequenz detektiert werden. (Cornec et
al., 2017; Pollmann et al., 2019). Passend hierzu wurden CysR* Ged&achtnis B-
Zellen mit Klassenwechsel in ahnlichen Frequenzen ausschliel3lich bei Patienten
mit MGN detektiert. Interessanterweise zeigten Patienten mit MGN, die eine IS
erhalten haben, einen Trend zu reduzierten Frequenzen CysR* B-Zellen, der
durch eine Depletion der CysR* B-Zellen im Rahmen der immunsuppressiven
Therapie oder durch die Migration von CysR* B-Zellen in Milz, Lymphknoten oder
das Knochenmark bedingt sein kann. Gedachtnis B-Zellen mit Klassenwechsel
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entstehen bei Immunreaktionen innerhalb und aufRerhalb von Keimzentren und
sind ein wichtiges Reservoir fir die Entstehung physiologischer und
Autoantikorper-produzierender Plasmazellen (Cheng et al., 2013; Chang et al.,
2019; Lee S. et al., 2020). Es werden kurzlebige (short-lived plasmacells) und
langlebige Plasmazellen (long-lived plasmacells) unterschieden. Wahrend
kurzlebige Plasmazellen durch Rituximab depletiert werden, regulieren
langlebige Plasmazellen CD20 herunter und Uberleben jahrzehntelang in
Knochenmarknischen (Hiepe und Radbruch, 2016). Aus diesem Grund stellen
PLA2R1-spezifische Plasmazellen potenziell therapeutische Angriffspunkte in
der antigenspezifischen Behandlung der MGN dar (Tomas et al., 2021). Durch
wiederholte Messungen im zeitlichen Verlauf und die Korrelation mit dem
Krankheitsverlauf konnte die Untersuchung PLA2R1-spezifischer B-Zellen als
Biomarker zu einem individualisierten Therapieansatz fur Patienten mit MGN
beitragen (Hoxha et al., 2022).

5.7 B-Zellen in der Pathogenese der membrandsen

Glomerulonephritis

Die Charakterisierung therapeutischer Effekte auf das adaptive Immunsystem
bietet die Maoglichkeit, Patienten mit unterschiedlichen Prognosen zu
identifizieren und immunsuppressive Therapien zu individualisieren. Die zentrale
Rolle der anti-PLA2R1 Autoantikdrper in der Pathogenese und der Diagnostik der
MGN deutet auf einen Verlust der Selbsttoleranz des adaptiven Immunsystems
hin (Stahl et al., 2019). Anti-PLA2R1 Autoantikdrper sind spezifische IgG
Molekule und werden somit von B-Zellen produziert, die eine Affinitatsreifung des
BCR durchlaufen und einen Immunglobulin-Klassenwechsel vollzogen haben
(Hiepe und Radbruch, 2016). Der PLA2R1-Autoantikorpertiter fliel3t bereits in die
Therapieentscheidung zur Immunsuppression bei Patienten mit MGN ein (Kidney
Disease: Improving Global Outcomes (KDIGO) Glomerular Diseases Work
Group, 2021). Im nachsten Schritt konnte die Detektion PLA2R1-spezifischer B-
Zellen im Blut der Patienten klinische Entscheidungen zum Einsatz von

