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1 EINLEITUNG

In der vorliegenden Arbeit wurden jene Molekiile, deren Interaktion eine allergische Si-
gnalkaskade auslésen, rekombinant dargestellt und ihre Wechselwirkungen in ver-
schiedenen Bindungsanalysen untersucht. Hierbei handelt es sich zum einen um Aller-
gene aus dem Pollen der Birke und des Wiesenlieschgrases, zum anderen um aller-
genspezifische IgE-Antikdrper. Aufgrund der limitierten Verfligbarkeit monoklonaler
IgE-Antikérper, konnten bislang nur wenig Informationen Uber die molekularen Interak-
tionen zwischen IgE-Antikérpern und ihren spezifischen Allergenen erhalten werden
oder Strukturen der Allergene, die eine Antikérperbindung vermitteln, identifiziert wer-
den. Neue Erkenntnisse der molekularen Wechselwirkungen zwischen Allergenen und
Antikérpern kdnnten einen tieferen Einblick in die komplexen immunologischen Ablaufe
allergischer Reaktionen erlauben, und die Grundlage zur Entwicklung verbesserter

Therapiestrategien darstellen.

Zur Klonierung und eukaryotischen Expression Allergie-relevanter Antikdrper-Isotypen
mit Spezfitét fur die Allergene Bet v 1 bzw. Phl p 5 wurden variable Domé&nen origi-
narer, humaner IgE-Antikérper verwendet, die zuvor anhand ihrer Reaktivitdten mit den
Allergenen aus kombinatorischen Antikérper-Bibliotheken selektiert worden waren.
Dargestellte Antikérperkonstrukte wurden durch Bindung an die jeweiligen Fc-Rezepto-
ren auf ihre Funktionalitdt getestet. Durch prokaryotische Expressionen der spezifi-
schen Allergene wurden Interaktionsanaysen ermdglicht, die Untersuchungen zur Affi-
nitat der Antikdrper an die Allergene, die Induzierung allergischer Effektormechanis-
men und finale Epitopcharakterisierungen, in denen essentielle Strukturen fir die Anti-

gen-Antikdrper-Bindung identifiziert werden konnten, beinhalteten.

In diesem Kapitel sollen einleitend der immunologische Mechanismus der Allergie dar-
gestellt und die Entwicklung neuer therapeutischer Strategien erlautert werden. Die
verwendeten Allergene und kombinatorischen Antikdrperbibliotheken, die auf dem Prin-

zip des Phagendisplays beruhen, werden ebenfalls kurz vorgestellit.



1 EINLEITUNG

1.1 Allergie

Als Allergie wird die krankhafte Immunantwort auf ein ansonsten nicht pathogenes An-
tigen bezeichnet. Derartige hypersensible Reaktionen wurden nach Gell und Coombs
1963 in 4 Typen unterteilt, wobei die Allergie meist mit der Hypersensibilitdtsreaktion
vom Typ |, der so genannten IgE-vermittelten Hypersensitivitat vom Soforttyp gleichge-
setzt wird (Gell und Coombs 1963). Sie ist die am haufigsten diagnostizierte Allergie
und betrifft laut Schatzungen zurzeit mehr als 500 Millionen Menschen weltweit und 20-
25% der Bevdlkerung in den USA und Nordeuropa (Vrtala 2008).

Ebenfalls zu den allergischen Erkrankungen werden die zytotoxische allergische Reak-
tion (Typ Il) und die allergische Immunkomplexreaktionen (Typ Ill) gezahlt, die durch
IgG-Antikérper vermittelt werden. Zytotoxische Reaktionen richten sich gegen Zell-ge-
bundene Antigene, wie z.B. Penicillin, das an der Oberflache von Erythrozyten gebun-
den voliegt. Bei Immunkomplexreaktionen kommt es zur Ausbildung von Antigen-Anti-
korper-Komplexen, die Effektormechanismen wie eine Komplementaktivierung und so-
mit Entzindungsreaktionen zur Folge haben. Die Hypersensibilitdtsreaktion vom Typ
IV, oder auch allergische Spéttypreaktion, ist haufig die Ursache von Metall-, Duft-,
oder Konservierungsstoffallergien. Hier tritt eine verzégerte Symptomatik auf, da die
Reaktionen durch antigenspezifische T-Zellen vermittelt werden, die in Kontakt mit pro-
zessierten Allergenen auf der Oberflache Antigen-prasentierender Zellen kommen. Die
niedermolekularen Substanzen werden durch Verbindungen mit kérpereigenen Protei-

nen zu Vollantigenen.

1.1.1 Pathophysiologie der allergischen Soforttypreaktion

Symptom-auslésend wirken die Allergene, hierbei handelt es sich zum gréten Teil um
stark immunogene Proteine oder Glykoproteine (Valenta und Kraft, 2001). Neben dem
exogenen Allergen missen noch zwei weitere Komponenten fir das Auslésen einer
allergischen Signalkaskade vorhanden sein. Hierzu zahlt ein endogener allergenreakti-
ver Serumfaktor, der 1966 als das humane Immunglobulin des Isotyps E identifiziert
werden konnte (Ishizaka et al. 1966) und eine zelluldre Komponente, die Mastzellen,
die einen membranstandigen hoch-affinen Rezeptor (FceRI) fir IgE-Antikérper expri-
mieren und durch die Sezernierung von Mediatoren als Effektorzellen fungieren. Die

beteiligten Zelltypen und Zytokine sind auch im Verlauf gesunder physiologischer Im-
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munreaktionen gegen Parasiten wirksam. Im Rahmen einer allergischen Reaktion
kommt es jedoch aufgrund der allergenspezifischen IgE-Antikdérper zu einer verstarkten
Querverneztung der Rezeptoren auf Mastzellen bei Kontakt mit dem ansonsten harm-
losen Allergen (s. Abb. 1.1).

Die Signalkaskade fuhrt zur sofortigen Exozytose sekretorischer Granula. Bei der De-
granulation werden biologisch aktive Substanzen wie biogene Amine (Histamin), Pro-
teoglykane (Heparin), Serinproteasen (Tryptase, Chymase, Carboxypeptidasen), sowie
eine Reihe weiterer Zytokine und Enzyme, darunter TNFo (Tumornekrosefaktor), VE-
GFA (vascular endothelial growth factor), die Hydrolase Hexosaminidase, Lipidmetabo-
lite wie Prostaglandine und Leukotriene freigesetzt. Diese verursachen innerhalb von
Sekunden Symptome, die als Sofortreaktion bezeichnet werden. Es erfolgt eine Kon-
traktion der glatten Muskulatur die eine Bronchokonstriktion zur Folge hat und zu Atem-
behinderungen und Niesen fihrt. Vasodilationen fuhren zu Erythemem und Konjunktivi-
tis. Die vaskuldre Permeabilitdt erhéht sich und FlUssigkeit gelangt in das Gewebe, es
kommt zu lokalen Schwellungen und einer Tranenproduktion. Die Schleimproduktion
wird ebenfalls angeregt, was mit Rétungen und Schwellungen der Nasenschleimhaut
zusammenfassend als Rhinitis oder auch Heuschnupfen bezeichnet wird (Galli et al.
2008, s. Abb.1.1)
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Abb. 1.1 Schematische Darstellung der allergischen Sofortreaktion.

Die Allergenbindung an spezifische IgE-Antikérper auf der Oberflache von Mastzellen im Gewebe fihrt zu
einer Signalkaskade, die eine Degranulation der Zellen durch Exocytose zytoplasmatischer sekretorischer
Granula bewirkt. Die dadurch freigesetzten Mediatoren filhren innerhalb von Sekunden zu den typischen
Symptomen, deren Schweregrad von der Dosis und dem Eintrittsweg der Allergene abhangt.

Der Schweregrad und die Lokalisation der Symptome reicht je nach Dosis des Aller-

gens sowie dessen Eintrittsweg von leichten Uber mittlere Beeintrachtigungen des Pati-
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enten, bis hin zu einem lebensbedrohlichen oder letalen Verlauf, z.B. durch schweres

Asthma oder Anaphylaxie infolge einer systemischen Mastzellaktivierung.

Die Bildung allergenspezifischer IgE-Antikdrper kann als Schlussel-Prozess fir den Pa-
thomechanismus einer Allergie angesehen werden und wird als Sensibilisierung be-
zeichnet. Sie erfolgt bei Erstkontakt mit dem Allergen, verlduft klinisch inapparent und
wird hervorgerufen durch eine Stérung des Gleichgewichts zwischen den T-Helferzelli-
nien Ty1 und Tx2, deren Effektoreigenschaften und Mediatoren antagonistisch wirken.
Abbildung 1.2 zeigt schematisch den Mechanismus einer Sensibilisierung, der nachfol-

gend beschrieben ist.

Bei einer allergischen Immunantwort kommt es zu einer Verschiebung des Gleichge-
wichts in Richtung des Tx2-Subtyps, wobei die vermehrte Ty2-Differenzierung von un-
terschiedlichen Faktoren abhangig ist. Beide Subtypen entstehen im lymphatischen
Gewebe aus einer gemeinsamen Vorlauferzelline, den naiven, antigenspezifischen
CD4'T-Zellen (CD, cluster of differentiation). Diese werden im Thymus gebildet und
wandern in die Lymphknoten, nachdem sie einer positiven und negativen Selektion un-
terzogen wurden. Antigen-prasentierende, phagozytierende Zellen (APC, antigen pre-
senting cell) internalisieren kleinste Mengen von Antigenen, die z.B. von mukosalen
Oberflachen resorbiert wurden und wandern zur Prasentation der prozessierten Antige-
ne ebenfalls in die Lymphknoten. Hier erfolgt eine Aktivierung der naiven CD4*T-Zellen
sobald Uber den T-Zell-Rezeptor (TCR, T cell receptor) die Bindung eines MHCII-Pep-

tidkomplexes (MHCII, major histocompatibility complex class |l protein) stattfindet.

Dadurch wird die Differenzierung zu antigenspezifischen Tu1- oder Tu2-Effektor-
T-Zellen initiiert. Welcher Ty-Subtyp entsteht, hdngt sowohl von zellintrinsischen Fakto-
ren wie der Stimulation von Korezeptoren als auch dem exogenen lokalen Zytokinmi-
kromilieu ab. Die Chemokine IL-12 (IL, Interleukin) und IFN-a (IFN, Interferon) férdern
Uber STAT3 und STAT4 (STAT, signal transduction and activator of transcription) die
Aktivierung des Transkriptionsfaktors T-bet und somit die Entwicklung und Aufrechter-
haltung von Ty1-Helferzellen. Bei Vorhandensein von IL-4 bindet dieses an seinen Re-
zeptor auf der Oberflache von CD4*-Zellen und fiihrt zu einer eine positiven Riickkopp-
lung bei der STAT6 eine Aktivierung von NF-xB (nuclear factor 'kappa-light-chain-en-
hancer' of activated B-cells), NFAT (nuclear factor of activated T-cells) und somit eine
IL-4-Expression zur Folge hat. Uber den ebenfalls aktivierten Transkriptionsfaktor GA-
TAS3 erfolgt eine Entwicklung hin zum Tx2-Subtyp (Ansel et al. 2006; Jutel und Akdis
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2008). Die Spezifitat der Zelllinien wird unter anderem anhand von epigenetischen Mo-
difikationen wie Histonmethylierungen durch die STAT-Proteine aufrechterhalten (O’S-
hea et al. 2011).

Differenzierte Ty1- und Tu2-Zellen exprimieren ein jeweils charakteristisches Zytokin-
profil, wobei das von Ty1-Zellen sezernierte Muster neben dem INF-y, auch IL-2, TNF-a
und Lymphotoxin umfasst und zelluldre sowie humorale Abwehrmechanismen gegen
intrazelluldre Pathogene rekrutiert (Nakanishi et al. 1995; Péne et al. 1988). Es hat
eine inhibierende Wirkung auf die B-Zell-Entwicklung und férdert die Entwicklung von
CD8*-T-Zellen. Tu2-Zellen sekretieren neben IL-4 und IL-5 auch IL-6, IL-9, IL-13 und
GmCSF (granulocyte macrophage colony-stimulating factor). Dieses Profil besitzt sti-
mulierende Wirkung auf B-Lymphozyten und scheint die Wirtsabwehr gegen grofe ex-
trazelluldre Parasiten zu koordinieren (Fallon und Mangan 2007). Uberwiegt der Ein-
fluss der Tu2-Zellen auf aktivierte B-Zellen, reifen diese zu Antikérper-produzierenden
Plasmazellen heran. IL-4 und IL-13 initiieren bei Bindung einer B-Zelle an eine Tu2-Zel-
le Gber CD40 und CD40-Ligand, sowie CD80 oder CD86 und CD28 einen Klassen-
wechsel zum IgE-Isotyp in IgM- und IgD-positiven B-Lymphozyten (Galli et al. 2008).

B-Zellen sezernieren nachfolgend IgE, darunter auch allergenspezifische Antikdrper
(slgE), welche durch das Lymph- und BlutgefédRsystem zur Schleimhaut gelangen und
dort Uber den FceRIl an Mastzellen binden. Wird eine allergenspezifischen Tu2-Zelle
durch Bindung des TCR an einen passenden MHCII-Peptidkomplex auf der Oberfla-
che einer APC aktiviert, kommt es zur klonalen Expansion der Ty2-Zelle. Die IgE-se-
zernierenden B-Zellen, die ebenfalls zu den APC gehéren werden ihrerseits durch Bin-
dung des MHCII-Peptidkomplexes an einen TCR aktiviert und durch klonale Expansion
entsteht ein IgE-Gedachtnis, welches in weiterer Folge die Produktion allergenspezifi-
scher IgE-Antikdrper nachhaltig aufrechterhalt. Eine Sensibilisierung ist somit erfolgt (s.
Abb. 1.2).

Warum bei einer Sensibilisierung eine Ty2-Antwort favorisiert wird, ist nicht vollstadndig
geklart. Es wird vermutet, dass die Prasentation geringer Mengen des Antigens im
Komplex mit MHCII-Molekilen eine Differenzierung zu Tu2-Zellen unterstitzt (Constant
et al. 1995). Unterschiedliche genetische Pradispositionen, die einen atopischen Pha-
notyp férdern, wurden anhand von Nukleotidpolymorphismen in Genen der Ty2-Zyto-
kin- und Signaltransduktionsproteinen in einigen Patientenkollektiven identifiziert (Geo-
ras et al. 2005).
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Abb. 1.2 Schematische Darstellung der Sensibilisierung.

Antigen-prasentierende phagozytierende Zellen, z.B. Dendritische Zellen internalisieren kleinste Mengen
des Antigens, das von mukosalen Oberflachen resorbiert wurde. Wahrend die Zellen in die regionalen
Lymphknoten wandern, erfolgt die proteolytische Spaltung des Antigens und die Prasentation als Kom-
plex mit MHCII-Molekilen auf der Zelloberflache.

Im lymphatischen Gewebe erfolgt die Aktivierung und Differenzierung naiver T-Zellen (CD4+ T-Zellen) zum

Tu2-Typ, dessen Zytokine die Proliferation von B-Zellen und den Klassenwechsel zum IgE induzieren.
Eine Aktivierung IgE-sezernierender Zellen durch Tu2-Zellen fuhrt zu IgE* B-Gedéchtniszellen sowie zur
klonalen Expansion der Tu2-Zellen und Gedéachtnis-T-Zellen.

Weitere Faktoren, wie der Ort des Allergenkontaktes, die Art und Anzahl der APC, de-
ren Zytokine und biologische Mediatoren beeinflussen die Differenzierung zum Tu2-
Phanotyp additiv (Mazzoni et al. 2001; H. Tanaka et al. 2000). Es konnte gezeigt wer-
den, dass ein industrialisierter westlicher Lebensstil die Ausbildung von Allergien fér-
dert (Herrick und Kim Bottomly 2003). Die daraus abgeleitete Hygienehypothese geht

davon aus, dass eine Vermeidungsstrategie gegenuber Krankheitserregen und eine
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frihe wiederholte Antibiotika-Einnahme mit der Entwicklung einer Allergie assoziiert
sind (Geha 2003). Dies konnte in Studien zum Einfluss der Stimulation von TLR (Toll-
like Rezeptoren) auf APC, die natlrlicherweise bei Bindung von Pathogenpartikeln in-
duziert wird, untermauert werden. Anhand des TLR-4 und seines Agonisten, dem LPS
(Lipopolysaccharid) bakterieller Zellwande, konnte wahrend einer Sensibilisierung ge-
zeigt werden, dass parallel applizierte hohe Dosen LPS eine Tu1-Antwort ausldsen,
wohingegen Dosen in mittleren Bereichen eine Tny2-Antwort zu unterstiitzen scheinen.
Dies kdnnte ein Hinweis auf einen, der Hygienehypothese zugrundeliegenden, immu-
nologischen Mechanismus sein. Hierbei waren wir durch erhéhte Hygiene einer verrin-
gerten Dosis bakterieller Bestandteile und somit auch LPS ausgesetzt, wodurch Tn2-

Antworten favorisiert wirden (Herrick und Kim Bottomly 2003; Karp 2010).

Andere Studien belegen, dass ein Zusammenhang zwischen gestiegener Aller-
gie-Prévalenz und der verénderten Qualitédt von Nahrungsmitteln besteht, was zusam-
menfassend als Erndhrungshypothese bezeichnet wird (Devereux 2006). Die moleku-
lare Grundlage dieser Hypothese ist jedoch nicht belegt. Dem Zytokin TSLP (thymic
stromal lymphopoitein) konnte eine Tn2-induzierende Eigenschaft nachgewiesen wer-
den. Dieses 4-Helix-Blndel Protein wird von Lungenepithelzellen produziert, bindet an
den IL-7-Rezeptor auf Dendritischen Zellen und fiihrt so zur inflammatorischen Ty2-

Zellstimulation (Hammad und Lambrecht 2008).

Nach der Sensibilisierung wird bei jedem erneuten Kontakt mit dem Antigen die allergi-
sche Reaktion ausgelést. Diese beinhaltet neben der beschriebenen Sofort- auch eine
Spéatreaktion, die etwa zwei bis sechs Stunden nach Kontakt mit dem Allergen eintritt.
Neben den erwdhnten primaren Effektoreingenschaften, besitzen einige der Mediato-
ren auch regulatorische sekundare Effekte, indem sie weitere immunkompetente Zellen
aktivieren und deren Rekrutierung in das Gewebe des Allergenkontaktes induzieren.
Das von aktivierten Tu2-Helferzellen ausgeschuttete IL-5 bewirkt z.B. die Differenzie-
rung und Aktivierung eosinophiler Granulozyten, die verstarkt in das entzindliche Ge-
webe einwandern. Ebenso werden neutrophile Granulozyten rekrutiert, die durch
Elastase-Sekretion eine Aktivierung von Matrix-Metalloproteasen (MMP) und eine De-
gradierung von Kollagen zur Folge haben. Basophile Granulozyten, die aus der Blutzir-
kulation in die Gewebe gelockt werden, exprimieren ebenfalls den FceRI und sezernie-
ren dhnliche Mediatoren wie die Mastzellen (Galli 2008). Auch der Einfluss der IgE-An-
tikérper auf die Spatreaktion wird diskutiert. Bei der so genannten IgE-erleichterten An-

tigen-Prasentation 16st die Bindung von IgE an APC wie DC, Monozyten und B-Zellen
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Uber den niedrig-affinen IgE-Rezeptor FceRIl (CD23) eine verstéarkte Allergenaufnahme
und -présentation fir naive CD4"-Zellen aus (Mudde et al. 1990). Dies fuhrt zur Gegen-
wart von T-Effektorzellen im Gewebe, die mit Zellen des innaten Immunsystems ein re-
gulatorisches Netzwerk bilden (s. Abb. 1.3).
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Abb. 1.3 Spitreaktion und Mechanismen fiir eine chronische Symptomatik.

Die IgE-erleichterte Allergen-Prasentation durch Bindung von IgE-Antikérpern an den niedrig-affinen Fce-
RIl auf APC fiihrt zur Differenzierung von T-Effektorzellen im Gewebe, die inflammatorische Prozesse in-
duzieren.

Verlangert sich der Kontakt mit dem Allergen oder kommt es zu wiederholtem Allergen-
Kontakt, werden chronisch inflammatorische Prozesse eingeleitet. Es kommt zu einem
Influx von T-Effektorzellen, B-Zellen, Dendritischen Zellen und Monozyten, sodass die
betroffenen submukosalen endothelialen Gewebe dicht von Immunzellen besiedelt
werden und es erneut zu Aktivierungen und positiven Rickkopplungen kommt (Verha-
gen et al. 2006). In der finalen Phase der Inflammation werden in den entziindlichen
Geweben allergenspezifische IgE-Antikbrper durch rekrutierte B-Zellen sezerniert.
Durch die Aktvierung eingewanderter Immunzellen und Epithelial- und Strukturzellen,
wie z.B. Fibroblasten kommt es zu zytotoxischen Effekten, die einen Funktionsverlust
und die Apoptose von Gewebezellen zur Folge haben kénnen (M. Akdis und C. Akdis
2009).
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1.1.2 Allergiediagnostik und -therapie

Bei Verdacht auf eine IgE-vermittelte Hypersensitivitdt werden sowohl Hauttests als
auch serologische Untersuchungen durchgefiihrt. Zu den Hauttests z&hlen der Reibe-
test, der Pricktest, der Scratchtest und der Intrakutantest, wobei der Pricktest die klini-
sche Routine zur Abklarung von Sofottyp-Allergien darstellt. Der Nachweis allergen-
spezifischer IgE-Antikdrper im Serum ist vor allem dann indiziert, wenn die Sensibilisie-
rung unklar ist und das Allergenspektrum spezifiziert werden soll, eine Medikamenten-
einnahme erfolgte, die eine Symptomatik im Hauttest unterdriicken wirde, oder die in
vivo-Testung sehr wahrscheinlich zu einem anaphylaktischen Schock fuhren wir-
de. Allergenspezifische IgE-Antikdrper kbnnen quantitativ ermittelt werden, jedoch I&sst
sich keine Aussage Uber die Symptomintensitat treffen. Fir serologische Untersuchun-
gen werden standardmafig Multitests eingesetzt, bei denen Mischungen der Ublichen
Allergene an einem Trager gebunden vorliegen und nach Inkubation mit dem Patien-
tenserum mithilfe eines enzymmarkierten Anti-IgE Antikdrpers messbare Chromogen-
oder Fluoreszin-Komplexe entstehen. Eines der ersten in vitro-Testsysteme war der
RAST (radioallergosorbent test) bei dem der detektierende Anti-IgE Antikorper radioak-
tiv markiert ist und eine Einteilung der Seren nach ihrem IgE-Spiegel in die so genann-
ten RAST-Klassen ermdglicht. Weite Verbreitung hat das Phadia-ImmunoCAP-System.
Mittlerweile gibt es Untersuchungsmaoglichkeiten fir bis zu 500 verschiedene Einzelall-
ergene, fir die der jeweilige Gehalt spezifischer IgE-Antikdrper bestimmt werden kann.
In Basophilen-Degranulationstests (BDT) und zelluldren Allergen-Stimulationstests
(CAST) werden zelluldre Bestandteile aus Vollblut des Patienten mit den Allergengemi-
schen oder Einzelallergenen in Kontakt gebracht und eine Messung freigesetzter spe-

zifischer Mediatoren, wie z.B. Histamin, durchgefiihrt.

Provokationstests kénnen fiir die Evaluierung des Erfolgs einer spezifischen Immun-
therapie (s.S.11) eingesetzt werden. Provokationen werden konjunktival, nasal, oral, in-
testinal, bronchial oder subkutan durchgefiihrt, je nach diagnostizierter Sensibilisie-
rung. Besonders bei Bienen- oder Wespengiftallergien wird nach erfolgter Therapie
haufig eine Stichprovokation durchgefiihrt, um das residuale Alltagsrisiko des Patienten
abschétzen zu kénnen. Die therapeutischen Konsequenzen eines mdglichen anaphy-

laktischen Schocks miissen bedacht werden.
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Praventionsmafnahmen fir die Ausbildung einer allergischen Erkrankung gelten vor
allem der Vorbeugung einer Sensibilisierung. Generell sollte versucht werden die Aller-
genexposition selbst zu unterbinden (Karenz). Ein entziindliches Milieu in den Schleim-
hauten, verursacht z.B. durch Zigarettenrauch oder Exposition gegenlber Stduben,
Abgaspartikeln und Lésungsmitteln beglinstigt eine Sensibilisierung. Besteht bereits
eine Sensibilisierung kann eine Allergen-Karenz die Entwicklung der krankhaften aller-
gischen Reaktion unterbinden und erneute Krankheitsschiube verhindern. Dies ist je-
doch, abhéngig von der Verbreitung eines Allergens, nur zum Teil méglich und im Falle
einer Pollen- oder Hausstaubmilben-Allergie nicht ganzlich durchflihrbar. Trotzdem
sollte die Exposition reduziert und so die positive Riickkopplung der allergischen Reak-

tion und die damit einhergehende Verstarkung der Symptome minimiert werden.

Zur Behandlung starker allergischer Reaktionen sind eine Reihe symptomatischer Me-
dikamente klinisch verfiigbar. Antihistaminika binden kompetitiv an die Histaminrezep-
toren, wobei hier vor allem die antagonistische Belegung des H:-Rezeptors genutzt
wird. Durch eine erhdhte Rezeptorspezifitdt und eine verringerte Lipophilie konnten se-
dierende Nebenwirkungen dieser Medikamente in den letzten Jahren stark verringert
werden. Sie sind bei akuten oder chronischen Erkrankungen zur Verminderung von
Hypersekretion, Juckreiz und Niesreiz lokal einsetzbar und werden zur Behandlung
anaphylaktischer Reaktionen z.B. bei Insektenstichen intravends appliziert. Glukokorti-
koide haben entzindungshemmende Wirkung und schiitzen die Integritdt von Lysoso-
menmembranen in den Effektorzellen. Mastzellstabilisatoren hemmen die Degranulati-
on durch die Inhibition membranstandiger Ca*-Kanéle. Sie werden zur prophylakti-
schen Therapie einer diagnostizierten Allergie mit leichten Symptomen verwendet
(Grevers et al. 2008). Seit 2005 ist der monoklonale anti-IgE-Antikérper Omalizumab,
der unter dem Handelsnahmen Xolair® vertrieben wird, zur Behandlung von schwe-
rem, persistierendem allergischem Asthma zugelassen. Der Antikérper bindet IgE-Anti-
kérper an ihrem Fc-Teil und bildet biologisch inerte Komplexe, wodurch die Bindung an
den Fcel-Rezeptor inhibiert wird (Chang 2000).

