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Kapitel 1

Einleitung

1.1 Das Immunsystem

Dermenschliche Körper ist ständig einer Vielzahl von Pathogenenwie Bakterien, Viren, Pilzen
undParasiten ausgesetzt und vor diesenpotentiellenKrankheitserregern durch eineReihe ver-
schiedener Effektorzellen und Moleküle, die zusammen das Immunsystem bilden, geschützt.
Im Laufe der Evolution haben sich immer wirkungsvollere hochkomplexe Abwehrmechanis-
men zur Bekämpfung pathogener Strukturen entwickelt, die man in eine angeborene und eine
erworbene adaptive Immunität einteilen kann [1, Kapitel 1].

Neben der bedeutenden Funktion, Krankheitserreger und eine damit einhergehende Infektion
zu erkennen und effektiv zu bekämpfen sowie ein immunologisches Gedächtnis zu entwickeln,
ist es Aufgabe des Immunsystems, sich selbst zu regulieren. Dabei ist es von großer Bedeutung,
zwischen körpereigenen und körperfremden Strukturen unterscheiden zu können. In einem
gesunden Organismus besteht ein ausgewogenes Gleichgewicht zwischen Selbsttoleranz, Tole-
ranz gegen harmlose Strukturen und Sensitivität gegenüber Pathogenen. Versagen die regula-
torischenMechanismen, gerät dieses empfindliche Gleichgewicht durcheinander und Autoim-
munerkrankungen sowie Allergien können entstehen [1, Kapitel 14 und 15]. Ein großes Ziel bei
der Erforschung der hochkomplexen Wirkungsweisen des Immunsystems ist daher, therapeu-
tische Ansätze für Krankheiten derartiger Genese zu entwickeln.

1.1.1 Angeborene Immunantwort

Die angeborene Immunität dient der ersten Abwehr von Pathogenen und wird überwiegend
von Zellen der myeloiden Zelllinie gebildet [1, Kapitel 2]. Sobald eindringende Mikroorganis-
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KAPITEL 1. EINLEITUNG

men die Haut und die Schleimhäute als physikalische und chemische Barriere überwunden ha-
ben, treffen sie aufMakrophagen und in das entzündete Gewebe gelockte neutrophile Granulo-
zyten, deren Hauptaufgabe die Phagozytose und Zerstörung der Krankheitserreger ist. Zudem
sekretieren sie Zyto- und Chemokine, die weitere Enzündungsmechanismen in Gang setzen.

Weiterer Bestandteil der angeborenen Immunantwort ist das Komplementsystem, welches
aus einer Gruppe von über 30 Plasmaproteinen mit ganz unterschiedlichen Eigenschaften be-
steht [2]. Diese können im Rahmen einer Immunantwort auf zahlreichen Oberflächen von Mi-
kroorganismen aktiviert werden und unterstützen bei der ersten Abwehr von Krankheitserre-
gern.

Um Pathogene zu erkennen, verfügen die Zellen der angeborenen Immunantwort über Mus-
tererkennungsrezeptoren (pattern recognition receptors, PRR), die wiederkehrende, konser-
vierte molekulare Strukturen erkennen und binden, sogenannte pathogenassoziierte moleku-
lare Muster (pathogen-associated molecular patterns, PAMP) [3], [4]. Sie kommen auf vielen
Mikroorganismen, nicht jedoch auf körpereigenen Zellen vor. Zu den PRR gehören unter an-
derem die Toll-ähnlichen Rezeptoren (toll-like receptor, TLR), welche Strukturen wie Lipopo-
lysaccharid (LPS) in der bakteriellen Zellwand oder unmethylierte DNA erkennen [5]. So sind
die Abwehrsysteme der angeborenen Immunität zwar sehr wirksam in der ersten Unterschei-
dung zwischen körperfremden und körpereigenen Strukturen, aber eingeschränkt durch ihr
begrenztes Repertoire an nicht wandlungsfähigen Rezeptoren zur Erkennung von Pathogenen.
In Eukaryonten hat sich deshalb zusätzlich ein sehr anpassungsfähiges und hochspezifisches
System entwickelt, das adaptive Immunsystem [1, Teil IV].

1.1.2 Adaptive Immunantwort

Das adaptive Immunsystem ist in der Lage, Infektionen viel spezifischer zu bekämpfen, ent-
wickelt sich abermit einer gewissen zeitlichen Latenz und schließt sich somit der angeborenen
Immunantwort an, wenn diese eine beginnende Infektion nicht beseitigen kann [1, Teil IV]. Es
lässt sich in eine zelluläre und eine humorale Immunantwort unterscheiden, die entstanden
sind, um Krankheitserreger mit unterschiedlichen Lebensweisen erkennen und eliminieren zu
können.

Im Rahmen der zellulären Immunantwort werden Zellen, die mit intrazellulären Krankheits-
erregern infiziert sind, sowie krankhaft veränderte Zellen, zum Beispiel Tumorzellen, durch
T-Lymphozyten (T-Zellen) zerstört [1, Kapitel 9]. Diese erkennen Antigenpeptide, die von
körpereigenen Zellen über zwei verschiedene Arten von Membranproteinkomplexen, den
Haupthistokompatibilitätskomplexen I bzw. II (major histocompatibility complex, MHC, auch
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1.1. DAS IMMUNSYSTEM

humanes Leukozyten-Antigen-System, HLA), präsentiert werden. MHC I-Moleküle sind auf al-
len kernhaltigen Körperzellen zu finden und werden von zytotoxischen T-Zellen über den T-
Zellrezeptor und den Corezeptor CD8 erkannt, woraufhin eine Zerstörung/Lyse oder Apoptose
der antigentragenden Zelle induziert wird. MHC II-Moleküle kommen nur auf professionellen
antigenpräsentierenden Zellen vor und dienen über den T-Zellrezeptor und den Corezeptor
CD4 der Erkennung durch T-Helferzellen, die nach Aktivierung Zytokine sezernieren, die wei-
tere Immunzellen aktivieren.

Die humorale Immunantwort dient der Abwehr von Pathogenen im extrazellulären Raum [1,
Kapitel 10]. Sie wird durch B-Lymphozyten (B-Zellen) vermittelt, die nach der Bindung von
freiem Antigen über B-Zellrezeptoren und Aktivierung durch T-Helferzellen in Plasmazellen
differenzieren und Antikörper mit einer bestimmten Spezifität produzieren und sezernieren.
Diese neutralisieren zum Beispiel durch Bindung Viren und markieren Pathogene, die dann
durch das Komplementsystem und Makrophagen eliminiert werden können.

Die sehr gezielte Abwehr von Krankheitserregern im Rahmen der adaptiven Immunität basiert
auf der klonalen Selektion von Lymphozyten aus einem bestehenden präimmunen Repertoire
mit einer immensen Vielzahl hochspezifischer und individueller Rezeptoren [6], [7]. Die Diver-
sität dieser lymphozytischen Antigenrezeptoren entsteht durch eine somatische Genumlage-
rung und ermöglicht es dem adaptiven Immunsystem, praktisch jedes Antigen eines Krank-
heitserregers spezifisch zu erkennen und die Immunantwort stark darauf auszurichten.

Eine bedeutende Eigenschaft des adaptiven Immunsystems ist die Fähigkeit, ein immunolo-
gisches Gedächtnis zu entwickeln [1, Kapitel 11]. Ein Teil der aktivierten Lymphozyten diffe-
renziert zu langlebigen Plasmazellen, die spezifische Antikörper produzieren, bzw. zu Gedächt-
niszellen, die bei einem erneuten Kontaktmit demPathogen sofort aktiviert werden und in der
Lage sind, eine schnellere und ausgeprägtere Immunantwort auszulösen.

Die antigenspezifischeUnterdrückung von adaptiven Immunantworten ist das Ziel bei der The-
rapie bedeutsamer menschlicher Krankheiten, die auf einer unangemessenen Aktivierung des
Immunsystems beruhen, und bildet auch bei dieser Arbeit die zentrale Aufgabenstellung.

1.1.3 Struktur und Funktion von Antikörpern

Immunglobuline (Ig) sind die antigenerkennenden Moleküle von B-Zellen und dienen auf der
B-Zelloberfläche als Antigenrezeptor der Zelle (B-Zellrezeptor, BCR), wobei jede B-Zelle ein
Immunglobulin mit einer individuellen Spezifität synthetisiert [1, Kapitel 4], [8]. Immunglo-
buline derselben Spezifität werden von differenzierten Plasmazellen als lösliche Antikörper
sezerniert, die dann im Rahmen der adaptiven Immunantwort eine bedeutende Rolle spielen.
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KAPITEL 1. EINLEITUNG

Es gibt fünf Hauptklassen von Antikörpern, die man als Isotypen bezeichnet: IgM, IgD, IgG1-4,
IgA1-2 und IgE [9]. Sie bestimmen die funktionelle Aktivität des Antikörpermoleküls und sind
im Körper unterschiedlich verteilt. So ist IgG zum Beispiel der häufigste Isotyp im Blut und in
extrazellulären Flüssigkeiten, während IgA vor allem in den Epithelien, die den Darmtrakt und
die Atemwege auskleiden, zu finden ist. Das im Rahmen dieser Arbeit wichtige IgG bindet und
neutralisiert Antigene, opsoniert diese effizient für die Aufnahme durch Phagozyten über spe-
zifische Antikörperrezeptoren und aktiviert andere Immunzellen und das Komplementsystem.

Antikörper sind Glykoproteine, die aus jeweils zwei identischen schweren (heavy chain, HC)
und leichten Ketten (light chain, LC) bestehen [1, Kapitel 4], [8]. Die leichte Kette besteht aus ei-
nerN-terminalen variablen (VL) und einer konstantenDomäne (CL), die schwereKette aus einer
variablen (VH) und drei konstanten Domänen (CH1-3) bei IgG, IgA und IgD bzw. vier konstanten
Domänen (CH1-4) bei IgM und IgE. Die beiden schweren Ketten des IgG sind durch zwei Disul-
fidbrücken miteinander verbunden und binden jeweils über eine Disulfidbrücke eine leichte
Kette. Das so entstehende Y-förmige Molekül kann durch einen Verdau mit der Protease Pa-
pain in drei Fragmente, zwei Fab-Fragmente (fragment antigen binding) und das Fc-Fragment
(fragment cristallizable), gespalten werden. Eine leichte Kette bildet zusammen mit der VH-
und CH1-Domäne ein Fab-Fragment, wobei die VL- und die VH-Domäne für die Antigenbindung
verantwortlich sind. Die CH2- und CH3-Domänen der HC (bei IgM und IgE CH2-4) bilden das
Fc-Fragment, welches über spezifische Fc-Rezeptoren mit Effektorzellen und -molekülen wie
Komplement interagiert (siehe Abbildung 1.1).

Die variable Domäne, die für die Antigenbindung entscheidend ist, wird bei der HC von drei
(VDJ) und bei der LC von zwei (VJ) Gensegmenten gebildet [8]. Die enorm hohe Variabilität in
der Antigenbindungsstelle, die es den Antikörpern ermöglicht, nahezu jedes Antigen zu erken-
nen, entsteht durch einen genetischen Umlagerungsprozess dieser Gensegmente während der
frühen Entwicklung der B-Lymphozyten im Knochenmark (somatische Rekombination) [10].
Am Genlocus für die schwere Kette (Chromosom 14) wird bei der VDJ-Rekombination eine von
40möglichenV-Segmenten (variable)mit einer von 25möglichenD-Segmenten (diversity) und
einer von 6 möglichen J-Segmenten (joining) zu einer rekombinanten variablen Domäne auf
DNA-Ebene verbunden. Durch die Kombinationmit einer entsprechenden konstanten Domäne
(Cµ, Cδ, Cγ1-4, Cα1-2, Cε) wird die Immunglobulinklasse (IgM, IgD, IgG1-4, IgA1-2, IgE) festlegt.
B-Zellen produzieren aufgrund alternativen RNA-Spleißens anfänglich nur schwere Ketten der
Isotypen µ und δ und exprimieren somit B-Zellrezeptoren vom IgM- oder IgD-Isotyp. Durch
einen DNA-Umlagerungsprozess, den Isotyp- oder Klassenwechsel, werden später auch ande-
re Isotypen wie IgG als B-Zellrezeptoren auf der Zelloberfläche exprimiert oder als Antikörper
sezerniert.

Es gibt zwei Typen der konstanten Region von leichten Ketten, die man als Lambda (λ)- und
Kappa (κ)-Kette bezeichnet [8]. Beim Menschen befindet sich der Genlocus für die κ-Kette auf
Chromosom 2 und der für die λ-Kette auf Chromosom 22. Ein Immunglobulin hat entweder
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1.1. DAS IMMUNSYSTEM

nur κ- oder nur λ-Ketten. Die somatische Rekombination der variablen Region findet bei der
LC analog zur HC statt, nur fehlt ihr das D-Segment. Dabei wird die κ-Kette aus 40 möglichen
V- und fünf möglichen J-Segmenten und die λ-Kette aus 30 möglichen V- und vier möglichen
J-Segmenten zusammengesetzt.

Fab VH

VL

CH1

CL

Fab

VL

VH

CL

CH1

Fc

CH2CH2

CH3CH3

COO−−OOC

−OOC

H3N+
NH+

3

COO−

H3N+

NH+
3

Papain-Schnittstelle

Asn297

Abbildung 1.1: Schematische Darstellung der Antikörperstruktur. Ein IgG-Molekül ist aufge-
baut aus zwei schweren Ketten (dunkelblau), die aus je einer variablen Domäne (VH) und drei
konstanten Domänen (CH1-3) bestehen, sowie zwei leichten Ketten (hellblau), die aus je einer
variablen (VL) und einer konstanten Domäne (CL) bestehen. Die schweren Ketten sind über
zwei Disulfidbrücken (grün) verbunden und binden wiederum die leichten Ketten über je eine
Disulfidbrücke. Im Bereich der zweiten konstanten Domäne der schweren Ketten befindet sich
am Asn297 eine Glykosylierungsstelle (gelb).

Durch somatische Hypermutation, einem Prozess, im Rahmen dessen zufällige Mutationen in
den hypervariablen Regionen der V(D)J-Segmente reifer, aktivierter B-Zellen eingefügt wer-
den, um so Klone mit erhöhter Antigenaffinität zu generieren, kann die Variabilität der Anti-
genbindung nochmals erhöht werden [11].

Antikörper können posttranslational an bestimmten Stellen enzymatisch glykosyliert werden,
wobei jede Antikörperklasse sich durch ein eigenes Muster der Positionen und Strukturen der
angehefteten Oligosaccharide auszeichnet [12]. IgG-Antikörper haben am Fc-Fragment jeweils
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KAPITEL 1. EINLEITUNG

am Asparagin 297 (Asn297) der HC eine Glykosylierungsstelle, über die ein Oligosaccharid N-
glykosidisch gebunden ist. Dieses besteht in seiner Grundstruktur aus zwei N-Acetylglucosa-
minen (GlcNAc) und drei Mannosen (Man), welche die Glykankette in zwei Arme aufspalten.
An diese Grundstruktur können verschiedene Zuckereinheiten angefügt werden (siehe Abbil-
dung 1.2), wobei bislang mehr als 30 verschiedene Zuckerketten am Asn297 identifiziert wer-
den konnten. Endständig können Galactosen und Sialinsäuren gebunden sein, deren Anhef-
tung durch Galactosyl- bzw. Sialyltransferasen katalysiert wird. Die Glykosylierung ist nicht
nur wichtig für die Struktur und Stabilität, sondern hat entscheidenden Einfluss auf die pro-
oder antiinflammatorische Effektorfunktion des Antikörpers (siehe Abschnitt 1.3.2) [13]–[15].

1.2 Autoimmunität

Die adaptive Immunantwort ist ein entscheidender Bestandteil der Körperabwehr gegen In-
fektionen und essentiell für den Erhalt der Gesundheit. Adaptive Immunantworten werden
manchmal jedoch auch gegen Antigene ausgelöst, bei denen es sich nicht um einen Krank-
heitserreger handelt, sondern um Strukturen, die sich auf den eigenen Zellen und im Gewe-
be eines Individuums befinden. Diese Reaktion auf körpereigene Antigene bezeichnet man als
Autoimmunität und damit einhergehende Erkrankungen als Autoimmunerkrankungen [16].
Die Genumlagerungen, die zu Beginn der Lymphozytenentwicklung in den zentralen lympha-
tischen Organen stattfinden, erfolgen zufällig, sodass unvermeidlich Lymphozyten entstehen,
die eine Affinität zu körpereigenen Antigenen besitzen. Um die körpereigenen Strukturen vor
Schäden zu schützen, sind im Laufe der Zeit verschiedene Toleranzmechanismen entstanden,
um solche Lymphozyten zu erkennen und zu eliminieren bzw. unter Kontrolle zu halten. Durch
negative Selektionwerden bereits bei der Entwicklung die B- und T-Lymphozyten imKnochen-
mark bzw. Thymus aussortiert, die gegen körpereigene Antigene gerichtet sind [1, Kapitel 8].
Reife autoreaktive Lymphozyten, die die zentralen Toleranzmechanismen umgangen haben,
können in der Körperperipherie durch Anergie (funktionelle Reaktionslosigkeit) aufgrund feh-
lender costimulierender Signale, Deletion (Zelltod durch Apoptose) und Unterdrückung durch
regulatorische T-Zellen inaktiviert oder beseitigt werden. All diese Mechanismen wirken sy-
nergistisch und führen zu einem effizienten Schutz gegen Autoimmunität, ohne dass die Fä-
higkeit des Immunsystems beeinträchtigt wird, wirksam auf eindringende Krankheitserreger
reagieren zu können. Bei einem Versagen dieser regulatorischen Mechanismen der Selbsttole-
ranz kann Autoimmunität entstehen.

1.2.1 Autoimmunerkrankungen

Eine Autoimmunerkrankung entwickelt sich, wenn die oben beschriebenen Kontrollmechanis-
men versagen und es als Reaktion auf die körpereigenen Antigene zur Bildung von Effektorzel-
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G0 G1 G2

G1 S1 G2 S1 G2 S2

Asn297

( )

Asn297 Asn297

Asn297 Asn297 Asn297

N-Acetylglucosamin

Mannose

Fucose

Galactose

Sialinsäure

EndoS-Schnittstelle

Abbildung 1.2: Beispielhafte Fc-Glykanstrukturen. Am Asn297 der HC ist N-glykosidisch ein Oli-
gosaccharid gebunden, das in seiner Grundstruktur aus zwei N-Acetylglucosaminen und drei
Mannosen besteht undumweitere Zuckereinheiten ergänztwerden kann. Die IsoformenG0, G1
und G2 haben keine, eine bzw. zwei endständige Galactosen, die Isoformen S1 und S2 zusätzlich
eine bzw. zwei endständige Sialinsäuren. Das EnzymEndoglykosidase S (EndoS) aus Streptococ-
cus pyogenes spaltet spezifisch zwischen dem ersten und zweiten N-Acetylglucosamin.
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KAPITEL 1. EINLEITUNG

len und -molekülen kommt, die Gewebe zerstören. Die genauen Mechanismen zur Entstehung
eines solchen Geschehens sind noch nicht vollständig bekannt, es ist jedoch davon auszugehen,
dass ein Zusammenwirken verschiedener Faktoren ursächlich ist. So kann Autoimmunität bei
einer genetisch bedingten Prädisposition durch das Versagen der natürlichen Toleranzmecha-
nismen und äußere Faktoren wie starken Stress oder Infektionen ausgelöst werden. Praktisch
jedes Gewebe und somit jedes Organ des menschlichen Körpers kann durch die fehlerhafte
Immunantwort betroffen sein, sodass mehrere hundert Autoimmunerkrankungen bislang be-
kannt sind [17]. Sie lassen sich in organspezifische und systemischeKrankheiten unterscheiden
und weisen eine große klinische Variabilität auf.