Immunsuppressiva weiter unterstitzen.
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Zwei Drittel der Patienten mit PLA2R1-assoziierter MGN profitieren von einer
Therapie mit dem anti-CD20-Antikérper Rituximab (Ruggenenti et al., 2012;
Dahan et al., 2016; Fervenza et al., 2019b). Dennoch gibt es Patienten, die keine
Remission der Proteinurie und keine Reduktion des anti-PLA2R1 Antikorpertiters
unter der Therapie mit Rituximab erreichen (Fervenza et al., 2019b). PLA2R1-
spezifische Plasmazellen, die CD20 nicht exprimieren, werden als potenzielle
Ursache fir das Versagen CD20-gerichteter Therapien bei diesen Patienten
diskutiert (Ruggenenti et al., 2017). Auch eine Herunterregulation von CD20 oder
die Kompartimentierung von PLA2R1-spezifischen B-Zellen in der Milz und im
Knochenmark kénnte Schutz vor der Depletion durch Rituximab bieten (Hiepe
und Radbruch, 2016). Daher ist es notwendig, weitere Biomarker zu
charakterisieren, um potenziell nebenwirkungsreiche immunsuppressive
Therapien gezielter einsetzen zu kdonnen. PLA2R1-spezifische Gedachtnis B-
Zellen wurden bei einem Teil der Patienten mit MGN detektiert.
Interessanterweise wiesen Patienten mit MGN, die eine IS erhalten haben, einen
Trend zu geringeren Frequenzen CysR* Gedachtnis B-Zellen auf. Dies kénnte
ein Hinweis auf eine Beeinflussung dieser potenziell autoreaktiven B-
Zellpopulation durch Immunsuppressiva sein. Neben Rituximab stehen in der
Behandlung der MGN mit Alkylanzien, Glucocorticoiden und Calcineurin-
Inhibitoren ~ Substanzen  zur  Verfigung, die einen unselektiven,
immunsuppressiven Effekt auf das adaptive Immunsystem haben (Ronco et al.,
2021b). Ein Anstieg PLA2R1-spezifischer B-Zellen, beispielsweise nach einer B-
Zell gerichteten Therapie, kénnte einem Rickfall der Erkrankung vorausgehen

und so die individualisierte Behandlung von Patienten unterstitzen.

Ein weiteres Beispiel fur die Individualisierung von Therapieentscheidungen
durch die Charakterisierung des adaptiven Immunsystems liegt in der Messung
von CD20* T-Zellen bei Patienten, die mit Rituximab therapiert werden. Neben
der Depletion von CD20* B-Zellen werden CD20* T-Zellen durch Rituximab
zerstort, beispielsweise bei Patienten mit multipler Sklerose oder mit primarem
Sjogren Syndrom (Wilk et al., 2009; Eggleton und Bremer, 2014; Holley et al.,
2014; Palanichamy et al., 2014; Schuh et al., 2016). Kirzlich wurde bei einem
Patienten mit Minimal Change Disease ohne zirkulierende B-Zellen eine klinische
Remission nach Therapie mit Rituximab beschrieben (Webendorfer et al., 2021).
Es konnte eine Population von CD20* T-Zellen charakterisiert werden, die
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parallel zum Therapieansprechen des Patienten durch Rituximab depletiert
wurde (Webendorfer et al., 2021). Um eine antigenspezifische Therapie der MGN
zu ermdglichen, werden chimare anti-Autoantikorper Rezeptor (CAAR) T-Zellen
zur Depletion autoreaktiver B-Zellen als moglicher Therapieansatz diskutiert
(June et al.,, 2019, Tomas et al., 2021). Als Vorbild dient ein Tiermodell fur
Pemphigus vulgaris, dass eine Depletion Desmoglein 3-spezifischer B-Zellen
mittels CAAR-T-Zelltherapie beschreibt (Ellebrecht et al., 2016). In dieser Arbeit
sind PLA2R1-spezifische B-Zellen erstmalig im FACS charakterisiert worden.
Mithilfe dieser Methode konnte die spezifische Depletion PLA2R1-spezifischer B-

Zellen durch eine zukinftige CAART-Zelltherapie kontrolliert werden.

5.8 Limitationen der PLA2R1-spezifischen FACS Untersuchung

Zu den Limitationen der PLA2R1-spezifischen FACS-Untersuchung gehoren die
exklusive Verwendung von rCysR fur die PLA2R1-spezifische FACS
Untersuchung, die geringe Anzahl untersuchter Patienten mit MGN, der
Vergleich der Patienten mit MGN mit gesunden Kontrollspendern und der
fehlende Nachweis der Produktion von anti-PLA2R1 Antikdrpern durch CysR* B-
Zellen. Zusatzlich stellen die unterschiedlichen immunsuppressiven Therapien
der Patienten mit MGN wichtige Limitationen dieser Arbeit dar.