Die einzige kausale Therapieform einer Hypersensibilisierung ist die spezifische Im-
muntherapie (SIT, specific immunotherapy), auch Hypo- oder Desensibilisierung ge-
nannt. lhr Ziel ist es, durch wiederholte Applikationen einer stufenweise steigenden Do-
sis relevanter Allergene, die klinische Vertraglichkeit, d.h. also die Toleranz des Patien-
ten gegeniiber den Allergenen zu induzieren. Erstmals beobachtet wurde die Desensi-

bilisierung 1911 von Noon, der durch Inkubation mit Graspollenextrakten eine deutliche
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Verminderung der Symptome von Heuschnupfen-Allergikern feststellen konnte (Noon
1911). Ein Zusammenhang der Desensibilisierung mit der T-Zell-Antwort konnte dann
1980 nachgewisen werden (Rocklin et al. 1980). Eine Reihe seitdem durchgefluhrter
wissenschaftlicher Untersuchungen und klinischer Studien fuhrte zur Aufklarung der
zugrundeliegenden Mechanismen, bei denen die krankhafte Tn2-basierte Zellantwort
wieder ins Gleichgewicht gebracht wird. Diese sollen im Folgenden n&her erldutert wer-

den.

1.1.3 Spezifische Immuntherapie

In verschiedenen Ansatzen konnte gezeigt werden, dass die chronische Inflammation
in der Spatphase einer Allergie durch periphere Allergen-tolerante T- Zellen Gberwun-
den werden kann (Akdis et al. 1996; Ling et al. 2004) Diese konnten als IL-10- und
TGFB— (tumor growth factor) sekretierende, so genannte regulatorische T-Zellen (Tres-
Zellen) identifiziert werden, deren Aktivierung und Vermehrung im Rahmen einer Im-
muntherapie eine immunsuppressive Modifikation der zellularen und humoralen Immu-
nantwort nach sich zieht (Ozdemir et al. 2009; Meiler et al. 2008; Yamanaka et al.
2009). Die Sekretion der Tn2-Interleukine wird durch IL-10 gehemmt, was wiederum
einen starken Rickgang der Rekrutierung basophiler und eosinophiler Granulozyten
und der Mastzellen in die mukosalen Gewebe von Haut, Nase, Augen und Bronchien
zur Folge hat. Dies reduziert die Konzentration inflammatorischer Mediatoren im ent-
zundlichen Gewebe (M. Akdis und C. Akdis 2009). Eine direkte Hemmung der IgE-ab-
héngigen Mastzelldegranulation durch Teg-Zellen konnte in Mausen gezeigt werden,
ebenso wie eine IL-10-abhangige Herabregulierung des CD40-Liganden auf der Ober-
flache humaner eosinophiler Granulozyten, der das Uberleben dieser Zellen sowie wei-
tere stimulierende Faktoren beeinflusst (Gri et al. 2008; Marshall et al. 1996; Ohkawara
et al. 1996).

IL-10 und TGFp supprimieren aulRerdem die Produktion allergenspezifischer IgE-Anti-
kdrper in B-Zellen, IL-10 bewirkt einen Klassenwechsel hin zu IgA- und 1gG4-Antikor-
pern. Diese anti-inflammatorischen Isotypen Gben einen blockierenden Effekt aus, in-
dem sie Allergen-Epitope besetzen und mit verbleibenden IgE-Antikérpern um deren
Bindung konkurrieren. Es konnte gezeigt werden, dass dem IgA2 ebenfalls eine im-
munsuppressive Wirkung zukommt, indem es die Ausschittung von IL-10 durch Mono-
zyten foérdert (Pilette et al. 2007). Die initiale Stimulation der T.g-Zellen, die sich dann in

einem autokrinen Mechanismus durch die TGFp-Ausschittung selbst anregen, ist nicht
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ganzlich geklart. Es wird jedoch vermutet, dass DC hierbei eine wichtige Rolle spielen.
Eine IL-10 Ausschittung konnte 2001 in murinen DC induziert und die Bildung eines
regulatorischen T-Zell-Phanotyps beobachtet werden (Akbari et al. 2001). Tuy1- Zellen
werden ebenso durch Teg-Zellen gehemmt, wodurch akute IFNy und TNFa-gesteuerte
Prozesse vermindert werden, die Verletzungen im peripheren entziindlichen Gewebe
auslosen (Larché et al. 2006). Nach weiteren Erkenntnissen wird im Laufe einer Im-
muntherapie Uber einen ldngeren Zeitraum die Tu-Zellantwort in Richtung Tu1 verscho-
ben, wodurch das Tu1-Tw2-Gleichgewicht regeneriert wird (Till et al. 2004; Durham et
al.1996).

Der starke Einfluss der Tg-Zellen hat neues Licht auf das Zusammenspiel der Effektor-
T-Zellen gesunder Immunantworten geworfen und man geht heute davon aus, dass
Tul-, Tu2-, Tweg-, SOWie eine vierte Sublinie, die Ty17-Zellen, mithilfe ihres spezifischen
Zytokinprofils nicht nur weitere Zellen rekrutieren und Immunantworten auslésen, son-
dern sich auch gegenseitig regulieren. Das antagonistische Prinzip von Tu1- und Tn2-
Zellen wurde durch den generell suppressiven Typ der toleranzinduzierenden T.4-Zel-

len erweitert.

Zwei Darreichungsformen der spezifischen Immuntherapie haben sich etabliert, zum
einen die subkutane spezifische Immuntherapie (Subcutanous Immunotherapy, SCIT),
bei der Allergenextrakte in die Unterhaut injiziert werden und die sublinguale Therapie
(SLIT, sublingual immunotherapy), bei der eine Resorption der Allergene Uber die ora-
len Langerhanszellen, eine spezialisierte Form epithelialer DC, erfolgt (Larché 2010).
Aufgrund der einfacheren Applikation geht die SLIT meist mit einer erhéhten Zustim-
mung des Patienten einher. Die erste klinische Studie, die eine erfolgreiche SLIT ver-
zeichnen konnte, wurde 1986 durchgefiihrt (Scadding und Brostoff 1986). Seitdem
konnte beispielweise ein sicherer therapeutischer Effekt durch die Applikation von
Graspollentabletten sowohl flir Erwachsene als auch fir Kinder mehrfach belegt wer-
den (Bufe et al. 2009; Wahn et al. 2009; Didier et al. 2007). Eine Anwendung fand SLIT
bislang lediglich bei allergischer Rhinitis als Reaktion auf Pollen- oder Hausstaubmil-

benallergene, jedoch nicht zur Behandlung allergischen Asthmas.

Aufgrund des Risikos zahlreicher Nebenwirkungen, die einen anaphylaktischen Schock
nicht ausschliefien, muss bei der Durchfiihrung einer subkutan applizierten SCIT stets
die Méglichkeit zur Schockbehandlung gegeben sein. Dies flihrt zu einer kosten- und

zeitintensiven Therapie, sodass eine Immuntherapie oft erst spat, bei Versagen ande-
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rer symptomatischer Therapieformen verordnet wird. Indikationen einer SCIT sind die
Hyposensibilisierungen gegen Pollen-, Hausstaumilben- und Hymenopterengift- Aller-
gene. Es konnte gezeigt werden, dass SCIT eine praventive Wirkung auf die Ausbil-
dung allergischen Asthmas und neuer Sensibilisierungen hat (Des Roches et al. 1997,
Jacobsen et al. 2007). Die Welt-Allergie-Organisation (WAQO) empfiehlt daher Immun-
therapien zu friheren Zeitpunkten der Pathophysiologie durchzufiihren (Durham und
Leung 2011). Eine Langzeitwirkung der SCIT mit Pollen- und Hausstaubmilben-Aller-
genen ist bei Verabreichung von Erhaltungsdosen alle vier bis sechs Wochen uber
einen Zeitraum von drei bis funf Jahren gegeben (Marogna et al. 2010). Die erfolgrei-
che Behandlung einer Hymenopterengift-Allergie fiihrt zur Eliminierung des Risikos ei-
nes anaphylaktischen Schocks bei Provokation eines Feldstichs, und der Patient kann

als desensibilisiert betrachtet werden (Casale und Stokes 2011).

Trotz der nachgewiesenen Effizienz der spezifischen Immuntherapie zur Behandlung
IgE-vermittelter allergischer Erkrankungen, stellten sich auch Defizite dieser Therpie-
form heraus. Unterschiedliche Allergenextrakt-Préparate variieren in ihrer Allergenzu-
sammensetzung und -konzentration (Akkerdaas et al. 2003). Sie enthalten aufgrund ih-
res nativen Ursprungs oft Nicht-Allergene, au3erdem sind klinisch relevante Allergene
in einigen Préparaten unterreprasentiert (Blank et al. 2011; Movérare et al. 2002). Dies
kann zu einem Versagen der Therapie fihren und Neusensibilisierungen mit sich fih-
ren. Eine Komponenten-aufgeldste Diagnostik, die ein individuelles Sensibilisierungs-
profil des Patienten erstellt und eine, dem Allergenspektrum angepasste, Therapie er-
laubt, wirde diese Defizite umgehen. Klonierungen und rekombinante Expressionen
erlaubten die Identifizierung mehrerer hundert relevanter Allergene neben den bislang
charakterisierten Majorallergenen und zeigten die Entwicklung auf diesem Gebiet
(Cromwell et al. 2011).

Aufgrund des Risikos lokaler und systemischer Nebenwirkungen kann eine SCIT bei
stark ausgepragter oder fortgeschrittener Allergie nur unter klinischer Beobachtung
durchgefuhrt werden und ist fir den Patienten zumindest bei Therapiebeginn haufig mit
stérenden Symptomen verbunden. Innovative Anséatze, in denen unterschiedliche Vak-
zinierungsstrategien mit modifizierten Allergenen verfolgt werden, werden in Kapitel

1.2.4 vorgestellt.
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1.2  Allergene

Als Allergene werden Antigene bezeichnet, die in Allergikern hypersensible Immunre-
aktionen ausldsen. Die meisten Allergene sind harmlose Umweltantigene. Charakteris-
tisch fur die Allergene einer Soforttyprektion ist die Fahigkeit zur Quervernetzung Re-
zeptor-gebundener IgE-Antikdrper auf der Oberflache von Mastzellen und Basophilen.
Bei den meisten Allergenen handelt es sich um Proteine oder Glykoproteine mit einer
Molekilmasse zwischen 8 und 50 kDa (Valenta und Kraft 2001). Wie auch bei einem
nicht-allergenen Antigen, wird die Antikdrperbindungsstelle als Epitop bezeichnet. Da-
mit Allergene eine Quervernetzung von zwei Rezeptormolekilen induzieren kénnen,
missen mindestens zwei IgE-Epitope auf dem Molekul vorhanden sein. Kleinere Mole-
kile, die nur eine Antikdrper-Bindungsstelle besitzen, sogenannte Haptene, kénnen
nur dann eine Allergie auslésen, wenn sie an einem Tragermolekll gebunden vorlie-
gen. Werden in mehr als 50 % eines Patientenkollektivs, das eine Allergie gegen eine
bestimmte Spezies aufweist, spezifische IgE-Antikorper fir das gleiche Allergen nach-
gewiesen, besitzt dieses eine hohe klinische Relevanz und wird als Majorallergen be-

zeichnet. Liegt dieser Wert unter 50 % handelt es sich um ein Minorallergen.

Allergene, die eine Soforttypreaktion auslésen, lassen sich ihrer Exposition nach in drei
grolie Gruppen einteilen, die Inhalations-, die Ingestitions- und die Injektionsallergene.
Zu den Inhalationsallergenen gehoéren Allergene, die (iber den Respirationstrakt aufge-
nommen werden, wie Pflanzenpollen, Schimmelpilzbestandteile, Haut-, Speichel-, Kot-,
und Urinkomponenten von Tieren sowie Vogelfedern, Milbenkomponenten und Insek-
tenbestandteile. Zu den Uber den Gastrointestinaltrakt aufgenommenen Ingestionsall-
ergenen gehoren vorrangig Nahrungsmittelallergene. Injektionsallergene befinden sich
in Arzneistoffen und Insektengiften. Die Bezeichnung der Allergene erfolgt taxonomisch
nach Gattung und Art ihres Herkunftsorganismus sowie einer arabischen Zahl, welche
die Reihenfolge der Isolierung anzeigt. Bet v 1 ist dem nach das erste identifizierte All-
ergen der Weiltbirke Betula verrucosa. Diese Nomenklatur wurde von der IUIS (/nter-
national Union of International Societies) festgelegt, die ebenso Regeln definiert hat,
wann ein Protein als Allergen einzustufen ist (www. Allergen.org). Sind zwei Allergene
zu 67 % oder mehr ihrer Aminosauresequenz identisch, stellen sie Isoformen bzw.
Isoallergene des gleichen Allergens dar. Diese wurden alphabetisch nach der Reihen-
folge ihrer Identifikation mit kleinen Buchstaben gekennzeichnet, werden jedoch der

neusten Regelung nach, durch arabische Ziffern, die durch einen Punkt von der ersten
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Ziffer getrennt werden, gekennzeichnet. Stimmen zwei Varianten zu 97 % oder mehr
ihrer Aminosduresequenz Uberein, stellen sie keine weitere Isoform, sondern eine Un-
tergruppe der gleichen Isoform dar. Diese werden durch eine dritte und vierte Ziffer
nach dem Punkt dargestellt (z.B. Bet v 1.0401 und Bet v 1.0402) (Ring 2003). Im weite-
ren Verlauf dieser Arbeit werden die verwendeten Isoformen jedoch nach der alten Me-

thode mit kleinen arabischen Buchstaben gekennzeichnet (Vgl. S. 61).

Es gibt keine grundsatzlichen Eigenschaften, die ein Protein aufweisen muss, um eine
allergische Reaktion zu induzieren, allerdings scheinen eine groRe Anzahl von IgE-Epi-
topen pro Molekil, deren Ausrichtung, die Stabilitdt gegentber Proteolyse, das Vor-
handensein von Kavitaten in der dreidimensionalen Struktur und die H6he der zuge-
fuhrten Dosis sowie ein geringes Molekulargewicht und eine hohe Ld&slichkeit die Aller-
genitat eines Proteins zu erhdhen. Vielen Allergenen konnte auch eine Proteaseaktivi-
tét nachgewiesen werden, diese scheint ein Vorteil zur Uberwindung epithelialer Bar-
rieren zu sein (Hammad und Lambrecht 2008). Definierte sterische Strukturen, die eine
verlassliche Vorhersage der Allergenitét eines Proteins erlauben, konnten noch nicht
gefunden werden. Die Charakterisierung humaner IgE-Epitope kdnnte neue Erkennt-

nisse zur Allergenitat von Antigenen liefern.

1.2.1 Kreuzreaktivitat

Zu Kreuzreaktivitidten kommt es, wenn sich die Oberflachenstruktur von Allergenen un-
terschiedlicher Quellen dhnelt, sodass Epitope nicht nur auf dem, fir die Sensibilisie-
rung verantwortlichen Allergen, sondern auch auf vergleichbaren Allergenen durch
spezifische IgE-Antikérper erkannt werden. Kreuzreaktivitaten kénnen tber homologe
dreidimensionale Proteinstrukturen vermittelt werden. Ausldser sind konservierte Pro-
teinfamilien in der Pflanzenwelt, die sowohl in Pollen als auch z.B. Friichten und Wur-
zelbestandteilen unterschiedlicher Pflanzen vorkommen. Allergiker, die durch Inhalati-
on des Pollens einer Spezies sensibilisiert wurden, leiden oft wahrend der gesamten
Pollensaison an allergischen Symptomen und entwickeln haufig eine pollenassoziierte
Nahrungsmittelallergie, auch orales Allergie-Syndrom (OAS) genannt. Dies fuhrt zu all-
ergischen Reaktionen beim Verzehr roher Friichte oder roher Gemuisesorten. Diese
beschranken sich meist auf die Mund- und Rachenregion, da die Epitope durch die
Verdauungsprozesse im Magen-Darmtrakt zerstért werden. Es kommt dabei nur selten
zu systemischen Reaktionen (Breiteneder und Mills 2005). Davon abzugrenzen ist eine

direkte Nahrungsmittelallergie, bei der die Sensibilisierung durch Proteine entsteht, die
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in Verdauungsprozessen degradiert wurden und ihre Allergenitdt durch Behandlungen
wie Erhitzen oder Séureeinwirkung beibehalten. Mehrere Proteinfamilien, die zu Kreuz-
reaktionen flhren, konnten identifiziert werden. Am besten untersucht ist die Familie
der PR-10 Proteine (PR, pathogenesis related) héherer Pflanzen. Diese Proteine wer-
den bei bakteriellen Infektionen oder Stress vermehrt exprimiert. Homologe finden sich
in Baumpollen der Ordnung Fagales (Eiche, Erle, Buche, Haselnuss) sowie Frichten
oder Samen der Ordnungen Rosaceae (Pfirsich, Aprikose, Kirsche, Pflaume, Apfel Bir-
ne), Fabacea (Mungobohne, Erdnuss, Sojabohne), Apaceae (Karotte, Sellerie, Petersi-
lie) und anderen Ordungen (Spargel, Paprika, Kartoffel, Mango, Melone) (Midoro-Hori-
uti et al. 2001).

Profiline stellen eine weitere Proteinfamilie, die zu Kreuzreaktivitaten fuhrt, dar. Es han-
delt sich hierbei um monomere Aktin-Bindeproteine, die von eukaryotischen Zellen syn-
thetisiert werden und sich daher ubiquitér in einer groRen Bandbreite inhalativer und in-
gestiver Allergenquellen befinden (Ebo et al. 2004). Es konnte gezeigt werden, dass
viele Sensibilisierungen mit Graserpollen oder Pflanzenpollen der Ordnung Asteraceae
durch homologe Profiline in Nahrungsmitteln zu Kreuzreaktionen fiihren (Egger et al.
2006). Genau wie bei den PR-10 Proteinen werden auch die meisten Profiline durch
Erhitzen oder Verdauungsenzyme degradiert. Weitere identifizierte Kreuzreaktivitaten-
auslosende Proteinfamilien sind PR-5-Proteine und Lipid-Transferproteine (LTP)
(Webber und England 2010).

Neben Proteinstrukturen kénnen auch Kohlenhydratstrukturen, sogenannte CCDs (car-
bohydrate cross-reaktive determinants) zu Kreuzreaktivitdten fiihren. Dass bei Bienen-
und Wespengiftallergikern oft keine Doppelsensibilisierung, sondern eine Kreuzreaktivi-
tat gegenltiber hymenopterenspezifischer a-1,3-Fucosylierung vorliegt, konnte erst vor
kurzem aufgezeigt werden (Seismann et al. 2010). Inwieweit die Zuckerstrukturen IgE-
Epitope darstellen oder ob sie nur in Verbindung mit Proteinstrukturen erkannt werden,
wird kontrovers betrachtet (Altmann 2007). Bei allergischen Reaktionen auf mehrere
Allergenquellen ist eine Unterscheidung, ob kreuzreaktive IgE-Antikérper vorhanden
sind oder der Patient mehrfach sensibilisiert wurde, fir die Auswahl der Allergene, die
wahrend einer SIT appliziert werden, entscheidend. Werden zusétzlich unspezifische

Allergene eingesetzt, kann es zu Neusensibilisierungen kommen.
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1.2.2 Betv 1, Majorallergen des Birkenpollen

Allergische Rhinitis (Heuschnupfen) und allergisches Asthma besitzen eine Préavalenz
von 15-20 %, abhéngig von Alter und geografischer Lage (Bousquet et al. 2001). In
etwa 50 % der Falle liegt eine Sensibilisierung durch Pollen-Allergene vor, wodurch die
Pollen-Allergie (Pollinosis) die bedeutendste Allergie ist (Bartra et al. 2009). Als Pollen
werden die mannliche Gametophyten von Pflanzen bezeichnet. Zu den Pflanzen, die
haufig eine Pollinosis auslésen gehéren Baume, Straucher, Graser- und Getreidesor-
ten. Je nach Art kann eine einzelne Pflanze bis zu 108 Pollen pro Jahr verbreiten.
Windbestdubende Pflanzen produzieren dabei die meisten Pollen mit guten Schwebe-
eigenschaften, die teilweise kilometerweit transportiert werden. In Nordeuropa, Asien
und Nordamerika ist die Birke der bedeutendste Verursacher einer Pollinosis. Bislang
konnten 6 Allergene in Birkenpollenextrakten identifiziert werden. 97 % der Birkenpol-
lenallergikern besitzen spezifisches IgE fur das Allergen Bet v 1, 57 % sind ausschlief3-
lich gegen Bet v 1 sensibilisiert (Jarolim et al. 1989). Es handelt sich hierbei um ein
kleines acides Protein mit einer Molekilmasse von 17,5 kDa, das sich im Pollen in der
Nahe ER-gebundener Ribosomen befindet und keine Glykosylierungen besitzt (Grote
1991). Bisher konnten 30 Isoallergene identifiziert werden, von denen einige noch un-
terschiedliche Unterformen aufweisen (Swoboda et al. 1995; IUIS). Bet v 1 gehdrt der
Proteinfamilie der PR-10 Proteine an und verfiigt Gber deren typische Faltungstopolo-
gie (s. Abb. 1.4).

Betula verrucosa Bet v 1.0101 Bet v 1-assozierte Kreuzreaktivitaten
haufig auf;

Paollen versandies Bagme
- Eichenpollen
g : Erenpolien
Buchenpallen anderea
,‘)f Haselnusspollen Karotte
’ ;‘ Frichis Seflarie

Pfirsich Petersilie
Aprikose Spargel
Kirsche Paprika
Pflaume Kartoffal
Aplet Mungobohne
] Bime Erdnuss
\""“:--:"‘.."\- Mango Haselnuss
Melons Sojabohne

1 { Erdbaare
N

Abb. 1.4 Bet v 1, Majorallergen der WeiBbirke Betula verrucosa.

Dargestellt ist der Pollen-enthaltende mannliche Blitenstand einer Weillbirke sowie die Proteinstruktur des
Bet v 1a (PDB 1BV1). Rechts sind weitere Baumarten der Familie Fagales sowie Obst- und Gemisesor-
ten und weitere Pflanzenbestandteile aufgelistet, die haufig nach einer Bet v 1 Sensibilisierung durch
kreuzreaktive spezifische IgE bei Kontakt zu allergischen Symptomen fiihren.
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Die Sequenzhomologie zu anderen Allergenen dieser Familie betragt 35-69 %. Spezifi-
sche Antikérper zeigen ein hohes Mald an Kreuzreaktivitdten zu anderen PR-10 Protei-
nen, sodass 50-93 % der Birkenpollen-Allergiker Nahrungsmittelallergien entwickeln
(Vieths et al. 2002). Aufgrund dieser hohen klinischen Relevanz stellt es ein ideales
Modellprotein flr neue therapeutische Strategien dar und konnte bereits kristallisiert
werden (Gajhede 1996; Pomés 2010). Dies gelang sogar fur den Komplex mit einem

murinen monoklonalem Antikdrperfragment (Spangfort et al. 1999).

Auch die erfolgreiche Verwendung rekombinanten Allergens in der SIT wurde mehr-
fach klinisch belegt (Grénlund und Gafvelin 2010). Aktueller Bestandteil von Forschun-
gen ist die Suche nach natirlichen hypoallergenen Isoformen, bzw. die rekombinante
Generierung modifizierter Molekile mit reduzierter Allergenitét fur eine verbesserte Im-

muntherapie mit geringeren Nebenwirkungen (Markovi¢-Housley et al. 2003).

1.2.3 Phl p 5, Majorallergen des Wiesenlieschgrases

Die Hauptquelle von Graspollen-Allergenen bildet die Familie der StiRgrédser (Poca-
ceae), zu denen auch fast alle Getreide- und Nutzpflanzen gehéren. Sie kommen aber
auch im Griin-und Grasland weltweit vor und besitzten eine hohe Pollenverbreitungs-
kapazitat, sodass weltweit etwa 50 % aller Allergiker Reaktionen auf Graserpollen zei-
gen (Andersson 2003). Nach ihren strukturellen und immunologischen Eigenschaften
wurden Graserpollen-Allergene in 13 Gruppen klassifiziert (Taketomi et al. 2006). Das
groéte allergene Potential weisen Allergene der Gruppen 1 und 5 auf. In 95 % der Gra-
serspollenAllergiker konnten spezifische IgE-Antikérper fir Gruppe 1-Allergene, saure
Proteine mit einem Molekulargewicht zwischen 31 und 35 kDa, nachgewiesen werden
(Ball et al. 2009). 85 % der Graspollenallergiker weisen spezifische IgE-Antikérper fur
Graspollen-Allergene der Gruppe 5 auf, die eine Masse von 27-33 kDa besitzen (We-
ber 2003).

Fur das Graserpollen-Allergen 5 des Wiesenlieschgrases (Phleum pratense) konnten
in 95 % der Graserpollen-Allergiker spezifische IgE-Antikérper nachgewiesen werden
(Valenta 1992). Das Allergen kommt naturlicherweise in zwei Isoformen vor, Phl p 5a
und Phl p 5b, von denen jeweils mehrere Unterformen identifiziert werden konnten
(IUIS). Phl p 5a und Phl p 5b zeigen eine hohe Sequenzhomologie und unterscheiden
sich kaum in ihrem Molekulargewicht und ihren biochemischen Eigenschaften (Neer-
ven und Bufe 1999).