1.2.2 Diabetes mellitus Typ 1

Die Stoffwechselerkrankung Diabetes mellitus Typ 1A (auch insulinabhängiger Diabetes mel-
litus, engl. insulin-dependent diabetes mellitus, IDDM; im Folgenden gemeint, wenn von Dia-
betes mellitus Typ 1 oder Typ 1-Diabetes die Rede ist) ist eine organspezifische Autoimmuner-
krankung und durch einen dauerhaft erhöhten Glukosespiegel im Blut, eine chronische Hy-
perglykämie, gekennzeichnet [18]. Durch eine Fehlregulation des adaptiven Immunsystems
kommt es zu einer als Insulitis bezeichneten entzündlichen Infiltration der Langerhans-Inseln
des endokrinen Pankreas, die zu einer Zerstörung der insulinproduzierenden β-Zellen und
letztlich zu einem absoluten Insulinmangel führt. Insulin ist als einziges Hormon in der La-
ge, den Blutzuckerspiegel zu senken, indem es die Körperzellen dazu anregt, Glukose aus dem
Blut aufzunehmen [19]. Neben Glucagon, welches den Blutzuckerspiegel durch Anregung der
Bildung von energiereicher Glukose aus Glykogen in der Leber erhöhen kann, stellt Insulin
das wichtigste Hormon in der Regulation der Glukosekonzentration im Blut dar. Aufgrund des
Mangels sind die betroffenen Patienten ihr Leben lang auf eine exogene Zufuhr von Insulin
angewiesen.

Vom Diabetes mellitus Typ 1 sind weitere sehr seltene Diabetesformen sowie der häufige im
Erwachsenenalter auftretende Diabetes mellitus Typ 2 zu unterscheiden. Letzterer ist keine
autoimmunbedingte Krankheit, sondern entwickelt sich in der Regel im Rahmen eines meta-
bolischen Syndroms und ist durch ein fehlendes Ansprechen der Körperzellen auf Insulin, eine
sogenannte Insulinresistenz, charakterisiert.

Der Diabetes mellitus Typ 1 ist die häufigste Stoffwechselerkankung im Kindes- und Jugend-
alter. Auf Basis der Erhebungen von regionalen Registern ergibt sich eine Gesamtzahl von ca.
32.000 erkrankten Kindern und Jugendlichen in Deutschland [20]. Die Inzidenz beträgt laut ak-
tuellen Hochrechnungen ca. 24 je 100.000 Personenjahre, was auf ca. 3.100 Neuerkrankungen
pro Jahr in Deutschland schließen lässt. Besorgniserregend ist die weltweit steigende Inzidenz
der Erkrankung [21]–[24]. Ähnlichwie in anderen europäischen Ländern zeigte sich in den letz-
ten 20 Jahren in Deutschland eine jährliche relative Steigerung der Neuerkrankungen um ca.
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1.2. AUTOIMMUNITÄT

4%, wobei dieser Anstieg vor allem bei Kindern unter 5 Jahren zu verzeichnen ist [23], [25]. Das
Alter bei Diagnosestellung hat eine bimodale Verteilung mit einem Peak im Alter von 4 bis 6
Jahren und einem in der frühen Pubertät (10 bis 14 Jahre) [26].

1.2.2.1 Pathogenese

Die Pathogenese des Diabetes mellitus Typ 1 wird als multifaktorielles Geschehen verstanden,
welches noch nicht vollständig geklärt ist. Unumstritten ist, dass der Erkrankung eine Fehlre-
gulation des Immunsystems zugrunde liegt, an der sowohl genetische als auch äußere Faktoren
beteiligt sind.

Polymorphismen verschiedenster Gene wurden in diesem Zusammenhang beschrieben, wo-
bei der Großteil der bislang identifizierten Veränderungen in den HLA-Allelen auf Chromo-
som 6 gefunden wurde [27], [28]. Insbesondere die Genloci für MHC II-Moleküle, die mit CD
4-positiven Zellen interagieren, scheinen in der westlichen Bevölkerung von Relevanz zu sein,
was nahelegt, dass diesen Zellen eine Bedeutung in der Pathogenese des Krankheitsbildes zu-
kommt [29]–[31].

Neben der genetischen Prädisposition können Umwelteinflüsse als Trigger die Entstehung
der Erkrankung entscheidend mitbeeinflussen, wobei insbesondere perinatale Faktoren und
(Virus-) Infektionen (u.a. Coxsackie B-Viren) eine Rolle zu spielen scheinen [27], [32], [33]. Auch
ernährungsbedingte Faktoren wie der Einfluss von Vitamin D, Omega-3-Fettsäuren, Kuhmilch
und Gluten werden diskutiert [27], [34], [35].

Die beschriebenen Veränderungen durch genetische und äußere Faktoren führen zu einer Dys-
regulation des Immunsystems, an der verschiedenste zelluläre und humorale Komponenten
beteiligt sind.

Grundlage vieler in diesemZusammenhang relevanter Studien sindVersuchemit der NonObe-
se Diabetic (NOD)-Maus, einem Inzuchtstammder Farbmausmit einer hohen Inzidenz an spon-
tan auftretendem Diabetes mellitus [36], [37]. Sie wurde erstmals 1980 beschrieben und geht
auf Versuche in den Shionogi Research Laboratories in Japan zurück. Da hinsichtlich der au-
toimmunen Ätiologie große Ähnlichkeiten zum Diabetes mellitus Typ 1 des Menschen beste-
hen, eignet sie sich auf nahezu ideale Weise zur Erforschung der Krankheit und ist neben der
Biobreeding (BB)-Ratte das dominierende Tiermodell in der experimentellen Diabetesmellitus
Typ 1-Forschung.

Zahlreiche Studienmit NOD-Mäusen belegen die pathogenetische Bedeutung von zytotoxisch-
en CD8-positiven Zellen. Diese scheinen für die Zerstörung der insulinproduzierenden β-Zellen
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KAPITEL 1. EINLEITUNG

des Pankreas und somit für die Entwicklung eines Diabetes mellitus Typ 1 obligat zu sein, wo-
bei über den Zeitpunkt der Relevanz im Rahmen der Entwicklung eines Diabetes Uneinigkeit
besteht [38], [39]. Sowohl inMäusen als auch imMenschenkonntenCD8-positive T-Zellennach-
gewiesen werden, die gegen Epitope des Insulins gerichtet sind [40]–[42].

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass neben CD8-positiven T-Zellen auch CD4-positive
T-Zellen für die Entwicklung eines Diabetes im NOD-Mausmodell erforderlich sind [43]. Die
Depletion dieser Zellen sowie die Behandlung mit nicht-depletierenden anti-CD4 Antikörpern
konnten die Entstehung der Erkankung verhindern [44], [45]. Frühere Untersuchungen zeig-
ten ebenso, dass der Transfer von CD4-positiven T-Zellen in neugeborene NOD-Mäuse einen
Diabetes auszulösen vermochte [46]. Es ist anzunehmen, dass die CD4-positiven T-Zellen die
zytotoxischen CD8-positiven T-Zellen unterstützen, die Antikörperproduktion durch B-Zellen
stimulieren und Makrophagen aktivieren.

Die Bedeutung der von den CD4-positiven T-Zellen stimulierten B-Zellen und der von ihnen
sezernierten Antikörper in der Pathogenese des autoimmunen Geschehens, das zu einem Dia-
betes mellitus Typ 1 führt, ist seit Jahren Gegenstand der Forschung. Viele Daten implizieren,
dass das Vorhandensein von B-Zellen die Entstehung des inflammatorischen Geschehens be-
günstigt. So wurde zum Beispiel gezeigt, dass die Inzidenz von Diabetes Typ 1 in NOD-Mäusen,
die aufgrund von Knockouts nicht mehr in der Lage waren, B-Zellen zu bilden, von 80 auf 30%
sank und die Krankheit sich später manifestierte [47]. In einem anderen Experiment wurden
B-Zell-defiziente Weibchen mit NOD-Männchen gekreuzt [48]. Da die Mütter aufgrund ihres
B-Zellmangels nicht in der Lage waren, Antikörper zu produzieren, konnten sie diese weder
transplazentar noch über die Milch an ihre Nachkommen weitergeben. Vergleicht man diese
Nachkommen mit Nachkommen, die durch Kreuzen eines NOD-Weibchens mit einem B-Zell-
defizienten Männchen entstanden, so entwickelten erstere signifikant weniger Diabetes (25%
gegenüber 50% im Alter von 40 Wochen). Die Ergebnisse dieses Versuchs deuten darauf hin,
dass nicht nur die B-Zellen selbst, sondern auch die (Auto-) Antikörper im Rahmen der Patho-
genese des Diabetes Typ 1 von Relevanz sein könnten.

Die Mechanismen, über die B-Zellen Einfluss nehmen, sind noch nicht verstanden, wobei da-
von auszugehen ist, dass verschiedene Vorgänge eine Rolle spielen und zusammenwirken. Eine
wichtige Funktion scheint in diesemZusammenhang die Antigenpräsentation zu sein. B-Zellen
gehören neben dendritischen Zellen und Makrophagen zu den antigenpräsentierenden Zellen
(APC) und sind in der Lage, naiven CD4-positiven T-Zellen über MHC II-Moleküle lösliche Anti-
gene spezifisch zu präsentieren. Unter bestimmten Umständen, in denen zusätzlich costimu-
lierende Moleküle exprimiert werden, ist es B-Zellen möglich, die Ausbildung naiver T-Zellen
zu antigenspezifischen Effektorzellen zu stimulieren [49]. Verschiedene Studien konnten die
Bedeutung dieser Vorgänge in der Entstehung von Diabetes in NOD-Mäusen belegen [50]–[52].
Welche Rolle allerdings die Autoantikörper in diesem Zusammenhang spielen, ist unklar. Es
gibt Hinweise dafür, dass sie die Antigenaufnahme und -präsentation durch APC verstärken. So
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konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung von T-Zellen durch antigenpräsentierende Zellen
durch die Zugabe von Antikörpern deutlich verbessert werden konnte [53]. Verschiedene an-
dere Mechanismen sind zudem denkbar. Die Autoantikörper könnten beispielsweise einen Ge-
webeschaden verursachen, der Antigene der Inselzellen freisetzt und weitere immunologische
Prozesse in Gang setzt.

Abgesehen von der pathogenetischen Bedeutung haben die IgG-Autoantikörper einen großen
prädiktiven und diagnostischenWert, da sie im Serum erkrankter Patienten schon vor der Ma-
nifestation eines Diabetes nachzuweisen sind und somit eine Prädiktion und Risikostratifizie-
rung bereits in der prädiabetischen Phase ermöglichen. Bislang konnten folgende gegen Be-
tazellantigene gerichtete Autoantikörper identifiziert werden: Insulin-Autoantikörper (IAA),
Autoantikörper, die gegen die Glutamatdecarboxylase gerichtet sind (GADA), sowie welche,
deren Antigene Tyrosinphosphatase-ähnliche Proteine (IA-2A) und der Zinktransporter ZnT8
(ZnT8A) sind [54]–[56]. Einer odermehrere dieser Antikörper sind beimehr als 95% der Patien-
ten bereits vor Manifestation des Diabetes nachweisbar. In drei großen Kohortenstudien wur-
den in den USA (’DAISY’-Studie, Erfassungszeitraum 1993-2006), Finnland (’DIPP’-Studie, Er-
fassungszeitraum 1994-2009) und Deutschland (’BABYDIAB’-Studie, Erfassungszeitraum 1989-
2006) Kinder mit einem erhöhten Diabetes Typ 1-Risiko erfasst, wobei sie durch eine positive
Familienanamnese oder ein genetisches Risikoprofil identifiziert wurden [57]–[59]. In einer zu-
sammenfassenden Analyse zeigte sich ein kumulatives 10-Jahres-Risiko für die Manifestation
eines Diabetes mellitus Typ 1 von 69,7% beim Vorliegen mehrerer Autoantikörper (IAA, GADA
und IA-2A) und von 14,5% beim Vorliegen nur eines Autoantikörpers. Das Manifestationsal-
ter lag niedriger bei denjenigen Kindern, die bereits in den ersten drei Lebensjahren mehrere
Autoantikörper aufwiesen [54]. IAA wurden am häufigsten und in der Regel als erstes nachge-
wiesen [59], [60]. Ähnliche Daten lieferte auch die ’Karlsburg Type 1 Diabetes Risk Study’, in der
knapp 12.000 Schulkinder aus Norddeutschland ohne positive Familienanamnese auf das Vor-
liegen von Autoantikörpern (IAA, GADA und/oder IA-2A) gescreent und über 18 Jahre nachun-
tersucht wurden [61]. Im ersten Follow-up wurden 1,99% der Schulkinder positiv auf Autoan-
tikörper getestet, wobei 1,52% einen und 0,46% mehrere der drei getesteten Autoantikörper
aufwiesen. Die Kinder mit einem nachweisbaren Autoantikörper hatten ein 10-Jahres-Risiko
von 1,2% und ein 18-Jahres-Risiko von 22,6%, an einem Diabetes mellitus Typ 1 zu erkranken.
Für die Kinder mit mehreren Autoantikörpern lag das 10- und 18-Jahres-Risiko bei 59,7% bzw.
75,1%. Im Gegensatz zu den oben genannten Studien, in denen IAA als prognostisch am be-
deutsamsten beschrieben wurden, waren in der Karlsburg-Kohorte bei den Kindern, die einen
Diabetes entwickelten, die Titer von GADA und IA-2A signifikant erhöht.

1.2.2.2 Therapieansätze

Der Diabetes mellitus Typ 1 ist bislang nicht heilbar. Erkrankte Patienten benötigen eine le-
benslange Therapie mit Insulin und sind aufgrund der langen Erkrankungsdauer zudem be-
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sonders gefährdet, schwerwiegende Langzeitkomplikationen zu erleiden. Aufgrundder großen
psychosozialen Belastung der Betroffenen sowie der enormen gesundheitsökonomischen Re-
levanz versuchen Arbeitsgruppen weltweit seit Jahrzehnten, Möglichkeiten zur Therapie der
Erkrankung zu entwickeln. Ein Ansatz war zunächst, das Entstehen der Insulitis durch eine un-
spezifische Unterdrückung des Immunsystems zu verhindern bzw. zu verzögern. So wurden
unter anderem anti-CD3 und anti-CD4 Antikörper eingesetzt, welche eine T-Zelldepletion zur
Folge haben [45], [62], [63]. Solche und ähnliche Therapien führten zwar zu einer Verminde-
rung des diabetogenen Geschehens, waren allerdings wie bei vielen anderen immunsuppres-
siven Therapien mit heftigen systemischen Nebenwirkungen verbunden. Diese Erkenntnisse
führten dazu, neue Ansätze zu entwickeln, die sich die (Re-) Induktion von Toleranz gegenüber
den Autoantigenen zur Aufgabe machten.

Da die bereits oben erwähnten Studien zu der der Erkrankungsmanifestation vorausgehenden
Autoimmunität zeigten, dass die gegen das körpereigene Insulin gerichteten Autoantikörper
amhäufigsten und in der Regel als erstes auftreten, ist Insulin neben der Glutamatdecarboxyla-
se eines der im Fokus der Forscher stehenden Schlüsselantigene [60], [64]. Es ist ein Proteohor-
mon, das in den β-Zellen des Pankreas gebildetwird und aus zwei Peptidketten, der A-Kettemit
21 und der B-Kette mit 30 Aminosäuren, welche durch zwei intermolekulare Disulfidbrücken
kovalent verbunden sind, besteht. Da im Rahmen der Entwicklung eines Diabetes die Toleranz
gegenüber diesem Hormon gestört zu sein scheint, ist ein Ansatz vieler Studien, Wege zu fin-
den, diese Toleranz wiederherzustellen und eine Zerstörung der β-Zellen des Pankreas zu ver-
hindern. Ziel der Bemühungen ist es, ähnlich wie bei einer Hyposensibilisierungstherapie bei
Allergikern, durch die repetitive Gabe von Insulin eine protektive, antiinflammatorische Im-
munantwort zu induzieren und antigenspezifisch Toleranz wiederherzustellen.

In der bislang größten Diabetespräventionsstudie DPT-1 wurden fast 400 Personen mit positi-
ven Autoantikörpern im Alter zwischen drei und 45 Jahren mit der Gabe von Insulin über die
Mukosa behandelt, wobei sich zeigte, dass die Patientenmit hohen Insulinautoantikörpertitern
auf die Gabe von Insulin ansprachen und durchschnittlich 4,5 bis 5 Jahre später einen klinisch
manifesten Typ 1-Diabetes entwickelten [65], [66]. In der Folge wurden weitere Studien durch-
geführt, die den Einfluss von oral und nasal appliziertem Insulin bei Patienten mit bereits vor-
handenen Autoantikörpern untersuchten und ebenfalls positive Effekte zeigten [67], [68]. Da
ein entscheidender Faktor für den Erfolg einer Behandlung auch der Zeitpunkt der Insulingabe
zu sein scheint und die Diabeteswahrscheinlichkeit mit dem Zeitpunkt und der Anzahl der auf-
tretenden Autoantikörper korreliert [60], wurde 2009 die PrePoint-Studie initiiert. Im Rahmen
dieser doppelblinden, Placebo-kontrollierten Studie wurde eine kleine Anzahl an Kindern, die
noch keine Autoantikörper, aber einen Hochrisikogenotyp aufwiesen und deren Familienana-
mnese auf eine hohe Erkrankungswahrscheinlichkeit für einen Typ 1-Diabetes hindeutete, mit
oralem Insulin behandelt. Es zeigte sich eine schützende Immunantwort gegen Insulin im Sin-
ne einer erhöhten regulatorischen T-Zellantwort bei denjenigen Kindern, die eine hohe Dosis
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Insulin erhielten (67,5mg/Tag) [69]. Da Autoimmunität sich oftmals schon in den ersten Le-
bensmonaten entwickelt und eine Behandlung so früh wie möglich sinnvoll erscheint, laufen
aktuell Nachfolgestudien (PrePoint early, ClinicalTrials.gov Identifier: NCT02547519 / POInT,
ClinicalTrials.gov Identifier: NCT03364868), die versuchen, die Ergebnisse bei Kindern in der
Altersgruppe zwischen sechs Monaten und zwei Jahren (PrePoint early) bzw. vier und sieben
Monaten (POInT) zu reproduzieren.

Ähnlich wie Insulin ist auch die Glutamatdecarboxylase (GAD) ein relevantes Autoantigen in
der Pathogenese des Typ 1-Diabetes. Das Enzymkatalysiert die Decarboxylierung vonGlutamat
zu γ-Aminobuttersäure (GABA) und CO2 und kommt hauptsächlich in zwei Isoformen vor, die
von zwei verschiedenen Genen codiert und aufgrund ihres unterschiedlichen Molekularge-
wichts als GAD65 (65 kDa) und GAD67 (67 kDa) bezeichnet werden [70], [71]. Beide Formen wer-
den im menschlichen Gehirn exprimiert, während im Pankreas überwiegend GAD65 (im Fol-
genden gemeint, wenn von der Glutamatdecarboxylase die Rede ist) zu finden ist.