Neben anti-PLA2R1 Autoantikorpern, die an CysR binden, sind weitere
pathogene Epitope in den PLA2R1-Domanen CTLD1, CTLD7 und CTLD8
bekannt (Seitz-Polski et al., 2016; Hoxha et al., 2019; Reinhardt et al., 2020Db).
Daher unterschéatzt die ausschlie3liche Verwendung von rCysR in der
antigenspezifischen FACS Untersuchung potenziell die Gesamtfrequenz der
PLA2R1-spezifischen B-Zellen. In weiteren Studien kénnten rCTLD1, rCTLD7
und rCTLD8 mit unterschiedlichen Fluoreszenz-Farbstoffen markiert werden, um
die tatséchliche Frequenz PLA2R1-spezifischer B-Zellen im FACS genauer zu
charakterisieren. Zuséatzlich ist die Spezifitit der CysR* B-Zellen nicht
abschlieRend geklart. Zwar wurden B81 Hybridomazellen als Positivkontrolle ftr
die Farbung mit rCysR verwendet und Patienten mit MGN besitzen signifikant
hohere Frequenzen CysR* B-Zellen, dennoch wurde nicht gezeigt, dass CysR*

B-Zellen anti-PLA2R1 Antikorper produzieren. Fur den Nachweis der
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Antigenspezifitdt der untersuchten CysR+ B-Zellen bestehen verschiedene
Maoglichkeiten. Durch die ex vivo Expansion und Stimulation der CysR+ B-Zellen
konnte Zellkulturiiberstand auf CysR-spezifische Antikérper mittels anti-PLA2R1
Antikorper ELISA oder Western Blot untersucht werden (Cossarizza et al., 2019).
Eine weitere Mdglichkeit liegt in der Einzelzellsequenzierung und der
rekombinanten Expression der Antikorper der CysR+ B-Zellklone (Wardemann
und Busse, 2019). Tiermodelle der MGN sind unter anderem durch die
Verflugbarkeit von anti-PLA2R1 AntikOrpern aus Patientenserum limitiert
(Reinhardt et al.,, 2023). Aus diesem Grund bieten monoklonale PLA2R1-
spezifische Antikdrper, die aus Gedachtnis B-Zellen von Patienten mit MGN
generiert wurden, eine Mdoglichkeit, die Pathogenese der MGN im Tiermodell
weiter zu untersuchen. Um PLA2R1-spezifische B-Zellen als Biomarker fur den
Krankheitsverlauf und die Individualisierung von immunsuppressiven Therapien
zu etablieren, sind weitere sequenzielle Messungen, die klinische Korrelation
zum Verlauf der Erkrankung und die Untersuchung groRRerer Patientengruppen

notwendig.
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6 Zusammenfassung

Die primare membrandse Glomerulonephritis (MGN) ist eine autoimmune
Nierenerkrankung, bei der anti-M-type phospholipase A2 receptor 1 (PLA2R1)
Autoantikdrper zu einer Proteinurie fuhren. Der Krankheitsverlauf ist variabel und
reicht von einer spontanen Remission, die mit einer sehr guten Prognose
vergesellschaftet ist, zu einer progredienten Verschlechterung der
Nierenfunktion, die eine Nierentransplantation oder eine Dialysetherapie
notwendig machen. Zum Zeitpunkt der Diagnose stellt die Hohe des anti-PLA2R1
Autoantikorpertiters den besten pradiktiven Biomarker fur den Verlauf der
Erkrankung dar. B-Zellen und insbesondere autoreaktive, PLA2R1-spezifische
B-Zellen spielen moglicherweise eine zentrale Rolle in der Pathogenese der
MGN. Ziel dieser Arbeit ist die immunologische Charakterisierung von Patienten
mit PLA2R1-assoziierter MGN anhand der im Blut zirkulierenden B-Zellen mittels
ELISpot und FACS Untersuchungen. Patienten mit MGN, die eine
immunsuppressive Therapie erhalten haben, verfigten Uber reduzierte
Frequenzen IgG-produzierender B-Zellen. Zusatzlich wiesen erhohte
Frequenzen CD21'"% B-Zellen und Gedachtnis B-Zellen ohne Klassenwechsel
bei Patienten mit MGN auf eine Dysregulation des adaptiven Immunsystems hin.
Seltene PLA2R1-spezifische Gedachtnis B-Zellen konnten erstmalig mittels
FACS charakterisiert werden und spielen madglicherweise eine Rolle in der
Pathogenese der MGN. In Zukunft kénnte die Charakterisierung von B-Zellen
und die Untersuchung von PLA2R1-spezifischen B-Zellen zu einem tieferen
Verstandnis der Pathogenese und zu individualisierten Behandlungsansatzen
bei Patienten mit MGN beitragen.