18



1 EINLEITUNG

2002 gelang es, die Kristallstruktur eines proteolysierten C-terminalen Fragments des
Phl p 5 b zu erhalten. Die Proteinfaltung entspricht einem 4-Helix-Blindel, welches aus
vier a-Helices besteht, die dicht nebeneinander um einen hydrophoben Kern angeord-
net sind. Fir das N-terminale Fragment konnte dieses Motiv aufgrund der homologen
und ebenfalls Alanin-reichen Sequenz vorhergesagt werden (Rajashankar et al. 2002;
Bufe et al. 1996). Eine ganz ahnliche Proteinfaltung konnte fiir das Allergen Phl p 6 be-
obachtet werden und wurde im Rahmen dieser Arbeit als Matrize fur Strukturmodellie-
rungen des noch nicht kristallisierten N-terminalen Phl p 5-Fragementes verwendet
(Vrtala et al. 1999, Abb.1.6) Es bleibt unklar, ob die a-Helices beider Fragmente vor
der Proteolyse nebeneinander angeordnet sind oder ob sie ineinandergreifen und ein
Multi-Helix-Biindel formen. Die biologische Funktion des Allergens ist ebenfalls unklar,
dem Phl p 5b konnte eine Ribonukleaseaktivitdit nachgewiesen werden (Bufe et al.
1995) .

Phleum pratense Phl p 5a Phl p 5a
M=lerminales C-lerminales
I-ragmcn: F-'r.;‘rgm{}n[
a -

L

Abb. 1.5 Phl p 5, Majorallergene des Wiesenlieschgrases Phleum pratense.

Dargestellt sind Rispendhren des Wiesenlieschgrases und Strukturmodellierungen der N- und C-termina-
len Fragmente des, durch Proteolyse gespaltenen, Phl p 5a-Allergens.

1.2.4 Allergenmodifikationen als neue Strategien der SIT

Allergenmodifikationen oder additiv verabreichte Substanzen zielen darauf ab, Neben-
wirkungen der SIT zu verringern, den Therapieverlauf zu beschleunigen und/oder die
Effizienz zu erhdhen. Ein durch unterschiedliche Methoden verwirklichtes Prinzip ist
hierbei die Reduzierung konformationeller, sogenannter B-Zell- oder auch IgE-Epitope

auf der Oberflache der Allergene. Gleichzeitig soll die Anzahl der T-Zell-Epitope, also
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linearer Peptide, die als Komplex mit MHC-II-Molekilen prasentiert werden und die T-
Zell-abhangigen immunmodifizierenden Eigenschaften der Molekile auldsen, erhalten
bleiben. Diese Derivate kdnnen nicht mehr an allergenspezifsche IgE-Antikérper bin-
den, ihre Allergenitat wurde verringert. Die IgE-erleichterte Aufnahme und Prasentation

von Allergenen durch DC und B-Zellen soll dadurch ebenfalls unterbunden werden.

Als Allergoide werden mittels Glutardialdehyd oder Formaldehyd modifizierte Allergen-
extrakte bezeichnet, die eine deutlich verminderte Anzahl von IgE-Epitopen besitzen
(Henmar et al. 2008). Die Aufdosierungsphase einer SCIT wird deutlich verkirzt, da
héhere Extraktdosen verabreicht werden kdnnen, ohne gleichzeitig eine Verstarkung
der Nebenwirkungen zu bewirken. Die Anwendung ist in Europa als sogenannte Kurz-
zeittherapie etabliert (Corrigan et al. 2005; Williams et al. 2007; Zielen et al. 2010).

In der Peptid-basierten Immuntherapie (PIT, Peptide Immunotherapy) werden stark
verkurzte Peptide des Allergens injiziert. Diese enthalten keine konformationellen
B-Zell-Epitope und sind nicht in der Lage Rezeptor-gebundene IgE-Antikdrper querzu-
vernetzen. Eine erste Patientenapplikation wurde 1996 mit Peptiden des Katzenaller-
gens Fel d 1 durchgefihrt (Norman et al. 1996). Dieser und darauf aufbauende Versu-
che mit synthetischen Fel d 1- und Api m 1-Peptiden konnten in vivo die Induktion einer
humanen T-Zell-Toleranz gegeniiber dem Vollallergen demonstrieren (Oldfield et
al.2002; Muller et al.1998). Eine optimale Dosis eingesetzter Peptide konnte sicher und
effektiv eingesetzt werden guten, héhere Dosen wurden jedoch in einem inflammatori-

schen Kontext erkannt (Larche et al.2007).

Die Darstellung von Allergenen mithilfe rekombinanter DNA-Technologien erlaubt eine
exakte Zusammensetzung und Konzentration der Allergene fiir die Verabreichung ei-
ner Patienten-angepassten Allergen-Komposition. In diesem Zusammenhang muss je-
doch beachtet werden, dass die Wahl des Expressionssystems, als auch Puffer- und
Lagerungsbedingungen bei der ,Produktion” erwiesenermalien Einfluss auf die Allerge-
nitat der Proteine haben, da sie veranderte posttranslationalen Modifikationen oder Fal-

tungstopologien verursachen kénnen (Wallner et al. 2009; Seismann und Blank 2010).

Mehrere klinische Studien konnten die Effizienz einer SCIT, die mit rekombinanten All-
ergenen durchgeflhrt wurde, nachweisen. Eine Applikation von finf rekombinanten
Wildtyp-Allergenen des Wiesenlieschgrases zeigte die gewiinschte Effizienz (Jutel et
al. 2005). In einer 2008 veréffentlichten klinischen Studie wurde ein direkter Vergleich

fur die Verwendung rekombinant dargestellter und extrahierter Bet v 1-Allergene des
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Birkenpollen fir eine Desensiblilsierung durchgefihrt. Das Ergebnis zeigte, dass mithil-
fe rekombinanter Proteine nahezu identische Effekte erzielt werden konnten (Pauli et al
2008). Noch nicht ganzlich geklart ist die Frage, wieviele rekombinante Allergene einer
Quelle in kommerziellen Préparaten enthalten sein missen und inwieweit unterschied-

liche Isoformen eines Allergens berticksichtigt werden missen.

Rekombinante Allergene bieten zudem den Vorteil, dass sie durch Mutagenese veran-
dert und B-Zell-Epitope auf der Oberflache eliminiert werden kénnen. Es entstehen so-
genannte hypoallergene Varianten mit reduziertem Potential zur Rezeptor-Quervernet-
zung. Um die dreidimensionale Struktur von Allergenen zu verandern, werden unter-
schiedliche Strategien verfolgt. Neben der Mutation oder Deletion einzelner Aminosau-
ren wurden auch Konzepte der Oligomerisierung und Entwicklung von Allergenhybride-
en verwirklicht (Linhart et al. 2008). Durch in vitro-Analysen werden die modifizierten
Proteine Immuninhibitionstests und Analysen zur Aktivierung und Degranulation von
Basophilen unterzogen, um sie auf ihre verbleibende IgE-Reaktiviat hin zu testen. Zur
Evaluierung der Immunogenitét, also des Potentials eine Immunantwort auszul6ésen,
werden T-Zellen allergischer Patienten kultiviert und ihre Aktivierung bei Zugabe des
modifizierten Allergens untersucht. Eine umfassende Evaluierung impliziert auch in vi-
vo-Studien, die zunachst als Haut- und Provokationstests am Patienten durchgefiihrt
werden (Cromwell et al. 2011). Ebenfalls anhand des Bet v -Allergens wurde der An-
satz eines rekombinanten hypoallergenen Vakzins bis zur klinischen Anwendung reali-
siert. Dies flihrte 2004 zur Verdéffentlichung der Ergebnisse der ersten und bislang ein-
zig vollendeten klinischen Studie zur Immunisierung von Patienten mit einem hypoaller-
genen Allergenderivat im Rahmen einer SCIT. Verabreicht wurden zwei verkirzte
Fragmente des Bet v 1-Allergens sowie ein artifizielles Allergen-Trimer (Niederberger
et al. 2004). Obwohl das hypoallergene Potential dieser Allergenderivate zuvor belegt
werden konnte, wurde lediglich eine verringerte Effizienz bei einem erhéhten Risiko
systemischer Reaktionen im Vergleich zur gewéhnlichen SCIT dokumentiert. Mausmo-
delle mit dem Katzen-Allergen Fel d 1 und weitere noch laufende Studien zeigen viel-
versprechendere Resultate (Saarne et al. 2011; Pree et al. 2007; Kahlert et al. 2008).

Neben der Verdnderung von Allergenen ist eine weitere Strategie die, vor oder wah-
rend der SIT durchgefiihrte, parallele Applikation immunmodulierender Therapeutika
oder Adjuvantien. Hier konnten fir die Verabreichung des humanisierten Anti-IgE-Anti-
kérpers Omalizumab vor einer SCIT ein verringertes Therapierisiko anaphylaktischer

Reaktionen und reduzierte Symptome allergischer Rhinitis erreicht werden (Casale et
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al. 2006). Ob dieser Effekt bei Absetztung des Omalizumab und einer Fortflihrung der

SCIT andauert, wird derzeit untersucht.

In einer Reihe weiterer Anséatze wird versucht durch zusatzliche Stimulation von TLR
auf APC, die natirlicherweise Tres- sowie Ty1-Zell-Antworten auslésen, die Effekte ei-
ner traditionellen SCIT zu verstarken. Agonisten des TLR-4 sind Endotoxine, wie LPS,
der TLR-9 erkennt hingegen unmethylierte Nukleotidsequenzen mit benachbarten Cy-
tosin- und Guanin-Nukleotiden (CpG, Cytosine-phosphate-Guanine), ein Motiv, wel-
ches in eukaryotischen Organismen methyliert vorliegt. Eine positive Wirkung dieser
Substanzen konnte bei Pollenallergikern in vivo, besonders bei SCIT-additiver Verab-
reichung vor der Pollensaison, beobachtet werden (Casale et al. 2011). Die CpGs wir-
ken effizienter, wenn sie an ein unspezifisches Allergen gekoppelt werden (Creticos et
al.2006; Casale et al. 2011).

Die Fusionierung von Allergenen mit humanen IgG-Fc-Doménen soll eine Allergen-in-
duzierte Quervernetzung von IgE-Rezeptoren auf Mastzellen verhindern, indem eben-
falls auf den Zellen befindliche Fcyll- mit den Fcel-Rezeptoren quervernetzt werden.
Hierfir wurde bereits ein Mausmodell etabliert (Zhu et al. 2005). Das Gebiet neuer
oder modifizierter Therapien wird durch Studien mit intralymphatischen Injektionen, an
Viruspartikel fusionierten Allergenen und Molekulen, die eine Verstarkung der Allergen-

Présentation als MHC-II-Peptidkomplexe ausldsen, erweitert (Akdis et al. 2009).

Da viele Ansatze fiir Verbesserungen der SIT auf der Zerstérung der B-Zell-Epitope
der Allergene beruhen, kénnte eine Charakterisierung origindrer humaner IgE-Epitope
zu gezielten Strategien mit exakt definierten Allergen-Modifikationen fiihren. Die Ver-
fugbarkeit monoklonaler, allergenspezifischer Antikdrper bietet die Méglichkeit, solche
Epitopcharakterisierungen durchzufiihren. Mithilfe rekombinante DNA-Technologien
lassen sich variable Antikérper-Dom&nen in Form kombinatorischer Bibliotheken in ge-
eignete Vektoren insertieren, und durch Selektionsstrategien kénnen allergenspezifi-
sche Antikorperfragmente erhalten werden. Fiir eine nachfolgende Analyse missen
diese dann in geeignete Formate Ubertragen werden. Im letzten Teil dieser Einleitung
sollen kurz die Erstellung und Verwendung kombinatorischer Antikdrperbibliotheken er-

|autert werden.
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1.3 Kombinatorische Antikdrperbibliotheken

Die Anwendung monoklonaler Antikdrper reicht von Forschungszwecken und dem Ein-
satz fur diagnostische Zwecke bis hin zu therapeutischen oder Therapie-begleitenden

Applikation z.B. in der Onkologie.

Die Darstellung monoklonaler Antikdrper gelang Kéhler und Milstein durch Fusionie-
rung Antikdrper-sezernierender muriner Milzzellen mit Myelomzellen (Kéhler und Mil-
stein 1975). Eine so erhaltene immortalisierte hybride Myelomzelllinie sezerniert mono-
klonale Antikérper. Durch vorhergehende Immunisierung der Maus mit einem Antigen
kann die Spezifitdt der Antikérper definiert werden. In Bindungsanalysen werden dann
nur solche Zelllinien selektiert, deren Antikérper das Zielmolekil binden. Die Technolo-
gie ist zeitaufwendig, kostenintensiv und konnte bislang nicht fir die Generierung mo-
noklonaler IgE-Antikérper erweitert werden. Die Verfiigbarkeit von IgE-Antikérpern ist

jedoch durch die geringe Konzentration im Serum stark begrenzt.

Seit einiger Zeit haben sich rekombinante Verfahren etabliert, die eine relativ einfache
Erstellung, Selektion und Manipulation von Antikérper-Bibliotheken erlauben. Die be-
kanntesten Verfahren sind das Ribosomendisplay und das Phagendisplay, wobei letz-
teres am haufigsten zum Einsatz kommt. Hierbei werden variable Antikérperdomanen
auf genetischer Ebene randomisiert verkniipft und in ein Phagemid eingebracht. Bei In-
fektion eines geeigneten Wirtsstammes mit dem Phagemid erfolgt die fusionierte Ex-
pression eines Antikérperfragmentes mit einem Phagenprotein. Diese phanotypische
Phagenbibliothek kann dann einer Festphasen-Selektion mit dem Zielprotein unterzo-
gen werden. Der Erhalt eines spezifisch bindenen Phagens liefert einem dann, nach
Amplifikation des Phagemids in dem Wirtsorganismus, das isolierte Phagemid und so-
mit die Sequenzinformationen der variablen Antikérperdoménen. Diese kdnnen dann

fur die Darstellung gewtlinschter Antikdrperformate verwendet werden.

Durch die Darstellung des naiven Immunrepertoires aus Wirbeltieren sowie durch syn-
thetisch randomisierte Bibliotheken kann eine hohe Diversitat generiert werden. Beide
Ansétze lassen die Selektion gegen diverse Antigene zu. Antikdrper aus synthetischen
Bibliotheken erkennen jedoch auch nichtimmunogene Epitope und sind fir die Analyse
der origindren Allergen-IgE-Interaktion weniger geeignet. Immunbibliotheken, bei de-
nen eine Immunisierung mit dem Zielantigen erfolgt, liefern hochspezifische Antikérper,

die eine Affinitatsreifung vollzogen haben. Die Verwendung einer Bibliothek, die das
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Immunrepertoire eines allergischen Patienten beinhaltet, eine so genannte Patientenbi-
bliothek, erlaubt die Selektion und anschlieBende Analyse orginarer IgE-Antikdrper, die
in direktem Kontext zur Allergie stehen. IgE-Bibliotheken zeichnen sich dadurch aus,
dass sie nur solche Vy-Doméanen eines allergischen Patienten beinhalten, die auf
mRNA-Ebene durch Isotypenwechsel mit den konstanten Regionen eines IgE-Antikor-

pers verknUpft waren (s. Abb. 1.6).
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Abb. 1.6 Phagendisplay-Antikérperbibliotheken

Die Gene von Vu und Vi-Doménen werden in ein Phagemid insertiert. Sie kénnen synthetischen Ur-
sprungs oder dem Immunrepertoir von Wirbeltieren entnommen sein. Aus der Phagenbibliothek kénnen
dann durch Festphasenselektion bindende Phagen isoliert werden. Im Falle einer IgE-Bibliothek werden
durch die Oligonukleotide nur Vy-Doménen verwendet, die auf mMRNA-Ebene mit der Sequenz von ¢Ch-
Genen verkniipft waren.
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1 EINLEITUNG

Als Grundlage dieser Arbeit diente, zur Darstellung einer Bibliothek diente die mRNA
von CD*19 B-Zellen dreier Birkenpollen-Allergiker, die dann in einer reversen Tran-
skription IgE-spezifisch umgeschrieben wurde. Die Vy-Regionen wurden mit Oligonu-
kleotiden amplifiziert, welche das gesamte Repertoire humaner Vy-Sequenzen abge-
deckten und die pool-Bibliothek dieser Vy-Sequenzen wurde in das Phagemid pHEN2
insertiert, in dem humane V. Regionen mit synthetisch-randomisierten CDR-Regionen
der Griffin 1- Bibliothek vorhanden waren (Griffin und Ouwehand 1995). Diese Biblio-
thek konnte erfolgreich einer Selektion gegen Bet v 1 unterworfen werden und ein bin-

dendes scFv fur weitere Analysen zuganglich gemacht werden.

Das Phl p 5a-spezifische scFv (single chain fragment variable), welches im Rahmen
dieser Arbeit verwendet wurde, entstammte einer Phagen-Bibliothek bei der Fab (frag-
ment antigen binding) auf der Oberflache filamentéser Phagen einer Allergenselektion

unterzogen wurden (Steinberger et al. 1996; Flicker et al. 2000).

1.4 Zielsetzung

Im Rahmen dieser Arbeit sollte eine molekulare Analyse der spezifischen Interaktion
von Allergenen mit monoklonalen Antikérpern ermdglicht werden. Die aus dieser
Analyse gewonnenen Erkenntnisse kénnten herangezogen werden, um verbesserte
Wirkstoffe im Rahmen einer Immuntherapie allergischer Erkrankungen zu generieren.
Selektanden in Form eines Bet v 1a- und eines Phl p 5a-spezifischen scFv sollten in bi-
valente Formate der Allergie-relevanten Antikérper-lIsotypen IgE, IgA und IgG Uberfiihrt
werden. Neben der Eigenschaft der Bivalenz sollten die generierten Antikdrperkon-
strukte Uber das Potential zur Bindung ihrer spezifischen Fc-Rezeptoren und natirliche
humane posttranslationale Modifikationen verfiigen, um im weiteren Verlauf zellulare
Funktionsanalysen zu ermdéglichen. Bei einer erfolgreichen Darstellung der Antikérper
sollten diese mithilfe geeigneter Reinigungsmethoden isoliert und Interaktionsanalysen
zur Charakterisierung ihrer Bindungseigenschaften unterzogen werden. Es sollte so-
wohl die Allergen-Antikdrper-Interaktion als auch die Bindung an Rezeptoren sowie die
Induktion von Effektoreigenschaften betrachtet werden. Durch eine rekombinante Dar-
stellung der Allergene, die eine gezielte Veranderung definierter Teilbereiche erlaubt,
sollte dann versucht werden, essentielle Strukturen fur die Allergen-Antikdrper-Wech-

selwirkung zu identifizieren.
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2 MATERIAL

2.1 Enzyme und Standards

Die folgenden Enzyme und Standards wurden blicherweise bezogen von:

MBI Fermentas (St. Leon-Rot):

Invitrogen (Karlsruhe):

2.2  Antikérper

Restriktionsenzyme

Calf Intestinal Alkaline Phosphatase
Shrimp Antarctic Phosphatase
T4-DNA-Ligase

M

PageRuler™ Prestained Protein Ladder,
PageRuler™ Unstained Protein Ladder
L-DNA/Eco130I (421-7743 bp)
A-DNA/Eco47] (308-8126 bp)

pUC19 DNA/Mspl (67-501 bp)

DreamTag™ DNA-Polymerase

SuperScrip™ Ill Reverse Transcriptase

Accuprime™ Pfx-Polymerase

Das verwendete Bet v 1a-spezifische Antikdrperfragment wurde im Arbeitskreis durch

Amir Sabri aus einer, ebenfalls von ihm generierten, scFv-Bibliothek selektiert. Das

verwendete Phl p 5a-spezifische Antikérperfragment wurde als Fab-Fragment selektiert

(Steinberger et al.1996) und Sequenzinformationen der variablen Ketten verwendet,

um im Arbeitskreis durch Mutation eines anderen scFv diese scFv zu generieren. Die

verwendeten allergenspezifischen Hybridom-Zell-Antikérper wurden durch die Hybri-

domtechnolgoie generiert (Kéhler und Milstein,1975) und und eine Umklonierung in hu-

mane Antikérperkonstrukte erfolgte durch Stefanie Etzold und Ingke Braren. Als pri-

mare Antikérper, Direkt-Konjugate oder sekundare Antikérper wurden eingesetzt:
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2 MATERIAL

Sigma-Aldrich (Taufkirchen): Anti-murin 1IgG AP-Konjugat
Anti-human IgG (y-Kette) AP-Konjugat
Anti-human IgA AP-Konjugat

BD Biosciences (Heidelberg) Anti-human Ig AP-Kongugat (monoklonal)
Anti-human CD89 PE-Konjugat
Anti-human IgE

YO Proteins (Huddinge) Anti-human IgA FITC-Konjugat
NEB Anti-CBD (monoklonal)
5Prime (VWR, Darmstadt) Anti-Penta His

2.3 Chemikalien und Bioreagenzien

Standard-Chemikalien, Salze, etc. wurden Ublicherweise von Merck (Darmstadt), Sig-
ma (Taufkirchen), Roth (Karlsruhe), PeqLab (Erlangen), AppliChem (Darmstadt) oder
Calbiochem (Schwalbach), Millipore (Eschborn) bezogen.

Pierce, Thermo Scientific (Bonn) EZ-Link TFPA-PEG?®-Biotin
AppliChem (Darmstadt) pNAG
Carl Roth GmbH (Karlsruhe) Roti?-MagBeads Streptavidin

24 Affinitatsmatrizes

Folgende Affinitdtsmatrices wurden bezogen von:

QIAGEN (Hilden): Ni-NTA-Agarose
Sigma-Aldrich (Taufkirchen): Protein L-Agarose
NEB: Chitin-Beads

Amylose- Resin

2.5 Bakterienstamme und Zelllinien

Bei den eingesetzten Bakterienstdmmen handelte es sich um verschiedene E. coli
K12-Stdmme. Fur Klonierungen und Standard-Anwendungen molekularbiologischer Ar-
beiten sowie zur Expression von MBP-Fusionskonstrukten wurden XL1blue-Zellen ein-
gesetzt. Fur Expressionen von Intein-CBD-Fusionskonstrukten wurde der Expressions-
stamm BL21(DE3) genutzt (Clontech, Palo Alto, Ca). Zur rekombinanten Expression

von Antikérpern wurde die humane Zelllinie HEK293 verwendet (Invitrogen life techno-
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2 MATERIAL

logies, Karlsruhe). Fir die FACS-Analysen hinsichtlich der Rezeptorbindung von IgA-
Antikérpern wurden U937-Zellen verwendet (Invitrogenlife technologies, Karlsruhe).
Degranulationsanalysen wurden mit RBL-2H3-SX38-Zellen durchgefiihrt, die freundli-
cherweise durch JP Kinet vom Department of Pathology des Beth Israel Deaconess

Medical Center, Boston zur Verfiigung gestellt wurden.

2.6 Vektoren

Die Vektoren pMAL-c2X und pTXB1 fiir die prokaryotische Expression der Allergen-Fu-
sionskonstrukte wurden von NEB (Frankfurt am Main) bezogen. Die Vektor-Systeme
pcDNA3.1*/Zeo und pBudCE4.1 zur eukaryotischen Expression in HEK293-Zellen wur-
den von Invitrogen life technologies (Karlsruhe) bezogen. Die Vektoren pMal-Phlp5a
und pMal-Phlp5b wurden freundlicherweise von Arnd Petersen aus dem Forschung-

zentrum Borstel zur Verfligung gestellt.

2.7  Oligonukleotide

Alle in dieser Arbeit eingesetzten Oligonukleotide wurden von der metabion-Gesell-
schaft fir angewandte Biotechnologie mbH (Planegg-Martinsried) synthetisiert. Die Se-

quenzdaten sind im Anhang aufgefihrt.

2.8 Puffer und Lésungen

Die benutzten Puffer, Losungen sowie ihre Zusammensetzungen sind nachfolgend auf-
gefuhrt.