Analog zu den Versuchen, mit der Gabe von Insulin eine antigenspezifische Toleranz herzu-
stellen, erfolgten Studien zur Immunisierung mit GAD. So erhielten in einer Studie 70 Kinder
im Alter von zehn bis 18 Jahren mit neu manifestiertem Typ 1-Diabetes zwei subkutane Injek-
tionen von GAD-Alum (Aluminiumhydroxid als Adjuvans) oder nur Alum als Placebo [72]. Bei
den Kindern, die mit GAD behandelt wurden, verzögerte sich die Abnahme der Restfunktion
der β-Zellen des Pankreas über einen Zeitraum von 30Monaten. Zudem konnte bei diesen Kin-
dern ein erhöhter Anteil an regulatorischen T-Zellen nachgewiesen werden. Weitere Studien
mit größeren Kohorten konnten diese Ergebnisse allerdings nicht bestätigen [73], [74].

1.3 Pathogenes und antiinflammatorisches Potential vonAntikör-
pern

1.3.1 Intravenöse Immunglobuline (IVIG)

Die Gabe von intravenösen Immunglobulinen G (engl. intravenous immunoglobin g, IVIG) ist
eine bereits seit einigen Jahrzehnten im klinischen Alltag fest etablierte Therapie [75]. IVIG-
Präparate enthalten gepoolte, polyvalente IgG, welche aus dem Plasma von bis zu mehreren
tausend Spendern extrahiert werden. Ursprünglich wurden IVIG als Antikörperersatzthera-
pie bei immundefizitären Erkrankungenwie zumBeispiel der Hypogammaglobulinämie einge-
setzt. Die Erkenntnis, dass IVIG antiinflammatorische Eigenschaften besitzen, führte dazu, dass
sie mittlerweile auch im Rahmen der Therapie von verschiedensten Autoimmunerkrankungen
wie zum Beispiel dem systemischen Lupus erythematodes angewandt werden und große the-
rapeutische Erfolge in diesem Bereich erzielen. Der immunsuppressive Effekt von IVIG ist noch
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nicht vollständig geklärt. Die hohenDosen von 1-2 g/kg, in denen IVIG alle drei bis vierWochen
eingesetzt werdenmüssen, deuten darauf hin, dass nur ein kleiner Anteil der präparierten hu-
manen IgG verantwortlich für die therapeutischen Effekte ist. In Mausversuchen konnte ge-
zeigt werden, dass die antiinflammatorische Wirkung auf die Antikörper zurückzuführen ist,
die einen sialylierten Fc-Teil aufweisen [13]–[15]. Diese IgG machen ca. 10-15% der gepoolten
Immunglobuline aus. Entfernt man die endständigen Sialinsäuren der Fc-Glykane, zeigt sich
ein Verlust der Wirkung der IVIG. Im Gegensatz dazu wird bei einer Erhöhung der sialylier-
ten Fraktion eine geringere Dosis benötigt, um eine gleiche antiinflammatorische Wirkung zu
erzielen.

1.3.2 Antiinflammatorische Wirkung antigenspezifischer sialylierter IgG-Anti-
körper

Basierend auf den beschriebenen Erkenntnissen aus der IVIG-Forschung haben Untersuchun-
gen im Mausmodell gezeigt, dass die Glykosylierung des Fc-Teils von Antikörpern bei der To-
leranzentstehung von entscheidender Relevanz ist [76], [77]. Es wurde gezeigt, dass in Abwe-
senheit inflammatorischer Costimuli sialylierte Antikörper entstehen, die in der Lage sind, in-
flammatorische Immunreaktionen durch B- und T-Zellen antigenspezifisch zu unterdrücken.
Im Gegensatz dazu wurden unter inflammatorischen Bedingungen durch Stimulation mit T-
Zell-abhängigen Antigenen Plasmazellen induziert, die nur in geringem Maße die α2,6-Sialyl-
transferase exprimieren, somit desialylierte Antikörper produzieren und mit einer inflamma-
torischen und destruktiven Immunantwort korrelieren (siehe Abbildung 1.3).

Bei einerHyposensibilisierungstherapiewirdPatientenmit einer IgE-vermittelten allergischen
Erkrankung das entsprechende Allergen kontrolliert über einen Zeitraum von bis zu fünf Jah-
ren verabreicht [78]. Nach einer erfolgreichen Therapie schließt sich eine Phase an, in der die
Patienten bei Allergenexposition keine oder eine deutlich verringerte Immunreaktion zeigen,
das Immunsystem also eine gewisse Toleranz gegenüber dem Allergen entwickelt hat [79]. Bei
diesen Patienten lässt sich ein deutlich erhöhter allergenspezifischer IgG-Serumspiegel nach-
weisen. Interessanterweise konnte analog den oben beschriebenen Erkenntnissen gezeigt wer-
den, dass diese IgG-Antikörper eine hohe Sialylierung aufweisen, was die Hypothese unter-
stützt, dass bei Toleranzentstehung sialylierte Antikörper gebildet werden, die eine Immunre-
aktion im Sinne einer erhöhten inflammatorischen Aktivität verhindern können [76].

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass auch die Gabe monoklonaler sialylierter IgG-
Antikörper ohne stimulierende Costimuli spezifische Toleranz gegen ein Antigen induzieren
kann [76], [77]. So konnte im Mausmodell bei vorheriger Gabe von sialylierten Antikörpern
eine inflammtorische T-Zell-abhängige Antwort antigenspezifisch unterdrückt werden.
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Abbildung 1.3: Unterschiedliche Glykosylierung von pathogen und antiinflammatorisch wir-
kenden IgG-Antikörpern.

1.4 Zielsetzung

Die Glykosylierung des Fc-Teils von Antikörpern hat entscheidenden Einfluss auf die Modu-
lation des adaptiven Immunsystems in Richtung einer inflammatorischen bzw. einer regu-
latorischen, toleranzherstellenden Antwort. Diese Erkenntnis legt die Hoffnung nahe, in Zu-
kunft Krankheiten, die mit einer inadäquaten inflammatorischen Immunantwort einherge-
hen, wie zum Beispiel Autoimmunerkrankungen und Allergien, in einer antigenspezifischen
Weise durch den Einsatz sialylierter Antikörper therapieren zu können. Im Gegensatz zu der
Behandlung mit IVIG, deren Wirkung sich zumindest überwiegend antigenunspezifisch voll-
zieht, könnten Antikörper durch ihren Fab-Teil antigenspezifisch an den Ort der inflammato-
rischen Reaktion gelenktwerden und dort aufgrund des sialylierten Fc-Teils zu einer Inhibition
der inflammatorischen Signalwege führen. Neben den sehr viel geringeren Dosen als bei IVIG,
die eingesetztwerdenmüssten, wäre das Ausbleiben systemischerNebenwirkungen ein großer
Vorteil einer solchen Therapie.

Auch beim Diabetes mellitus Typ 1 ist ein Einsatz von sialylierten antigenspezifischen Anti-
körpern gut denkbar. Diese könnten ihr entsprechendes Antigen binden und dann über ihren
Fc-Teil antiinflammatorische Signalwege stimulieren und so die entzündliche Infiltration der
Langerhans-Inseln des Pankreas verhindern, im besten Fall noch vor einer Zerstörung der β-
Zellen und somit vor Manifestation des Diabetes.

Insulin und die Glutamatdecarboxylase (GAD) sind zwei der Schlüsselantigene im Rahmen der
autoimmunen Reaktion, die zur Entstehung eines Diabetes mellitus Typ 1 führt. Ziel dieser
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Arbeit war die Klonierung und Produktion von zwei murinen IgG1-Antikörpern gegen Insu-
lin bzw. die GAD. Beide Antikörper sollten mit unterschiedlicher Glykosylierung hergestellt
werden, um sie anschließend im NOD-Mausmodell auf ihre Effektorfunktion untersuchen zu
können. Analog den bisherigen Erkenntnissen über die Glykosylierung von IgG-Antikörpern
sollte die Gabe der sialylierten Antikörper eine antiinflammatorische und immunsuppressive
Reaktion zur Folge haben, die die Toleranz gegenüber den Autoantigenen aufrechterhält bzw.
wiederherstellt und somit die Entwicklung eines Diabetes verzögert oder bestenfalls verhin-
dert.
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Kapitel 2

Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Geräte

Analysenwaage Sartorius AG, Göttingen, DE
Autoklav Webeco Matachana Group, Selmsdorf, DE
CO2-Inkubator NuAire, Plymouth, MN, USA
CO2-Inkubator Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
Einkanal Pipetten Eppendorf Reference Eppendorf AG, Hamburg, DE
Einkanal Pipetten Eppendorf Research Eppendorf AG, Hamburg, DE
ELISA-Reader anthos Reader AR 2001 anthos Mikrosysteme GmbH, Friesoythe, DE
Gelkammer Compact S / M Analytik Jena AG, Jena, DE
Gelsystem PowerPac Basic Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA
Inkubator mytron, Heilbad Heiligenstadt, DE
Inkubationsschüttler Ecotron Infors AG, Bottmingen, CH
Mehrkanal Pipetten VWR, Radnor, PA, USA
Mikrozentrifuge 5424 R Eppendorf AG, Hamburg, DE
Mikrozentrifuge Heraeus Pico 17 Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
NanoDrop 1000 Spectrophotometer Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
Pipettierhilfe pipetus Hirschmann Laborgeräte GmbH & Co. KG,

Eberstadt, DE
Reinstwassersystem NANOpure Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
Sterile Werkbank NuAire, Plymouth, MN, USA
Thermal Cycler C1000 Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA
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Thermomixer Compact Eppendorf AG, Hamburg, DE
Tischzentrifuge 5810 R Eppendorf AG, Hamburg, DE
Tischzentrifuge MiniStar silverline VWR, Radnor, PA, USA
UV-Dokumentationstisch ImageQuant 350 GE Healthcare, Chalfont Saint Giles, UK
UV-Leuchttisch N90 KW 254nm Konrad Benda Laborgeräte, Wiesloch, DE
Vortex-Genie 2 Scientific Industries Inc., Bohemia, NY, USA
Waage Sartorius AG, Göttingen, DE
Wasserbad GFL mbH, Burgwedel, DE

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Dialysierschlauch Cellulose Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, DE
Kryoröhrchen Sarstedt AG & Co. KG, Nümbrecht, DE
Mikrotitierplatten (hochbindend, 96 Well) Corning Inc., Corning, NY, USA
Petrischalen Greiner Bio-One GmbH, Kremsmünster, AT
Pipettenspitzen (1 µl, 100 µl, 200 µl, 1000 µl, Sarstedt AG & Co. KG, Nümbrecht, DE
mit und ohne Filter)
Polypropylen Röhrchen (15ml, 50ml) Greiner Bio-One GmbH, Kremsmünster, AT
Reagiergefäße (0,2ml, 1,5ml, 2ml) Sarstedt AG & Co. KG, Nümbrecht, DE
Serologische Pipetten Th. Geyer GmbH & Co. KG, Renningen, DE
(3ml, 5ml, 10ml, 25ml)
Zellkulturflaschen Th. Geyer GmbH & Co. KG, Renningen, DE
Zellkulturschalen Greiner Bio-One GmbH, Kremsmünster, AT

2.1.3 Chemikalien

Acrylamid 10% Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA
Agarose Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen, DE
Ammoniumperoxodisulfat Merck KGaA, Darmstadt, DE
((NH4)2S2O8, APS)
Ampicillin (100mg/ml) Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA
Bacto Agar BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA
Bacto Tryptone BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA
Bacto Yeast Extract BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA
Bovines Serumalbumin (BSA) Merck KGaA, Darmstadt, DE
Desoxynukleotide (dNTPs) Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
DMEMmit stabilem Glutamin PAA Laboratories Gmbh, Pasching, AT
DNA Gel Loading Dye (6x) Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
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Dulbecco’s PBS ohne Ca und Mg PAA Laboratories Gmbh, Pasching, AT
EDTA AppliChem GmbH, Darmstadt, DE
Essigsäure Merck KGaA, Darmstadt, DE
Ethidiumbromid Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA
Fetales Kälberserum (fetal calf serum, FCS) Biochrom GmbH, Berlin, DE
Glukose Merck KGaA, Darmstadt, DE
Glycin Merck KGaA, Darmstadt, DE
Kaliumchlorid (KCl) Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, DE
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) Merck KGaA, Darmstadt, DE
LB-Medium Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, DE
Magnesiumchlorid (MgCl2) Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, DE
Natriumchlorid (NaCl) Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, DE
Natriumdihydrogenphosphat (Na2HPO4) Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA
Natriumdodecylsulfat (SDS) Merck KGaA, Darmstadt, DE
Penicillin Streptomycin (PenStrep) PAA Laboratories Gmbh, Pasching, AT
Polyethylenglykol 20000 (PEG) Merck KGaA, Darmstadt, DE
Polyethylenimin (PEI) Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen, DE
Primatone Sheffield Bio-Science, Beloit, WI, USA
TEMED Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA
TMB Substrate Reagent Set BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA
TRIS (Tris(hydroxymethyl)aminomethan) Merck KGaA, Darmstadt, DE
Base
Trypsin/EDTA PAA Laboratories Gmbh, Pasching, AT
Tween 20 AppliChem GmbH, Darmstadt, DE

2.1.4 Puffer, Lösungen, Medien und Gele

ELISA-Puffer 1 g Gelatine
100ml 10x PBS
10ml 0,3M EDTA-Lösung
30 g BSA
ad 1000ml mit Reinstwasser auffüllen

ELISA-Waschpuffer 500ml 1x PBS
250 µl Tween 20

Glycin, 0,1M, pH 2,8 3,75 g Glycin
400ml Reinstwasser
pH 2,8 einstellen
ad 500ml mit Reinstwasser auffüllen

LB-Agarplatten mit Ampicillin 12,5 g LB-Medium
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7,5 g Bacto Agar
ad 500ml mit Reinstwasser auffüllen
autoklavieren
Ampicillin hinzufügen (Endkonzentration
50 µg/ml)

LB-Medium mit Ampicillin 12,5 g LB-Medium
ad 500ml mit Reinstwasser auffüllen
autoklavieren
Ampicillin hinzufügen (Endkonzentration
50 µg/ml)

10x PBS (Phosphat Buffered Saline), pH 7,4 80 g NaCl
2 g KCl
14,4 g Na2HPO4
2,4 g KH2PO4
ad 900ml mit Reinstwasser auffüllen
pH 7,4 einstellen
ad 1000ml mit Reinstwasser auffüllen

Produktionsmedium 500ml DMEM
5ml PenStrep
8ml Primatone

SDS-Trenngel (10%) 1,7ml Acrylamid 30%
1,3ml 1,5 M TRIS
50 µl SDS 10%
50 µl APS 10%
2 µl TEMED
2ml Reinstwasser

SDS-Sammelgel 0,67ml Acrylamid 30%
0,5ml 1,5M TRIS
40 µl SDS 10%
40 µl APS 10%
1 µl TEMED
2,7ml Reinstwasser

S.O.C. (Super Optimal Catabolite) Medium 20 g Bacto Tryptone
3 g Bacto Yeast Extract
0,5 g NaCl
2,5ml 1M KCl
20ml 1M Glukose
ad 900ml mit Reinstwasser auffüllen
pH 7 einstellen
ad 990ml mit Reinstwasser auffüllen
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kurz vor Gebrauch 10ml 1M MgCl2 hinzufü-
gen

TRIS-Acetat-EDTA-Puffer (TAE-Puffer) 4,84 g TRIS Base
1,14ml Essigsäure
2ml 0,5M EDTA-Lösung
ad 1000ml mit Reinstwasser auffüllen

Wachstumsmedium 500ml DMEM
5ml PenStrep
10ml FCS
8ml Primatone

2.1.5 Kits

Nucleo Bond® Xtra Maxi Plus Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Düren, DE
Nucleo Spin® Gel & PCR Clean-up Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Düren, DE
Nucleo Spin® Plasmid Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Düren, DE
Nucleo Spin® RNA II Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Düren, DE
TOPO® TA Cloning Kit Life Technologies, Carlsbad, CA, USA
Z-CompetentTM E.coli Transformation Kit &
Buffer Set

Zymo Research, Irvine, CA, USA

2.1.6 Primer

Primer (siehe Tabellen 2.1, 2.3, 2.5, 3.2) Eurofins Genomics GmbH, Ebersberg, DE
Random-Hexamer-Primer Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

2.1.7 Enzyme

Pfunds (Pfu)-DNA-Polymerase Genaxxon bioscience GmbH, Ulm, DE
Restriktionsenzym AgeI New England BioLabs GmbH, Ipswich, MA,

USA
Restriktionsenzym BsiWI New England BioLabs GmbH, Ipswich, MA,

USA
Restriktionsenzym SalI New England BioLabs GmbH, Ipswich, MA,

USA
Superscript III Reverse Transkriptase Life Technologies, Carlsbad, CA, USA
Taq-DNA-Polymerase New England BioLabs GmbH, Ipswich, MA,

USA
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T4-DNA-Ligase New England BioLabs GmbH, Ipswich, MA,
USA

2.1.8 Zellen

HEK 293-Zellen Institut für Systemische Entzündungs-
forschung, Universität zu Lübeck, Lübeck,
DE

Hybridom HB-184 American Type Culture Collection (ATCC),
Manassas, VA, USA

NovaBlue E.coli Klinik für Dermatologie, Allergologie undVe-
nerologie, Universitätsklinikum Schleswig-
Holstein, Lübeck, DE

One Shot® TOP10 competent E.coli Life Technologies, Carlsbad, CA, USA

2.2 Methoden

Es sollten zwei Antikörper hergestellt werden, ein muriner IgG1-Antikörper spezifisch für In-
sulin (anti-Insulin, IAA) sowie einmuriner IgG1-Antikörper spezifisch für das EnzymGlutamat-
decarboxylase (anti-GAD, GADA).

Methodische Grundlage der Herstellung war die Klonierung der variablen V(D)J-Sequenzen
der beiden Antikörper über die Restriktionsschnittstellen AgeI-SalI (HC) bzw. AgeI-BsiWI (LC)
in Expressionsvektoren, die die konstanten Regionen der murinen leichten und schweren Ket-
ten (mIgκ bzw. mIgγ1) bereits enthielten. Nach mehrfacher Sequenzierung zur Überprüfung
erfolgte die Transfektion der Expressionsvektoren in HEK 293-Zellen und die Produktion der
Antikörper durch diese Zellen. Die Glykosylierung des Fc-Teils wurde dabei über die Cotrans-
fektion der HEK 293-Zellen mit einem Plasmid, das für die Sialyl- und Galactosyltransferase
codiert, gesteuert. In einem letzten Schritt wurden das Bindungsverhalten der produzierten
Immunglobuline sowie ihr Glykosylierungsmuster untersucht.

Für die Klonierung des anti-Insulin Antikörpers wurden die murinen V(D)J-Sequenzen des An-
tikörpers benutzt, die in der Literatur beschrieben sind [80]. Den Sequenzenwurde eine Leader-
sequenz mit AgeI-Schnittstelle vorangestellt sowie eine SalI-Schnittstelle zu Beginn der kon-
stanten mIgγ1-Region bzw. eine BsiWI-Schnittstelle zu Beginn der konstanten mIgκ-Region
angefügt. Die derartig konstruierten Sequenzen der variablen Regionen der schweren und
leichten Kette des anti-Insulin Antikörpers wurden von der AgeI- bis zur SalI- bzw. BsiWI-
Schnittstelle bei der Firma Mr. Gene GmbH, Regensburg, bestellt.
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Zur Herstellung des anti-GAD Antikörpers wurde die kommerziell erhältliche Hybridomzellli-
nie HB-184 genutzt, welche monoklonale murine IgG1-Antikörper gegen die Glutamatdecar-
boxylase produziert [81]. Das Hybridom wurde von der Firma ATCC®, Manassas, VA, USA, bezo-
gen. Die V(D)J-Sequenzen des Antikörpers konnten mithilfe der in den folgenden Abschnitten
beschriebenen Verfahren identifiziert werden.