CysR* Gedachtnis B-Zellen stellen eine exklusive B-Zellpopulation bei Patienten
mit MGN dar und spielen mdglicherweise eine Rolle in der Pathogenese der
MGN. Vor diesem Hintergrund kommen PLA2R1-spezifische B-Zellen als
Biomarker fir den Verlauf der Erkrankung oder als therapeutische Ziele fir

kommende immunsuppressive Therapien bei Patienten mit MGN in Betracht.
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7 Summary

Membranous nephropathy (MN) is an autoimmune kidney disease mediated by
anti-phospholipase A2 receptor 1 (PLA2R1) autoantibodies, which lead to
proteinuria and kidney damage. The course of the disease is highly variable and
ranges from spontaneous remission, associated with an excellent prognosis, to
progressive kidney disease, which may necessitate kidney transplantation or
kidney replacement therapy. At the time of diagnosis, the anti-PLA2R1 antibody
titer is the best biomarker to prognosticate the progression of the disease. B cells
and especially autoreactive, PLA2R1-specific B cells may contribute to the
pathogenesis of MN. The goal of this project is the immunological
characterization of patients with MN by assessing the B cell compartment in the
blood using ELISpot and flow cytometry. Patients with MN, who received
immunosuppressive therapy, showed lower frequencies of IgG secreting cells.
Additionally, higher frequencies of CD21'°% B cells and decreased non-switched
memory B cells may hint at a dysregulation of the adaptive immune system on a
cellular level. PLA2R1-specific B cells were significantly more frequent in patients
with MN. PLA2R1-specific memory B cells circulated exclusively in the blood of

patients with MN and may contribute to the pathogenesis of MN.

The characterization of autoreactive PLA2R1-specific B-cells in the blood of
patients with MN may further our understanding of the pathogenesis of the

disease and contribute to individualized therapies of MN.
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9 AbkUlrzungsverzeichnis

<1lJ. Patienten mit MGN, die innerhalb des letzten Jahres
eine IS erhalten haben

>1 J. Patienten mit MGN, die vor Uber einem Jahr eine IS
erhalten haben

ACPA anti-citrullinated proteins Antikdrper

AF647 Alexa Fluor 647

APC allophycocyanin

Aqua destillata

destilliertes Wasser

ART2

Murine Mono-ADP-Ribosyltransferase C2.2

B81 PLA2R1-spezifische B81#27 Hybridomazelllinie

BCR B Zellrezeptor

BSA bovine serum albumin

BV650 Brilliant Violet Dye 650

BV785 Brilliant Violet Dye 785

C Konzentration

C3 Komplement-Konvertase C3

CBSA cationic bovine serum albumin, kationisches bovines
Serumalbumin

CD cluster of differentiation

CD21 Komplementrezeptor 2

CDR3 complementary determining region 3

CFSE 5-Carboxyfluorescein N-Succinimidyl Ester

CNTN1 contactin 1

COz2 Kohlenstoffdioxid

CTLD C-type lectin-like domain

CysR cystein-rich domain

DAPI 4',6-Diamidino-2-phenylindol

DMSO Dimethylsulfoxid

DN Doppelt negative B-Zellen (IgD- CD27")

DNA Desoxyribonukleinséure

DTT Dithiothreitol

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure
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ELISA enzyme-linked immunosorbent assay