Agarosegel-Auftragspuffer (6x): 0,09 % (w/v)  Bromphenolblau
0,09 % (w/v)  Xylen Cyanol FF
60 % (w/v) Glycerol
60 mM EDTA

Ampicillin-Stocklésung: 20 mg/mi Ampicillin
70 % (viv) Ethanol
30 % (v/v) ddH:O

Amylose-Saulenpuffer: 20 mM Tris-HCI, pH 7,40

200 mM NaCl

1 mM EDTA, 45 pum filtrieren
Amylose-Elutionspuffer: 10 mM Maltose in Amylose-Saulenpuffer I6sen,

45um filtrieren
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2 MATERIAL

APS-Stocklésung:

Carbonatpuffer:

(fur Degranulationsanalysen)

Chitin-Saulenpuffer:

Citratpuffer (fur HRP):

Citratpuffer (fir pNAG):

Coomassie-Farbeldsung:

Coomassie-Entfarbeldsung:

Detektionspuffer (fiir AP):

EDC-L6sung:

Detektionspuffer (fir HRP im ELISA):

FKS:

Glucose-Stocklésung:

Kanamycin-Stocklésung:

NaAc-Ldsung:
Neutralisierungspuffer

NBT-Stocklésung:

NHS-L&sung:

10 % (w/v)
100 mM
0,53 ¢
0,429

20 mM
500 mM

1 mM

50 mM

53 mM

47 mM

0,1 % (w/v)
1 % (viv)
40 % (v/v)

20 % (VIv)
80 % (V/v)

0,1 M
1M
0,1M
400 mM
3,3 mg

15 ml
30 ul

20 % (w/v)

20 mg/ml

3M
1M

0,1 % (w/v)

100 mM

Ammoniumpersulfat in ddH.O Iésen La-
gerung bei +4 °C

Carbonat

Natriumcarbonat
Natriumhydrogencarbonat

Tris-HCL, pH 8,5
NacCl
EDTA , 45 um filtrieren

Zitronensaure, pH 4,0

Zitronensaure
tri-Natriumcitrat x H,0O,
pH 4,5 einstellen

Coomassie Brilliant Blau R-250
Eisessig
Methanol

Eisessig
Wasser

Tris-HCI, pH 9,5
MgC|2X 6H.0
NaCl,

EDC, in ddH,O Iésen, Lagerung in
180 ul Aliquots bei -20°C

ABTS
Citratpuffer, pH 4,0
H20- (30 %)

30 min bei 56 °C hitzeinaktivieren, La-
gerung in 50 ml Aliquots bei -20 °C

a-D-Glucose (wasserfrei) in ddH,O 16-
sen, steril filtrieren

Kanamycin in ddH,O lésen, steril filtrie-
ren, Lagerung bei -20 °C

Natriumacetat, pH 5,2
TrispH 7,4

NBT in 0,1 M Tris-HCI, pH 9,5, Lage-
rung bei -20 °C

NHS in ddH,O I8sen, Lagerung in
180 ul Aliquots bei -20°C
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2 MATERIAL

Ni-NTA Puffer (10 X):

PAGE-Probenpuffer (3x):

reduzierend:

PAGE-Sammelgel-Puffer (4x):

PAGE-Tankpuffer (5x):

PAGE-Trenngel-Puffer (4x):

PBS :

PEG/NaCl-Lésung:

Phenol/Chloroform:

pNAG-Substratlésung:

Protein L Elutionspuffer:

Quantifizierungs-Blockierldsung:

Quantifizierungs-Verdinnungsldsung:

Quantifizierungs-Waschldsung:

SDS-Stocklésung:
SDS-PAGE Anodenpuffer:

SDS-PAGE Kathodenpuffer:

500 mM
3M
100 mM

250 mM

40 % (viv)

8 % (w/v)
0,004 % (w/v)
100 mM

0,5M
0,4 % (wlv)

0,125 M
0,96 M
0,5 % (W)

1,5M
0,4 % (wlv)

100 mM
33 mM
17 mM

20 % (w/v)
25M

50 % (v/v)
50 % (v/v)

8 mM

100 mM

50 mM
140 mM
1% (wiv)

50 mM

140 mM
1% (w/v)
0,05% (v/v)

50 mM

140 mM
0,05% (v/v)
10 % (w/v)
40 mM

100 mM
100 mM

NaH2PO4
NaCl
Imidazol, 10 fach verdiinnen, pH 7,8

Tris-HCI, pH 6,8
Glycerol

SDS
Bromphenolblau
DTT zusatzlich

Tris-HCI, pH 6,8
SDS, Lagerung bei +4 °C

Tris-HCI, pH 8,3
Glycin
SDS

Tris-HCI, pH 8,8
SDS, Lagerung bei +4 °C

NaCl
Na;HPO, wasserfrei
NaH,PO.-Monohydrat, pH 7,4 einstellen

Polyethylenglycol-6000
NaCl, autoklavieren

Phenol (Tris-gesattigt)
Chloroform

pNAG in Citratpuffer I6sen, Lagerung in
2 ml Aiquots bei -20 °C

Zitronensaure pH 3
Tris

NacCl

BSA, pH 8 einstellen
Tris, pH 8

NaCl

BSA
Tween 20

Tris, pH 8

NaCl

Tween 20
Natriumdodecylsulfat in ddH,O
Tris, pH 8,9

Tris, pH 8,6
Tricin
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2 MATERIAL

TAE (50x):

TBS

TE-Puffer

TPBS (fir SPR):

Transferpuffer:

Tris-Puffer:

Tris-Tricin Gelpuffer:

Tyrodes-Puffer

vor Gebrauch hinzugeben:

2.9 Medien

0,1 % (w/v)
2M
50 mM

50 mM
150 mM

10 mM
1mM

0,01 % (v/v)

25 mM
19,2 mM
20 % (v/v)

1M

3M
0,3 % (W/v)

764
0,449
0,2g
0,2g
2449
0,1 % (w/v)
0,1 %(w/v)

SDS
Tris-Acetat,
EDTA, pH 8,5 mit Essigsdure einstellen

Tris-HCI, pH 7,5
NaCl

Tris-HCI, pH 8,0
EDTA

Tween 20 in PBS

Tris, pH 8,3
Glycin
Isopropanol

Tris-HCI, pH 7,5

Tris, pH 8,45
SDS

NacCl

Kcl

CaCl, x 2H,0

MgC|2 x 6H.0

HEPES, ad 1L ddH20, pH 7,4
BSA

Glucose

Das Gewebekulturmedium DMEM, Trypsin-EDTA und die Antibiotika Zeocin, Penicillin
G und Streptomycin wurden von Invitrogen life technologies (Karlsruhe) geliefert, FKS
von BIOCHROM AG (Berlin) und das Transfektionsreagenz jetPEI™ von Qbiogene

GmbH (Heidelberg). Gewebekulturflaschen und Gewebekulturplatten wurden von Grei-

ner Bio-One GmbH (Frickenhausen) sowie Sarstedt AG und Co. (NUmbrecht) bezogen.

Einfriermedium fiir HEK293:

Medium fir HEK293-Zellen

Medium fir RBL-2H3-SX38-Zellen:

90 % (v/v)
10 % (v/v)

10 % (viv)
1 % (viv)

15 % (v/v)
1% (viv)
2mM
1mM

FKS
DMSO (fur die Zellkultur)

FKS
Pen/Strep, in DMEM

FKS

Pen/Strep,

L-Glutamin
Natriumpyrovat, in MEM
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2 MATERIAL

Medium fur U937-Zellen: 10 % (v/v) FKS

1 % (viv) Pen/Strep, in RPMI-1640
TYE-Medium-Platten: 10 g/l Trypton

8 g/l NaCl

54/l Hefeextrakt

15 g/l Agar, autoklavieren
2YT-Medium: 16 g/l Trypton

59/l NaCl

10 g/l Hefeextrakt

2.10 Verwendete Kits

Die in dieser Arbeit verwendeten Kits wurden bezogen von:

MBI Fermentas (St. Leon-Rot) GeneJET™Plasmid Miniprep Kit
GeneJET™Gel Extraction Kit

Applied Biosystems (Darmstadt): Big Dye-Terminator Ready Reaction Kit

Stratagene, La Jolla, CA: Quick Change® Site-Directed Mutagenesis Kit

Bethyl Lab. In. (Montgomery): Human IgE, IgG, IgA ELISAQuantitationSets

Huhn IgY ELISAQuantitation Set

2.11 Verbrauchsmaterialien

Samtliches Material sowie Plastikware fiir den Laborbedarf wurden bezogen von Sar-
stedt AG und Co. (Nimbrecht), Perbio Science Deutschland GmbH (Bonn), PEQLAB
Biotechnologie GmbH (Erlangen), Greiner Bio-One GmbH (Frickenhausen), Eppendorf
AG (Hamburg), Renner GmbH (Dannstadt), Millipore GmbH (Schwalbach), Heiland
MED Vertriebsgesellschaft mbH (Hamburg), Carl Roth GmbH und Co. KG (Karlsruhe)

und Amersham Biosciences Europe GmbH (Freiburg).

2.12 Geréate

Eppendorf AG (Hamburg): BioPhotometer
Centrifuge 5417 C
Centrifuge 5417 R
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2 MATERIAL

Heraeus Sepatech GmbH (Osterode/Harz):
PEQLAB Biotechnolgie GmbH (Erlangen):
New Brunswick Scientific GmbH (Nurtingen):
SANYO Electric Co., Ltd. (Japan):

Kendro Laboratory Products GmbH:
(Langenselbold)

Intas GmbH (Géttingen):

TECAN Deutschland GmbH (Crailsheim):
Hoefer Scientific Instruments:

(San Francisco, CA; USA)

Branson Utrasonics (Shanghai)
Sierrasensors (Hamburg)

GE Healthcare (Minchen)

Amersham Biosciences Europe GmbH
(Freiburg):

bioStep GmbH (Jahnsdorf):

Systec GmbH (Wettenberg) :

Millipore GmH (Schwalbach):

Sartorius AG (Goéttingen):

Otto Steiner GmbH und Co KG (Hamburg):

Mastercycler gradient

Mastercycler personal

Heraeus Megafuge 1.0
Horizontal-Gelelektrophoresesystem
innova™ 4300 incubator shaker
SANYO CO.-Inkubator MCO-17Al
CO.-Begasungsinkubator
HERAsafe HS 18 Sicherheitswerkbank
Gel-Dokumentations-System
GENIOS Multi-Detektions-Reader
Minigel-Apparatur-SDS-PAGE

250-240 Sonifier Analog Cell Dispuptor
SPR-2 Biosensor
Biacore-T00 Biosensor

Electrophoresis power supply EPS 3500XL

20 x 20 Semi Dry Blotter Unit
Laborautoklav Systec V120

Milli-Q Academic, Laborwasser-System
Waagen

UV-Transilluminator (302 nm, 90 W)
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3 METHODEN

3.1 Molekularbiologische Methoden

Alle molekularbiologischen Methoden wurden, soweit nicht anders beschrieben nach
(Sambrook et al. 1989) durchgefiihrt. Fir alle wassrigen Puffer, L6sungen und Medien
wurde hochreines Wasser aus der Filteranlage Milli-Q Academic verwendet. Einige
Puffer, Losungen und alle Medien wurden in einem Autoklav durch wassergeséttigten,

unter Druck (5 bar) stehenden Dampf 20 min bei 120 °C sterilisiert.

3.1.1 cDNA-Synthese

Die cDNA-Synthese wurde mit Hilfe des First Strand cDNA Synthesis Kit durchgefihrt.
Das First Strand cDNA Synthesis Kit beruht auf der Verwendung einer klonierten Re-
versen Transkriptase des Moloney murinen Leukdmie Virus (M-MuLV RT), die in der
Lage ist, bei gleichzeitiger Zugabe eines Oligonukleotides die mRNA in ihre stabilere
Form, die cDNA umzuschreiben. Diese kann dann in einer PCR als Matrize zur Amplifi-
kaiton bendtigter DNA-Sequenzen verwendet werden. Mithilfe des Kits wurde eine Re-
verse Transkription durchgeflihrt, bei der zwei unterschiedliche Oligonukleotide

(Primer) verwendet wurden. Es wurden Oligo-(dT)-Nukleotide verwendet, die mit
MRNA, die Uber einen Poly(A)-Schwanz am 3'-Ende verfugt, hybridisieren. Bei der Re-
versen Transkription entsteht zun&chst ein RNA-DNA-Hybrid, das fir weitere Anwen-

dungen, wie z.B. fur eine PCR zugéanglich ist.

Es wurden 200-500 ng isolierter m-RNA, die im Arbeitskreis mithilfe des TRIzol™-Rea-
genzes aus B-Lymphozyten isoliert wurde mit 50 pmol des oligo(dT)-Primers, bzw. des
spezifischen Primers und 5 pul dd-H,O versetzt und fiir 5 min bei 70 °C inkubiert. Dieser
Ansatz wurde mit 4 pl des Reaktionspuffers, 2 ul dNTP-Mix, 0,5 pl Ribolock™ und 1,5 pl
dd-H;O versetzt und nach Inkubation bei 37 °C fiir einen Zeitraum von 5 min mit 1 pl
M-MuLV RT supplementiert. Der Reaktionsansatz wurde fiir 60 min bei 50 °C fir den
Ansatz mit dem oligo (dT)-Primer und bei 55 °C fiir den Ansatz mit genspezifischem

Primer inkubiert und die Reaktion durch eine Inkubation bei 70 °C fiir 10 min gestoppt.
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Jeweils 3 pl der so erhaltenen cDNA wurde fur die nachfolgenden PCR-Reaktionen

eingesetzt.

3.1.2 PCR

Die PCR wird zur in vitro-Amplifikation kleinster DNA-Mengen unter Einsatz von Oligo-
nukleotiden bekannter Sequenz verwendet (Mullis et al. 1986). Diese Primer werden so
gewahlt, dass sie das zu amplifizierende DNA-Segment flankieren. Die Enden des Am-
plifikates kénnen auf diese Weise mit Modifikationen, wie z.B. den Erkennungssequen-
zen von Restriktionsendonukleasen oder kleinen Fusionspeptiden wie einem Histidin-
tag versehen werden. Die PCR lasst sich grundsétzlich in drei Reaktionsschritte unter-
teilen. Zunéchst erfolgt eine Denaturierung des vorgelegten DNA-Doppelstrangs, der
als Matrize dienen soll bei 94 °C denaturiert. Im n&chsten Schritt (annealing) wird die
Temperatur erniedrigt sodass die spezifischen Oligonukleotide entsprechend ihrer Se-
quenz an die komplementédre Sequenz auf dem DNA-Strang, binden. Daraufhin be-
ginnt die Synthese der Komplementarstrédnge durch eine hitzestabile DNA-Polymerase
in Gegenwart von freien dNTP (Elongationsphase). Durch eine zyklische Wiederholung
dieser drei Reaktionsschritte kommt es zu einer exponentiellen Amplifikation des ge-
winschten DNA-Fragmentes. Als DNA-Polymerase wurde fur Klonierungen der Anti-
kérper-Expressionvektoren die thermostabile Polymerase aus Thermus aquaticus
(Taq) bewahrt, die ihr Temperatur-Optimum bei 72 °C besitzt. Sie besitzt eine hohe 5°-
3’-Polymeraseaktivitat, aber keine 3’-5’-Exonukleaseaktivitdt. Fir Amplifikationen der
DNA-Sequenzen die zur Klonierung von Expressionvektoren der rekombinanten Aller-
gene verwendet wurden, wurde meist eine ebenfalls thermostabile Vent- oder Pfu-D-
NA-Polymerase verwendet, die beide Uber eine 3°-5'-Exonukleaseaktivitat verfugen,
wodurch Mutationen in den DNA-Strangen von 1x107 auf bis zu 1x10° pro Base mini-

miert werden kénnen.

Als Elongationsgeschwindigkeit fur die Tag- und Vent-Polymerase werden
1000 bp min ' zugrunde gelegt, fur die Pfu-Polymerase jedoch nur 500 bp, sodass die
Lange der Elongationsphase entsprechend der Lénge der Matrize gewéhlt wurde. Fir
PCR-Reaktionen wurden Ublicherweise 2-50 pg Plasmid-DNA, bzw. 2 pl des cDNA-
Synthese-Ansatzes mit 5 ul Reaktionspuffer (10x), der MgCl. in einer Endkonzentration
von 2 mM, enthielt, 1 pl dNTP-Mix und jeweils 25 pmol des sense- und des antisense-

Primers versetzt, mit ddH,O auf 50 pl aufgefillt und mit 1 yl der Polymerase (1 U/ul)
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supplementiert. Anschlielend wurde folgendes Standard-Programm durchgefihrt (s.
Tab. 3.1).

Tabelle 3.1 Standard-PCR-Programm

Reaktionsschritt | Temperatur Zeitdauer Zyklenzahl
Primardenaturierung 84°C 1.5 Min 1
Densiurienung adb’ 1 1M | 9095
annealing 48-65°C 1-1,5 Min 30-35
Elongation Tag'Vent T2°C 1 Min/1000 bp

Piu _ 72°C 2 Min/1000 bp 30-35
Endelongation T2°C/ 5 Min 1

Um DNA-Fragmente mit Gberlappenden Enden zu einem einzigen Strang zusammen-
zufigen, z.B. fiur die Amplifikation der kompletten konstanten Region der IgA1 und
IgA2 Cn1-3-Ketten oder fur die Verknipfung einzelner Sequenzabschnitte bei der Mu-
tation von Bet v 1iso zu Bet v 1a wurden Hybridisierungs-PCR-Analysen durchgefuhrt.
Dieser PCR folgt nach sieben Zyklen ohne die Zugabe von Primern, in denen die bei-
den Uberlappenden Fragmente hybridisieren und durch die DNA-Polymerase aufgefillt
werden, eine Standard-PCR mit Primern, die am 5’-Ende des ersten Fragmentes und
am 3’-Ende des zweiten Fragmentes hybridisieren, wodurch das komplette Amplifikat

entsteht.

Tabelle 3.2 Hybridisierungs-PCR-Programm

Reaktionsschritt Temperatur Zeildauer Zyklenzahl
Primardenaturienung 84°C 1,52 Min 1
Denaturierung 84°C 1 Min 7
annealing 48-65°C 1-1,5 Min 7
Elongation TagVent 72°C 1 Min/1000 bp 7

Piu 72°C 2 Min/1000 bp

Primerzugabe

Denaturierung 94°C 0.5-1  Min 28
lannealing . 48-65°C 1-1,5 Min '. 28
Elongation TagVent 72°C 1 Min/1000 bp

I Piu | T2°C 2Min/1000bp | 29
Endelongation T2°C/ 5 Min 1
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3.1.3 Ortsgerichtete Punktmutagenese

Wenn fiir eine gewlinschte Mutation lediglich wenige definierte Punktmutationen vorge-
nommen werden mussten, z.B. flr einen einzelnen Aminosaure-Austausch wurde das
Quick Change® Site-Directed Mutagenesis Kit verwendet. Dieses System bietet die
Méoglichkeit in vitro Punktmutationen oder Aminosdureaustausche in den vorliegenden
Expressionvektor einzufiihren oder einzelne oder mehrere Aminosauren zu deletieren,
bzw. zu insertieren ohne die Notwendigkeit einer erneuten Klonierung. Grundlage die-
ses Kits ist die PfuTurbo® DNA-Polymerase, die eine sechsfach hthere Genauigkeit als
die herkdmmliche Tag-Poylmerase aufweist. Unter Verwendung von zwei Primern wel-
che die gewunschte Mutation einfihren werden mithilfe dieser Polymerase beide
Strénge eines Plasmids, welches das zu mutierende Gen enthélt, amplifiziert. Nach der
Amplifikation wird das Reaktionsgemisch mit der Restriktionsendonuklease Dpnl, wel-
che spezifisch methylierte und hemimethyliete DNA erkennt, verdaut. Dadurch wird
der parentale DNA-Strang verdaut, wahrend der neusynthetisierte Strang zuriickbleibt
und anschlielend fur eine Transformation von E. coli-Zellen zur Verfugung steht. Fur
die Konzeption der Oligonukleotide muss bedacht werden, dass beide Primer die ge-
wilnschte Mutation enthalten und an den jeweils komplementaren Bereich des anderen
Plasmidstranges binden. Die Primer sollten eine Schmelztemperatur von tber 78 °C
aufweisen und zwischen 25 und 45 bp lang sein. Die gewlinschte Mutation sollte in der
Mitte der Primersequenz liegen und jeweils von ungefahr 10-15 Basen korrekter Se-
quenz flankiert sein. Da sich in der konstanten schweren Kette der IgA-Sequenzen
eine interne Xhol-Erkennungssequenz befand, dieses Restriktionsenzym jedoch nicht
ersetzt werden konnte, wurde diese mithilfe der Oligonukleotide IgAQC Xho for und
IgAQC Xho back in den Vektoren pBud-aBetv1-IgA1, pBud-aBetv1-IgA2, pBud-aPhl-
p5-IgA1 und pBud-aPhlp5-IgA2 so ausgetauscht, dass eine stille Mutation stattfand.

Fur die Reaktion wurden 5-50 ng des jeweiligen doppelstrangigen DNA-Templates mit
5 ul des Reaktionspuffers (10x), 13 pmol beider Primer und 1 pl eines 12,5 mM dNTP-
Mixes vermischt, auf 50 ul mit ddH,O aufgefillt und mit 2,5 U der PfuTurbo® DNA-Poly-
merase versetzt. Das PCR-Programm wurde mit einem Zyklus von 30 s bei 95 °C be-
gonnen flur eine Denaturierung der doppelstrangigen DNA. Es folgten 12 Zyklen mit
drei Schritten: 30 bei 95 °C, 1 min bei 55 °C, 4,5 min bei 68 °C. Aus dem PCR-Ansatz
wurde anschliefend durch Phenol/Chloroform-Extraktion die DNA isoliert und diese

mittels Alkohol-Prazipitation gefallt. Die DNA wurde in 20 uyl ddH,O aufgenommen,

37



3 METHODEN

10 U der Restriktionsendonuklease DpNI hinzugegeben und fir 1 h bei 37 °C inkubiert.
Anschlieend wurde die Lésung erneut einer Phenol/Chloroform-Extraktion und Alko-
hol-Prazipitation unterzogen, um dann fir eine Transformation elektrokompetenter
E. coli-Zellen zur Verfugung zu stehen. Die resultierenden Klone wurden mittels Se-

quenzierungen auf die korrekte Einfliihrung der Mutation hin tGberprift.

3.1.4 Klonierungen von Expressionsvektoren

3.1.4.1 Klonierungen prokaryotischer Expressionsvektoren

Die fur die Epitopanalyse des Bet v 1a benétigten, rekombinanten Isoformen, Frag-
mente und Mutanten des Bet v 1 wurden durch Insertion in den Vektor pMAL-c2X, der
eine N-terminal fusionierte Expression mit dem Maltose-Bindungsprotein (MBP) er-
laubt, dargestellt. Hierdurch konnte die Ldslichkeit des Bet v 1 erhéht werden, so dass
eine Reinigung des nativ gefalteten Proteins mdglich war. Der Vektor lag im Arbeits-
kreis bereits mit der insertierten Sequenz der Bet v 1 Isoform Bet v 1iso welche aus
Birkenblattern isoliert wurde, vor. Er diente als Ausgangsvektor fir die durchgefiihrten
ortsgerichteten Mutagenesen zur Erstellung der Expressionvektoren von Bet v 1-Kon-
strukte. Die folgende Tabelle zeigt, welche Oligonukleotide und Matrizen in PCR-An-
satzen fur die Erstellung der pMAI-Expressionsvektoren verwendet wurden. Klonie-
rungsschemata fir die Mutagenese oder den Aufbau einzelner Allergene sind ebenso
gezeigt.

Tabelle 3.3 Verwendete Oligonukleotide und Matrizen fiir Bet v 1-Expressionsvektoren

Epressionsvektor Primer Matrize Teilstiick | Hybridisierung
ig Ln;“ pMal-Betv1-iso 1
: Teilstick 1
pMal-Betvia-His 4 aufbauends PCRs TR Telstick 1

44 for AT for 41 for 42 for
40 back 38 back 45 back 46 back |

PCR-Produkt B

pMal-Bevia ad5e-His bt pMal-Betvia-His
pMal-Bevia addi-His tor oMal-Betvla His
pMal-Bevia ad110-His i oMal-Betvla-His
pMal-Bevia adi24-His Eg Ln:ct pMal-Betvia-His
pM&I-Bal::: EiG1449- 2 ggf?:ruandaagirﬁ:r.s pMal-Betvla-His,
SOback 46 back PCR-Produkt
pMal-Betvia ad124 B3 for pMal-Betvia
EiG149-His 46 back E/G149-His

4 aufbauende PCRs]
B7 for B7 for BT for &7 for
40 back 38 back 45back 46 back |

pMal-Mald1ad125
Betvia-His

piial-Mald1-His,
PCR-Produkt
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Fur die Amplifikation verwendete N-und C-termini-flankierende Oligonukleotide fligten
am 5°-Ende des sense-Stranges eine EcoRI-Erkennungssequenz und am 3-Ende des

antisense-Stranges eine Hindlll- Erkennungssequenz sowie ein Histidin-tag ein.

Das Prinzip einer aufbauenden PCR beruht auf dem schrittweisen Anfigen von DNA-
Sequenzen an das 3'- oder 5'-Ende der Matrize durch konzipierte Uberhénge in den
Oligonukleotiden. Durch aufeinanderfolgende Reaktionen bei denen das jeweils vorhe-
rige Amplifikat als Matrize verwendet wird, kann so eine Verlangerung der Sequenz er-

folgen. DNA-Sequenzen der Oligonukleotide sind dem Anhang zu entnehmen.

Fur die Epitopanalyse des Phl p 5a wurden die vollstdndigen Allergen-Isoformen
Phl p 5a und Phl p 5b ebenfalls mithilfe von pMAL-c2X-Expressionvektoren dargestellit.
Die Vektoren pMal-Phlp5a und pMal-Phlp5b dienten als Matrize zur Amplifikation der
DNA-Sequenzen aller dargestellten verkirzten Phl p 5-Fragmente, die in den Vektor
pTXB1 insertiert wurden. Durch diesen Vektor erfolgt eine Expression als Intein-CBD-
Fusionsprotein, wodurch eine Detektion mit einem Anti-CBD-Antikérper moglich war.
Mithilfe der gezeigten Oligonukleotide und Matrizen wurden mittels PCR DNA-Sequen-
zen amplifiziert, die anschlieRend jeweils in den Vektor pTXB1 insertiert wurden und

dadurch die folgenden Expressionsvektoren dargestellt werden konnten.

Dabei wurden die Oligonukeleotide so konzipiert, dass N-terminal eine Erkennungsse-
quenz fir die Restriktionsendonuklease Ndel und C-terminal fir die Restriktionsendo-

nukleas Sapl eingefligt wurde.

Tabelle 3.4 Verwendete Oligonukleotide und Matrizen fiir Phl p 5-Expressionsvektoren

Epressionsvektor Primer Matrize Teilstiick | Hybridisierung
PTXB1-PhipSa 18 for ; '
Fragment 1 19 back pMal-PhipSa
PTXB1-PhipSa 20 for
Fragment 2 18 back pMal-PhipSa
pTXB1-PhipSa 18 for ]
Fragment 3 21 back pMal-PhipSa
pTXB1-PhipSa 20 for ‘
Fragment 4 21 back pMal-Phip5a
pTXB1-Phipsb 18 for ]
Ffﬂwn“ BB back pMal-PhipSb
pTXE1-Phip5 ;.?1 Lﬂarn:h pMal-FhipSh 1 Tailstick 1
1 mit
AR Eg -ll;:r_k pMal-Phip5b 2 Tailstlck 2
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3.1.4.2 Klonierungen eukaryotischer Expressionsvektoren

Die beiden fiir die eukaryotische HEK293-Zell-basierte Expression verwendeten Vek-
torsysteme waren zum einen der monocistronische Expressionsvektor pcDNA3.1%/Zeo,
der durch den CMV-Promotor reguliert wird. Das Polyadenylierungssignal sowie die
Transkriptions-Terminations-Sequenzen entstammen dem Rinderwachstumshormon
BGH. Durch eine rodente Signalsequenz wird die Sekretion der Konstrukte in den Kul-

turiberstand induziert. Das Stopkodon muss durch das Insert beigesteuert werden.

Als Vektorsystem fiir die Expression der heterotetrameren Antikdrperkonstrukte wurde
der Expressionsvektor pBudCE4.1 gewahlt, bei dem die Expression der schweren Ket-
te durch den EF-1a-Promotor und die Expression der leichten Kette durch den CMV-
Promotor reguliert wird. Die Sekretion in den Kulturiiberstand wird hier ebenfalls durch
rodente Signalsequenzen erzielt. In beiden Fallen dient das Sh ble-Gen (Streptoallotei-
chus hindustanus Bleomycin-Gen) als Selektionsmarker, denn durch die Bindung des
Sh ble-Proteins an das Antibiotikum Zeocin wird dieses inaktiviert, so dass eine Resis-

tenz gegeniiber Zeocin vermittelt wird.