2.2.1 Identifizierung der variablen anti-GAD Antikörpersequenzen

2.2.1.1 RNA-Isolierung aus der Hybridomzelllinie HB-184

Zur Isolierung der RNA wurden ca. 5ml der Hybridomzellsuspension bei 4 ◦C und 300 g
(∼1200 rpm) zentrifugiert. Der Überstandwurde verworfen und die RNA aus demPelletmithil-
fe des Nucleo Spin® RNA II Kits isoliert. Diese wurde anschließendmit 40 µl RNA-freiemWasser
von der Säule eluiert und die Konzentration photometrisch bei 260 nm am NanoDrop gemes-
sen.

Das benutzte Spectrophotometer misst die Absorption über einen Bereich von 200 bis 350 nm.
Da Nukleinsäuren ihr Absorptionsmaximum bei 260 nm aufweisen, kannmithilfe des Lambert-
Beer’schen Gesetzes über die gemessene Absorption bei 260 nm die Konzentration ermittelt
werden [82]. Zudem ist es möglich, mittels des Absorptionsverhaltens auch die Reinheit der
Probe zu beurteilen. Proteine haben aufgrund der Absorption der aromatischen Aminosäuren
ihr Absorptionsmaximum bei 280 nm, sodass der Quotient der Absorptionen bei 260 nm und
280 nm (A260/280) zur Überprüfung der Kontamination mit Proteinen herangezogen werden
kann. Bei reiner DNA liegt A260/280 bei ca. 1,8 und bei reiner RNA bei ca. 2.

2.2.1.2 Reverse Transkription

Um die instabile mRNA in stabile cDNA umzuschreiben, wurden zu 11 µl der isolierten RNA
1 µl Random-Hexamer-Primer (50 µM) sowie 1 µl dNTPs (je 10mM) hinzugefügt. Das Gemisch
wurde für 5Minuten bei 65 ◦C und für 3Minuten auf Eis inkubiert und anschließendmit 1 µl Su-
perscript III Reverse Transkriptase, 4 µl 5x First Strand Buffer, 1 µl DTT (0,1M) und 1 µl RNase-
Inhibitor versetzt. Im Anschluss wurde der Ansatz für 5Minuten bei 25 ◦C, dann für 45Minuten
bei 50 ◦C und abschließend für 15 Minuten bei 70 ◦C inkubiert.
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2.2.1.3 DNA-Amplifikation mittels Polymerase-Kettenreaktion

Zur Amplifizierung der spezifischen DNA-Sequenzen wurde eine Polymerase-Kettenreaktion
durchgeführt. Mithilfe dieser Methode ist es möglich, einen definierten DNA-Abschnitt in vi-
tro zu vervielfältigen, indem eine Abfolge bestimmter Schritte zyklisch wiederholt wird [83].
Zu Beginn findet die Denaturierung statt, bei der sich die Doppelstränge der Template-DNA
trennen. Dann folgt das Annealing, das Anlagern spezifischer Oligonukleotide, der Primer, an
die einzelsträngige Template-DNA. Zuletzt wird die DNA enzymatisch verlängert, indem die
Polymerase Nukleotide an das 3’-OH-Ende der Primer komplementär zur Matrize anheftet, bis
wieder ein Doppelstrang vorliegt. Denaturierung, Annealing und Elongation werden zyklisch
wiederholt, sodass die Menge an synthetisierter DNA exponentiell ansteigt.

Für einen PCR-Ansatz wurden folgende Mengen eingesetzt: 50 ng DNA, 1 µl Taq-Polymerase,
2 µl 10x Taq-Polymerase-Puffer, 1 µl dNTPs (je 10mM), 0,1 µl Vorwärts-Primer (100 µM) und
0,1 µl Rückwärts-Primer (100 µM) ad 20 µl H2O.

Die zur PCR verwendeten Primer sind komplementär zu konstanten Regionen, die die V(D)J-
Regionen einschließen. Der Vorwärts-Primer bindet an potentiellen Leadersequenzen, der
Rückwärts-Primer an die konstante Region der jeweiligen Kette. Da die verschiedenen V-
Familien unterschiedliche Leadersequenzen aufweisen, wurde für die Amplifikation der un-
bekannten VJ-Sequenz der leichten Kette ein Primermix und für die Amplifikation der unbe-
kanntenVDJ-Sequenz der schwerenKette ein Primer benutzt, der an sehr vielen verschiedenen
Leadersequenzen binden kann (siehe Tabelle 2.1) [84].

Kette Primer Art Primer Name Sequenz (5‘→ 3‘)
Schwere Kette Vorwärts-Primer 5‘MsVHE GGGAATTCGAGGTGCAGCTGCAGG

AGTCTGG
Rückwärts-Primer 3‘Cγ1 outer GGAAGGTGTGCACACCGCTGGAC

Leichte Kette Vorwärts-Primer 5‘L-Vκ3 TGCTGCTGCTCTGGGTTCCAG
5‘L-Vκ4 ATTWTCAGCTTCCTGCTAATC
5‘L-Vκ5 TTTTGCTTTTCTGGATTYCAG
5‘L-Vκ6 TCGTGTTKCTSTGGTTGTCTG
5‘L-Vκ6,8,9 ATGGAATCACAGRCYCWGGT
5‘L-Vκ14 TCTTGTTGCTCTGGTTYCCAG
5‘L-Vκ19 CAGTTCCTGGGGCTCTTGTTGTTC
5‘L-Vκ20 CTCACTAGCTCTTCTCCTC

Rückwärts-Primer 3‘mCκ GATGGTGGGAAGATGGATACAGTT

Tabelle 2.1: Sequenzen der Primer für die erste unspezifische PCR der V(D)J-Region. A = Adenin,
C = Cytosin, G = Guanin, T = Thymin, R = Purin (A oder G), Y = Pyrimidin (C oder T) [84].
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Die PCR wurde in einem Thermal Cycler C1000 (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) mit
38 Zyklen durchgeführt (siehe Tabelle 2.2). Dem zyklischen Verlauf ging eine fünfminütige In-
kubation bei 94 ◦C voraus, damit die zum Teil auch stark gewundene DNA aufschmelzen konn-
te. Nach der entsprechenden Anzahl an Zyklen wurde für 10 Minuten bei 72 ◦C inkubiert, um
zu kurze Stränge fertig zu synthetisieren und fehlende Taq-Polymerase-spezifische Adenin-
Überhänge zu erzeugen.

Die Annealingtemperatur richtet sich hierbei nach den Schmelztemperaturen der Primer, die
Elongationstemperatur nach dem Aktivitätsoptimum der Polymerase und die Elongationszeit
nach der Länge der zu amplifizierenden Sequenz.

Schritt Temperatur Dauer
1 Initiale Denaturierung 94 ◦C 5min
2 Denaturierung 94 ◦C 30 sec
3 Annealing 52 ◦C 30 sec
4 Elongation 68 ◦C 55 sec
5 Finale Elongation 72 ◦C 10min

Tabelle 2.2: Protokoll für die DNA-Amplifikation mittels PCR mit der Taq-Polymerase.

Im Anschluss wurde das PCR-Produkt in einem 1,5%igen Agarosegel elektrophoretisch auf-
getrennt. Für das Gel wurden dementsprechend 1,5 g Agarose in 100ml TRIS-Acetat-Puffer
(TAE-Puffer) aufgekocht. Die Proben wurden mit Glycerin-Ladepuffer (Endkonzentration 1x)
versetzt, aufgetragen und für 1,5 Stunden bei 80 V aufgetrennt, wobei als Laufpuffer 1x TAE-
Puffer verwendet wurde. Zur Abschätzung der Größe der DNA-Fragmente wurde zusätzlich zu
den Proben ein DNA-Standard (GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) aufgetragen. Nachfolgend wurde das Gel für 20 Minuten in einem Ethi-
diumbromidbad (0,5mg/l in TAE-Puffer) gefärbt, sodass die gewünschten Banden auf einem
UV-Leuchttisch bei 254 nm detektiert werden konnten. Sie wurden mit einem Skalpell ausge-
schnitten, mithilfe des Nucleo Spin® Gel & PCR Clean-up Kits nach Angaben des Herstellers
aus dem Agarosegel extrahiert und aufgereinigt. Die DNA wurde jeweils in 20 µl Elutionspuffer
aufgenommen.

2.2.1.4 Ligation in den TA-Vektor

Die zur PCR verwendete Taq-Polymerase hängt an das 3’-OH-Ende des entstehenden DNA-
Strangs templateunabhängig ein einzelnes Desoxyadenosintriphosphat, sodass ein Adenin-
Überhang entsteht. Diesen Umstand macht man sich bei der TA-Ligation zu Nutze [85]. Der
TA-Vektor liegt in linearer Form vor, wobei sich an den Enden jeweils ein einzelnes Thymin
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sowie eine Topoisomerase befinden. Kommt es zwischen den komplementären Enden von TA-
Vektor und DNA-Fragment zu einer Basenpaarung, katalysiert die Topoisomerase in einer ATP-
unabhängigen Reaktion die Bindung zwischen Vektor und Insert.

Zur Ligation wurde das TOPO® TA Cloning Kit verwendet. Nach Herstellerangaben wurden
jeweils 4 µl des PCR-Produkts mit 1 µl TOPO-TA-Vektor® und 1 µl Salz-Lösung (1,2M NaCl,
0,6M MgCl2) für 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und danach bis zur Transforma-
tion auf Eis gelagert.

2.2.1.5 Transformation, Plasmidisolierung und Sequenzierung der V(D)J-Sequenzen

Durch Zugabe von 5 µl des TA-Ligationsansatzes zu den ebenfalls im oben beschriebenen Kit
enthaltenen TOP10-Bakterien (E.coli) und anschließendem 30 Sekunden dauernden Hitze-
schock bei 42 ◦CwurdederVektor in die Bakterien transformiert. Eswurden 250 µl S.O.C. (Super
Optimal Catabolite) Medium hinzugegeben und das Gemisch eine Stunde bei 37 ◦C auf einem
Schüttler (∼150 rpm) inkubiert. Anschließend wurden die transformierten Bakterien auf Lu-
ria Bertani (LB)-Agarplatten mit Ampicillin (50 µg/ml) ausgestrichen und über Nacht bei 37 ◦C
kultiviert. Da die Platten zuvor mit 40 µl einer 40mg/ml X-Gal Lösung beschichtet wurden,
konnte die Blau-Weiß-Selektion zur Identifikation derjenigen Kolonien, die ein rekombinantes
Plasmid trugen, verwendet werden [86].

Die Plasmidpräparation erfolgte nach dem Prinzip der alkalischen Lyse [87]. Durch den alka-
lischen pH-Wert lösen sich die Wasserstoffbrückenbindungen zwischen den komplementären
DNA-Strängen sowohl der chromosomalen als auch der Plasmid-DNA, wobei die Plasmid-DNA
im Gegensatz zur chromosomalen DNA aufgrund ihrer Konformation in der Lage ist, vollstän-
dig zu renaturieren, sodass sie in den Folgeschritten isoliert werden kann.

Für die Plasmidpräparation imMinimaßstab (Nucleo Spin® Plasmid) wurden vier bis fünf weiße
Kolonien in jeweils 5ml LB-Medium mit Ampicillin (50 µg/ml) über Nacht bei 37 ◦C auf dem
Schüttler (∼150 rpm) kultiviert. Die Isolierung der Plasmide wurde nach Herstellerangaben
durchgeführt, wobei die Plasmid-DNA im letzten Schritt in 50 µl Elutionspuffer (5mMTRIS-HCl
(pH 8,5)) aufgenommen wurde.

Die isolierten Plasmide wurden zur Sequenzierung an die Firma Eurofins Genomics GmbH,
Ebersberg, geschickt. Die Sequenzierungsergebnisse der verschiedenen Klone wurden mittels
eines Alignment-Tools (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov) untereinander und mit existierenden
murinen V-, D- und J-Sequenzen verglichen, um etwaige Polymerase- und Sequenzierungs-
fehler der einzelnen Klone ausfindig zu machen und die korrekten V-, D- und J-Sequenzen zu
identifizieren.
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Primer Name Sequenz (5‘→ 3‘)
M13 rev (-29) CAGGAAACAGCTATGACC

Tabelle 2.3: Sequenz des Sequenzierungsprimers des TA-Vektors.

2.2.2 Klonierung der V(D)J-Sequenzen des anti-GAD Antikörpers und des anti-
Insulin Antikörpers

2.2.2.1 DNA-Amplifikationmittels Polymerase-Kettenreaktionmit spezifischenPrimern

Für eine zweite PCR mit dem Ziel der Anlagerung eines definierten Leaders wurden Primer
konstruiert, die um eine nicht bindende Restriktionsschnittstelle am 5’-Ende verlängert wur-
den. So konnte im Leaderbereich sowohl der schweren als auch der leichten Kette eine AgeI-
Schnittstelle sowie zu Beginn der konstanten mIgγ1-Region eine SalI- und zu Beginn der kon-
stanten mIgκ-Region eine BsiWI-Schnittstelle eingefügt werden.

Statt der üblicherweise verwendeten Taq-Polymerase wurde eine Pfunds-Polymerase verwen-
det. Diese verfügt gegenüber der Taq-Polymerase über eine zusätzliche 3’-5’-Exonuklease-
aktivität und hat durch diese Proofreading-Funktion eine um den Faktor 10 höhere Genau-
igkeit als die Taq-Polymerase [88]. Sie ist eine rekombinante Form der ursprünglich aus dem
thermophilen Archaebakterium Pyrococcus furiosis (Pfu) stammenden Polymerase.

Für einen PCR-Ansatz wurden folgende Mengen eingesetzt: 1 µl DNA, 0,8 µl Pfu-Polymerase,
5 µl 10x Taq-Polymerase-Puffer, 1 µl dNTPs (je 10mM), 0,1 µl Vorwärts-Primer (100 µM) und
0,1 µl Rückwärts-Primer (100 µM) ad 50 µl H2O.

Die PCR wurde nach folgendem Protokoll durchgeführt:

Schritt Temperatur Dauer
1 Initiale Denaturierung 94 ◦C 5min
2 Denaturierung 94 ◦C 30 sec
3 Annealing 54 ◦C 30 sec
4 Elongation 72 ◦C 55 sec
5 Finale Elongation 72 ◦C 10min

Tabelle 2.4: Protokoll für die DNA-Amplifikation mittels PCR mit der Pfu-Polymerase.
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2.2.2.2 Restriktionsverdau

In einem ersten Schritt wurden je 1 µg des PCR-Produkts mit dem Restriktionsenzym AgeI ge-
schnitten. Dazuwurde die entsprechendeMenge DNAmit 3 µl des zugehörigen 10x Puffers ver-
setzt undmitWasser auf 30 µl aufgefüllt. Nach Zugabe von 1 µl des Restriktionsenzyms (5 U/µl)
wurde das Gemisch für eine Stunde bei 37 ◦C inkubiert. Anschließend wurde der Ansatz mit
dem Nucleo Spin® Gel & PCR Clean-up Kit aufgereinigt, von Salzen und Enzymen befreit und in
30 µl Elutionspuffer aufgenommen.

Die DNA der beiden schweren Ketten wurde jeweils in einem zweiten Schritt mit dem Restrik-
tionsenzym SalI geschnitten. Hierzu wurden dem gesamten Eluat 4 µl des zugehörigen Puffers,
5 µl Wasser sowie 1 µl des Restriktionsenzyms (10 U/µl) hinzugegeben und für eine Stunde bei
37 ◦C inkubiert.

Mit der DNA der beiden leichten Ketten wurde jeweils ähnlich verfahren, wobei hier das Re-
striktionsenzym BsiWI benutzt wurde. Wiederum wurde das gesamte Eluat mit 4 µl des zuge-
hörigen Puffers, 5 µl Wasser sowie 1 µl des Restriktionsenzyms (10 U/µl) versetzt und für eine
Stunde bei 55 ◦C inkubiert.

Analog wurden vorhandene Expressionsvektoren, die bereits einen definierten Leader und die
Sequenzen für die schwere mIgγ1- und die leichte mIgκ- Kette enthielten, mit den gleichen
Enzymen geschnitten.

Im Anschluss wurden die verschiedenen Ansätze mit entsprechender Menge 6x Ladepuffers
versetzt und in einem 1,5%igen Agarosegel für 1,5 Stunden bei 80 V elektrophoretisch aufge-
trennt. Das Gel wurde für 20 Minuten im Ethidiumbromidbad gefärbt, sodass die Banden mit
den gewünschten Fragmenten auf dem UV-Leuchttisch sichtbar gemacht und ausgeschnitten
werden konnten. Mithilfe des Nucleo Spin® Gel & PCR Clean-up Kits wurde die DNA aus dem
Gel extrahiert, in 30 µl Elutionspuffer aufgenommen und die Konzentration am NanoDrop ge-
messen.

Bei allen drei verwendeten Enzymen handelte es sich um Restriktionsenzyme vom Typ II, die
innerhalb ihrer Erkennungssequenz schneiden und sog. sticky ends produzieren.

2.2.2.3 Ligation in den Expressionsvektor

Anschließend wurden die V(D)J-Regionen beider Antikörper in Expressionsvektoren kloniert,
die für die Expression in eukaryontischen Zellen geeignet waren und die murine IgG1 HC
(mIgγ1) bzw. diemurine kappa LC (mIgκ) bereits enthielten [84], [89]. Zudemverfügten sie über
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eine Genkassette für die Ampicillin-Resistenz und den humanen Cytomegalievirus-Promoter
für die Transkription der Antikörpersequenzen. Es folgte die Leadersequenz mit einer AgeI-
Schnittstelle sowie die mit einer SalI- bzw. BsiWI-Schnittstelle beginnende konstante Region.
Über AgeI-SalI (mIgγ1) bzw. AgeI-BsiWI (mIgκ) konnten die V(D)J-Regionen eingefügt werden
(siehe Abbildung 3.2).

Für einen Ligationsansatzwurden 100 ng des geschnittenen Expressionsvektors, die sechsfache
molare Menge des V(D)J-Fragments, 1 µl T4-DNA-Ligase und T4 DNA Ligasepuffer in einfacher
Konzentration eingesetzt. Der Ansatz wurde mit Wasser auf ein Volumen von 15 µl aufgefüllt
und über Nacht bei 16 ◦C inkubiert.

2.2.2.4 Herstellung kompetenter E.coli

Um kompetente Zellen zur folgenden Transformation zur Verfügung zu haben, wurden E.coli
des E.coli-Stamms NovaBlue mithilfe des Z-CompetentTM E.coli Transformation Kit & Buffer
Sets nach Herstellerangaben präpariert und bei -80 ◦C gelagert. Die Zellen wurden freundli-
cherweise von der Klinik für Dermatologie, Allergologie und Venerologie des UKSH, Lübeck,
zur Verfügung gestellt.

2.2.2.5 Transformation des Expressionsvektors und Plasmidpräparation

Die kompetenten E.coli wurden auf Eis aufgetaut, zu 100 µl der Zellen wurden 5 µl der ligier-
ten Plasmid-DNA gegeben und für 5 Minuten auf Eis inkubiert. Die Bakterien wurden auf LB-
Agarplatten mit Ampicillin (50 µg/ml) ausgestrichen und bei 37 ◦C über Nacht kultiviert. Es
wurde jeweils eine Negativkontrolle durchgeführt, indem nur der geschnittene Expressions-
vektor zu den kompetenten Zellen gegeben und ausgestrichen wurde. Da der intakte Expres-
sionsvektor eine Ampicillin-Resistenzkassette enthielt, waren nur Bakterien, die diesen auf-
genommen hatten, in der Lage, auf dem Nährboden Kolonien zu bilden. Es wurde somit auf
Ampicillin-resistente Kolonien selektiert, die den Expressionsvektor enthielten.