ELISpot enzyme-linked immunospot assay

EXT1/EXT2 exostosin 1/exostosin 2

Fab Variable Antigenbindungsregion eines
Immunglobulins

FACS fluorescence activated cell sorting,
Durchflusszytometrie

FAT1 Protocadherin FAT1

Fec Kristallisierbare, konstante Region eines
Immunglobulins

FCS fetal calf serum, fétales Kélberserum

FITC fluorescein isothiocyanate

FN Il fibronectin type Il domain

FSC forward scatter

FSC-A FSC-Areal

FSC-H FSC-Hohe

GPI-Anker Glycosylphosphatidylinositol-Anker

HCI Salzséaure

HRP horseradish peroxidase, Meerretich-Peroxidase

HTRA1 high-temperature requirement A serine peptidase 1

IgD Immunglobulin D

lgG Immunglobulin G

IgG ELISpot ELISpot zur indirekten Quantifizierung 1gG-
produzierender B-Zellen oder Hybridomazellen

IgH Schwere Kette

IgL Leichte Kette

IgM Immunglobulin M

IL-2 Interleukin 2

IS Immunsuppressive Therapie

Q Quartil

IQA Interquartilsabstand; Q3 — Q1

LDS Lithiumdodecylsulfat

MGN Primare Membrandse Glomerulonephritis
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Na-Pyruvat

Natrium-Pyruvat

NCAM1 neural cell adhesion molecule 1
NELL-1 neural epidermal growth factor-like 1
NEPH1 nephrin-like protein 1

Nie (in Abbildungen)

Patienten mit MGN, die nie eine IS erhalten haben

NIKA102 ART2-spezifische Hybridomazelllinie
NTNG1 Netrin G1

OD 450 nm Optische Dichte bei 450 nm

PBMC peripheral blood mononuclear cells
PBS phosphate-buffered saline

PBS-T PBS mit 0,5 % Tween

PCDH7 protocadherin 7

PE Phycoerythrin

PE-Cy7 Phycoerythrin-Cy7

Per-CP peridinin-chlorophyll-protein complex
PLA2R1 M-type phospholipase A2 receptor 1

PLA2R1 ELISpot

ELISpot zur indirekten Quantifizierung PLA2R1-

spezifischer B-Zellen oder Hybridomazellen

pre-BCR pre-B cell receptor, vorlaufiger B Zellrezeptor

PVDF Polyvinylidenfluorid

R848 Resiquimod

RAG recombination activating gene complex

rCTLD1 CTLD1 rabbit F¢ fusion construct; Fusionskonstrukt
aus der CTLD1 Domaéne des humanen PLA2R1-
Molekils und Kaninchen IgG Fc

rCTLD7 CTLD7 rabbit Fc fusion construct; Fusionskonstrukt
aus der CTLD7 Doméane des humanen PLA2R1-
Molekuls und Kaninchen IgG Fc

rCTLD8 CTLD8 rabbit Fc fusion construct; Fusionskonstrukt
aus der CTLD8 Domaéne des humanen PLA2R1-
Molekuls und Kaninchen IgG Fc

rCysR cystein-rich domain and fibronectin 1l domain rabbit

Fc fusion construct; Fusionskonstrukt aus der CysR
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und FN Il Domane des humanen PLA2R1-Molekiils
und Kaninchen IgG Fc

RPMI 1640 Roswell Park Memorial Institute 1640
Zellkulturmedium

RSS recombination signaling sequence

SDS Natriumdodecylsulfat

SEMA3B semaphorin 3B

SPLA2 Ldsliche Phospholipase A2

SSC sideward scatter

SSC- SSC-Areal

SSC-H SSC-Ho6he

TGFBR3 type Il transforming growth factor receptor

THSD7A thrombospondin type-1 domain-containing protein 7A

TLR toll-like receptor

UKE Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf, Hamburg,
Deutschland

VH Variabler Anteil der schweren Kette eines
Immunglobulins

Vi Variabler Anteil der leichten Kette eines

Immunglobulins
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