Die Abbildung 4.1 auf S. 65 zeigt beide Vektoren sowie die Expressionskassetten mit
den verwendeten Restriktionsenzymen fiir die Insertionen von DNA-Sequenzen einzel-
ner Immunglobulindomanen. Fir die Konierungen von pBud-Expressionsvektoren wur-
den zunachst die variablen Ketten, die in dem Bibliotheks-Phagemid pHENZ2 vorlagen,
in die Vektoren eingefiigt, wobei die Klonierungen von V4 und V.-Domanen nacheinan-
der erfolgten. AnschlieBend konnten die Ketten der konstanten schweren Domanen
ausgetauscht werden um andere Isotypen bei gleichbleibender Spezifitdt zu genererie-
ren. Ein pcDNA-basierter Expressionsvektor fiir die Darstellung von scFv-basierten
IgE-Konstrukten lag bereits im Arbeitskreis vor und konnte verwendet werden um den
Bereich der schweren konstanten Kette auszutauschen und dadurch Vektoren fir an-

dere Isotypen zu generieren.

Die Amplifikation der DNA-Sequenzen variabler und konstanter Ketten fir anschlieRen-
de Vektor-Insertionen wurde mit den in Tabelle 3.04 aufgelisteten Oligonukleotiden
durchgefiihrt, die jeweils N- und C-terminal die entsprechenden Restriktionsschnittstel-
len einfigten. Oligonukleotide konstanter schwerer Ketten fligten ausserdem C-termi-

nal ein Histidin-tag ein fir eine Affinitdtschromatographie mittels Ni-NTA.
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Tabelle 3.5 Verwendete Oligonukleotide, Ausgangsvektoren und Matrizen fiir Antikorper-Expressi-
onsvektoren.

Expressionvektor | Insertion Primer Matrize Destinationsvektor
::;ng i IgA1 Sgs for oligo-dT-spezifsch- |  pcDNA-aBetvi-
m%:i-:! H IgA His ¥ba back umgeschr cOhA scPWIgECy 24
pcDNA-aBetvi- @2Cu2-3 IgAZ hinge sgs for | oligo-dT-spentsch- pc%ﬁ:‘ége;‘:
scFvigA2c,2-3 i IgA His ¥ba hack umgeschr cOMA BTl
pcDNA-xPhips- a1 Cu2-3 IgA1 Sgs for oligo-dT-spezifsch- F;i?:ﬁ?‘éghgjj'
scFvigA1C,2-3 B Ig& His ¥ba back umgeschr cOMNA gLy
peDNA-xPhipS- 0.3 IgA2 hinge sgs for oligo-dT-spezifsch- pcONA-cPhipS-
scFvigA2C,2-3 H Iga His xba back umgeschr.cOna sCPVAgEC 24
Vi V; sgf;f#;ﬁg;fr pHen-oBetvl-scFy pBud-IgE
pBud-uBetvi-IgE T i CELT B
Vi v:va?ﬁ S sk pHen-cBetvl-scFy | pBud-aBetviVi-IgE
Cy lambda AsiS| for oligo-dT-spezifsch-
pEBud-aBetv1-1gE-AC, AC, C, ¥ba lambda back umgeschr cONA pBud-cxBetv1-IgE
IgA xho for Hybridisierungs-
pBud-uBetvi-igAl xiCyl-3 IgA Sfi His back PCR der Cyl und pBud-a8et1-IgE
Cy2-3 cONA,
IgA xho for Hybridisierungs-
pBud-aBetvi-iga2 a2Cyl-3 ; PCR der Cy1 und pBud-zBetv1-IgE
g, St His back 2.3 CONA
IgG xha for i pBud-aBeb-IgE
pBud-aBetvi-lgG1 yi1Cu1-3 IgG 15t His back pBud-ig:1
IgG xho for
pBud-aBetvi-igG4 yACy1-3 gG4 S His back pBud-lgG4 pEud-aBetvi-IgE
Wi SMIEVOLVES for pcDNA-cBetvl-
Bud-PhipS-gE Vi Wy Valenta xho back sCFWIGEC,2-4 pBud-ige
P 9 ” Vi vaksaafor PCONA-cBetv - BUC-aPhIESVicIgE
L v, AsiS| back SCFVAGEC,2-4 P i
Cy lambda AsiS| for oliga-dT-spexifsch-
P aPhipS-igE-A0, A C, ¥ba lambda back | umgeschr.cDNA pBud-aPhip-igE
ridisierungs-
IgA xho far HyD pBud-aPhipS-1gE-AC,
pBud-aPhipS-igAl alCyl-3 PCR der Cy1 und
IgA Sfi His back Cy2-3 cCONA
Hybridisierungs- ;
pBud-aPhip5-IgA2 a2Cy1-3 T PCR der Cy1 ung | PBUG-aPNIpS-IgE-AC,
oA Cy2-3 cONA
I xho far i pBud-aPhipS-IgE-AC,
pBud-aPhips-1gG1 y1Cu1-3 IgG1SHi His back pBud-lgG1
IgG xho for
pBud-aPhip5-1gG4 ydCyl-3 G4 sfi His back pBud-lgG4 pBud-aPhipS-1gE-AC,

3.1.5 Sequenzierung

Die DNA-Sequenzierung erfolgte nach der Didesoxynukleotid-Methode nach Sanger
(Sanger et al. 1977). In neueren modifizierten Ansatzen wird jede DNA-Probe jedoch
nur einer einzigen Sequenzierungsreaktion unterworfen, in welcher alle vier dNTP un-
markiert vorhanden sind. Durch den Einbau eines der vier ddNTP, die unterschiedlich
markiert sind, z.B. durch unterschiedliche Fluoreszenzfarbstoffe, erfolgt der Abbruch

der enzymatischen Synthese und in einem Sequenziergel kénnen alle so entstandenen
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Oligonukleotide anhand ihrer unterschiedlichen Fluoreszenz identifiziert und die DNA-

Sequenz direkt abgelesen werden.

Sequenzierreaktionen wurden mithilfe zweier unterschiedlicher Systeme durchgefuhrt.
Zum Einen wurden Big-Dye-Terminatoren verwendet. Hierfir wurden in einer Sequen-
zierreaktion 500 ng gereinigte Plasmid-DNA mit 2 ul Big-Dye-Puffer (2,5x) und 2 pl
Big-dye-PCR-Reaktionsmix, in dem Puffer, Polymerase, dNTP und ddNTP enthalten
sind, sowie 10 pmol des entsprechenden Oligonukleotides in ein steriles Reaktionsge-
fall gegeben. Der Reaktionsansatz wurde mit ddH,O auf 10 pl aufgefiillt und gut ver-
mischt. Fur die Amplifikation wurde ein Programm gewahlt, das 25 Zyklen mit einer De-
naturierung von 10 s bei 96 °C, einem annealing von 5 s bei der dem Oligonukleotid
entsprechenden Temperatur und einer Elongation von 4 min bei 60 °C umfasst. Nach
der PCR wurde der Ansatz einer Alkoholprazipitation unterzogen und das Sediment an
der Luft getrocknet. Das Aufnehmen des DNA-Sedimentes in eine geeignete Menge
Puffer sowie die Prozessierung der Daten wurden im Arbeitskreis Richter am Universi-
tatskrankenhaus Eppendorf (UKE, Hamburg) unter Verwendung des ABI PRISMTM
377 DNA Sequencer und der ABI PRISMTM3.3-Software durchgefiihrt. Ein Teil der Se-
quenzierungen wurde auch durch die Firma Eurofins durchgeftihrt. Hier wurde lediglich
1 ul des zu sequenzierenden Plasmids mit 15 pmol des Oligonukleotids versehen, der
Ansatz auf 15ul aufgefillt und das Reaktionsgefafy mit einem Aufkleber versehen, der
eine laufende Nummer fir die Zuordnung besall. Das Gefal® wurde dann verschickt
ohne den Reaktionsansatz zu kihlen und das Ergebnis der Sequenzierung konnte in

Form einer Textdatei digital erhalten werden.

3.2  Zellbiologische Methoden

3.2.1 Kultivieren und Passagieren von HEK293-, U937- und RBL 2H3-

Zellen

Bei HEK-Zellen handelt es sich um humane embryonale Nierenzellen. Bei der hiervon
abgeleiteten Zelllinie HEK293 wurde eine Transformaton mit dem humanen Adenovirus
Serotyp 5E1A durchgefihrt wodurch eine Immortalisierung der Zellen induziert werden

konnte. Die Zellen wachsen adhérent.
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HEK293-Zellen wurden in einem COj-Inkubator unter 5 % CO,-Begasung bei 37 °C
und 95 % Luftfeuchtigkeit in, mit 10 % hitzeinaktiviertem FKS, 100 U/ml Penicillin und
100 pug/ml Streptomycin, supplimentiertem DMEM-Medium kultiviert. Die Kultivierung
erfolgte in 250 ml (75 cm?) Gewebekulturflaschen aus Polystyrol mit Filter. Fir eine ex-
pandierte Kultivierung wurden die Zellen aus fiinf Gewebekulturflaschen (etwa 1x10’
Zellen) abgeldst, in einer 1 L-Rollerflasche 500 ml des supplimentietem DMEM-Medi-
ums vorgelegt und die Zellen hinzugegeben. Die Zellen wurden dann fiir 3-4 Wochen
mit einer Rollvorrichtung in einem COz-Inkubator unter 5% CO2-Begasung bei der
langsamsten Geschwindigkeit rollen gelassen, dabei wurde der Deckel der Flasche
nicht ganz fest angezogen, sodass eine Luftversorgung der Zellen gewahrleistet war.
Das Passagieren der Zellen erfolgte mit einer Lésung aus Trypsin/EDTA, von der
1/5 Volumenanteil des urspringlichen Kulturmediums nach dessen Entfernung auf die
adhérenten Zellen gegeben wurde, durch zehnminitige Inkubation bei 37 °C. Das
EDTA komplexiert Calcium und Magnesium, so dass die Verbindung zum GefalRboden
geschwaécht wird, und das Trypsin spaltet Adh&sionsproteine. Da EDTA in hohen Kon-
zentrationen zytotoxisch wirkt, und Trypsin die Zellmembranen auflésen kann, wird die
Zellsuspension sofort nach dem Ablésen mit FKS-haltigem Medium versetzt, dass Cal-
cium- und Magnesiumionen, sowie trypsininhibierende Serumproteine enthélt. Alle Ar-

beiten wurden unter einer sterilen Laminarstrémungsbank durchgefiihrt.

U937-Zellen wurden aus dem histiozytischen Lymphom eines 37-Jahre alten Patienten
isoliert. Sie stellen eine Zelllinie mononuklearer Zellen dar, die bei Zugabe I6slicher Sti-
muli wie z.B. TPA in vitro eine Reifung zu Makrophagen mit den morphologischen und
charakteristischen Merkmalen durchfiihren. Es handelt sich hierbei um eine nicht-adha-

rente Zelllinie.

U937-Zellen wurden in einem CO2-Inkubator unter 5 % CO.-Begasung bei 37 °C und
95 % Luftfeuchtigkeit in mit 10 % hitzeinaktiviertem FKS, 100 U/ml Penicillin und
100 pg/ml Streptomycin supplimentiertem RPMI-Medium kultiviert. Die Kultivierung er-
folgte in 250 ml (75 cm?) Gewebekulturflaschen aus Polystyrol mit Filter. Das Passagie-
ren der Zellen erfolgte durch Austausch zwei Drittel des Zellkulturmediums durch fri-

sches Medium unter einer sterilen Laminarstrémungsbank.

RBL-2H3 Zellen finden als Modell fur Mastzellen weite Verbreitung. Die adhé&rente Zell-
linie entstand durch Behandlung von basophilen Ratten-Leuké&mie-Zellen (rat basophi-

lic leucemia) mit dem Carcinogen B-Chlorethylamin und der Selektion einer Hista-
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min-ausschittenden Sublinie. Zellen der RBL-2H3-SX38-Sublinie, kurz: RBL-SX38
wurden durch Transfektion mit dem humanen FceRIl humanisiert und, wodurch sie hu-
mane IgE-Antikorper auf ihrer Oberflache binden. Bei einer Quervernetzung der Re-
zeptoren erfolgt eine Signalkaskade in das Zellinnere was eine Degranulation und die
Ausschittung charakteristischer Mediatoren, wie Histamin, Leukotrienen und der Hy-

drolase Hexosaminidase zur Folge hat.

RBL-SX38Z¢ellen wurden in MEM-Medium, welches mit 15 % hitzeinaktiviertem FKS,
100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin, 2 mM L-Glutamin, 1mM Natriumpyr-
vat supplimentiertem MEM-Medium kultiviert. Die Kultivierung erfolgte in 250 ml
(75 cm?) Polystyrol-Kulturflaschen in einem einem CO,-Inkubator unter 5 % CO,-Bega-
sung und bei 37 °C und 95 % Luftfeuchtigkeit. Das Passagieren der Zellen erfolgte in
Analogie zu den HEK293-Zellen wobei jedoch vor der Zugabe von Trypsin-EDTA zwei
Waschschritte mit je 5 ml PBS erfolgten.

3.2.1.1 Bestimmung der Zellzahl

Trypsinierte Zellen wurden fir eine Bestimmung der Zellzahl in 10 ml Kulturmedium
aufgenommen und anschlieend fir 5 min bei 200 xg pelettiert. Das Sediment wurde in
2 ml Kulturmedium resuspendiert und 10 pl mit einer aquivalenten Menge Trypanblau
durch Auf- und Abpipettieren vermengt. Dieser Farbstoff ist nicht in der Lage intakte
Cytoplasmamembranen zu passieren und dient somit dem Ausschluss der toten und
geschadigten Zellen, die blau angeférbt werden. Zur Auszahlung der vitalen, hellen,
Zellen wurden 10 pl der Zellsuspension/Trypanblau-Mischung in eine Neubauer-Zahi-
kammer Uberfihrt und die nicht gefarbten Zellen in 16 Kleinquadraten unter dem Mikro-
skop gezahlt. Die Zellzahl pro Milliliter ergibt sich aus der gezahlten Zellzahl durch Mul-
tiplikation mit dem Faktor 2x10*. AnschlieRend konnten die Zellen auf die gewlinschte

Zellzahl pro Milliliter verdiinnt werden.

3.2.1.2 Kryokonservierung und Revitalisierung von Zellen

Nach Trypsinierung der Zellen und Aufnahme in 10 ml Kulturmedium wurden sie fur
5 min bei 200 xg sedimentiert und in der gewlinschten Menge Einfriermedium (FKS mit
10 % DMSO) resuspendiert. Da DMSO toxisch auf die Zellen wirkt, wurden diese sofort
in Kryoréhrchen Uberfihrt auf -20° C und nach 2 h auf -80 °C abgekuihlt. Langerfristige

Lagerungen kryokonservierter Zellen erfolgten dann in flissigem Stickstoff.

44



3 METHODEN

Zum Revitalisieren der Zellen wurden diese im Wasserbad bei 37°C aufgetaut und so
schnell wie mdéglich in 10 ml Kulturmedium tberfihrt, um eine Verdinnung des DMSO
zu erreichen. Die Zellen wurden fir 5 min bei 200 xg pelletiert und dann in frischem
Kulturmedium mit den ensprechenden Supplementen resuspendiert und in Kulturfla-
schen Uberfuhrt.

3.2.2 Expression in pro- und eukaryotischen Systemen

3.2.2.1 Expression von MBP-Fusionsproteinen in E. coli

Der Vektor pMAL-c2X erlaubt die Klonierung eines gewiinschten DNA-Fragmentes hin-
ter das malE-Gen aus E. coli, was in der Expression eines Fusionsproteins aus dem
maltose-binding protein (MBP) und dem gewlinschten Protein resultiert. Der starke tac-
Promotor und das malE-Translations-Initiationssignal regulieren die Expression, die
Fusion mit dem I6slichen MBP fiihrt ebenfalls oft zu einer verbesserten Lslichkeit des
Proteins, sodass gute Ausbeuten des Proteins gewéhrleistet sind. Die hohe Affinitat
des MBP fiir Maltose kann genutzt werden, um die exprimierten Proteine in einer Ein-
Schritt-Reinigung mittels einer Amylose-Affinitdtschromatographie zu isolieren. Zwar
verflgt der Vektor pMAL-c2X Uber eine Signalsequenz, die den Export der rekombi-
nanten Proteine in das Periplasma gewahrleisten soll, es hat sich allerdings gezeigt,
dass die Ausbeuten bei der Isolierung des Proteins aus dem Gesamtzellextrakt deut-
lich gréfier waren als nach Reinigung aus dem Periplasma. Zwischen dem MBP und
dem fusioniertem Peptid befindet sich eine Faktor Xa-Schnittstelle, die eine Abspaltung

des Fusionspartners nach der Reinigung ermdglicht.

Fur die Expression der Fusionsproteine wurden E.coli-XL1-Blue-Zellen verwendet. Ein
gewiinschtes Expressionvolumen, meist 200 ml, 2YT-Medium mit einer Ampicillin-Kon-
zentration von 100ug/ml und 0,2 % Glucose wurde mit einer Vorkultur des zu exprimie-
renden Klones mit einer ODgy von 0,1 inokuliert und bei 37 °C und 220 rpm bis zu ei-
ner ODgoo Von 0,5 kultiviert. AnschlieRend wurde durch Zugabe von IPTG in einer fina-
len Konzentration von 0,3 mM die Proteinexpression induziert und die Kultur fir 2 h bei
37 °C und 220 rpm inkubiert. Der Expressionsansatz wurde fur 30 min bei 3300 xg
zentrifugiert und der Zelluberstand wurde verworfen. Das Zellsediment wurde bei -20°C
eingefroren und nach dem Auftauen auf Eis in einem Zwanzigstel des Expressionsvo-
lumens Saulenpuffer resuspendiert. Fir Immunblot-Analysen wurden die Zellsuspensi-

on in einem Verhaltnis von 1:2 mit PBS verdiinnt bevor sie fir die SDS-PAGE-Analy-
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sen vorbereitet wurde. Flr eine Reinigung des Proteins wurde die Zellsuspension zum
Erhalt des I8slichen Zellextraktes fur 10 min auf Eis und bei einer Starke von 3-4 und
einem Puls von 40% sonifiziert. Der Zellextrakt wurde fur 20 min bei 20000 xg zentri-
fugiert, abgenommen und stand anschlieRend fir eine Reinigung mittels einer Amylo-

se-Matrix zur Verfugung.

3.2.2.2 Expression von CBD-Fusionskonstrukten in E. coli

Der Vektor pTXB1, Bestandteil des IMPACT™-Systems (Intein Mediated Purification
with an Affinity Chitin-binding Tag) erlaubt die Klonierung des gewiinschten Proteins
vor das fusioniertes Gen eines Inteins mit einer Chitin-bindenden Domane (CBD). Das
Gen Mxe GyrA Intein des, aus dem Mycobacterium xenopi stammenden, Inteins wurde
dahingehend maodifiziert, dass es eine Thiol-induzierte reduktive Abspaltung eines N-
terminalen Cysteins durchfiihrt. Somit kénnen exprimierte Fusionproteine zunachst
durch die Affinitat der Chitin-bindenden-Domé&ne gereinigt werden, und durch Zugabe
eines reduzierenden Reagenzes kann anschliefend die Abspaltung des gewuinschten
Proteins von den fusionierten Doméanen erfolgen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde je-
doch lediglich die fusionierte Expression der Konstrukte durchgefiihrt und induzierte
Zellen fir Immunblot-Analysen verwendet. Die Proteinexpression in E. coli-Zellen mit-
hilfe des pTXB1-Vektors unterliegt der stringenten Kontrolle des T7-Promotors. Daher
missen E. coli-DE3-Stdamme verwendet werden, die eine T7-RNA-Polymerase unter
Steuerung durch ein lac-Operon exprimieren, woraufhin dann die Expression des ge-

winschten Zielproteins erfolgen kann.

Zunachst erfolgte eine Transformation generierter und durch Sequenzierung verifizier-
ter pTXB1-Expressionvektoren in E.coli-BL21(DE3). Einzelne Klone wurden mit einer
sterilen Pipettenspitze in 4 ml 2YT mit 100ug/ml Ampicillin Gberfihrt und die Kultur bis
zu einer ODggo von 0,6 bei 37 °C und 220rpm wachsen gelassen. Mit 50 pl dieser Kultur
wurden weitere 4 ml 2YT mit 100 pg/ml 2YT inokuliert, die UN bei 37 °C und 220 rpm
inkubiert wurden, um sie am né&chsten Tag durch die Zugabe von Glycerol auf eine
Endkonzentration von 15 % und durch Einfrieren in flissigem Stickstoff auf die Lage-
rung bei -80 °C vorzubereiten. In den restlichen Zellen wurde die Proteinexpression
durch Zugabe von IPTG in einer finalen Endkonzentration von 0,4 mM induziert und die
Zellen fur weitere 3h bei 37 °C und 220 rpm inkubiert. Anschlielend wurden die Zellen

fir 30 min bei 3300 xg zentrifugiert und das Sediment in einem Zehntel des Expres-
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sionsvolumens PBS resuspendiert. Die Suspension konnte dann fir Immunblot-Analy-

sen verwendet werden.

3.2.2.3 Expression von Antikdrperkonstrukten in HEK293-Zellen

Fur die Expression der Antikdrperkonstrukte in Saugerzellen wurden eine stabile Ex-
pression in HEK293-Zellen angestrebt. Sdugerzellen sind fur die homologe Expression
rekombinanter Proteine der geeignetste Ansatz, da Probleme mit der posttranslationa-
len Modifikation und Prozessierung nahezu ausgeschlossen sind. Die Konversion von
Antikdrper-Fragmenten in vollstdndige Immunglobuline unterschiedlichen Isotyps und
deren Expression in Saugerzellen konnte unter Erhalt der Bindungseigenschaften

mehrfach demonstriert werden (Boel et al. 2000).

Das lineare Polyethlenimin (PEI) ist ein stark basisches, verzweigtes synthetisches Po-
lymer, dessen Aminogruppen bei Zugabe von Wasser protoniert werden. Diese stark
positive Ladung fuhrt zur Komplexbildung mit negativ-geladenen DNA-Molekiilen.
Durch Endozytose erfolgt eine Aufnahme dieser Komplexe durch die HEK293-Zellen

wodurch eine Transfektion der Zellen mit rekombinanten Plasmiden mdéglich wird.

Einen Tag vor der Transfektion wurden frisch passagierte HEK293-Zellen mit 2 ml Kul-
turmedium in sterilen 6-Well-Zellkulturplatten ausgesat. Am Tag der Transfektion sollte
die Konfluenz der Zellen 80-90 % betragen. Die Transfektionen erfolgten unter der Zu-
hilfenahme des jetPEI"-Transfektions-Reagenzes. Hierbei wurden fir die Transfektion
2 ug DNA mit 100 pl steriler NaCl-Lésung (150 mM) gemischt, ebenso wurden 4 ul der
jetPEI-L6ésung (7,5 mM) mit 100 pyl NaCl-Lésung gemischt. Beide Ansatze wurden ver-
einigt und fiir 10 s gevortext, um eine Komplex-Ausbildung zu begiinstigen. Nach einer
dreilBigminitigen Inkubation bei RT wurde der gesamte Transfektionsansatz auf die
Zellen pipettiert. Die transiente Expression wurde nach 48 h mithilfe einer ELISA-
Analyse nachgewiesen. Fir eine stabile Transfektion wurden die Zellen nach 48 h aus
den 6-Well-Platten mit Trypsin/EDTA abgeldst und mit dem zur Selektion verwendeten
Antibiotikum in Kulturflaschen tberfiihrt, um eine stabil exprimierende Zelllinie zu gene-

rieren.
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3.3 Proteinbiochemische Methoden

Proteinbiochemischen Standardtechniken wurden nach den etablierten Verfahren
durchgefiihrt (Ausubel 1994).

3.3.1 Affinitatschromatographische Verfahren

3.3.1.1 Affininitdtschromatographie mittels Protein L

Der Antikdrper-haltige HEK293-Zellkulturiiberstand wurde fir 30 min bei 3300 xg zen-
trifugiert um zelluldre Bestandteile zu sedimentieren. AnschlieRend wurde der Uber-
stand mithilfe einer Vakuumpumpe und einem Filter mit einer Porengré3e von 0,8 uym
filtriert. Das Filtrat wurde durch eine Aufkonzentriereinheit auf etwa ein Zehntel des ur-
spriinglichen Volumens konzentriert. Das Konzentrat wurde durch einen Spritzenfilter
der Porengréfe 0,2 ym an der Flamme sterilfiltriert und in einem sterilen Gefal aufge-
fangen, um sowohl alle Schwebstoffe zu entfernen, als auch eine l&dngere Haltbarkeit
zu gewabhrleisten. Anschliefend wurde 1 ml einer Protein L-Agarose-Matrix in eine
Durchflusssaule mit ca 0,5 cm Durchmesser pipettiert und sedimentieren gelassen. Die
Matrix wurde mit 10 ml PBS &quilibriert und anschliefend das Konzentrat des Kultur-
Uberstandes Uber die Saule gegeben. Dabei wurde eine Flieligeschwindigkeit von ca.
0,5 ml/ min eingestellt. Ungebundene Proteine wurden durch Waschen mit 15 Volu-
menanteilen PBS entfernt und die Antikérper durch Erniedrigung des pH-Wertes mithil-
fe eines Citratpuffers (100 mM, pH 3) in 1 miI-Schritten eluiert. Zur Neutralisation wurde
in die Elutionsgeféale ein Trispuffer (1 M, pH 7,4) vorgelegt. Zur Regeneration der Pro-
tein L-Matrix wurden 20 Volumenanteile des Citratpuffers und 5 ml PBS ber die Matrix
gegeben. AnschlieRend wurden 5 ml PBS, mit 0,02 % Natriumazid, Uber die Séule ge-

geben und die Matrix in diesem Puffer bei 4 °C gelagert.