Jeweils eine Kolonie wurde in 5ml LB-Mediummit Ampicillin (50 µg/ml) wiederum über Nacht
bei 37 ◦C kultiviert. Aus der Übernachtkultur wurde mithilfe des Nucleo Spin® Plasmid Kits die
Plasmid-DNA aufgereinigt und in 50 µl Elutionspuffer aufgenommen.

Die Plasmidpräparation im Maximaßstab (Nucleo Bond® Xtra Maxi Plus) wurde analog mit
800ml LB-Medium und 1ml Elutionspuffer durchgeführt.
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Die fertig konstruierten Expressionsvektoren mit eingefügten V(D)J-Regionen wurden zur Se-
quenzierung an die Firma Eurofins Genomics GmbH, Ebersberg, geschickt. Es wurde ein Pri-
mer (ExprVektor-fw) benutzt, der in der Leadersequenz stromaufwärts der V(D)J-Region bin-
det. Somit konnte die korrekte Insertion der V(D)J-Region überprüft werden. Der mIgγ1-
Expressionsvektor wurde zusätzlich mithilfe eines reversen Primers (ExprVektor-rev) sequen-
ziert, der stromabwärts der konstanten Region bindet, um die korrekte Insertion der konstan-
ten mIgγ1-Region zu überprüfen.

Primer Name Sequenz (5‘→ 3‘)
ExprVektor-fw GCTTCGTTAGAACGCGGCTAC
ExprVektor-rev GCTTTATTTGTAACCATTATAAGC

Tabelle 2.5: Sequenzen der Sequenzierungsprimer des Expressionsvektors.

2.2.3 Produktion und Aufreinigung der beiden murinen IgG1-Antikörper mit
unterschiedlicher Glykosylierung

2.2.3.1 Kultivierung von HEK 293-Zellen

Für die Expression der Antikörper wurde eine immortalisierte Zelllinie humaner embryona-
ler Nierenzellen (human embryonic kidney, HEK), die HEK 293-Zelllinie, verwendet. Die Zellen
wurden in Zellkulturschalen (�15 cm) mit 25ml Wachstumsmedium bei 37 ◦C und 5% CO2 bis
zu einer Konfluenz von ca. 80% kultiviert und alle drei bis vier Tage passagiert. Dazu wurde
das Medium abgenommen, die Zellen mit 10ml 1x PBS gewaschen und mit 3ml Trypsin/EDTA
für 4 Minuten trypsinisiert. Anschließend wurden die Zellen in 10ml Medium aufgenommen,
für 6 Minuten bei 4 ◦C und 1500 g zentrifugiert, das Pellet in 10ml Medium resuspendiert, auf
neue Kulturschalen verteilt und mit frischem Medium kultiviert.

2.2.3.2 Transiente Transfektion von HEK 293-Zellen

Die HEK 293-Zellenwurdenmithilfe von Polyethylenimin (PEI) transient transfiziert. PEI ist ein
durch seine Aminogruppen stark basisches und verzweigtes Molekül, das in wässriger Lösung
als Polykation vorliegt und somit Komplexe mit negativ geladener DNA bilden kann [90]. Die
komplexierte Plasmid-DNA kann von den Zielzellen aufgenommen werden.

Für die Transfektion einer Zellkulturschale wurden je 20 µg des Expressionsvektors für die
leichte und schwere Kette eingesetzt. Zur Produktion von galactosylierten und sialylierten

30



2.2. METHODEN

Antikörpern wurde ein weiteres Plasmid, das für die Sialyl- und Galactosyltransferase codiert
(ST6GAL1-IRES-B4GALT1 Plasmid), verwendet. Hierbei wurden die Zellen mit je 15 µg des Ex-
pressionsvektors für die leichte bzw. schwere Kette und 10 µg des ST6GAL1-IRES-B4GALT1 Plas-
mids transfiziert.

Die Zellen wurden mit 1x PBS gewaschen und je Zellkulturschale mit 22ml Produktionsmedi-
umversetzt. Die entsprechendeMenge Plasmid-DNA für eine Zellkulturschalewurdemit 100 µl
PEI gevortext, für 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, zu den Zellen gegeben und diese
bei 37 ◦C und 5% CO2 eineWoche lang kultiviert. Anschließendwurde derÜberstand abgenom-
men, bei 4 ◦C und 1500 g für 6 Minuten zentrifugiert und das Pellet verworfen.

2.2.3.3 Aufreinigung der Antikörper

Die Antikörper aus den Zellkulturüberständenwurdenmittels einer Protein G Sepharose-Säule
aufgereinigt. Nach der Beladung der Säule mit dem Überstand wurde diese zweimal mit PBS
gewaschen und die Antikörpermit 30ml 0,1MGlycin (pH 2,7) eluiert. Zur Neutralisationwurde
das Eluat in 3ml 1mMTRIS-HCl (pH 8,9) aufgefangen. Die Säule wurde anschließendmit Glycin
und PBS gewaschen.

Das Eluat wurde in Dialyseschläuchen gegen PBS über Nacht bei 4 ◦C dialysiert. Zur Aufkonzen-
trierung wurden die Dialyseschläuche für ca. 1,5 Stunden mit Polyethylenglykol (PEG) bedeckt
und so das Volumen auf ca. 5ml eingeengt. Im Anschluss wurden die Antikörper steril filtriert
und die Konzentration photometrisch am NanoDrop gemessen.

2.2.4 Analyse der produzierten Antikörper

2.2.4.1 SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese

Zur Überprüfung der Reinheit der aufgereinigten Antikörper wurden diese zunächst in ei-
ner Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE) analysiert. Dazu wur-
den 8 µg der Antikörper mit entsprechender Menge 4x Laemmli-Puffer gemischt, für 5 Mi-
nuten bei 95 ◦C inkubiert und anschließend auf ein Polyacrylamidgel, bestehend aus einem
Sammel- und einem Trenngel, geladen. Zusätzlich wurden 10 µl Protein-Marker aufgetragen
sowie 4x Laemmli-Puffer in die leeren Taschen gefüllt. Die Gelelektrophorese wurde mit 80 V
gestartet und auf 160 V erhöht, sobald die Lauffront das Trenngel erreicht hatte. Nach Been-
digung des Laufs wurde das Sammelgel vom restlichen Gel abgetrennt und für 15 Minuten
in Coomassie-Lösung gefärbt. Die Entfärbung des Gelhintergrundes erfolgte über Nacht im
Coomassie-Entfärber.
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2.2.4.2 ELISA

Um das Bindungsverhalten der Antikörper an Insulin bzw. die Glutamatdecarboxylase (GAD)
zu untersuchen, wurde ein Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) durchgeführt.

Für den GAD-ELISA wurde eine Mikrotiterplatte von EUROIMMUN, Lübeck, verwendet, die be-
reits mit humaner Glutamatdecarboxylase beschichtet war. Für den Insulin-ELISA wurde ei-
ne Mikrotiterplatte (96 Well, hochbindend) mit einem Fragment des humanen Insulins über
Nacht bei 4 ◦C inkubiert. Es wurden 100 µl je Well einer 50 µg/ml Lösung eingesetzt. Beide Plat-
ten wurden anschließend dreimal mit PBS/0,05% Tween gewaschen und die freien Bindungs-
stellen mit 150 µl ELISA-Puffer je Well unter Schwenken für eine Stunde bei Raumtempera-
tur blockiert. Die Platten wurden wiederum dreimal mit PBS/0,05% Tween gewaschen und
100 µl der Antikörperproben (3 µg/ml) sowie davon jeweils sieben serielle 1:3- (anti-Insulin)
bzw. fünf 1:5- (anti-GAD) Verdünnungen mit dem ELISA-Puffer auf die Mikrotiterplatte aufge-
tragen. Die Bindung der Antikörper erfolgte für 1,5 Stunden unter Schwenken bei Raumtempe-
ratur. Nach dreimaligem Waschen mit PBS/0,05% Tween folgte eine zweistündige Inkubation
bei Raumtemperaturmit 100 µl eines Detektionsantikörpers, an den dieMeerrettichperoxidase
(horseradish peroxidase, HRP) gekoppeltwar (anti-mouse-IgG1-HRP, 1mg/ml, 1:5000 verdünnt
in ELISA-Puffer). Die Platten wurden anschließend fünfmal mit PBS/0,05% Tween gewaschen
und 100 µl TMB-Substratlösung (enthält Tetramethylbenzidin (TMB) und Wasserstoffperoxid)
in jedes Well gegeben. HRP oxidiert das Substrat TMB, wobei Wasserstoffperoxid dabei als Co-
substrat und Protonendonor dient. Da die oxidierte Formdes TMB eine blaue Färbung hat, wur-
de die Reaktion nach erfolgtem Farbumschlag durch Zugabe von 100 µl 0,5MH2SO4 gestoppt.
Abschließend wurde die Farbintensität bei 450 nm am ELISA-Reader photometrisch gemessen.

2.2.4.3 MALDI-TOF Glykananalyse

Um das Glykosylierungsmuster des Fc-Teils zu untersuchen, wurde eine MALDI-TOF
Analyse durchgeführt, eine Kombination aus den Verfahren Matrix-associated Laser-
Desorption/Ionisation (MALDI) und Massenspektrometrie mit Flugzeitanalyse (engl. time of
flight, TOF), die derMassenanalyse chemischer Verbindungen dient [91]. Die zu untersuchende
Substanz wird in eine Matrix eingebettet und durch Laserbeschuss ionisiert. Dabei verdampft
die Matrix explosionsartig, die Analytmoleküle werden mitgerissen und eine Ionisierung der-
selben findet statt. Die entstandenen Ionen werden in einem elektrischen Feld beschleunigt
und von einem Ionendetektor detektiert, der die ankommenden Ionen in ein elektrisches Si-
gnal umwandelt. Die Flugzeit ist dabei in folgendem Zusammenhang abhängig von der Masse
m und der Ladungszahl z und folgt der Proportionalität
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In dem erhaltenen Massenspektrum wird die relative Intensität der detektierten Molekülio-
nen gegen denm/z-Wert aufgetragen, über den sich auf die vorliegende Glykankette schließen
lässt.

Für die Analyse wurden die Antikörper zunächst mit Endoglykosidase S (EndoS) aus Strepto-
coccus pyogenes behandelt, um die zu untersuchenden Glykanketten von den Antikörpern ab-
zuspalten. Das Enzym spaltet spezifisch zwischen dem ersten und zweiten N-Acetylglucosamin
der N-Glykosylierung am Asparagin 297 [92]. Zuckerketten an anderen möglichen Glykosylie-
rungsstellenwerden nicht gespalten und somit auch nicht analysiert. Das Glykosylierungsmus-
ter der geschnittenen Oligosaccharide wurde anschließend mittels der oben beschriebenen
MALDI-TOFAnalyse untersucht. Die Spektrenwurden an einemUltraflex IIIMassenspektrome-
ter (Bruker Daltonics, Billerica, MA, USA) im positiven Ionenmodus aufgenommen. Als Matrix
diente Dihydroxybenzoesäure (DHB).

Die MALDI-TOF Analyse wurde freundlicherweise vom Labor für Glykodesign und Glykoanaly-
tik, Zentralinstitut für Laboratoriumsmedizin, Klinische Chemie und Pathobiochemie, Charité
- Universitätsmedizin Berlin unter der Leitung von Herrn Dr. Markus Berger durchgeführt.
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Kapitel 3

Ergebnisse

Ziel dieser Arbeit war die Herstellung zweier Antikörper, eines murinen IgG1-Antikörpers spe-
zifisch für Insulin (anti-Insulin, IAA) sowie eines murinen IgG1-Antikörpers spezifisch für das
Enzym Glutamatdecarboxylase (anti-GAD, GADA). Grundlage der Herstellung war die Klonie-
rung, Expression und Aufreinigung der beiden Antikörper.

3.1 Identifizierung und Klonierung der V(D)J-Sequenzen der bei-
den murinen IgG1-Antikörper und Konstruktion der Expres-
sionsvektoren

3.1.1 Klonierung des anti-GAD IgG1-Antikörpers

Ausgangspunkt der Herstellung des anti-GAD Antikörpers war das Hybridom HB-184, das mo-
noklonale murine IgG1-Antikörper gegen die Glutamatdecarboxylase produziert und von der
Firma ATCC®, Manassas, VA, USA, bezogen wurde. Um die variablen und somit die für die An-
tigenspezifität entscheidenden Sequenzen im späteren Verlauf klonieren zu können, mussten
diese zunächst identifiziert werden. Dazu wurden die V(D)J-Sequenzen nach Isolation der RNA
aus dem Hybridom und reverser Transkription in cDNA mittels PCR amplifiziert. Da Primer
benutzt wurden, die an konservierten konstanten Regionen binden - der Vorwärtsprimer an
potentielle Leadersequenzen der V-Segmente der schweren und leichten Kette und der Rück-
wärtsprimer zu Beginn der konstanten mIgγ1- bzw. mIgκ-Region (siehe Tabelle 2.1) [84] -, ge-
schah diese Amplifikation auf unspezifische Weise.
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Die Leadersequenz ist eine Steuerungssequenz, die nicht translatiert wird [93]. Sie enthält die
ribosomale Bindungsstelle und ermöglicht somit die Bindung der transkribiertenmRNA an das
Ribosom.

Zur PCR wurde eine Taq-Polymerase verwendet, die am 3’-OH-Ende des synthetisierten DNA-
Strangs einen Adenin-Überhang entstehen lässt, sodass im Anschluss eine TA-Ligation in
den sogenannten TOPO-Vektor® erfolgen konnte. Nach erfolgreicher Ligation und Trans-
formation wurden mehrere Klone sequenziert, um Polymerase- und Sequenzierungsfeh-
ler auszuschließen. Durch einen Vergleich der Sequenzierungsergebnisse über https://
www.ncbi.nlm.nih.gov/igblast/ konnten die Sequenzen der VDJ- sowie der VJ-Region des anti-
GAD Antikörpers gefunden werden.

Da der zur TA-Klonierung benutzteVorwärtsprimer für die schwereKette über 23Nukleotide in
die V-Region hineinragt, beeinflusst dieser das PCR-Produkt, sodass die Sequenzanfänge kom-
plementär zu diesem Primer sind und nicht die eigentliche Sequenz darstellen. Durch einen
Vergleich über https://www.ncbi.nlm.nih.gov/igblast/ konnte die ursprüngliche Anfangsse-
quenz der V-Region identifiziert werden (siehe Tabelle 3.1), die daraufhin bei der Konstruk-
tion der Primer für die Klonierung der Expressionsvektoren (siehe Tabelle 3.2) berücksichtigt
wurde.

Antikörper Sequenz der variablen V(D)J Region
GADA HC GAGGTCCAGCTGCAGCAGTCTGGACCTGAGCTGGAGAAGCCTGGCGCTTCAGTG

AAGATATCCTGCAAGGCTTCTGGTTACTCATTCACTGGCTACAACATGAACTGGG
TGAAGCAGAGCAATGGAAAGAGCCTTGAGTGGATTGGAAATATTGATCCTTACT
ATGGTGGTACTAGCTACAACCAGAAGTTCAAGGGCAAGGCCACATTGACTGTAG
ACAAATCCTCCAGCACAGCCTACATGCAGCTCAAGAGCCTGACATCTGAGGACTC
TGCAGTCTATTACTGTGCAAGAGGGATTCATTACTACGGCCCGTACTTCGATGTC
TGGGACGCAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCA

GADA LC GATGTTGTGATGACCCAAACTCCACTCTCCCTGCCTGTCAGTCTTGGAGATCAAG
CCTCCATCTCTTGCAGATCTAGTCAGAGCCTTGTACACAGTAATGGAAACACCTA
TTTACATTGGTACCTGCAGAAGCCAGGCCAGTCTCCAAAGCTCCTGATCTACAAA
GTTTCCAACCGATTTTCTGGGGTCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGTGGATCAGGGA
CAGATTTCACACTCAAGATCAGCAGAGTGGAGGCTGAGGATCTGGGAGTTTATT
TCTGCTCTCAAAGTACACATGTTCCGTACACGTTCGGAGGGGGGACCAAGCTGGA
AATAAAA

Tabelle 3.1: Sequenz der variablen VDJ-Region der schweren Kette und der VJ-Region der leich-
ten Kette des anti-GADAntikörpers. Farblichmarkiert sind die beidenNukleotide, die aufgrund
des Ig-Blasts korrigiert wurden und somit nicht mehr mit den ursprünglichen Ergebnissen der
Sequenzierung übereinstimmen.

ImAnschluss wurden in einer zweiten PCR die V(D)J-Sequenzen spezifisch amplifiziert undmit
Restriktionsschnittstellen versehen. Hierzu wurden Primer konstruiert, die die variable Regi-
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on spezifisch einschließen und um eine nicht bindende Restriktionsschnittstelle am 5’-Ende
des Primers verlängert wurden (siehe Tabelle 3.2). So konnte im Leader sowohl der schwe-
ren als auch der leichten Kette eine AgeI-Schnittstelle sowie zu Beginn der konstanten mIgγ1-
Region eine SalI- und zu Beginn der konstanten mIgκ-Region eine BsiWI-Schnittstelle einge-
fügt werden (siehe Abbildung 3.1). Die bereits vorliegenden Expressionsvektoren enthielten
ebenfalls diese Restriktionsschnittstellen, sodass nach erfolgtem Restriktionsverdau mit den
entsprechenden Enzymen die V(D)J-Sequenzen des Antikörpers über AgeI-SalI (mIgγ1) bzw.
AgeI-BsiWI (mIgκ) in die Vektoren eingefügt werden konnten, ohne dass dadurch der Leserah-
men verschobenwurde. Hierzuwurde eine T4-DNA-Ligase verwendet, durch die die bei der Re-
striktion entstandenen 5’-Überhänge komplementär verbundenwurden (siehe Abbildung 3.2).
Die Sequenzen der kloniertenV(D)J-Regionen des anti-GAD IgG1-Antikörpers im jeweiligen Ex-
pressionsvektor sind in den Tabellen 3.3 und 3.4 zu sehen.

Leader mIgγ1 konstante Region

mIgγ1 schwere Kette

Start StoppAgeI

VDJ

SalI

BsiWI

Leader mIgκ konstante Region

mIgκ leichte Kette

Start StoppAgeI

VJ

BsiWI

HindIII

Abbildung 3.1: Schematische Darstellung der Sequenzen für die leichte und schwere Kette bei-
der Antikörper. Markiert sind die Start- und Stoppcodons sowie die Schnittstellen der Restrik-
tionsenzyme.

3.1.2 Klonierung des anti-Insulin IgG1-Antikörpers

Als Grundlage zur Klonierung des anti-Insulin Antikörpers dienten die in der Literatur be-
schriebenenen Sequenzen der variablen V(D)J-Regionen, welche mit entsprechenden Restrik-
tionsschnittstellen im Leader und am Anfang der konstanten Region versehen bei der Firma
Mr. Gene GmbH, Regensburg, bestellt wurden [80]. Die bestellten Sequenzen sind der Tabelle
3.5 zu entnehmen.