3.3.1.2 Affinitdtschromatographie mittels Antigen-Matrix

Die hochspezifische Antigen-Antikérper-Bindung wurde fiir die Herstellung einer Affini-
tatsmatrix verwendet. Hierfir wurde eine Expression des Fragments Phl p 5a-Frag-
ment 1 in Form eines Intein-CBD-Fusionskonstruktes mit einem Kulturvolumen von
100 ml wie Kapitel 3.2.2.2 beschrieben durchgefiihrt. Die Zellen wurden fiir 30 min bei
3300 xg zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Zellsediment UN bei -20 °C
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eingefroren und am nachsten Tag auf Eis aufgetaut und in 5 ml Chitin-S&ulenpuffer re-
suspendiert. Die Zellsuspension wurde zur Herstellung des Zellextraktes fiir 10 min bei
einer Starke von 4 und einer Impulsldange von 40 % auf Eis sonifiziert. Anschlielend
wurde die Zelldebris fiir 30 min bei 10000 xg abzentrifugiert, der Uberstand abgenom-
men und mithilfe eines Spritzenfilters der Porengréfie 0,45 um filtriert. Eine Durchfluss-
saule wurde mit 1 ml einer Matrix bestehend aus Chitin Beads befiillt und mit 10 Volu-
menanteilen Chitin-Saulenpuffer aquilibriert. Anschlieliend wurde der Zellextrakt 2 x
Uber die Saule gegeben und ungebundene Proteine durch Waschen mit 20 Volumen-
anteilen Chitin-Séulenpuffer entfernt. Zur Uberpriifung wurden von der so hergestellten

Matrix ca. 40 ul Partikel entnommen und fir die SDS-PAGE-Analyse vorbereitet.

Antikérper-enthaltender HEK293-Zellkulturiberstand wurde wie in Kapitel 3.3.1.1 be-
schrieben behandelt und dann Uber die Antigen-Chitin-Matrix gegeben. Unspezifische
Proteine wurden durch Waschen mit 50 ml Chitin-Saulenpuffer entfernt und erneut
40 pl der Matrix fir eine Analyse mittels SDS-PAGE und nachfolgenden Farbungen
entnommen. Die Elution der Antikérper vom Antigen erfolgte mittels pH-shift. Da der
pH-Wert, bei dem eine Elution erfolgt, nicht bekannt war, wurde eine schrittweise Er-
niedrigung beginnend bei pH 5 durchgefiihrt, indem jeweils 1 ml Citratpuffer (100 mM)
des entsprechenden pH-Wertes auf das Saulenbett pipettiert und gesondert aufgefan-
gen wurden. Um eine schnelle Neutralisation der Lésung zu gewahrleisten wurde in die
Reaktionsgefalle eine ausreichende Menge eines Trispuffers (1 M, pH 7,4) vorgelegt.
Diese musste zuvor fir jeden pH-Wert titriert werden. Die Fraktionen wurden in einer
analytischen SDS-PAGE mit anschlieBenden Farbungen durch Coomassie-Brilliantblau
und einem Immunblot auf Proteingehalt und Reinheitsgrad hin untersucht. So wurde
der pH-Bereich, bei dem eine Elution erfolgt ermittelt. Die Antigen-Chitin-Partikel wur-
den durch Waschen mit 10 ml Citratpuffer (pH 2) regeneriert und fiir eine Uberpriifung
erneut Partikel aus dem S&dulenbett abgenommen. Die S&dule wurde mit Chitin-Saulen-
puffer aquilibiriert und in Chitin-S&ulenpuffer mit 0,02 % Natriumazid bei 4 °C gelagert.

In Abbildung 3.1 ist das Prinzip dieser Reinigungsmethode vereinfacht dargestellit.
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Abb. 3.1 Schematische Darstellung einer Antigen-Affinitidtsmatrix.

Das Antigen, in diesem Falle das N-terminale Fragment des Allergens Phl p 5a wurde als Intein-CBD-Fusi-
onsprotein in E. coli exprimiert. Die Proteine binden an Chitin-Partikel und bilden so eine feste Phase mit
der sich nun die Antikérper aus dem Zellkulturiiberstand reinigen lassen. Die Elution erfolgt durch Erniedri-
gung des pH-Wertes, wodurch die Antigen-Antikérper-spezifischen Wechselwirkungen sich nicht mehr
ausbilden kénnen.

3.3.1.3 IMAC

Expressionstiberstidnde der HEK293-Zellen wurden wie beschrieben konzentriert. An-
schliefend wurde unter Ruhren ein Zehntel des Volumens eines 10 x Ni-NTA-S&ulen-
puffers zugegeben, der pH-Wert Uberpruft und wenn nétig auf pH 7,8 eingestellt. Durch
Zugabe des Puffers war in dem Kulturiberstand eine finale Konzentration von 10mM
Imidazol vorhanden. Der Kulturiberstand wurde mithilfe eines Spritzenfilters der Po-
rengréle 0,2 um sterilfiltriert. In eine Durchflusssdule mit etwa 0,5 cm Durchmesser
wurde 1 ml Ni-NTA-Agarose gegeben und sedimentieren gelassen. Die Ni-NTA-Agaro-
se wurde mit 10 Volumenanteilen 1 x Ni-NTA-Saulenpuffer dqulibriert und anschlie-
Rend der vorbereitete Kulturiiberstand dartiber gegeben. Ungebundene Proteine wur-
den zunachst mit 50 Volumenanteilen 1x Ni-NTA-Saulenpuffer entfernt. Um die Strin-
genz des Waschvorgangs zu erhéhen wurden 3 Schritte mit steigenden Imidazolkon-
zentrationen von 15 mM, 20 mM und 25 mM Imidazol, welches in 1x Ni-NTA-S&ulen-
puffer angesetzt wurde, mit je 1 ml durchgefiihrt und gesondert in Reatkionsgefalien
aufgefangen. Die eigentliche Elution wurde dann mit Elutionspuffer, bestehend aus

dem 1x Ni-NTA-Saulenpuffer mit einer finalen Imidazolkonzentration von 250 mM Imi-

50



3 METHODEN

dazol durchgefiihrt. Die Fraktionen der Reinigung wurden mithilfe einer analytischen
SDS-PAGE mit anschlieBenden Farbungen durch Coomassie-Brilliantblau oder einem
Immunblot unterzogen. Anhand dieser konnten sie auf Proteingehalt und Reinheitsgrad

hin analysiert werden.

Die Ni-NTA-Agarose-Matrix wurde regeneriert indem 2 Volumenanteile Natronlauge
(0,5 M) dartiber laufen gelassen und diese fiir 30 min bei RT inkubiert wurde. Anschlie-
Rend wurden 5 Volumenanteile ddH.O sowie 2 Volumenanteile Nickelsulfat (100 mM)
Uber das S&ulenbett gegeben. Die Matrix wurde verschlossen und 30 min mit dem

Nickelsulfat inkubiert. Anschliefend wurde mit 5 Sdulenvolumen ddH.O gewaschen
und die Ni-NTA-Matrix bei 4 °C in 20 % Ethanol gelagert.

3.3.1.4 Affinitdtschromatographie mittels Amylose-Matrix

Die fir die Expression verwendeten E.coli-Zellen wurden wie beschrieben aufgearbei-
tet um den Zellextrakt zu erhalten. Fir die Resuspension der Zellen wurde hierbei an-
stelle des Chitin-Saulenpuffers Amylose-Saulenpuffer verwendet. In eine Durchfluss-
saule von ca. 1 cm Durchmesser wurden 2 ml Amylose-Matrix pipettiert und mit 10 Vo-
lumenanteilen Amylose-Saulenpuffer &quilibriert. Der filtrierte Zellextrakt wurde lang-
sam Uber die Saule gegeben und ungebundene Proteine mit 25 Volumenanteilen Amy-
lose-Saulenpuffer entfernt. Die Elution der MBP-Fusionsproteine erfolgte sukzessiv mit
Elutionspuffer, der aus Amylose-Saulenpuffer mit 10 mM Maltose bestand, in Fraktio-
nen von 1 ml. Diese wurden anschliefend einer SDS-PAGE-Analyse und nachfolgen-

den Farbungen unterzogen.

34 Proteinchemische Methoden

3.4.1 Biosensormessungen

Die Oberflachenplasmonenresonanz- oder SPR-Spektroskopie (surface plasmon reso-
nance) ist eine Biosensortechnik bei der Biomolekule wie z.B. Proteine auf der Gold-
oberflache einer Miniaturflusszelle eines Sensorchips immobilisiert werden. Dies erfolgt
meist durch eine Schicht von Carboxymethlydextrangruppen, deren Carboxylgruppen
durch EDC/NHS (N-Ethyl-N"-(Dimethylaminopropyl)-Carboimid/N-Hydroxysuccinimid)
aktviert werden kénnen und dann mit den freien Aminogruppen der Lysinreste eines

Proteins durch eine stabile Amidbindung kovalent verkniipft werden. Immobilisierte Mo-
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lekile werden hierbei als Liganden bezeichnet. In einem evanszentem Feld erfolgt die
sogenannte Oberflachenplasmonenresonanz, bei der die freien Gold-Elektronen oszil-
lieren und einfallendes Licht vollstdndig adsorbieren. Das Licht muss hierfiir in einem
bestimmten Winkel, dem SPR-Winkel einfallen. Anhand der Menge reflektierten Lichts
wird detektiert, ob eine Oberflachenplasmonenresonanz stattfindet. Bei Bindung von
Biomolekllen an die Goldoberflache &ndert sich der Brechungsindex der Oberflache
und somit auch der SPR-Winkel linear zur gebundenen Masse. Bei Bindung eines Na-
nogramms Protein auf einer Fldche von einem Quadratmillimeter &ndert sich der SPR-
Winkel um etwa 100 m®, was als 1000 RU (Response Units) detektiert wird. Interakti-
onspartner fur das Molekill werden als mobile Phase, auch Analyt, tber den Chip gelei-
tet. Durch eine zeitabhéngige Registrierung der Anderung des SPR-Winkels kann das
Bindungsverhalten des Analyten zum Liganden in Echtzeit beobachtet und somit kineti-
sche Parameter der Bindung ermittelt werden. Bei dieser Methode zur Bindungsanaly-

se ist eine Markierung der Interaktionspartner nicht nétig.

3.4.2 Auswahl eines geeigneten Bindungsmodells

Die Bindung eines Analyten an einen immobilisierten Liganden l&sst sich darstellen
durch:

aAnalyt
k LN
A+L* = AL* Ligand.__ - .8
kq e Tt e

Abb. 3.2 Reaktion eines in Losung befindlichen Analyten mit einem auf der Chipoberflaiche immo-
bilisierten Liganden.

A bezeichnet den Analyten und L den Liganden. Die Bindung ergibt den Komplex AL. Der Asterisk (*)
kennzeichnet immobilisierte Verbindungen.

Wenn sich die Konzentration des Analyten [A] erhéht, nimmt auch die Menge an Kom-
plex [AL] zu. Bei gentigend hohen Konzentrationen von [A] erféhrt die gemessene Ver-
anderung jedoch keine weitere Steigerung mehr, weil L* dann fast vollstandig zu AL*
umgesetzt ist bzw. die Bindung geséttigt ist. Dieses Erreichen eines dynamischen
Gleichgewichts, bei der die Anzahl assoziierender und dissoziierender Analyten gleich
ist, ist im Sensorgramm gekennzeichnet durch das Erreichen eines Plateaus aller Kur-
ven. Im diesem Fall ergibt sich zwischen der Konzentration des Komplexes [AL] und
der Konzentration an freiem Analyten [A] die Beziehung einer Langmuirschen Adsorpti-

onsisotherme. Fir die Bindungskurve der RU-Werte zu diesem Zeitpunkt
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gegen [A] aufgetragen kann eine Kurvenanpassung nach: RUeq= RUmax [Al/ (Ko [A]) er-
folgen und die Gleichgewichtsdissoziations- oder auch Bindungskonstante Kp (M) der
Bindung ermittelt werden. Diese so genannte steady state-Berechnung des Kp-Wertes
erfordert jedoch das Erreichen des Gleichgewichtszustandes und erfolgt ohne Einbe-

ziehung kinetischer, also zeitabh&ngiger Parameter.

Eine weitere Mdglichkeit zur Bestimmung der Affinitdt kann durch eine Verfolgung der
Bindungskinetik und der Berechnung der Geschwindigkeitskonstanten von Assoziation
und Dissoziation erfolgen (ka und kq oder Ko, und ko). Deren Quotient ki/k. liefert eben-
falls die Bindungskonstante Ko In den Sensorgrammen der Echtzeitmessungen sind
die zeitlichen Parameter von Assoziation und Dissoziation enthalten. Fir eine kineti-
sche Analyse werden Messungen unterschiedlicher Konzentrationen des Analyten
durchgefiihrt. Anhand von Kurvenanpassungen an die Langmuirsche Adsorptionsiso-
therme kénnen dann k, und kq und somit Kp erhalten werden. Hier ist auRerdem eine

Charakterisierung des Assoziations- und Dissoziationsverhaltens mdglich.

Beide beschriebenen Berechnungen der Affinitat, sowohl unter Annahme eines Gleich-
gewichtzustandes als auch anhand kinetischer Messungen erfolgen unter der Annah-
me einer monovalenten 1:1 Bindung zwischen immobilisiertem Liganden und frei be-
weglichem Analyten. Besitzt der, sich in Losung befindende, Analyt jedoch mehr als
eine Bindungsstelle fur den Liganden, wie im Falle eines bivalenten Antikérpers, unter-
liegt dem Sensorgramm eine weitaus komplexere Kinetik und eine Kurvenanpassung
nach einem 1:1-Bindungsmodell ist nicht mehr méglich (Dmitriev et al. 2002). Formal
kann eine bivalente Bindung in zwei monovalente Bindungen zerlegt werden, deren
Bindungsstérke jeweils der eines monovalenten Analyten entspricht. Jedoch kann dar-

aus nicht ohne weiteres die Bindungsstérke der bivalenten Bindung abgeleitet werden.

“ﬁ‘*% bivalenter Analyt

il

% k.'l/ &
k. . K . “ﬁ#& Kaa, %®
A+L == AL+L* = AL,

o a2

dat
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Abb. 3.3 Reaktion eines in Losung befindlichen bivalenten Analyten mit einem auf der Chipoberfla-
che immobilisierten Liganden.

A bezeichnet den Analyten und L den Liganden. Die Bindung der ersten Bindungsstelle des Analyten er-
gibt den Komplex AL. Die Bindung eines zweiten immobilisierten Liganden mit der zweiten Bindungsstelle
ist von der Dichte immobilisierter Liganden sowie der sterischen Ausrichtung und Flexibilitdt der beiden
Bindungsstellen des Analyten abhangig. Der Asterisk (*) kennzeichnet immobilisierte Verbindungen.
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Eher gleicht die Wechselwirkung zwei aufeinanderfolgenden Bindungen, wobei zu-

nachst die monovalente Knupfung erfolgt (s. Abb. 3.3).

Die darauffolgende Bindung der zweiten Bindungsstelle an einen weiteren Liganden ist
nun abhangig von vielen Faktoren. So ist der Entropieverlust der zweiten Bindung ge-
ringer, da die zweite Bindungsstelle durch die erste Bindung bereits in rAumlicher N&he
zum Liganden arrangiert ist und somit mit einer héheren Wahrscheinlichkeit stattfindet.
Andererseits muss berlcksichtigt werden, ob und wie viele Bindungsstellen fur den ein-
fach gebundenen Analyten Gberhaupt erreichbar sind. Kriterien hierfur sind sowohl die
Flexibilitdt des Analyten als auch die sterische Ausrichtung seiner Bindungsstellen so-
wie die Anordnung und der Abstand von Ligandenmolekilen auf der Chipoberflache
(Crothers und Metzger 1972; Pluckthun und Pack 1997). Da durch die Echtzeitmessun-
gen mithilfe eines SPR-Biosensors auch die zeitlichen Parameter von Assoziation und
Dissoziation ermittelt werden kénnen, ist es durch Kurvenanpassung an ein bivalentes
Bindungsmodell méglich die Geschwindigkeitskonstanten beider aufeinanderfolgenden
Bindungen zu erhalten. Die Dissoziationskonstante der ersten, also der monovalenten
Bindung, entspricht Kp1. Die Bindungskonstante fiir die nachfolgende Kniipfung zur bi-
valenten Bindung entspricht Kp2, wobei diese wie beschrieben von vielen Faktoren ab-
hangig ist und die Einheit mol/m? besitzt. Eine funktionelle Dissoziationskonstante Kpbi
beider Bindungen lasst sich berechnen, indem die Dichte des immobilisierten Liganden

einbezogen wird (Yang et al. 2003):
Kobi = Kp1 x Kp2 / (Kp2 + 2 [L*])

Wobei [L*] in diesem Fall die Einheit mol/m? besitzt. Bei SPR-spektroskopischen Mes-
sungen kann anhand des direkt proportionalen Verhaltnisses von RU zu immobilisierter
Masse von einer Ligandendichte von etwa 1 pg/mm? pro RU immobilisiertem Liganden
ausgegangen werden (Schuck 1997). Die Berechnung der Kpbi, der funktionellen Affi-
nitat des Antikdrpers, wird fir den Fall, dass 2 [L]* << Kp2 &hnlich der Kp1. Der Quoti-
ent Kpbi/Kp1 wird auch als Steigerungsfaktor bezeichnet, da er angibt um welchen Fak-
tor sich die Affinitat der monovalenten Bindung im Falle eines bivalenten Molekdls stei-
gert. Dieser Faktor kann jedoch je nach Experiment durch die starke Abhangigkeit der
Ko2 von zusétzlichen Faktoren abweichen (Plickthun und Pack, 1997). Bei der Aus-
wertung aller durchgefuhrten SPR-spektroskopischen Messungen wurde eine bivalente
Kurvenanpassung durchgefuhrt und die beschriebenen Bindungskonstanten berech-

net.
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3.4.2.1 Immobilisierung der Liganden

Fir die Bindungsanalysen wurde auf einer Messflusszelle das, an MBP-fusionierte All-
ergen immobilsiert wahrend zur Detektion der unspezifischen Bindung auf einer Refe-
renzflusszelle MBP gekoppelt wurde. Die Aktivierung beider Flusszellen erfolgte gleich-

zeitig, die Kopplung der Allergene nacheinander.

Fir Messungen mit einem Biacore-T100-Biosensor wurde eine Flieigeschwindigkeit
von 10 pl/s eingestellt. Als Laufpuffer wurde PBS verwendet, dieser und alle weiteren
Flassigkeiten wurden mit einem Filter der Porengrée 0,2 ym durch Benuntzung eines
Filteraufsatzes und einer Vakuumpumpe filtriert. Die Carboxylgruppen der Oberflache
eines CM5-Chips wurden durch Injektion von EDC/NHS wahrend 480 s aktiviert. Ein-
gefrorene Aliquots EDC (0,4 M) und NHS (0,1 M) wurden dafiir bei RT aufgetaut und
erst kurz vor der Injektion vermischt. AnschlieRend wurde das zu immobilisierende Pro-
tein in Natriumacetatpuffer (10mM), dessen pH-Wert etwa 0,5 unter dem Pl des Prote-
ins liegen sollte auf eine finale Konzentration von 100 pyg/ml verdinnt. Bet v 1a-MBP
und Phl p 5a-MBP besitzen beide einen Pl von 5,4, der des exprimierten MBP liegt da-
gegen bei 5,1. Die Proteine wurden in diesem Fall mit Natriumacetatpuffer pH 4,5 ver-
dinnt. Die Lésung wurde fiir 120 s Gber den Chip geleitet. Um die Menge an immobili-
siertem Protein zu erhéhen, wurde die Injektion bis zu 3 mal wiederholt, insofern das
RU-Signal den Wert 1000 nicht Uberstiegen hatte. Anschlieliend wurde ein Cappen
durchgefuhrt, indem Ethanolamin fur 600 s injiziert wurde wodurch die restlichen akti-

vierten Carboxylgruppen mit den Aminogruppen reagieren.

Fur Bindungsanalysen mit einem Sierrasensors SPR-Biosensor wurden verwendete
Flussigkeiten ebenfalls mit einem Filter der Porengréf3e 0,2 pym, durch Benuntzung ei-
nes Filteraufsatzes und einer Vakuumpumpe filtriert. Hier wurde als Laufpuffer PBS mit
0.01 % Tween verwendet, der zuvor fir 10 Min in einem Ultraschallbad entgast wurde.
Die Fliel3geschwindigkeit betrug hier 25 pl/min. Die Carboxylgruppen der Oberflache
eines Amine-Chips wurden durch Injektion von 200 yl EDC/NHS wahrend 480 s akti-
viert. Die Proteine Bet v 1-MBP und MBP wurden in Natriumacetatpuffer (10 mM) mit
einem pH-Wert von 4,7 auf 100 pg/ml verdiinnt und 150 ul fiir 360 s nacheinander
Uber die jeweilige Flusszelle geleitet und die Injektionen bis zu drei mal wiederholt, in-
sofern das RU-Signal den Wert 1000 nicht Gberstiegen hatte. 200 uyl Ethanolamin wur-

den fiir 480 s Uber beide Flusszellen geleitet.
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3.4.2.2 Bindungsanalysen mit Antikdrperkonstrukten

Initiale Bindungsanalysen mit den Antikérpern wurden durchgefiihrt um den Konzentra-
tionsbereich auszutesten. Bei geeigneten Konzentrationen sollte die Bindungskurve
100 RU nicht Gberschreiten jedoch auch nicht zu flach verlaufen. Die Antikérper wur-
den im Falle der Messung mit einem Biacore-T00-Biosensor in PBS verdinnt und die
Lésung fir 120 s injiziert, wobei beide Flusszellen angesteuert wurden. Es folgten Un-
tersuchungen fur die Auswahl eines geeigneten Regenerationspuffers, der eine soforti-
ge Dissoziation des Antkérpers vom Liganden induzieren sollte. Hierbei muss darauf
geachtet werden, dass eine komplette Dissoziation des Antikdrpers erfolgt, jedoch bei
erneuter Injektion eine Reproduktion der Bindungskurve gewahrleistet wird. Wirde die-
se durch wiederholte Regeneration abflachen, ist mit einer Degradierung der Bindungs-
stellen des Liganden durch den Regenerationspuffer zu rechnen. Im Falle der Bin-
dungsanalysen mit Bet v 1 und dem Bet v 1-spezifischen Hybridom-Antikérper wurde
ein Puffer, der zu zwei Teilen aus dem basischen Puffer B und zu einem Teil aus Was-
ser bestand verwendet (Andersson et al. 1999). Der Puffer wurde fiir 50-80 s Gber den
Chip geleitet. Fir die Dissoziation des hoch-affinen aPhlp5-IgA2-Antikérpers vom
Phl p 5a-MBP wurden aufeinanderfolgende Injektionen von Citratpuffer (50 mM) pH 1
und Tris-Base (50 mM) pH 11 bendétigt um eine Regeneration des Antigens zu errei-
chen. Antikdrper-Bindungsanlysen mit einem Sierrasensors SPR-2 Biosensor wurden
durchgefiihrt, indem 50 pl oder mehr der Antikérperlésungen Gber den Chip gegeben

wurden.

Die Auswertung erfolgte in beiden Fallen mithilfe des Computerprogramms TraceDra-
wer. Hierflir mussten Sensorgramme, die durch die Biacore T100-Messungen enstan-
den waren zunachst als Textdateien exportiert werden. Da die Antikérper zwei funktio-
nelle Bindungsstellen fir die immobilisierten Allergene besitzten wurden ein bivalentes
Bindungsmodell ausgewahlt. Fir die Kurvenanpassungen wurde eine lokale Berech-
nung des Ruma-Wertes zugrunde gelegt und lterationen durchgefiihrt bis keine Ande-

rung des Chi*>-Wertes mehr erfolgte.

3.4.3 Durchflusszytometrie

Mithilfe der Durchflusszytometrie kénnen so genannte FACS-Analysen (Fluorescence

Activated Cell Sorting) durchgefiihrt werden. Sie erlauben quantitative Bestimmungen
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von zellularen Oberflachenproteinen oder daran bindenden Molekilen, indem einzelne
Zellen im FlUssigkeitsstrom auf der Grundlage ihrer Fluoreszenz- und Streulichteigen-
schaften hin analysiert werden. Alle durchflusszytometrischen Messungen erfolgten
mittels eines FACS Calibur-Gerates bei einer Anregungswellenldnge des luftgekihlten
Argon-Lasers von 488 nm. Das Absorptions- bzw. Emissionsmaximum des FITC (Fluo-
rescein-isothiocyanat) betragt 495 nm bzw. 517 nm. Das Fluoreszenzmaximum fir PE
(Phycoerithrin) liegt bei 575 nm. Fur jede Messung wurde mithilfe des Auswertpro-
gramms CellQuest die Haufigkeit der Ereignisse im Kanal FL-1 bzw. FL-2 in Histogram-

men dargestellt.

Samtliche U937-Zellen einer 250 ml Kulturflasche wurden fir 5 min bei 200 xg zentrifu-
giert und das Zellsediment in 1 ml kaltem, mit 10% FKS supplementiertem PBS, resus-
pendiert. Die Zellen wurden gewaschen, indem ein weiteres mal fiir 2 min bei 4°C und
200 g zentrifugiert, der Uberstand verworfen und die Zellen in 1 ml PBS-10%FKS re-
suspendiert wurde. Die Zellzahl wurde bestimmt und etwa 107 Zellen pro Messung in
Reaktionsgefélle Uberfiihrt. Die Zellen wurden ein weiteres mal bei 4 °C und 200 xg fir
2 min zentrifugiert, und in 100 pl PBS-10%FKS, in welchem der primére Antikérper auf
die gewlinschte Konzentration verdiinnt worden war, resuspendiert. Die Zellen wurden
fur 1 h bei 4 °C im Dunkeln auf einem Rollbrett inkubiert und anschliefend fiir 2 min bei
200 xg und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen 2 x mit
0,2 %TPBS und abschlieBend 1 x mit 1 ml PBS-10%FKS gewaschen. Anschliel’end
wurden die Zellen in 100 pl, den sekundaren Antikérper in gewlinschter Konzentration
enthaltendem PBS-10%FKS resuspendiert und fir 1 h bei 4 °C im Dunkeln auf einem
Rollbrett inkubiert. Die Antikdrperlésung wurde nach einem Zentrifugationsschritt von 2
min bei 200 xg und 4 °C entfernt und die Zellen 2 x mit 1 ml 0,2% TPBS und 1 x mit
1 ml PBS-10%FKS gewaschen und fir die Messung in 500 pl PBS-10%FKS resuspen-
diert.

3.5 Chemische Methoden

3.5.1 Biotinylierung von Proteinen mittels TFPA-PEG;-Biotin

TFPA-PEG:;-Biotin ist ein UV-aktivierbares Biotinylierungsreagenz, bestehend aus ei-
nem TFPA-Rest (Tetrafluorophenylazid), welcher tber einen flexiblen PEG-Arm (Poly-
ethylenglukol) an Biotin gekoppelt ist. Bei Einwirkung von UV-Licht bildet die TFPA-Ein-
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heit eine hochreaktive Nitrengruppe, welche bevorzugt in C-H Bindungen oder unge-
séttigte Kohlenstoffketten insertiert. Der hydrophile PEG-Arm gewéhrleistet die Was-
serl6slichkeit und verhindert eine Aggregation biotinylierter Proteine. Das Reagenz
wurde verwendet, um die Allergene Bet v 1a und Phl p 5a, die in Form von MBP-Fusi-
onskonstrukten vorlagen, zu biotinylieren und fir Degranulationsanalysen (ber Strepta-

vidin zu multimerisieren.

In einem Reaktionsgefald wurden 300 pl der Allergen-Lésung mit einer Konzentration
zwischen 0,5 und 1,5 mg/ml vorgelegt. Es wurde ein hundertfacher molarer Uberschuf
an TFPA-PEG:;-Biotin, welches als Stockldsung von 25 mg/ml in DMSO bei -20 °C ge-
lagert vorlag hinzugegeben. Mithilfe einer UV-Lampe wurde UV-Licht auf das offene
Reaktionsgeféald eingestrahlt. Unter Rihren mit einem kleinen Ruhrfisch und auf Eis
wurde die Biotinylierung dann fiir 45 min durchgefihrt. Anschliefliend wurde das restli-

che Biotinylierungsreagenz durch mehrmalige Dialyse gegen PBS entfernt.

3.6 Immunologische Methoden

3.6.1 ELISA

Zur Analyse der Expression oder der Funktionalitdt von Antikdrperkonstrukten wurden
20 pl der Antigen-Lésungen, in denen die Allergene in Konzentrationen von 50-
200 yg/ml enthalten waren, in Vertiefungen einer ELISA-384-Mikrotiterplatte Uber
Nacht bei 4 °C an die Plattenoberflache gebunden. Es wurde einmal mit PBS gewa-
schen und anschlieend die Polystyrol-Oberflache fir 1 h bei RT mit 4 % MPBS oder
10 % FKS/PBS blockiert. Es wurde einmal mit PBS gewaschen und 50 ul Zelliber-
stand oder entsprechende Verdinnungen der Antikérper-Lésungen in die Vertiefungen
gegeben und bei RT unter leichtem Schitteln inkubiert. Die Inkubationszeiten reichten
je nach Anforderungen von 1 h bei konzentrierten Proteinlésungen bis hin zu 12 h bei
Zelliberstanden mit geringen Antikérper-Konzentrationen. Es wurde viermal mit PBS
gewaschen, wobei die Ausrichtung der Mikrotiterplatte nach jedem Waschschritt geén-
dert wurde, damit die Waschlésung von einer anderen Seite in die Vertiefung gesplilt
wurde. Die sekundaren Antikérper wurden in 2 % MPBS, bzw. 10% FKS/PBS verdinnt
und 50 pl in die Vertiefungen gegeben und fir 60 min bei RT inkubiert. Nach erneutem
viermaligem Waschen mit PBS, erfolgte die Zugabe von 25 uyl der PNPP Detektions-

I6sung und die Absorbtion wurde nach 1-12 h im Photometer bei 405 nm gemessen.
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3.6.2 Sandwich-ELISA zur Quantifizierung von Antikdrpern

Konzentrationen von Antikérpern und Antikdérperkonstrukten in Zellkulturiiberstédnden
bzw. Reinigungsfraktionen wurden mit ELISAQuantitationSets durchgefihrt. Hierbei
werden die Antikérper durch Sandwich-ELISA Messungen detektiert. Bei jeder Mes-
sung wird eine Standardreihe erstellt. Die Extinktion wird dann gegen die Konzentration
aufgetragen und durch Kurvenanpassung eine Standardkurve erhalten, mithilfe derer
dann die Konzentrationen der zu messenden Antikdrper-Lésungen bestimmt werden

kénnen.

Die Fanger-Antikdrper wurden in 0,05 M Carbonat-Bicarbonat, pH 9,6 hundertfach ver-
dinnt und 50 pl in die Vertiefungen einer Polystyrol ELISA-384-Mikrotiterplatte gege-
ben. Diese wurde fir 1 h bei RT und unter leichtem Schatteln inkubiert. Anschlie3end
wurde die L6sung abgenommen und einmal mit Quantifizierungs-Waschlésung gewa-
schen. Freie Bindungsstellen der Vertiefungen wurden mit 100 ml Quantifizierungs-Blo-
ckierungspuffer fir 1 h bei RT und unter leichtem Schutteln blockiert. Der Blockierungs-
puffer wurde entnommen und 7 serielle 1:2 Verdinnungen der Standardreihe sowie 3-
4 Verdinnungen der zu quantifizierenden Antikérperlésung mit Quantifizierungs-Ver-
dinnungspuffer hergestellt, von denen jeweils 50 ul in die Vertiefungen gegeben und
1 h bei RT und leichtem Schitteln inkubiert wurden. Die Antikérper wurden abgesaugt
und nach viermaligem Waschen 50 ml des Detektionsantikdrpers, der 1:50000 in
Quantifizierungs-Verdinnungspuffer verdiinnt wurde, zugegeben und abermals 1 h bei
RT und unter leichtem Schitteln inkubiert. Der Detektionsantikérper wurde ebenfalls
abgesaugt und erneut viermal gewaschen, sowie 40 yl ABTS/H,O.-Detektionlésung zu-
gegeben und nach 20 min die Extinktion bei 405 nm gemessen. Alle Messungen er-

folgten als Doppelbestimmungen.

Zur Auswertung wurde jeweils der Mittelwert der beiden Extinktionswerte der Standar-
dreihe gebildet und gegen die Konzentration aufgetragen. Mithilfe des Computerpro-
gramms Origin 75 erfolgte eine Vier-Parameter logistische Kurvenanpassung mit deren

Gleichung eine Umrechnung der Extinktionswerte in Konzentrationen méglich war.
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3.6.3 Immunblot

Bei einem Immunblot handelt es sich um den Nachweis von Proteinen auf Nitrocellulo-
semembranen. Nach erfolgtem elektrophoretischen Transfer wurde die Membran fir
60 min in 4 % MPBS bei RT blockiert. Danach wurde sie einmal mit PBS gewaschen
und in eine 2 %ige MPBS-L&sung, die eine geeignete Primarantikérper-Konzentration
enthielt oder in den Kulturiberstand der Antikérper-exprimierenden HEK293-Zellen
Uberfuhrt. In diesen wurde sie UN bei 4°C geschittelt. Die Membran wurde nachfol-
gend drei Mal unter leichtem Schutteln fur je 4 min mit PBS gewaschen. Dann wurde
die Membran mit einer geeigneten Verdinnung eines Sekundarantikérper-AP-Konjuga-
tes (in 2 % MPBS) fur 60 min bei RT unter leichtem Schutteln inkubiert. Im Falle der re-
kombinanten Antikérperkonstrukte erfolgte gleich nach dem Blockierungsschritt die In-
kubation mit dem konjugierten Sekundarantikdrper. Es folgten erneut jeweils 3 Wasch-
schritte mit PBS. AnschlieBend wurde die Membran in die Farbelésung (12,5 ml AP-
Detektionspuffer, 125 ul BCIP, 1,25 ml NBT) dberfihrt. Die Farbung wurde unter
Lichtausschluss bis zur Detektion der Banden durchgefihrt. Im Anschluss wurde die

Membran mit Wasser gewaschen und an der Luft getrocknet.

3.6.4 Degranulationsanalysen humanisierter RBL-Zellen

Fur die Degranulationsanaylsen wurden die RBL-SX38-Zellen einer 250 ml Kulturfla-
sche nach zweimaligem Waschen mit PBS trypsiniert und in 10 ml Kulturmedium auf-
genommen. Die Zellen wurden fiir 5 min bei 100 xg sedimentiert, Uberstand verworfen
und das Sediment in 5 ml Kulturmedium resuspendiert. Anschliellend wurden die Zel-
len gezahlt und durch Verdinnung eine Zellzahl von 5 x 10° Zellen/ml eingestellt. Je
200 pl dieser Zell-Suspension wurden in die Vertiefungen einer sterilen Mikrotiterplatte
pipettiert und Uber Nacht einem einem CO,-Inkubator unter 5 % CO,-Begasung und bei
37 °C und 95 % Luftfeuchtigkeit inkubiert. Diese Arbeiten erfolgten an in einer sterilen

Laminarstrémungsbank.

Am nachsten Tag wurde des Kulturmedium der Zellen abgesaugt. Die verwendeten
IgE-Antikérper wurden mit Tyrodes-Puffer, der mit 0,1% Glucose und 0,1% BSA kom-
plettiert wurde auf die gewlinschte Konzentation verdiinnt und 100pl dieser Lésung auf
die Zellen gegeben. Die Zellen wurden fir 1h in einem CO.-Inkubator unter 5 % CO.-
Begasung und bei 37 °C und 95 % Luftfeuchtigkeit inkubiert. AnschlieRend wurden die
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IgE-Antikérper abgesaugt und nach viermaligem, vorsichtigem Waschen mit 200 pl des
supplementiertem Tyrodes-Puffer, mit 100ul des Quervernetzers, der ebenfalls in Tyro-
des-Puffer mit 0,1% Glucose und 0,1% BSA verdliinnt wurde, flr 1h in einem CO2-Inku-
bator unter 5 % CO2-Begasung und bei 37 °C und 95 % Luftfeuchtigkeit inkubiert. In
die Vertiefungen einer unsterilen Mikrotiterplatte wurden jeweils 10 pl der PNAG-Sub-
stratldsung vorgelegt und dann 30 pl des aktuellen Zellkulturiberstandes hinzugege-
ben. Die Restmenge des Uberstandes wurde abgesaugt und die Zellen einmal mit dem
supplementiertem Tyrodes-Puffer gewaschen. AnschlieRend wurde 100yl des Puffers,
zu dem Triton x in einer finalen Konzentration von 0,1% gegeben wurde auf die Zellen
gegeben. Sowohl die Zellen, als auch die Uberstdnde mit der Substratiésung wurden
fur 1h in einem CO,-Inkubator unter 5 % CO.-Begasung und bei 37 °C und 95 % Luft-
feuchtigkeit inkubiert. In die Vertiefungen mit Zelliberstand und Substratlésung wurde
nun zur Beendigung der Umsetzung durch die Hexosaminidase und der Farbentwick-
lung 50 ul eines Carbonatpuffers gegeben. Die Farbentwicklung erfolgte sofort und die
Absorbtion wurde im Photometer bei 405 nm gemessen. Aulerdem wurden erneut
10 yl der pNAG-Substratlésung in Vertiefungen vorgelegt, 30 ul des Zelliberstandes
der mit Triton x inkubierten Zellen hinzugegeben und 1h in einem CO»-Inkubator unter
5 % CO,-Begasung und bei 37 °C und 95 % Luftfeuchtigkeit inkubiert. Fur die Farbent-
wicklung wurden auch hier in jede Vertiefung 50 ul Carbonatpuffer hinzugegeben und
die Extinktion am Photometer gemessen. Alle Messungen erfolgten als Dreifachbestim-
mungen. Die Auswertung erfolgte, indem die Extinktionswerte jeder Vertiefung nach
Quervernetzung und nach Zelllyse addiert und als 100 % festgelegt wurden. Die De-
granulation wurde dann als der, durch die Quervernetzung induzierte, prozentuale An-
teil angegeben. Von den Dreifachbestimmungen wurden ein Mittelwerte gebildet und
die Standardabweichung berechnet. Die prozentualen Werte wurde dann entweder ge-
gen die Konzentration eingesetzter IgE-Antikdrper oder quervernetzender Molekile

aufgetragen.

3.7 Bioinformatische Methoden

Bei den verwendeten Isoformen handelt es sich nach Abgleich mit der Strukturdaten-
bank allergener Proteine (SDAP, Structual database of allergenic proteins, http://fermi.
utmb.edu/SDAP/, 14.08.2011) fur Bet v 1a um Bet v 1.0101, die isolierte Isoform

Betv 1iso zeigte 96 % Homologie auf Ebene der Aminosduresequenz mit
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Bet v 1.1401, war mit dieser jedoch nicht véllig identisch. Bei dem hier dargestellten
Phl p 5a handelt es sich um Phl p 5.0109, bei Phl p 5b um Phl p 5.0204.

Dreidimensionale Proteinstrukturen wurden mithilfe des Computerprogramms Chimera
bearbeitet. Die vorhandene Struktur des Bet v 1a-Allergens wurde der Protein-Daten-
bank PDB (http://www.pdb.org, 14.08.2011) entnommen (PDB 1BV1) und in Form von
PDB-Formaten in das Programm Chimera eingefligt und bearbeitet. Fur verkirzte
Fragmente der Allergene, mutierte Versionen oder Allergene, fiir die noch keine Struk-
turdaten vorhanden waren, wurde mithilfe des protein structure homology-modeling
servers (http://swissmodel.expasy.org, 14.08.2011) unter Verwendung des automati-
sierten Modus eine Strukturmodellierung vorgenommen . Fiur die Modellierung des chi-
maren Mal d 1-ad126-Bet v 1a-Konstruktes wurde hierfir die Struktur des Bet v 1a als
Modellvorlage gewahlt, ansonsten wurde durch die Datenbank eine bereits vorhandene
Struktur mit héchster Identitéat auf Ebene der Aminosduresequenz gesucht. Im Falle
des N-terminalen Fragments des Phl p 5-Allergens handelte es sich hierbei um die
Struktur von Phlp 6 (PDB 1NLX) und fur das C-terminale Fragment um Phl p 5b
(PDB 1L3P).
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Die Verfugbarkeit des Repertoires Allergie-relevanter Isotypen eines monoklonalen An-
tikbrpers mit definierter Spezifitat fir ein Allergen stellt die Grundlage zur Evaluierung
der Rolle einzelner Isotypen fir die Allergiediagnostik und -therapie dar. Sie bietet die
Mdglichkeit auf molekularer Ebene Erkenntnisse Uber die Interaktion zwischen Antigen
und Antikérper zu gewinnen und Epitope auf den Oberflachen der Antigene zu identifi-
zieren. Im folgenden Kapitel werden zunachst die Ergebnisse von Klonierungen und
Analysen zur eukaryotischen Expression der Isotypen IgE, IgG1, IgG4 und IgA1 und
IgA2 eines Bet v 1 sowie eines Phl p 5-spezifischen scFv dargestellt und die Resultate
verschiedener chromatografischer Methoden zur Reinigung der Antikérper aus dem
Zellkulturiberstand aufgezeigt. In Bindungsanalysen wird die Interaktion der Antikérper
mit den jeweilign Allergenen und Fc-Rezeptoren demonstriert. Es schlieRen sich Er-
gebnisse an, in denen die Epitope beider Antikérper auf struktureller Ebene anhand

von definierten Aminosaureaustauschen identifiziert wurden.

4.1 Darstellung monoklonaler Antikdrperkonstrukte

Im Arbeitskreis konnte zuvor erfolgreich eine humane Spenderbibliothek kloniert und
gegen das Birkenpollenallergen Bet v 1a selektiert werden. Ausgangsmaterial fur die
Vy-Doménen dieser Bibliothek stellte die cDNA von CD19*-B-Zellen peripherer Lym-
phozyten dreier Pollinosepatienten dar. Durch Amplifikation mit leader-spezifischen Oli-
gonukleotiden sowie einem gCu1-spezifischem Oligonukleotid wurden dabei aus-
schliel3lich Vu-Regionen amplifiziert, die auf mRNA-Ebene direkt mit dem konstanten
Bereich einer ¢Cy-Kette fusioniert waren. Auf diese Weise konnte das IgE Vu-Repertoir
der Spender erhalten und in den Phagemid-Vekor pHENZ2 insertiert werden. (s. Kap.
1.3). Das V.-Repertoire ist durch Verwendung des Gen lll-Phagemidsystems der Grif-
fin-1-Bibliothek synthetischen Ursprungs (Griffin und Ouwehand 1995). Die Selektion
dieser Bibliothek gegen das Birkenpollen-Allergen Bet v 1 flihrte zum Erhalt eines
Bet v 1-spezifischen scFvs. Ein Phl p 5-spezifisches scFv lag ebenfalls im Arbeitskreis
vor, dieses wurde im Fomat eines Fab-Konstrukts ebenfalls auf der Oberflache eines fi-
lamentésen Phagen selektiert und dessen CDR-Regionen (CDR, complementarity de-
termining region) in das pHEN2-Phagemid Ubertragen. Diese beiden aus vorangegan-

genen Selektionen erhaltenen Phagemide enthielten jeweils die Sequenzinformationen
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der schweren und leichten Kette eines monoklonalen allergenspezifischen Antikérpers

und bildeten die Grundlage dieser Arbeit.

In den vorliegenden Bibliotheksformaten sind die scFv fir die Phagendisplay-Technolo-
gie mit dem Gen lll des filamentésen M13 Bakteriophagen verknipft, wodurch es auf
dessen Oberflache zu einer fusionierten Expression mit dem Hullprotein 11l des Phagen
kommt (s. Abb. 4.2). Eine unfusionierte, periplasmatische Expression der scFv, die ein
Molekulargewicht von etwa 30 kDa besitzen, ist zwar prinzipiell durch die Verwendung
von subE-E. coli Stdmmen mdoglich, da jedoch durch die Monovalenz die funktionelle
Affinitat stark eingeschrankt ist, bietet sich dieses Format nicht fiir nachstehende Bin-
dungsanalysen an. Ebenso lassen sich keine Untersuchungen, denen eine Rezeptor-
bindung fur nachgeschaltete Effektorfunktionen zugrunde liegt, durchfiihren, da diese
Uber den konstanten Bereich der schweren Kette vermittelt werden. Fir die Analyse
von Wechselwirkungen der Antikérper, sowohl mit ihren Allergenen als auch den Fc-
spezifischen Rezeptoren, sollte eine Expression und Reinigung selektierter scFv in
Form bivalenter Antikdrperkonstrukte, die Uber Rezeptorbindungspotential verfiigen,

erfolgen.

Als Expressionssystem wurden HEK293-Zellen verwendet. Hierbei handelt es sich um
immortalisierte, humane, embryonale Nierenzellen, die posttranslationale Modifikatio-
nen, wie Glykosylierungen durchfiihren. Die Expression natirlicher, heterotetramerer
Immunglobuline basiert auf der gleichzeitigen Expression und anschlieRenden Zusam-
menlagerung von schwerer und leichter Kette. Fir eine rekombinante Expression mis-
sen somit zwei Zielproteine gleichzeitig exprimiert und richtig zusammengelagert wer-
den. Hierfir wurde der Vektor pBudCE4.1 genutzt und die DNA Sequenzen der varia-
blen schweren und leichten Ketten in zwei aufeinanderfolgenden Klonierungen in die
beiden Polylinkerregionen insertiert. In einer einfachen Einschrittklonierung mithilfe des
Vektors pcDNA3.1 kann die Doméanenstruktur des scFv direkt an den FcBereich der,
um die Cy1-Doméne der schweren Kette deletierten eines beliebigen Isotyps gekoppelt
werden. Dieses artifizielle scFv-Konstrukt lagert sich nachweislich zu einem bivalenten
Antikérpermolekill zusammen, verfiigt Gber Rezeptorbindungspotential und weist eine
hohe Expressionsrate in HEK293 Zellen auf. Dadurch bietet es die Moéglichkeit ein se-
lektiertes scFv unmittelbar in ein fir weitere Analysen verwendbares Format zu Uber-
tragen. Eine schematische Darstellung aller angestrebten Antikérperformate sowie den

zugrundeliegenden Vektoren ist in Abbildung 4.1 gezeigt.
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Abb. 4.1 Vereinfachte grafische Darstellung verwendeter Antikérperformate und Expressionsvekto-
ren.

A: Die verschiedenen Antikdrperkonstrukte lassen sich durch Insertion in die Expressionvektoren darstel-
len. Neben den naturlich-vorkommenden heterotetrameren Antikérpern wurden verkurzte artifizielle scFv-
Konstrukte generiert.

B: Verwendete Vektoren mit Expressionskassetten. Unter Zuhilfenahme spezifischer Restriktionsendonu-
kleasen kdnnen in den Vektoren alle Ketten einzeln ausgetauscht werden. Dadurch lassen sich unter-
schiedliche Isotypen und unterschiedliche Spezifitdten generieren.

Zunachst wurde besonderer Fokus auf die Darstellung der im Kontext einer Allergie be-
deutsamen IgE-Antikdrper gelegt, um sowohl Zugang zur Analyse der Interaktion zwi-
schen Antikorper und Allergen, als auch zu nachgeschalteten zellularen Effektorfunk-
tionen zu erhalten. Neben IgE-Antikérpern als Vermittler von Allergien, gibt es

weitere Allergie-relevante Isotypen. IgA-Antikérper werden vorwiegend mit der sekreto-
rischen Komponente als Dimer in die Mukosa-assoziierten lymphoiden Gewebe sezer-

niert. Ihnen kommt im Rahmen einer Allergie Bedeutung zu, da sie méglicherweise im-
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munsuppressiv wirken, indem sie die Ausschittung von IL10 férdern. Weiterhin gibt es
viele Anhaltspunkte, dass IgA- und IgG-Antikdrper eine Rolle als blockierende Antikor-
per wahrend der Desensibilisierung allergischer Patienten im Laufe einer Immunthera-

pie spielen (s. Kap. 1.1.3).

4.1.1 Expression Bet v 1- und Phl p 5-spezifischer Antikdrperkonstrukte

4.1.1.1 Expression von IgE-Konstrukten

Eine Insertion der Sequenz der beschriebenen allergenspezifischen scFv in den Vektor
pcDNAS3.1¢C12-4 zur Expression verkirzter scFv-IgE-Konstrukte wurde im Arbeitskreis
bereits zuvor durchgefiihrt. Es erfolgte eine Transfektion von HEK293-Zellen mit dem
jeweiligen Plasmid und eine Selektion von Transfektanden mittels Zeocin. Im Kultur-
Uberstand der so entstandenen Kulturen konnte Uber deren Reaktivitdt mit den jeweili-
gen Allergenen die Expression der scFv-basierten Antikdrperkonstrukte oBet-
vila-scFv/IgECh2-4 und oPhlp5-scFv/IQECK2-4 in einer ELISA-Analyse nachgewiesen
werden (s. Abb. 4.2).

mAllergen EMPBS
35
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Extinktion (405 nm)
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sCFviigEC,2-4 scFWIgEC,,2-4

Abb. 4.2 ELISA zur Uberpriifung der Expression von scFv/AgECH2-4 Konstrukten mit Spezifitat fir
Bet v 1 und Phl p 5.

Mit Bet v 1a und Phl p 5a beschichtete und durch 4 % MPBS blockierte Vertiefungen von Mikrotiterplatten
wurden fur 1 h mit den Kulturiberstédnden inkubiert. Die Detektion durch ein monoklonales Anti-human
IgE-AP-Konjugat (1:1000) erfolgte mittels PNPP und die Absorbtion wurde im Photometer bei 405 nm ge-
messen.

Im weiteren Verlauf dieses Ergebnisteils werden die Einzelschritte von Klonierungen
wie gelelektrophoretische Analyse der Amplifikationen zu insertierender Gene mithilfe
Schnittstellen-einfugender Oligonukleotide, Restriktionen mit Restriktionsendonuklea-
sen, Ligationen, Transformationen von E. coli-Zellen mit dem generierten Plasmid und
die PCR-UberprUfung selektierter Klone nicht beschrieben, da es sich um standardi-

sierte Verfahren handelt, die in Kapitel 3.1 beschrieben werden. Eine Auflistung ver-
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wendeter Oligonukleotide und Restriktionsenzyme fiir die Generierung aller rekombi-

nanten Molekule ist in Kapitel 3.1.4 gegeben.

Durch weiterfiUhrende Klonierungen konnten sowohl Vy- als auch V.-Regionen beider
scFv jeweils in den Vektor pBud-IgE-C., der die Expression eines heterotetrameren
Antikérpers mit den Immunglobulindomanen Cne1-4 und «xC, erlaubt, insertiert werden.
Klonierungen der schweren und leichten variablen Ketten erfolgten nacheinander und
wurden einzeln durch Sequenzierung verifiziert. Mit Plasmidpréparationen der entstan-
denen Vektoren pBud-aBetv1/IgE-C. und pBud-aPhlp5/IgE-C, wurden HEK293-Zellen
transfiziert und der Kulturiberstand stabiler Transfektanden auf die Expression natdirli-
cher heterotetramerer IgE Antikérper in einer ELISA-Analyse getestet. Diese zeigte,
dass der aPhlp5-IgE-Antikérper exprimiert wurde, fir den Bet v 1-spezifischen IgE
konnte jedoch kein reaktiver IgE-Antikdrper in dem Kulturiberstand nachgewiesen wer-
den (s. Abb. 4.3).

mAllergen  COMPBS
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Abb. 4.3 ELISA zur Uberpriifung der Expression heterotetramerer IgE-Antikorper mit Spezifitt fir
Bet v 1a und Phl p 5a.

Mit Bet v 1a und Phl p 5a beschichtete und durch 4 % MPBS blockierte Vertiefungen von Mikrotiterplatten
wurden fur 1 h mit den Kulturiberstanden inkubiert. Die Detektion durch einen monoklonalen Anti-human
IgE-AP-Konjugat (1:1000) erfolgte mittels PNPP und die Absorbtion wurde im Photometer bei 405 nm ge-
messen.