Analog zur Klonierung des anti-GADAntikörpers konnten dieV(D)J-Sequenzen des anti-Insulin
Antikörpers über AgeI-SalI (mIgγ1) bzw. AgeI-BsiWI (mIgκ) in die Vektoren eingefügt werden.
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Abbildung 3.2: Schema für die Klonierung der leichten und schweren Kette beider Antikörper
in die Expressionsvektoren nach dem Restriktionsverdau. Die Expressionsvektoren enthalten
neben dem Leader die konstanten Regionen der leichten (mIgκ) bzw. schweren (mIgγ1) Kette
sowie denhCMV (humanes Cytomegalievirus)-Promoter [84]. Zudemcodieren dieVektoren für
Antibiotikaresistenzen als Selektionsfaktor sowie weitere Bereiche, die für die Amplifikation
und Expression in anderen Spezies relevant sind.

38



3.2. PLASMIDPRÄPARATION

Antikörper Primer Art Sequenz (5‘→ 3‘)
GADA HC Vorwärts-Primer ATTATTACCGGTGTACATTCCGAGGTCCAGCT

GCAGCAGTCTGGACCTG
GADA HC Rückwärts-Primer AATAATGTCGACGCTGAGGAGACGGTGACCG

TGGTCCC
GADA LC Vorwärts-Primer ATTATTACCGGTGTACATTCAGATGTTGTGAT

GACCCAAACTCCAC
GADA LC Rückwärts-Primer AATAATCGTACGTTTTATTTCCAGCTTGGTCC

CCCCTC

Tabelle 3.2: Primer zur spezifischen Amplifizierung der V(D)J-Sequenzen des anti-GAD Anti-
körpers und zumHinzufügen von Restriktionsschnittstellen (AgeI in beiden Vorwärtsprimern,
SalI bzw. BsiWI in den Rückwärtsprimern). Die Schnittstellen sind farblich markiert, das erste
(im Vorwärtsprimer) und das letzte Codon (im Rückwärtsprimer) der variablen Region sind
unterstrichen.

Die Sequenzen der klonierten V(D)J-Regionen des anti-Insulin IgG1-Antikörpers im jeweiligen
Expressionsvektor sind in den Tabellen 3.6 und 3.7 zu sehen.

3.2 Plasmidpräparation

Die konstruierten Expressionsvektoren wurden in kompetente E.coli transformiert und aus
Übernachtkulturen einzelner Kolonien wurden Plasmidpräparationen durchgeführt. Die iso-
lierte Plasmid-DNA wurde sequenziert und mit den zu erwartenden Ergebnissen in einem
Alignment (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) verglichen, wobei jeweils ein Plasmid, das zu 100%
übereinstimmte, quantitativ in E.coli vermehrtwurde. Aus je ca. 500mlÜbernachtkultur trans-
formierter E.coli konnten 200 bis 500 µg Plasmide präpariert werden.

3.3 Produktion und Aufreinigung der Antikörper

Zur Produktion der Antikörper wurden HEK 293-Zellen mit den zusammengehörigen HC- und
LC-Expressionsvektoren transient cotransfiziert. Beide Antikörperwurden in einer sialylierten
(IAA+ sial bzw. GADA+ sial) und einer desialylierten Form (IAA− sial bzw. GADA− sial) her-
gestellt, wobei die zusätzliche Glykosylierung durch die Zugabe eines weiteren Plasmids, das
für die humane Sialyl- und Galactosyltransferase codiert, gesteuert wurde. Dieses sogenann-
te ST6GAL1-IRES-B4GALT1 Plasmid wurde im Vorfeld vom Labor kloniert und zur Verfügung
gestellt.
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Antikörper Sequenz (5‘→ 3‘)
GADA HC ATGGGATGGTCATGTATCATCCTTTTTCTAGTAGCAACTGCAACCGGTGTACATT

CCGAGGTCCAGCTGCAGCAGTCTGGACCTGAGCTGGAGAAGCCTGGCGCTTCAGT
GAAGATATCCTGCAAGGCTTCTGGTTACTCATTCACTGGCTACAACATGAACTGG
GTGAAGCAGAGCAATGGAAAGAGCCTTGAGTGGATTGGAAATATTGATCCTTAC
TATGGTGGTACTAGCTACAACCAGAAGTTCAAGGGCAAGGCCACATTGACTGTA
GACAAATCCTCCAGCACAGCCTACATGCAGCTCAAGAGCCTGACATCTGAGGACT
CTGCAGTCTATTACTGTGCAAGAGGGATTCATTACTACGGCCCGTACTTCGATGT
CTGGGACGCAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCAGCGTCGACGACACCCCCATCT
GTCTATCCACTGGCCCCTGGATCTGCTGCCCAAACTAACTCCATGGTGACCCTGG
GATGCCTGGTCAAGGGCTATTTCCCTGAGCCAGTGACAGTGACCTGGAACTCTGG
ATCCCTGTCCAGCGGTGTGCACACCTTCCCAGCTGTCCTGCAGTCTGACCTCTAC
ACTCTGAGCAGCTCAGTGACTGTCCCCTCCAGCACCTGGCCCAGCCAGACCGTCA
CCTGCAACGTTGCCCACCCGGCCAGCAGCACCAAGGTGGACAAGAAAATTGTGCC
CAGGGATTGTGGTTGTAAGCCTTGCATATGTACAGTCCCAGAAGTATCATCTGTC
TTCATCTTCCCCCCAAAGCCCAAGGATGTGCTCACCATTACTCTGACTCCTAAGG
TCACGTGTGTTGTGGTAGACATCAGCAAGGATGATCCCGAGGTCCAGTTCAGCT
GGTTTGTAGATGATGTGGAGGTGCACACAGCTCAGACGAAACCCCGGGAGGAGC
AGATCAACAGCACTTTCCGTTCAGTCAGTGAACTTCCCATCATGCACCAGGACTG
GCTCAATGGCAAGGAGTTCAAATGCAGGGTCAACAGTGCAGCTTTCCCTGCCCCC
ATCGAGAAAACCATCTCCAAAACCAAAGGCAGACCGAAGGCTCCACAGGTGTAC
ACCATTCCACCTCCCAAGGAGCAGATGGCCAAGGATAAAGTCAGTCTGACCTGCA
TGATAACAAACTTCTTCCCTGAAGACATTACTGTGGAGTGGCAGTGGAATGGGC
AGCCAGCGGAGAACTACAAGAACACTCAGCCCATCATGGACACAGATGGCTCTT
ACTTCGTCTACAGCAAGCTCAATGTGCAGAAGAGCAACTGGGAGGCAGGAAATA
CTTTCACCTGCTCTGTGTTACATGAGGGCCTGCACAACCACCATACTGAGAAGAG
CCTCTCCCACTCTCCTGGTAAATGACGCGTACG

Tabelle 3.3: Sequenz der klonierten VDJ- und konstanten murinen Igγ1-Region des anti-GAD
Antikörpers im Expressionsvektor. Die Restriktionsschnittstellen sind farblich markiert, das
erste und letzte Codon der variablen Region sowie das Stoppcodon amEnde der schwerenKette
sind unterstrichen.
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3.4. SDS-POLYACRYLAMID GELELEKTROPHORESE

Antikörper Sequenz (5‘→ 3‘)
GADA LC ATGGGATGGTCATGTATCATCCTTTTTCTAGTAGCAACTGCAACCGGTGTACATT

CAGATGTTGTGATGACCCAAACTCCACTCTCCCTGCCTGTCAGTCTTGGAGATCA
AGCCTCCATCTCTTGCAGATCTAGTCAGAGCCTTGTACACAGTAATGGAAACACC
TATTTACATTGGTACCTGCAGAAGCCAGGCCAGTCTCCAAAGCTCCTGATCTACA
AAGTTTCCAACCGATTTTCTGGGGTCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGTGGATCAG
GGACAGATTTCACACTCAAGATCAGCAGAGTGGAGGCTGAGGATCTGGGAGTTT
ATTTCTGCTCTCAAAGTACACATGTTCCGTACACGTTCGGAGGGGGGACCAAGCT
GGAAATAAAACGTACGGATGCTGCACCAACTGTATCCATCTTCCCACCATCCAGT
GAGCAGTTAACATCTGGAGGTGCCTCAGTCGTGTGCTTCTTGAACAACTTCTACC
CCAAAGACATCAATGTCAAGTGGAAGATTGATGGCAGTGAACGACAAAATGGCG
TCCTGAACAGTTGGACTGATCAGGACAGCAAAGACAGCACCTACAGCATGAGCA
GCACCCTCACGTTGACCAAGGACGAGTATGAACGACATAACAGCTATACCTGTG
AGGCCACTCACAAGACATCAACTTCACCCATTGTCAAGAGCTTCAACAGGAATG
AGTGTTGAAAGCTT

Tabelle 3.4: Sequenz der klonierten VJ- und konstanten murinen Igκ-Region des anti-GAD An-
tikörpers im Expressionsvektor. Die Restriktionsschnittstellen sind farblichmarkiert, das erste
und letzte Codon der variablen Region sowie das Stoppcodon am Ende der leichten Kette sind
unterstrichen.

Säugetiere produzieren verschiedene Sialinsäuren; die beiden Hauptformen sind die N-Acetyl-
neuraminsäure (Neu5NAc) und die N-Glycolylneuraminsäure (Neu5NGc), welche sich durch
Acetylierung bzw. Glykolierung der Aminogruppe am fünften Kohlenstoffatom unterschei-
den [94]. Der Mensch ist durch eine Gendeletion nur zur Synthese der acetylierten Form fähig.
Da die HEK-Zelllinie humanen Ursprungs ist, synthetisiert sie in Anwesenheit des ST6GAL1-
IRES-B4GALT1 Plasmids nur Proteinemit humaner N-Acetylneuraminsäure, die jedoch auch in
Mäusen wirkt [15].

Die produzierten Antikörper wurden aus demMediumüberstand der Zellen (je ca. 500ml) mit-
hilfe einer Protein G Sepharose-Säule gebunden und aufgereinigt. Anschließend wurden sie
steril filtriert und die Konzentration am NanoDrop photometrisch gemessen. Die Ergebnisse
sind der Tabelle 3.8 zu entnehmen und entsprechen denen anderer im Labor durchgeführten
Transfektionen.

3.4 SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese

Zur Analyse der hergestellten Antikörper wurde eine SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese
durchgeführt, welche eine Auftrennung von Proteinen nach ihrer Molekülmasse erlaubt [95].

41



KAPITEL 3. ERGEBNISSE

Antikörper Sequenz der variablen V(D)J Region
IAA HC ACCGGTGTACATTCCGAGGTCCAGCTGCAACAGTCTGGACCTGAGCTGGTGAAGC

CTGGGGCTTCAGTGAAGATATCCTGCAAGACTTCTGGATACACATTCACTGAAT
ACACCATGCACTGGGTGAAGCAGAGCCATGGAAAGAGCCTTGAGTGGATTGGAG
GTATTAATCCTAACAATGGTGGTTCTAACTACAACCAGAAGTTCAAGGGCAAGG
CCACATTGACTGTAGACAAGTCCTCCAGCACAGCCTACATGGAGCTCCGCAGCCT
GACATCTGAGGATTCTGCAGTCTATTACTGTGCAAGATTTGGGGCCCGTTACGTC
GGTAGTAGCTACGGAAGCTGGTACTTCGATGTCTGGGGCGCAGGGACCACGGTC
ACCGTCTCCTCAGCGTCGAC

IAA LC ACCGGTGTACATTCCGACATTGTGCTCACCCAATCTCCAGCCACCCTGTCTGTGA
CTCCAGGAGATAGCGTCAGTCTTTCCTGCAGGGCCAGCCAAAGTATTAGCAACA
ACCTACACTGGTATCAACAAAAATCACATGAGTCTCCAAGGCTTCTCATCAAGTA
TGCTTCCCAGTCCATCTCTGGGATCCCCTCCAGGTTCAGTGGCAGTGGATCAGGG
ACAGATTTCACTCTCAGTATCAACAGTGTGGAGACTGAAGATTTTGGGATGTAT
TTCTGTCAACAGAGTAACAGCTGGCCTCACACGTTCGGCTCGGGGACAAAGTTGG
AAATAAAACGTACG

Tabelle 3.5: Sequenz der variablen VDJ-Region der schweren Kette und der variablen VJ-Region
der leichten Kette des anti-Insulin Antikörpers sowie der angrenzenden konstanten Regionen.
Die Restriktionsschnittstellen sind farblich markiert, das erste und letzte Codon der variablen
Region sind unterstrichen.
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3.4. SDS-POLYACRYLAMID GELELEKTROPHORESE

Antikörper Sequenz (5‘→ 3‘)
IAA HC ATGGGATGGTCATGTATCATCCTTTTTCTAGTAGCAACTGCAACCGGTGTACATT

CCGAGGTCCAGCTGCAACAGTCTGGACCTGAGCTGGTGAAGCCTGGGGCTTCAGT
GAAGATATCCTGCAAGACTTCTGGATACACATTCACTGAATACACCATGCACTG
GGTGAAGCAGAGCCATGGAAAGAGCCTTGAGTGGATTGGAGGTATTAATCCTAA
CAATGGTGGTTCTAACTACAACCAGAAGTTCAAGGGCAAGGCCACATTGACTGT
AGACAAGTCCTCCAGCACAGCCTACATGGAGCTCCGCAGCCTGACATCTGAGGAT
TCTGCAGTCTATTACTGTGCAAGATTTGGGGCCCGTTACGTCGGTAGTAGCTACG
GAAGCTGGTACTTCGATGTCTGGGGCGCAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCAGC
GTCGACGACACCCCCATCTGTCTATCCACTGGCCCCTGGATCTGCTGCCCAAACT
AACTCCATGGTGACCCTGGGATGCCTGGTCAAGGGCTATTTCCCTGAGCCAGTGA
CAGTGACCTGGAACTCTGGATCCCTGTCCAGCGGTGTGCACACCTTCCCAGCTGT
CCTGCAGTCTGACCTCTACACTCTGAGCAGCTCAGTGACTGTCCCCTCCAGCACC
TGGCCCAGCCAGACCGTCACCTGCAACGTTGCCCACCCGGCCAGCAGCACCAAGG
TGGACAAGAAAATTGTGCCCAGGGATTGTGGTTGTAAGCCTTGCATATGTACAG
TCCCAGAAGTATCATCTGTCTTCATCTTCCCCCCAAAGCCCAAGGATGTGCTCAC
CATTACTCTGACTCCTAAGGTCACGTGTGTTGTGGTAGACATCAGCAAGGATGA
TCCCGAGGTCCAGTTCAGCTGGTTTGTAGATGATGTGGAGGTGCACACAGCTCAG
ACGAAACCCCGGGAGGAGCAGATCAACAGCACTTTCCGTTCAGTCAGTGAACTTC
CCATCATGCACCAGGACTGGCTCAATGGCAAGGAGTTCAAATGCAGGGTCAACA
GTGCAGCTTTCCCTGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAACCAAAGGCAGACC
GAAGGCTCCACAGGTGTACACCATTCCACCTCCCAAGGAGCAGATGGCCAAGGA
TAAAGTCAGTCTGACCTGCATGATAACAAACTTCTTCCCTGAAGACATTACTGTG
GAGTGGCAGTGGAATGGGCAGCCAGCGGAGAACTACAAGAACACTCAGCCCATC
ATGGACACAGATGGCTCTTACTTCGTCTACAGCAAGCTCAATGTGCAGAAGAGC
AACTGGGAGGCAGGAAATACTTTCACCTGCTCTGTGTTACATGAGGGCCTGCAC
AACCACCATACTGAGAAGAGCCTCTCCCACTCTCCTGGTAAATGACGCGTACG

Tabelle 3.6: Sequenz der klonierten VDJ- und konstantenmurinen Igγ1-Region des anti-Insulin
Antikörpers im Expressionsvektor. Die Restriktionsschnittstellen sind farblich markiert, das
erste und letzte Codon der variablen Region sowie das Stoppcodon amEnde der schwerenKette
sind unterstrichen.
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Antikörper Sequenz (5‘→ 3‘)
IAA LC ATGGGATGGTCATGTATCATCCTTTTTCTAGTAGCAACTGCAACCGGTGTACAT

TCCGACATTGTGCTCACCCAATCTCCAGCCACCCTGTCTGTGACTCCAGGAGATA
GCGTCAGTCTTTCCTGCAGGGCCAGCCAAAGTATTAGCAACAACCTACACTGGT
ATCAACAAAAATCACATGAGTCTCCAAGGCTTCTCATCAAGTATGCTTCCCAGT
CCATCTCTGGGATCCCCTCCAGGTTCAGTGGCAGTGGATCAGGGACAGATTTCA
CTCTCAGTATCAACAGTGTGGAGACTGAAGATTTTGGGATGTATTTCTGTCAAC
AGAGTAACAGCTGGCCTCACACGTTCGGCTCGGGGACAAAGTTGGAAATAAAA
CGTACGGATGCTGCACCAACTGTATCCATCTTCCCACCATCCAGTGAGCAGTTAA
CATCTGGAGGTGCCTCAGTCGTGTGCTTCTTGAACAACTTCTACCCCAAAGACA
TCAATGTCAAGTGGAAGATTGATGGCAGTGAACGACAAAATGGCGTCCTGAAC
AGTTGGACTGATCAGGACAGCAAAGACAGCACCTACAGCATGAGCAGCACCCTC
ACGTTGACCAAGGACGAGTATGAACGACATAACAGCTATACCTGTGAGGCCACT
CACAAGACATCAACTTCACCCATTGTCAAGAGCTTCAACAGGAATGAGTGTTGA
AAGCTT

Tabelle 3.7: Sequenz der klonierten VJ- und konstanten murinen Igκ-Region des anti-Insulin
Antikörpers im Expressionsvektor. Die Restriktionsschnittstellen sind farblich markiert, das
erste und letzte Codon der variablen Region sowie das Stoppcodon am Ende der leichten Kette
sind unterstrichen.

Antikörper Menge
IAA− sial 1,46mg/ml
IAA+ sial 1,22mg/ml
GADA− sial 0,85mg/ml
GADA+ sial 0,66mg/ml

Tabelle 3.8: Antikörpermenge je ca. 500ml Mediumüberstand nach Einengung auf ca. 5ml.
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3.5. ELISA

SDS als anionisches Tensid überdeckt die Eigenladung der Proteine, sodass diese eine konstante
negative Ladungsverteilung aufweisen und damit im Gel nur nach ihrer Größe getrennt wer-
den. Die Sekundär- undTertiärstruktur der Proteinewird durchDenaturierungmittels SDS und
Erhitzen der Probe auf 95 ◦C aufgebrochen. Zudem schafft der verwendete Laemmli-Puffer ein
reduzierendes Milieu, sodass die Disulfidbrücken reduziert werden.

Die beiden Ketten der produzierten Antikörper konnten so ihrer Molekülgröße nach elektro-
phoretisch aufgetrennt werden. Beide Antikörper zeigten sowohl in der sialylierten als auch
in der nicht bzw. kaum sialylierten Form eine Bande bei ca. 25 kDa und 50 kDa. Die Bande bei
25 kDa entspricht der leichten, die bei 50 kDa der schweren Kette [1, Kapitel 4]. Die Ergebnisse
waren zu erwarten und sprechen somit für einen korrekten Aufbau der beiden Antikörper.

3.5 ELISA

Das Bindungsverhalten der hergestellten Antikörper mit unterschiedlicher Glykosylierung
wurde mit einem Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) untersucht. Dabei wurde zur
Überprüfung des anti-Insulin Antikörpers als Antigen ein Fragment des humanen Insulins
und zurÜberprüfungdes anti-GADAntikörpers humane rekombinanteGlutamatdecarboxylase
(Isoenzym65) verwendet. Die Detektion erfolgte über einenHRP-gekoppelten Zweitantikörper,
der murine IgG1-Antikörper bindet. Die Intensität der nach Zugabe von TMB-Substratlösung
durch Oxidation entstehenden blauen Färbung ist proportional zur Menge des am Antigen
gebundenen Antikörpers, der vom HRP-gekoppelten Zweitantikörper detektiert wurde. Diese
wurde abschließend am ELISA-Reader gemessen.

Es zeigte sich, dass beide Antikörper ihr entsprechendes Antigen binden, obwohl es sich bei
den beiden Proteinen, die zum Coaten der ELISA-Platten verwendet wurden, um humane und
nichtmurine Proteinfragmente handelte. Der anti-Insulin Antikörper zeigte eine etwas höhere
Bindungsaffinität als der anti-GAD Antikörper. So erreichte letzterer erst bei einer Konzentra-
tion von ca. 0,5 µg/ml eine OD bei 450 nm von 0,5. Die beiden anti-Insulin Antikörper erreich-
ten diesen Wert schon bei einer Konzentration zwischen ca. 0,01 µg/ml und 0,1 µg/ml. Bei der
höchsteingesetzten Konzentration von 3 µg/ml schienen beide anti-Insulin Antikörper bereits
ansatzweise eine Plateauphase zu erreichen. Die beiden anti-GAD Antikörper hatten diese Pha-
se, in der eine Sättigung der möglichen Antigen-Antikörper-Verbindungen stattfindet und so-
mit anschließend keineweitere Steigerung der Antikörperbindungenmehrmöglich ist, bei der
höchsteingesetzten Konzentration noch nicht erreicht. Die Sialylierung des anti-GAD Antikör-
pers hatte auf die Bindungsaffinität zum Antigen einen nur minimalen Einfluss im Sinne einer
dezent verringertenAffinität. Beim anti-Insulin Antikörper schien die Sialylierung die Bindung
zum Antigen leicht zu beeinträchtigen.
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Abbildung 3.3: ELISA zum Nachweis der Bindung der anti-Insulin Antikörper an humanes In-
sulin.
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Abbildung 3.4: ELISA zum Nachweis der Bindung der anti-GAD Antikörper an die humane
Glutamatdecarboxylase.
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3.6. IGG-GLYKANANALYSE

3.6 IgG-Glykananalyse

Um das Glykosylierungsmuster der hergestellten Antikörper zu untersuchen, wurden die Fc-
Glykanketten enzymatisch durch EndoS von den Antikörpern abgespalten und mittels MALDI-
TOF analysiert. Die Auswertung der aufgenommenen Massenspektren erfolgte, indem die er-
mittelten m/z-Werte über den Vergleich mit den Werten bekannter Glykane den verschiede-
nen Fc-Glykanketten zugeordnetwurden. Dabei verhielt sich die Intensität der einzelnen Peaks
proportional zur Menge der vorliegenden Glykane.

Die Fc-Glykanketten beider Antikörper wurden nach dem Vorhandensein von terminalen Ga-
lactosen (G) und Sialinsäuren (S) in verschiedene Gruppen eingeteilt (G0, G1, G2, G1S1, G2S1
und G2S2), deren relative Verteilung in den Abbildungen 3.5 und 3.6 zu sehen ist.

Die anti-Insulin Antikörper, die in den HEK 293-Zellen ohne Hinzugabe des für die Sialyl- und
Galactosyltransferase codierenden Plasmids produziert wurden, zeigten am Asparagin 297 in
ca. 66% Glykanstrukturen mit endständigen Mannosen oder N-Acetylglucosaminen ohne ter-
minale Galactosen oder Sialinsäuren (G0). Ca. 32% der Antikörper wiesen Glykanketten mit
einer (G1) und ca. 2% mit zwei endständigen Galactosen (G2) auf. Sialylierte Antikörper konn-
ten nicht gefunden werden. Die Glykanketten der anti-Insulin Antikörper, die in Anwesenheit
des ST6GAL1-IRES-B4GALT1 Plasmids produziert wurden, zeigten in ca. 13% jeweils eine end-
ständige Galactose und Sialinsäure (G1 S1), in ca. 23% zwei endständige Galctosen und eine
Sialinsäure (G2 S1) und in ca. 1% jeweils zwei endständige Galactosen und Sialinsäuren (G2
S2). Somit wiesen insgesamt ca. 36% der Glykane der produzierten glykosylierten anti-Insulin
Antikörper eine oder zwei endständige Sialinsäuren auf. Das Ziel, gegen Insulin gerichtete An-
tikörper mit unterschiedlichen Glykosylierungsmustern zu produzieren, konnte durch die ge-
wählten Methoden erreicht werden.

DieAnalyse derGlykankettender anti-GADAntikörper in der nativenVariante zeigte zu ca. 75%
keine endständigen Galactosen oder Sialinsäuren (G0), zu ca. 22% eine endständige Galactose
(G1) und zu ca. 0,8% zwei endständige Galactosen (G2). Ca. 1,5% der Antikörper wiesen Glykan-
strukturenmit einer endständigen Sialinsäure auf (G1 S1, G2 S1). Die Analyse der Glykanketten
der produzierten anti-GAD Antikörper, die durch die Cotransfektion mit dem ST6GAL1-IRES-
B4GALT1 Plasmid eine deutlich erhöhte Galactosylierung und Sialylierung hätten aufweisen
sollen, zeigte entgegen den Erwartungen ein ähnliches Bild wie die Analyse der nativen Va-
riante. So wiesen die Antikörper zu ca. 73% keine endständigen Galactosen oder Sialinsäuren
(G0), zu ca. 23,5% eine endständige Galactose (G1) und zu ca. 1,2% zwei endständige Galactosen
(G2) auf. Bei ca. 2,1% der Antikörper konnten Glykanstrukturenmit einer endständigen Sialin-
säuren (G1 S1, G2 S1) detektiert werden. Die Cotransfektion mit dem zusätzlichen Plasmid war
somit in diesem Fall nicht erfolgreich.
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Abbildung 3.5: Relative Verteilung der unterschiedlichen Glykanstrukturen am Fc-Teil der na-
tiven und zusätzlich glykosylierten anti-Insulin Antikörper.
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Abbildung 3.6: Relative Verteilung der unterschiedlichen Glykanstruktrukturen am Fc-Teil der
nativen und vermeintlich zusätzlich glykosylierten anti-GAD Antikörper.
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Kapitel 4

Diskussion

Die Aufrechterhaltung der Balance zwischen Inflammation und Toleranz ist eine der wichtig-
sten Eigenschaften unseres Immunsystems. Sie bestimmt, wie ein Organismus äußeren und
inneren Reizen begegnet, und ist unabdingbar für das Überleben. Im Laufe der Evolution hat
sich ein hochreguliertes System entwickelt, an dem eine Vielzahl von löslichen und zellulären
Komponenten des angeborenen und adaptiven Immunsystems beteiligt ist. Störungen in die-
sem hochempfindlichen Gleichgewicht haben meist schwerwiegende Folgen für den Organis-
mus. Viele Erkrankungen beruhen auf einer Dysregulation der Inflammations- bzw. Toleranz-
mechanismen. Ein tieferes Verständis der hochkomplexen Prozesse, die zu einem Verschieben
der Immunantwort in Richtung Inflammation oder Toleranz führen, sind essentiell für die Ent-
wicklung von Ansätzen zur Therapie solcher Erkankungen. Insbesondere die Inzidenz von Au-
toimmunerkrankungen und Allergien hat in der westlichen Welt in den letzten Jahrzehnten
dramatisch zugenommen [96]–[98]. Möglichkeiten zur Aufrechterhaltung bzw. Wiederherstel-
lung der Toleranz könnten die Behandlung derartiger Erkankungen revolutionieren.

Neben der zentralen Toleranz, die ein Erkennen und Ausselektieren von selbstreaktiven T- und
B-Lymphozyten durch Positiv- und Negativselektion in den zentralen lymphatischen Organen
gewährleistet, ist die periphere Toleranz von großer Wichtigkeit. Die Modulation der Immun-
antwort in der Peripherie ist dabei abhängig von pro- und antiinflammatorischen Stimuli und
Signalen [1, Kapitel 7], [99], [100]. So konnte gezeigt werden, dass ein Antigen zusammen mit
einem inflammatorischen Costimulus eine starke inflammatorische Reaktion auszulösen ver-
mag [101]–[103]. Selbiges Antigen allein führt dahingegen zu einem Verschieben der Immun-
antwort in Richtung einer antiinflammatorischen Reaktion und induziert somit Toleranz.

Einewichtige Rolle imRahmendieser peripheren Toleranzentstehung nehmenAntikörper und
insbesondere die Glykosylierung ihres Fc-Teils ein [76]. Es konnte gezeigt werden, dass unter
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inflammatorischen Bedingungen degalactosylierte und desialylierte Antikörper entstehen. Im
Gegensatz dazu werden in Abwesenheit inflammatorischer Costimuli Antikörper produziert,
die einen höheren Grad an Galactosylierungen und Sialylierungen aufweisen und eine antiin-
flammatorische und nicht destruktive Immunantwort einleiten. Durch die Gabe dieser Anti-
körper kann eine antigenspezifische Toleranz induziert und eine inflammatorische Immunre-
aktion unterdrückt werden [76], [104].

Die Art und Weise, wie die Glykosylierung des Fc-Teils die Effektorfunktion eines Antikörpers
moduliert und beeinflusst, ist noch nicht vollständig verstanden. Verschiedene Erklärungsmo-
delle sind denkbar und Gegenstand aktueller Forschungen.

Antikörper vermitteln einen großen Teil ihrer Effektorfunktionen über ihren Fc-Teil, der über
Fcγ-Rezeptoren mit Zellen des Immunsystems interagiert. Die verschiedenen IgG-Subklassen
weisen ein unterschiedliches Bindungsverhalten gegenüber diesen Rezeptoren auf, was die he-
terogenen Wirkungen der IgG-Subklassen erklärt [105], [106]. Die meisten Fcγ-Rezeptoren ha-
ben eine geringe Affinität zum Fc-Teil der Antikörper, sondern interagieren vornehmlich mit
Immunkomplexen, was vor unspezifischen Reaktionen schützt. Neben einer Reihe aktivieren-
der Fcγ-Rezeptoren, deren Aktivierung zur Ausschüttung proinflammatorischer Zytokine und
einer Zerstörung des Pathogens führt, gibt es nur einen Fcγ-Rezeptor, der eine inhibitorische
Signalkaskade auslöst, den Fcγ-Rezeptor II B (FcγRIIB) [107]. Die Aktivierung dieses Rezeptors
löst eine Rückkopplungsreaktion aus, welche die Expression des FcγRIIB erhöht. Der Schwel-
lenwert, umdie aktivierenden Fcγ-Rezeptoren stimulieren zu können,wird so erhöht, waswie-
derum eine inflammatorische Immunreaktion erschwert und körpereigene Strukturen vor ei-
ner entzündlichen Reaktion schützt.

In verschiedenen Modellen konnte die Bedeutung des FcγRIIB für die protektive Wirkung von
IVIG nachgewiesen werden [108]–[110]. Es konnte gezeigt werden, dass der Fc-Teil sialylier-
ter Antikörper den C-Typ Lektin-Rezeptor SIGN-R1 (specific ICAM-3 grabbing non-integrin-
related 1) binden kann, welcher auf regulatorischen Makrophagen in der Marginalzone der
Milz von Mäusen exprimiert wird [106], [111]. Die Bindung an den SIGN-R1 Rezeptor führt
zur Stimulierung eines antiinflammatorischen Signalwegs, an dessen Ende der inhibitorische
FcγRIIB auf Effektormakrophagen hochreguliert wird. Das Immunsystem wird somit in Rich-
tung einer antiinflammatorischen, nicht destruktivenAntwort verschoben bzw. ein solcher Zu-
stand aufrechterhalten. Der homologe humane Rezeptor zu SIGN-R1 ist DC-SIGN (dendritic cell
specific ICAM-3 grabbing non-integrin) [106]. Dieser hat die gleiche Bindungsspezifität, wird
jedoch auf dendritischen Zellen exprimiert. Dendritische Zellen sind antigenerkennende und
-präsentierende Zellen, die in denOberflächengewebendesmenschlichenKörpers vorkommen
und Schlüsselfunktionen in der spezifischen Immunantwort übernehmen [112]–[114].

Zudem gibt es Daten, die darauf hinweisen, dass sialylierte Antikörper auch über Fcγ-un-
abhängige Wege ihre Wirkung entfalten können. So konnte gezeigt werden, dass sialylierte
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Antikörper und insbesondere Immunkomplexemit solchen Antikörpern und den entsprechen-
denAntigenen in FcγRIIB-KnockoutMäusen inflammatorischeReaktionenunddie Reifung von
dendritischen Zellen unterdrücken können [76].

Die Erkenntnis über den bedeutenden Einfluss der Glykosylierung vonAntikörpern imRahmen
der Toleranzentstehung ermöglicht die Entwicklung neuartiger Ansätze zur Therapie von Er-
krankungen, bei denen eine Dysregulation der Toleranzmechanismen vorliegt. So könnte die
Gabe von antigenspezifischen antiinflammatorischen Antikörpern bei Patienten, die unter Au-
toimmunerkankungen oder Allergien leiden, ähnlich wie die Gabe von regulatorischen CD4-
positiven T-Zellen eine Möglichkeit darstellen, in einem frühen Stadium die Toleranz wieder-
herzustellen und eine Manifestation der Erkrankung zu verhindern oder den Krankheitsver-
lauf abzumildern. Krankheiten, bei denen die Strukturen bekannt sind, gegen die sich Autoan-
tikörper bzw. allergenspezifische Antikörper richten, sind für die Erforschung solcher neuen
Therapiemöglichkeiten von besonderem Interesse.

Beim Diabetes mellitus Typ I sind die Schlüsselantigene des autoimmunen Prozesses, der zur
Inflammation der Inselzellen des Pankreas, zur Zerstörung der insulinproduzierenden β-Zellen
und zur Manifestation der Erkrankung führt, seit langem bekannt. Die pathogenetische Be-
deutung der einzelnen Antigene ist noch nicht vollständig geklärt, sie sind aber zweifelsfrei
ein wichtiger Baustein in der letztendlichen Zerstörung der β-Zellen durch zytotoxische CD8-
positive T-Zellen.

Ein großer Vorteil, den Diabetes mellitus Typ 1 als Krankheitsmodell zu wählen, ist zudem die
Tatsache, dass die Autoantikörper bei einem großen Teil der Betroffenen schon lange vor der
Manifestation der Erkrankung im Serum zu finden sind. Die Entwicklung eines Ansatzes zur
Wiederherstellung der Toleranz könnte somit zu einer kurativen Therapie führen, die schon
vor dem Ausbruch der Erkrankung in den Prozess der beginnenden Autoimmunität eingreift
und die Manifestation eines Diabetes verhindert bzw. verzögert. Ziel wäre es, durch die Gabe
von antigenspezifischen Antikörpern, die eine hohe Glykosylierung am Asn297 aufweisen, die
Iummunreaktion in Richtung Toleranz gegenüber den entsprechenden Antigenen zu verschie-
ben.

In der experimentellen Diabetes Typ 1-Forschung ist die NOD-Maus eines der dominierenden
Tiermodelle. Wie bereits in Abschnitt 1.2.2.1 beschrieben, ist die NOD-Maus ein Inzuchtstamm
der Farbmaus mit einer hohen Inzidenz an spontan auftretendem Diabetes mellitus, der hin-
sichtlich seiner Pathogenese große Ähnlichkeiten zum autoimmunen Geschehen im Rahmen
des Diabetesmellitus Typ 1 desMenschen aufweist [36], [115]. So treten auch bei der NOD-Maus
die beimMenschen beschriebenen Inselzellautoantikörper auf und diese sind ebenfalls bereits
vor Manifestation der Erkrankung im Serum zu finden.
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Um die Hypothese, dass antigenspezifische Antikörper mit einer hohen Sialylierung Toleranz
aufrechterhalten bzw. wiederherstellen und das klinische Bild eines Diabetes mellitus hinaus-
zögern können, im NOD-Mausmodell untersuchen zu können, sollten im Rahmen dieser Ar-
beit Antikörper mit entsprechender Spezifität und unterschiedlicher Glykosylierung herge-
stellt werden. Als Antigene wurden Insulin und die Glutamatdecarboxylase ausgewählt, da sie
Schlüsselantigene bei der Entstehung des autoimmunen Geschehens darstellen, das letztlich
zur Manifestation des Diabetes mellitus Typ I führt, und die entsprechenden Antikörper so-
wohl bei der NOD-Maus als auch beimMenschen zu einem frühen Zeitpunkt in der präsympto-
matischen Phase auftreten [36].

Ziel dieser Arbeit war die Klonierung der variablen V(D)J-Sequenzen eines murinen IgG1-Anti-
körpers gegen Insulin sowie einesmurinen IgG1-Antikörpers gegendie Glutamatdecarboxylase
sowie die nachfolgende Produktion dieser Antikörper mit jeweils unterschiedlichen Glykosy-
lierungsmustern.

Die Klonierung und anschließende Produktion des anti-Insulin Antikörpers gelangen ohne er-
wähnenswerte Probleme. Der korrekte Aufbau des Antikörpers sowie die Bindungsaffinität zu
Insulin konnten gezeigtwerden. Durch dieHinzugabe des zusätzlichen ST6GAL1-IRES-B4GALT1
Plasmids im Rahmen der Transfektion gelang es, neben dem nativen anti-Insulin Antikörper
eine glykosylierte Variante zu produzieren, dessen Glykane zu ca. 36% eine oder zwei termi-
nale Sialinsäuren aufwiesen. Dieser Antikörper zeigte im ELISA eine leicht verringerte Affini-
tät zum Antigen. Da die Glykosylierung keinen Einfluss auf die Antigenbindung haben sollte,
wurde dieser Effekt im Anschluss an die Arbeit in weiteren Untersuchungen durch die Arbeits-
gruppe überprüft und bestätigte sich nicht. Die hier dargestellten Daten gehenmöglicherweise
auf eine ungenaue Verdünnung bei der Durchführung des ELISA zurück.

Ausgangspunkt der Klonierung des anti-GAD Antikörpers war das Hybridom HB-184. Hybrido-
me entstehen durch die Fusion von B-Zellen mit Myelomzellen, sodass immortalisierte Zellen
entstehen, diemonoklonaleAntikörper produzieren [116]. Initialwar eine Produktion von anti-
GAD Antikörpern durch die Hybridomzellen angedacht. Um Antikörper mit unterschiedlicher
Glykosylierung zu erhalten, wäre dann in einem zweiten Schritt eine in vitro Galactosylierung
und Sialylierung durch entsprechende Enzyme erforderlich gewesen. Da die zurVerfügung ste-
henden Hybridomzellen allerdings nur sehr geringe Mengen Antikörper produzierten, wurde
beschlossen, eine Klonierung der V(D)J-Sequenzen vorzunehmen, was zudem weitere Vorteile
bietet. So wäre es zum Beispiel möglich, durch eine Klonierung der variablen Sequenzen den
Einfluss der verschiedenen IgG-Subklassen zu untersuchen. Die V(D)J-Sequenzen könnten aus
den Expressionsvektoren herausgeschnitten und in solche eingefügt werden, die über die kon-
stanten Regionen der anderen Sub- oder Isotypen verfügen.

Die Identifizierung und Amplifikation der variablen Sequenz der leichten Kette des anti-
GAD Antikörpers gestaltete sich anfangs schwierig, da die Hybridomzellen eine aberrante VJ-
Sequenz in ihrem Genom aufweisen, die von der Myelomzelle stammt. Diese Sequenz ist in
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Hybridomen zu finden, die ursprünglich auf den Tumor MPOC-21 zurückgehen [117]. Die bei
der Amplifizierung benutzten Primer 5‘L-Vκ und 3‘mCκ schlossen die Sequenz ebenfalls ein,
sodass ein aberrantes Transkript entstand, das nicht der gesuchten Sequenz entsprach [84].
Spezifische Primer, die nicht in der Leadersequenz bzw. der konstanten Region, sondern in der
variablen Region der zu identifizierenden leichten Kette binden, hätten dieses Problem lösen
können. In Unkenntnis der DNA-Sequenz wären derartige Primer allerdings nur mit großem
Aufwand durch die Ermittlung der Proteinsequenz und der daraus abzuleitenden wahrschein-
lichen Nukleotidsequenz zu konstruieren gewesen. Im Rahmen dieser Arbeit ist durch die Se-
quenzierung vieler Klone letztlich eine Amplifizierung und somit Identifikation der variablen
VJ-Sequenz des anti-GAD Antikörpers durch die von Tiller et al. beschriebenen Primern ge-
lungen, sodass ein gegen die Glutamatdecarboxylase gerichteter Antikörper kloniert und pro-
duziert werden konnte. Der korrekte Aufbau des Antikörpers sowie die Bindungsaffinität zur
Glutamatdecarboxylase konnten gezeigt werden. Analog zum anti-Insulin Antikörper erfolg-
te zur Produktion einer zusätzlich sialylierten Variante die Cotransfektion mit dem ST6GAL1-
IRES-B4GALT1 Plasmid, die in diesem Fall allerdings nicht erfolgreich war. So zeigte die Gly-
kananalyse der beiden Varianten keinen wesentlichen Unterschied. Bei beiden Antikörpern
konnten überwiegend keine endständigen Galactosen oder Sialinsäuren (G0) oder eine end-
ständige Galactose (G1) nachgewiesen werden. Sialylierte Antikörper zeigten sich kaum. Die
Cotransfektion der HEK 293-Zellen mit dem für die Sialyl- und Galactosyltransferase codie-
renden Plasmid zur Produktion der sialylierten Variante scheint, nicht funktioniert zu haben,
wobei die Transfektion der beiden Expressionsplasmide erfolgreich war, da die gewünschten
Antikörper produziert wurden und diese korrekt aufgebaut waren. So ist davon auszugehen,
dass die Expression des ST6GAL1-IRES-B4GALT1 Plasmids nicht einwandfrei erfolgte. Das Plas-
mid wurde im Laufe der Arbeit vom Labor mehrfach nachproduziert, sodass es sein könnte,
dass in diesem Fall ein nicht korrektes Plasmid verwendet wurde.

Im Anschluss an die erfolgreiche Klonierung und Produktion der beiden Antikörper wurde von
der Arbeitsgruppe begonnen, diese im NOD-Mausmodell zu testen. Dazu wurden in einem er-
sten Experiment junge NOD-Mäuse vom zweiten bis zum fünften Lebensmonat alle zwei Wo-
chen mit 100 µg der hergestellten anti-Insulin Antikörper behandelt. Eine Gruppe erhielt die
sialylierten, eine Vergleichsgruppe die nicht sialylierten Antikörper intraperitoneal gespritzt.
Eine Kontrollgruppe wurde nicht mit Antikörpern behandelt. Gemessen wurden in wöchent-
lichen Abständen das Überleben, das Gewicht sowie der Blutzuckerspiegel der Mäuse. Es zeig-
te sich bislang kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen, die Antikörper
erhielten, allerdings war das Überleben beider Gruppen signifikant länger als das der Kon-
trollgruppe, die gar keine Antikörper erhielten. Ähnliche Ergebnisse zeigte ein weiteres Expe-
riment, in dem erneut junge NOD-Mäuse ab Lebenswoche fünf jede zweite Woche 100 µg der
nativen anti-Insulin und 100 µg der nativen anti-GAD oder 100 µg der sialylierten anti-Insulin
und 100 µg der vermeintlich sialylierten anti-GAD Antikörper oder als Kontrollgruppe keine
Behandlung erhielten. Auch hier ist der Trend zu sehen, dass die mit Antikörpern behandel-
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ten Mäuse hinsichtlich der Blutzuckerwerte, des Gewichts und der Mortalität deutlich besser
abschnitten als die Mäuse der Kontrollgruppe, die keine Antikörper erhielten (siehe Abbil-
dung 4.1, 4.2, 4.3). Wesentliche Unterschiede zwischen den Mäusen, die mit den nativen Anti-
körpern behandelt wurden, und denen, die die sialylierte Variante erhielten, zeigten sich nicht.
Diese Ergebnisse unterstreichen die Erkenntnis, dass murine IgG1-Antikörper, das funktionale
Äquivalent zu humanen IgG4-Antikörpern, generell einen protektiven, antiinflammatorischen
Einfluss auf den Organismus haben [118], [119]. So führen sie beispielsweise nicht zur Akti-
vierung des Komplementsystems und konkurrieren mit aktivierenden IgG-Subklassen um die
Antigenbindung.
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Abbildung 4.1: In dem Versuch erhielten junge NOD-Mäuse ab Lebenswoche fünf jede zweite
Woche 100 µgder nativen anti-Insulin und 100 µgder nativen anti-GAD (= nativ) oder 100 µgder
sialylierten anti-Insulin und 100 µg der vermeintlich sialylierten anti-GAD Antikörper (= sial)
oder als Kontrollgruppe keine Behandlung (= Kontrolle). Gezeigt sind hier die Glukosewerte der
Mäuse in mg/dl in den drei untersuchten Gruppen im zeitlichen Verlauf.

EinGrund,warumdieUnterschiede in derGlykosylierungder beidenAntikörper bislang keinen
deutlichen Unterschied in der Krankheitsaktivität des Diabetes mellitus im NOD-Mausmodell
im Sinne einer Krankheitsverzögerung durch die sialylierten Antikörper zeigten, könnte eine
nicht ausreichende Sialylierung sein. Diese lag bei den verwendeten anti-Insulin Antikörpern
bei ca. 36% (G1 S1, G2 S1, G2 S2). Wie oben beschrieben, wiesen die anti-GAD Antikörper kaum
endständige Sialinsäuren auf. Da die MALDI-TOF Glykananalysen vom Labor für Glykodesign
und Glykoanalytik der Charité in Berlin durchgeführt wurden und die Ergebnisse erst mit ei-
ner deutlichen zeitlichen Latenz vorlagen, wurde diese Tatsache erst nach Beginn des oben
beschriebenen Experiments bekannt. Um die Hypothese des schützenden, antiinflammato-
rischen Effekts der sialyliertenAntikörper auf das Krankheitsgeschehen inNOD-Mäusenweiter
zu untersuchen und im besten Fall bestätigen zu können, erscheint es somit sehr sinnvoll, den
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Abbildung 4.2: In dem Versuch erhielten junge NOD-Mäuse ab Lebenswoche fünf jede zweite
Woche 100 µg der nativen anti-Insulin und 100 µg der nativen anti-GAD (= nativ) oder 100 µg
der sialylierten anti-Insulin und 100 µg der vermeintlich sialylierten anti-GAD Antikörper (=
sial) oder als Kontrollgruppe keine Behandlung (= Kontrolle). Gezeigt ist hier die Gewichtsent-
wicklung der Mäuse in den drei untersuchten Gruppen im zeitlichen Verlauf.
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Abbildung 4.3: In dem Versuch erhielten junge NOD-Mäuse ab Lebenswoche fünf jede zweite
Woche 100 µgder nativen anti-Insulin und 100 µgder nativen anti-GAD (= nativ) oder 100 µgder
sialylierten anti-Insulin und 100 µg der vermeintlich sialylierten anti-GAD Antikörper (= sial)
oder als Kontrollgruppe keine Behandlung (= Kontrolle). Gezeigt ist hier die Überlebensrate
der Mäuse in den drei untersuchten Gruppen im zeitlichen Verlauf.
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Versuch mit Antikörpern, die einen deutlich höheren Sialylierungsgrad aufweisen, zu wieder-
holen. Da sich dieses Ziel mit der Methodik der Cotransfektion nicht erreichen ließ, hat das
Labor mittlerweile begonnen, die produzierten Antikörper im Anschluss an die Produktion in
vitro enzymatisch zu galactosylieren und sialylieren, womit inzwischen ein Sialylierungsan-
teil zwischen 70 und 80% erreicht werden konnte. Um den Unterschied zwischen den beiden
Gruppen noch genauer erkennbar zumachen,wäre zudemeine Degalactosylierung der nativen
Antikörper sinnvoll, da Studien zeigten, dass auch endständige Galactosen bereits antiinflam-
matorisches Potential besitzen [120].

Langfristiges Ziel des Forschungsbestrebens im Bereich der Antikörperglykosylierung ist ein
Einsatz von sialylierten IVIG oder sialylierten antigenspezifischen IgG-Antikörpern zur Auf-
rechterhaltung bzw. Wiederherstellung der Toleranz bei Autoimmunerkrankungen des Men-
schen. Entscheidend im Rahmen eines solchen präventiven bzw. kurativen Ansatzes ist die Se-
lektion der zu behandelden Personen sowie der Zeitpunkt einer möglichen Therapie. In Bezug
auf die Erkrankung des Diabetes mellitus Typ 1 befassen sich aktuell mehrere Studien mit der
Frage einer Früherkennung potentieller Typ 1-Diabetiker imKindesalter. Die Fr1da-Studie (Cli-
nicalTrials.gov Identifier: NCT04039945) screent auf freiwilliger Basis alle Kinder im Bundes-
land Bayern einmalig im Alter zwischen zwei und fünf Jahren auf die vier spezifischen Inselau-
toantikörper (IAA, GADA, IA-2A, ZnT8A) und bietet bei positivem Ergebnis Schulungen, Pläne
für die Nachbetreuung sowie die Möglichkeit, an der Fr1da-Insulin-Interventionsstudie (Cli-
nicalTrials.gov Identifier: NCT02620072) teilzunehmen. Diese untersucht randomisiert, dop-
pelblind und Placebo-kontrolliert bei Kindern zwischen zwei und zwölf Jahren mit minde-
stens zwei positiven Inselautoantikörpern den Einfluss von oral verabreichtem Insulin auf
die Krankheitsmanifestation und -progression des Typ 1-Diabetes. Die Freder1k-Studie (Cli-
nicalTrials.gov Identifier: NCT03316261) hingegen screent Neugeborene und Säuglinge bis
zum Alter von vier Monaten in Süddeutschland, Polen, Belgien, Schweden und Großbritanni-
en auf ihr genetisches Risikoprofil anhand der Untersuchung 47 verschiedener SNPs (Single
Nucleotide Polymorphism). Bei vorliegender genetischer Prädisposition besteht analog zur
Fr1da-Studie die Möglichkeit der Teilnahme an der POInt-Studie (ClinicalTrials.gov Identifier:
NCT03364868), die ebenfalls prüft, ob eine präventive Gabe von oralem Insulin eine regulative
Immunantwort induzieren und die Entstehung eines Typ 1-Diabetes verhindern kann.

Nach erfolgreicher Verifizierung imMausmodell erscheint es für die Rekrutierung im Rahmen
einer Studie, deren Ziel die Untersuchung des Einflusses von glykosylierten antigenspezifi-
schen humanen IgG4-Antikörpern auf die Immunantwort in der präsymptomatischen Phase
des Typ 1-Diabetes wäre, in einem ersten Schritt sinnvoll, ähnlich wie bei der Fr1da-Studie
Kinder zu identifizieren, bei denen noch kein klinisch manifester Typ 1-Diabetes besteht, aber
bereits Autoantikörper gegen die Antigene im Serum zu finden sind, gegen die die zu verabrei-
chenden Antikörper ebenfalls gerichtet sind. In diesen Fällen ist bereits eine Immunreaktion
gegen das entsprechende Antigen erfolgt, aber noch keine deutliche Inflammation vorhanden.

56



KAPITEL 4. DISKUSSION

Zu diesem Zeitpunkt sollte, so die Hypothese, die Immunreaktion durch die regelmäßige intra-
venöse Verabreichung der glykosylierten Antikörper in einem Stadium der Toleranz belassen
bzw. in diese Richtung verschoben werden.

Interessant undpotentiell relevant imRahmeneinerRisikostratifizierungwäre zudemeineUn-
tersuchung der Patienten mit nachweisbaren Autoantikörpern bezüglich des Glykosylierungs-
musters dieser Antikörper. Ähnlich dem Diabetes mellitus Typ 1 ist die rheumatoide Arthritis
eine Autoimmunerkrankung, bei der die humorale Komponente des adaptiven Immunsystems
eine wichtige, noch nicht vollständig verstandene Rolle zu spielen scheint. Eine Reihe soge-
nannter citrullinierter Antigene und gegen diese gerichtete Autoantikörper wurden bislang
identifiziert. Vergleicht man das IgG-Glykosylierungsmuster von Patienten mit rheumatoider
Arthritis und juveniler idiopathischer Arthritis mit gesunden Kontrollgruppen ist ein signi-
fikanter Unterschied zu erkennen [121]–[125]. Die erkrankten Patienten weisen eine deutlich
verminderte endständige Galactosylierung und Sialylierung an den N-Glykanen amAsn297 auf.
Diese aberrante Glykosylierung betrifft insbesondere die krankheitsspezifischen Autoantikör-
per, wobei diese Selektivität die Hypothese stützt, dass antigenassoziierte Mechanismen die
posttranslationale Modifikation von Autoantikörpern beeinflussen [126]. Interessanterweiser
konnte gezeigt werden, dass das aberrante Glykosylierungsmuster mit wenig endständigen
Galactosen und Sialinsäuren bereits durchschnittlich 3,5 Jahre vor dem ersten Auftreten von
Symptomennachzuweisen ist [126]. Diese Erkenntnis legt nahe, dass die Dysregulation der IgG-
Glykosylierung an der Immunpathogenese der rheumatoiden Arthritis beteiligt ist.

Analog zu diesen Ergebnissen wäre eine Untersuchung der Glykosylierungsmuster von Auto-
antikörpern, die im Rahmen des Diabetes mellitus Typ 1 eine Rolle spielen, von großem Inte-
resse. Insbesondere der Zeitpunkt des Auftretens von aberranten Glykosylierungsmustern mit
wenig endständigen Galactosen und Sialinsäuren in Korrelation mit dem Auftreten der ersten
Krankheitssymptome würde zum Verständnis der Bedeutung der IgG-Glykosylierung beitra-
gen. Die Identifikation von Stimuli, die eine solche Änderung beeinflussen und bewirken, wä-
re von großem klinischen Interesse. Könnten Wege gefunden werden, die Glykosylierung der
Antikörper zu beeinflussen bzw. eine Verminderung der endständigen Glykankette zu verhin-
dern, wäre unter Umständen ein Hinauszögern der Krankheitsmanifestation möglich, da das
Immunsystem in einem Stadium der Toleranz verbleiben würde.
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Zusammenfassung

Das Immunsystemals hochkomplexes Abwehrsystem ist evolutionsbiologisch eine derwichtig-
sten Errungenschaften höherer Lebewesen. Es ist kontinuierlich damit beschäftigt, zwischen
pathogenen und harmlosen äußeren und inneren Reizen zu unterscheiden und idealerweise
ein Gleichgewicht zwischen Inflammation und (Selbst-) Toleranz zu schaffen. Eine Dysregula-
tion dieses Gleichgewichtszustands ist Grundlage für die Entwicklung von Autoimmunerkran-
kungen und Allergien. Ein Beispiel ist der Diabetes mellitus Typ 1, bei dem durch eine Fehl-
regulation des Immunsystems die körpereigenen insulinproduzierenden Zellen des Pankreas
angegriffenwerden. In der Folge kommt es zu einer Inflammation und Zerstörung dieser Zellen
und letztlich zum klinischen Bild des Diabetes. Die Erkrankung wird begleitet durch das Auf-
treten verschiedener spezifischer Autoantikörper, die unter anderem gegen Insulin und die
Glutamatdecarboxylase (GAD) gerichtet sind.

In den letzten Jahren haben Studien gezeigt, dass die Glykosylierung des Fc-Teils von IgG-
Antikörpern entscheidenden Einfluss auf die Effektorfunktion des Antikörpers haben kann. So
sind galactosylierte und sialylierte Antikörper mit antiinflammatorischen Eigenschaften und
somit mit einer regulatorischen, toleranzherstellenden Immunantwort assoziiert. Dahingegen
vermögen Antikörper ohne endständige Galactosen oder Sialinsäuren das System in einen Zu-
stand der Abwehr und Inflammation zu versetzen. Studien der Arbeitsgruppe konnten bele-
gen, dass sialylierte IgG-Antikörper in der Lage sind, eine inflammatorische Immunantwort
antigenspezifisch zu inhibieren und einen Zustand der (Selbst-) Toleranz wiederherzustellen.

Diese Erkenntnisse legen die Vermutung nahe, dass der Einsatz von glykosylierten antigen-
spezifischen Antikörpern auch im Rahmen der autoimmunen Pathogenese des Diabetes mel-
litus Typ 1 von großer Relevanz sein könnte. Idealerweise würde die Toleranz gegenüber den
körpereigenen Strukturen des Pankreas wiederhergestellt und die Krankheit verhindert oder
verzögert werden können.
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Ziel dieser Arbeit war die Klonierung und Produktion von zwei murinen IgG1-Antikörpern mit
jeweils unterschiedlichen Glykosylierungsmustern, wobei der eine gegen Insulin und der an-
dere gegen die Glutamatdecarboxylase gerichtet sein sollte. Beide Proteine stellen Schlüssel-
antigene im Rahmen der autoimmunen Pathogenese des Diabetes mellitus Typ 1 dar. Metho-
dische Grundlage zur Herstellung beider Antikörper war die Klonierung der variablen V(D)J-
Sequenzen in Expressionsvektoren, die bereits über die Sequenzen für die konstanten Regio-
nen der leichten und schweren Kette verfügten. Ausgangspunkt zur Identifikation der V(D)J-
Sequenzen des anti-GAD Antikörpers war das Hybridom HB-184, zur Klonierung des anti-
Insulin Antikörpers wurden die in der Literatur beschriebenen Sequenzen des Antikörpers
verwendet. Nach erfolgreicher Klonierung beider Antikörper und Gewinnung von ausreichend
Plasmidmaterial erfolgte die Transfektion von HEK 293-Zellen und die Produktion der muri-
nen IgG1-Antikörper. Die Glykosylierung wurde dabei durch die Hinzugabe eines weiteren für
die Sialyl- undGalactosyltransferase codierendenPlasmids gesteuert. Abschließendkonnte der
regelrechte Aufbau sowie die korrekte Bindungsaffinität beider Antikörper nachgewiesenwer-
den.

Nächster Schritt ist eineTestungder beidenAntikörper imDiabetesmellitus Typ 1-Mausmodell
mit der Fragestellung, ob die sialylierten Varianten in der Lage sind, antigenspezifische Tole-
ranz und somit einen antiinflammatorischen Zustand aufrechtzuerhalten bzw. wiederherzu-
stellen und damit die Krankheitsmanifestation zu verhindern bzw. zu verzögern. Sollten sich
positive Effekte zeigen, wäre die Hoffnung, einen neuen kurativen Ansatz in der Therapie des
Diabetes mellitus Typ 1 entwickeln zu können, was für die Betroffenen und auch gesundheits-
ökonomisch von enormer Relevanz wäre.
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