Bei dieser Klonierung fand eine Fusion der V.-Domane mit einer konstanten leichten
k- Kette statt. Humane Antikdrper liegen in einem von drei Fallen jedoch mit einer A-
Kette vor. Um zu evaluieren ob die Klasse der konstanten leichten Kette zu Faltungs-
schwierigkeiten wahrend der eukaryotischen Expression gefiihrt hatte, sollte in dem
Vektor pBud-aBetv1/IgE-xC. nun ein Austausch von k nach A erfolgen. Dazu wurde die
Sequenz der AC. aus cDNA, welche nach der Isolierung der Gesamt-RNA aus huma-
nen peripheren Lymphozyten mithilfe des peq-GOLD TriFast-Reagenz und anschlie-
Render reverser Transkription mit dem First Strand cDNA Synthesis Kit und einem oli-

go-dT-Nukleotid halten wurde, amplifiziert. Das Amplifikat einer PCR mit Schnittstellen-
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einflgenden Oligonukleotiden wurde in den Vektor pBud-aBetv1-IgE insertiert und mit
dem so entstandenen Vektor pBud-oBetv1-IgE-AC. eine Sequenzierung und eine
Transfektion von HEK293-Zellen durchgefiihrt. Die Sequenzierung bestétigte die Inser-
tion der AC_..Sequenz. Zur Kontrolle wurde ebenso mit dem Expressionsvektor des
Phl p 5-spezifischen Antikérpers verfahren. Eine ELISA-Analyse zeigte, dass im Kultur-
Uberstand stabiler Transfektanden abermals nur Phl p 5-spezifische, jedoch keine

Bet v 1-spezifischen IgE-Antikdrper vorlagen (s. Abb. 4.4).
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Abb. 4.4 ELISA zur Uberpriifung der Expression heterotetramerer IgEAC.-AntikSrper mit Spezifitat
fiir Bet v 1a und Phl p 5a.

Mit Bet v 1a und Phl p 5a beschichtete, und durch 4 % MPBS blockierte Vertiefungen von Mikrotiterplatten
wurden fur 1 h mit den Kulturiiberstédnden inkubiert. Die Detektion durch ein monoklonales Anti-human
IgE-AP-Konjugat (1:1000) erfolgte mittels PNPP und die Absorbtion wurde im Photometer bei 405 nm ge-
messen.

Geplante FceRI-basierte Interaktionsanalysen konnten folglich mit einem Phl p 5-spezi-
fischen heterotetrameren Antikérper durchgefiihrt werden, wobei fir den Bet v 1-spezi-
fischen Antikdrper auf das scFv/IgECh2-4-Konstrukt zuriickgegriffen wurde. Nach der
Insertion der leichten und schweren variablen Domé&nen und erfolgreicher IgE-Expres-
sion konnten nun die Sequenzen der schweren konstanten Ketten in den erstellten
Plasmiden Uber Restriktionsendonukleasen ausgetauscht und dadurch die Isotypen

IgA und IgG generiert werden.

4.1.1.2 Expression von IgA-Konstrukten

Die template-DNA fur Klonierungen von Antikdrpern der Immunglobulin-Klasse A
musste zundchst aus der humanen cDNA peripherer Lymphozyten amplifiziert werden.
Hierfur erfolgte eine genspezifische Umschreibung der mRNA durch reverse Transkrip-
tion mithilfe eines oligo-dT-Nukleotids. Unter Verwendung einer Pfx-Polymerase wur-
den in einer PCR die Sequenzen der Ketten der beiden IgA Subklassen IgA1 und IgA2

amplifiziert. Zur Differenzierung zwischen IgA1 und IgA2 wurde ein Aminosaure-
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Sequenzunterschied in der Gelenkregion zwischen den beiden sonst sehr homologen
Subklassen fir die Konzipierung der Oligonukleotide genutzt. So konnten sowohl der
Bereich der IgACh1-Doménen als auch die Sequenz der Doméanen IgACu2-3 beider
Subklassen erhalten werden. Mittels Sequenzierung konnte die Isolierung bestétigt und
gezeigt werden, dass es sich bei der Sequenz der IgA2Cx2-3 um die Doméanen des
IgA2m(1) Allotyps handelt (Swissprot P01877). Die verwendeten Oligonukleotide wur-
den so gewahlt, dass eine spatere Hybridisierung der Doméne Cu1 mit den Doméanen
Ch2-3 mdglich war (s. Abb. 4.5).
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Abb. 4.5 Schematische Darstellung der IgA1- und IgA2C1-3 sowie der Oligonukleotide fiir die Am-
plifikationen.

Die Aminosauresequenzen der Gelenkregionen beider Isotypen sind vergrofiert dargestellt. Aminosauren,
die zusétzlich in der IgA1-Sequenz vorkommen sind rot markiert. Oligonukleotide zur Amplifikation der Cy-
Domaénen sind durch Kasten und die Richtung der Amplifikation durch Pfeile angedeutet.

Durch weitere Klonierungsschritte wurden nun zuné&chst die Vektoren pcDNA-oBet-
v1-scFVv/IgACH2-3 bzw. pcDNA-aPhlp5-scFv/IgACH2-3 fir den IgA1- und IgA2-Isotyp
generiert. AnschlielRend wurde eine Transfektion von HEK293-Zellen mit den Plasmi-
den durchgefiihrt und der Uberstand stabiler Transfektanden auf die Expression der ar-
tifiziellen scFv/IgA-Konstrukte hin in einer ELISA-Analyse getestet (s. Abb. 4.6).
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Abb. 4.6 ELISA zur Uberpriifung der Expression von scFvAgAC.2-3-Konstrukten mit Spezifitit fiir
Bet v 1a und Phl p 5a.

Mit Bet v 1a und Phl p 5a beschichtete und durch 4% MPBS blockierte Vertiefungen von Mikrotiterplatten
wurden fur 3 h mit den Kulturiiberstdnden inkubiert. Die Detektion durch ein Anti-human IgA-AP-Konjugat
(1:2000) erfolgte mittels PNPP und die Absorbtion wurde im Photometer bei 405 nm gemessen.
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Die Analyse ergab, dass sowohl fiir das Bet v 1 als auch das Phl p 5-spezifische scFv

bivalente scFv/gA-Konstrukte der Unterklassen A1 und A2 generiert werden konnten.

In einem anschlieBenden Schritt erfolgte die Hybridisierung und Amplifikation der
IgACH1 und -C12-3 Doménen zur vollstdndigen Léange. AnschlielRende Sequenzierun-
gen bestatigten die Hybridisierung der Fragmente zu kompletten konstanten schweren
Ketten der IgA1- bzw. IgA2-Isotypen. Diese Sequenzen zur Expression vollstdndiger
IgA-Antikérper konnten nun unter Verwendung spezifischer Oligonukleotide mit Erken-
nungssequenzen fir Restriktionsendonukleasen versehen und amplifiziert werden, um
anschlielend fir eine Insertion in die Vektoren pBud-aBetv1-IgA1 und 2 und pBud-

aPhlp5a-lgA1 und 2 zur Verfugung zu stehen.

Aufgrund einer internen Erkennungssequenz fir das zu verwendende Restriktionsen-
zym Xhol in der Sequenz der Cx3, wurde zunachst mithilfe des Quick Change® Site-Di-
rected Mutagenesis Kit eine Punktmutation durchgefiihrt und die Amplifikate anschlie-
Rend in die Vektoren Insertiert. Diese Klonierungen konnten ebenfalls durch Sequen-
zierung verifiziert werden, und die Vektoren wurden verwendet um HEK293-Zellen zu
transfizieren. Der Kulturliberstand stabiler Transfektanden wurde entnommen und in
ELISA-Analysen auf die Expression Allergen-bindender heterotetramerer IgA-Antikor-
per hin getestet (s. Abb. 4.7). Die Messung zeigte, dass im Kulturiiberstand allergen-

spezifische IgA-Antikérper beider Subklassen und beider Spezifitdten vorhanden wa-

ren.
BAallergen  OMPBS mAllergen EMPES
3.5 3.5
— 30 = 3,0
E E
o 25 o 251
3 5
= 20 = 20
= g
o o
i 157 = 15
= -]
LTJ‘ 1.0 Lﬁ 1.0
0.5 + 0.5
0.0 T 0.0 T
aBetv1-lgad uBetvi-lgh2 aPhlp5-1gat aPhip5-lgf2

Abb. 4.7 ELISA zur Uberpriifung der Expression heterotetramerer IgA1 und IgA2-Antikérper mit
Spezifitat fiir Bet v 1a und Phl p 5a.

Mit Bet v 1a und Phl p 5a beschichtete und durch 4 % MPBS blockierte Vertiefungen von Mikrotiterplatten
wurden fur 3 h mit den Kulturiiberstdnden inkubiert. Die Detektion durch ein Anti-human IgA-AP-Konjugat
(1:2000) erfolgte mittels PNPP und die Absorbtion wurde im Photometer bei 405 nm gemessen.
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4.1.1.3 Expression von IgG-Konstrukten

Als Matrize zur Amplifikation der schweren Kette des Isotyps IgG konnte auf einen im
Arbeitskreis vorliegenden Vektor zuriickgegriffen werden, in dem die aus cDNA stam-
mende Sequenz bereits insertiert vorlag. Durch Klonierungsschritte konnten die y-kon-
stanten schweren Ketten der Subklassen G1 und G4 in die pBud-Vektoren eingefligt
und somit die zur Transfektion verwendeten Plasmide pBud-aBetv1-IgG1 und pBud-a-
Betv1-1gG4 sowie pBud-aPhlp5-IgG1 pBud-aPhlp5-IgG4 generiert werden. Es folgte
eine Sequenzierung sowie eine Transfektion von HEK293-Zellen mit diesen Plasmiden
und der Kulturiiberstand stabiler Transfektanden wurde auf die Expression allergen-
spezifscher IgG-Antikérper in einer ELISA-Analyse getestet. Hierbei konnten heterote-

tramere IgG-Antikérper nachgewiesen werden (s. Abb.4.8 ).
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Abb. 4.8 ELISA zur Uberpriifung der Expression heterotetramerer IgG-Antikérper mit Spezfitit fiir
Bet v 1a und Phl p 5a.

Mit Bet v 1a und Phl p 5a beschichtete und durch 4 % MPBS blockierte Vertiefungen von Mikrotiterplatten
wurden fur 1 h mit den Kulturiiberstanden inkubiert. Die Detektion durch ein Anti-human IgG-AP-Konjugat
(1:20000) erfolgte mittels PNPP und die Absorbtion wurde im Photometer bei 405 nm gemessen.

In Abbildung 4.20 ist eine Ubersicht aller fertiggestellten Expressionsvektoren und im
Kulturiberstand detektierbaren Antikdrperformate gezeigt. Durch Sandwich-ELISA-
Analysen mit Isotyp-spezifischen Fénger- und Detektionsantikdrpern und einer Stan-
dardreihe mithilfe konnten Quantifizierungen der Antikérper in den KulturGiberstédnden
durchgefihrt werden. Diese ergaben fur die fir scFv/IgECn2-4 Konstrukte zwischen
240 ng/ml und 1 pg/ml IgE-Antikérper im Zellkulturiiberstand. Heterotetramere Phl p 5-
spezifische IgE-Antikérper zeigten keinen starken Konzentrationsunterschiede hinldng-
lich der Zusammensetzung mit einer k- oder A-konstanten leichten Kette, hier lag die
Konzentration zwischen 500 ng/ml und 1 ug/ml. Die Konzentrationen exprimierter artifi-
zieller verkurzter scFv-IgACH2-4 Konstrukte betrugen fur IgA1 67 ng/ml und fur IgA2
200 ng/ml. Heterotetramere-IgA Antikérper waren im Kulturiiberstand mit bis zu

260 ng/ml vorhanden. Die Konzentration von IgG-Antikérpern betrug bis zu 3 pg/ml.
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Abb. 4.9 Ubersicht der generierten Expressionsvektoren sowie dargestellter rekombinanter Anti-
korperkonstrukte

Die exprimierten rekombinanten Antikérperkonstrukte sind vereinfacht dargestellt. Variable Regionen, die
das Paratop fir die Bet v 1-Bindung enthalten sind gelb, fur die Phl p 5a- Bindung griin dargestellt. CDR-
Regionen sind dunkler gezeichnet und die N-Glykosylierungsstellen schwarz angedeutet. Die Namen aller
Expressionsvektoren sind aufgelistet.

4.1.2 Chromatographische Reinigungen der Antikérperkonstrukte

Einige der im weiteren Verlauf geplanten Experimente konnten mit den Antikérper-ent-
haltenden Kulturiiberstdnden durchgefihrt werden, so z.B. die Analysen zur Bindung
einzelner Allergenmutanten durch Immunblots. Fir andere Interaktionsanalysen wur-
den jedoch héhere Konzentrationen der Antikdrper bendtigt, sodass eine Proteinreini-
gung aus dem Kulturmedium erfolgen musste. Hier boten sich affinitdtschromatogra-
phische Reinigungsmethoden an. Sie verfiigen Uber eine hohe Spezifitat, wodurch die
Reinigung der Antikérper aus dem Proteingemisch des fotalen Kalberserums (FKS),
welches dem Medium zugesetzt wird, mdglich ist. Affinitdtschromatographische Reini-
gungen humaner Antikorper des IgG-Isotyps werden standardméaRig mithilfe von Prote-
in G- und Protein A-Sepharose durchgefiihrt. Diese binden spezifisch an die y-kon-
stanten, schweren Ketten und sind daher nicht fur die Reinigung von IgA- und IgE-

Antikdrper anwendbar.

Bei der héufig verwendeten Methode der IMAC-Technologie (Immobilized Metall Affin-
ty Chromatography) wird die Affinitat fir eine chromatografische Reinigung exprimierter
Proteine Uber ein Histidin-tag vermittelt. Der Imidazolring des Histidins bindet Ni**-lo-

nen, die in Komplexen mit Nitriloessigsdure (NTA) an Agarose gekoppelt vorliegen. Die
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Elution erfolgt kompetetiv durch Zugabe von geléstem Imidazol. Die Proteine werden
dabei keinem verdnderten pH-Wert ausgesetzt. Bereits wahrend der Klonierung wur-
den alle Antikérperkonstrukte mithilfe der verwendeten Oligonukleotide mit einem His-
tag versehen. In Abbildung 4.10 ist exemplarisch das Ergebnis einer Reinigung des
Antikérpers aPhlp5-IgE anhand der IMAC-Methode mittels SDS-PAGE-Analyse und
nachfolgenden Farbungen gezeigt. Vor der Elution, die mit einer 250 mM Lésung Imi-
dazol durchgefiihrt wurde, erfolgten drei Waschschritte mit steigenden Imidazolkonzen-
trationen von 10 mM, 20 mM und 25 mM.

A B
1 & 3 4 5 & 7T 8 9 10 12 3 4 5 6 7T B8 9 10
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Abb. 4.10 SDS-PAGE-Analysen mit anschlieBender Coomassiefiarbung und Immunblot der Reini-
ung von aPhlp5-IgE-Antikérpern aus HEK293-Zellkulturiiberstand durch Ni-NTA-Sepharose

Nach einer Affinitdtschromatographie mithilfe von Ni-NTA-Sepharose wurden die Elutionsfraktionen der
Reinigung einer SDS-PAGE mittels 7,5 %igen Acrylamidgelen unterzogen. Anschlieend wurde eine Coo-
massiefarbung (A) und ein Immunblot (B) mit einem AP-konjugiertem Anti-human IgE-Antikérper (1:2000
in MPBS) durchgefiihrt. Die Detektion erfolgte durch NBT/BCIP als Substrat.

Bahn 1A : PageRuler™ Unstained Protein Ladder, Bahn 1B: PageRuler™ Prestained Protein Ladder, Bahn
2: konzentrierter Zellkulturtiberstand, Bahn 3: Saulendurchlauf, Bahn 4: Waschfraktion 10 mM Imidazol,
Bahn 5: Waschfraktion 20 mM Imidazol, Bahn 6: Waschfraktion 25 mM Imidazol, Bahnen 7-10: Elutions-
fraktionen 1-4

Die Reinigung mittels Ni-NTA wies starke Verunreinigung durch BSA in den Elutions-
fraktionen mit hohen Antikérperkonzentrationen auf. Nachstehende Analysen sollten
durch BSA jedoch nicht beeintrachtigt werden, und eine spezifische Quantifizierung der
Immunglobuline in den Fraktionen war anhand der Verwendung von ELISA Quantitiy
Sets moglich. Abbildung 4.11 zeigt exemplarisch eine Zusammenstellung von SDS-PA-
GE-Analysen mit anschlielenden Immunblot-Farbungen, die nach Reinigungen
Phl p 5- und Bet v 1-spezifischer Antikbrperkonstrukte erhalten werden konnten. Die
Antikérper zeigen ihrem Molekulargewicht entsprechende Laufverhalten. Fir heterote-
tramere 1gG- und IgA-Antikdrper konnte wiederholt eine starke Fragmentierung der An-

tikbrper beobachtet werden.
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Abb. 4.11 SDS-PAGE-Analysen mit anschlieBenden Immunblot Phl p 5- und Bet v 1-spezifischer
Antikérperkonstrukte

Durch IMAC-gereinigte Antikérperkonstrukte wurden SDS-PAGE-Analysen mittels 7,5 %igen Acrylamidge-
len unterzogen. AnschlieBend wurden Immunblots mit Isotyp-spezifischen Antikérper-AP-Konjugaten
durchgefiihrt: einem AP-konjugiertem Anti-human IgE-Antikérper (1:2000 in MPBS), einem AP-konjutier-
tem Anti-human IgA-Antikérper (1:2000 in MPBS) oder einem AP-konjugiertem Anti-human IgG-Antikérper
(1:20000). Als Substrat wurde NBT/BCIP verwendet.

A: Bahn 1: PageRuler™ Prestained Protein Ladder, Bahn 2: oPhlp5/scFv-IgECn2-4, Bahn 3: oPhlp5-IgE,
Bahn 4: oPhlp5/scFv-IgG1C.2-3, Bahn 5: oPhlp5-IgG1, Bahn 6: aPhlp5/scFv-IgG4Cy2-3, Bahn 7: oPhlp5-
IgG4, Bahn 8: oPhlp5/scFv-IgA1C12-3, Bahn 9: aPhlp5-IgA1, Bahn 10: oPhlp5/scFv-IgA2Cy2-3, o.Phlp5-
IBgA l:ahn 1: PageRuler™ Prestained Protein Ladder, Bahn 2: oBetv1/scFv-IgEC.2-4, Bahn 3: oBetv1-lgG1,
Bahn 4: oBetv1-IgG4, Bahn 5: oBetv1/scFv-IgA1Cx2-3, Bahn 6: aBetv1-IgA2, Bahn 7:qBetv1/scFv-
IgA2C1i2-3

Verunreinigungen in den Elutionsfraktionen der mittels Ni-NTA gereinigten Antikdrper
kommen durch Wechselwirkungen von Imidazolringen in Histidin-Resten unspezifi-
scher Proteine mit dem Nickel zustande. Kommen diese Proteine in weitaus gréReren
Mengen als das eigentliche Zielprotein in der zu reinigenden Lésung vor, wie es hier
beim BSA der Fall ist, kbnnen Verunreinigungen kaum vermieden werden. Affinitats-
chromatographische Methoden, bei denen eine ausschlieRliche Spezfitat fur Antikérper
besteht, bieten die Méglichkeit héhere Reinheitsgrade erzielen. In diesem Zusammen-
hang stellt die spezifische Wechselwirkung des Protein L aus dem Bakterium Peptost-
reptococcus magnus mit den Klassen [, Il und IV von -V -Ketten eine Alternative zur
IMAC-Reinigung dar. Es ist an Sepharose oder Agarose gekoppelt kommerziell erhalt-
lich und kann fur Reinigungen aller humanen Isotypen, die mit einer der erwdhnten
Klasse von k-V.-Ketten exprimiert wurden, verwendet werden. Die Elution erfolgte
durch Erniedrigung des pH-Wertes auf einen Bereich von pH 2 -2,8. In Abbildung 4.12
ist das Ergebnis einer SDS-PAGE-Analyse mit nachfolgenden Farbungen nach einer
Reinigung des Antikérpers aPhlp5-IgA2 mittels Protein L gezeigt. Im Immunblot konn-
ten die Antikorper in den Elutionfraktionen 1-7, die nur schlecht mittels Coomassiefar-
bung zu detektieren waren, nachgewiesen werden. Das apparente Laufverhalten zeig-
te ein Molekulargewicht der IgA2-Antikérper von etwa 200 kDa was lUber dem erwar-

tenden Literaturwert von etwa 170 kDa lag.
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Abb. 4.12 SDS-PAGE-Analysen mit anschlieBender Coomassiefarbung und Immunblot der Reini-
ung von aPhlp5-IgA2-Antikérpern aus HEK293-Zellkulturiiberstand mithilfe einer Protein L- Matrix

Nach einer Affinitdtschromatographie mittels Protein L-Matrix wurden die Elutionsfraktionen der Reinigung
einer SDS-PAGE mittels 7,5 %igen Acrylamidgelen unterzogen. AnschlieRend wurde eine Coomassiefér-
bung (A) und ein Immunblot (B) mit einem AP-konjugiertem Anti-human IgA-Antikérper (1:2000 in MPBS)
durchgefihrt. Die Detektion erfolgte durch NBT/BCIP als Substrat.

A: Bahn 1: PageRuler™ Unstained Protein Ladder, Bahn 2: Zellkulturiiberstand, Bahn 3: S&aulendurchlauf,
Bahnen 4-10: Elutionsfraktionen 1-7

B: Bahn 1: PageRuler™ Prestained Protein Ladder, Bahn 2: Zellkulturliberstand, Bahn 3: Sdulendurchlauf,
Bahnen 4-10: Elutionsfraktionen 1-7, Bahn 10: Kolostrum-IgA

Eine mdgliche Dimerbildung der Antikérper ware durch Disulfidbrickbildung von Cy-
steinen im C-terminalen Bereich der schweren konstanten Kette theoretisch mdglich,
dafiir zeigt das Laufverhalten jedoch ein zu niedriges Molekulargewicht an. Normaler-
weise erfolgt eine Dimerisierung von IgA-Antikdrpern ber die J-Kette und die sektreto-
rische Komponente, die beide nicht von HEK293-Zellen exprimiert werden. Zu Kontrol-
le wurden polyklonale Antikdrper aus Kolostrum untersucht (nicht gezeigt) und auch fiir
diese Antikorper konnte ein leicht erhohtes Laufverhalten beobachtet werden. Die
SDS-PAGE-Analysen lassen eine Fragmentierung der Antikdrper vermuten, dies konn-
te jedoch durch positive Ergebnisse sowohl in ELISA-Messungen als auch Fc-Rezep-
torbindungen auf funktioneller Ebene nicht beobachtet werden. Die Coomassiefarbung
zeigt die noch vorhandene Verunreinigung der Elutionsfraktionen mit bovinem Serum-

Albumin (BSA), welches im FKS in hoher Konzentration enthalten ist.

In einem zweiten Ansatz sollte die Antigen-Antikérperbindung fiir eine Affinitdtschroma-
tographie genutzt werden. Diese hochspezifische und oft hochaffine Bindung sollte es
ermdglichen, Verunreinigungen in den Elutionsfraktionen zu minimieren. Phl p 5a wur-
de mithilfe des Vektors pTXB1 mit einem Intein und einer Chitin-Bindungsdoméne
(CBD) fusioniert in E. coli-Zellen exprimiert. Anschlieend wurde das Zelllysat Gber ein
Saulenbett, bestehend aus Chitin-Partikeln, gegeben, an welche tber die CBD-Doma-
ne eine Bindung des Phl p 5a-Fusionproteins erfolgte. Diese Matrix konnte dann zur
Reinigung der rekombinanten Phl p 5-spezifischen IgE-Antikérper aus dem Zellkultur-
Uberstand genutzt werden. Die Elution der Antikdrper erfolgte durch Erniedrigung des

pH-Wertes. Da nicht bekannt war, welcher pH-Wert eine Dissoziation vom Antigen in-
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duziert, wurde mit einem Citratpuffer (20 mM) eine schrittweise Verringerung, begin-
nend bei pH 5 durchgeflihrt. Zur Neutralisation der Elutionsfraktionen wurde Trispuffer
(1M) mit einem pH-Wert von 7,5 in den AuffanggefalRen vorgelegt. In Abbildung 4.13
sind SDS-PAGE-Analysen der Reinigung mit nachfolgender Coomassiefarbung und

Immunblot zu sehen.

B
2 3 4 5 68 T B 810 111213 1415 1 234 5 6B T8 910 1NM1213 14 15

s
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Abb. 4.13 SDS-PAGE-Analysen mit anschlieBender Coomassiefarbung und Immunblot der Reini-
ung von oPhlp5-IgE-Antikdrpern aus HEK293 Zellkulturiiberstand mithilfe einer Antigen-Affinitats-
matrix

Nach einer Affinitdtschromatographie mithilfe einer Antigen-Affinitdtsmatrix wurden die Elutionsfraktionen
der Reinigung einer SDS-PAGE mittels 7,5 %igen Acrylamidgelen unterzogen. Anschlielend wurde eine
Coomassiefarbung (A) und ein Immunblot (B) mit einem AP-konjugiertem Anti-human IgE-Antikérper
(1:2000 in MPBS) durchgefihrt. Die Detektion erfolgte durch NBT/BCIP als Substrat.

Bahn 1A : mixed protein marker, Bahn 1B: PageRuler™ Prestained Protein Ladder, Bahn 2: konzentrierter
Zellkulturiberstand, Bahn 3: Saulendurchlauf, Bahn 4: Waschfraktion, Bahn 5: Sdulenmatrix nach Wasch-
schritt, Bahn 6: Citratpuffer pH 5, Bahn 7: Citratpuffer pH 4,5 , Bahn 8: Citratpuffer pH 4, Bahn 9: Citratpuf-
fer pH 3,5, Bahn 10: Citratpuffer pH 3, Bahn 11: Citratpuffer pH 2,5, Bahn 12-14:Citratpuffer pH 2, Bahn
15: Saulenmatrix nach Elution

Anhand des mittels Coomassie gefarbten Polyacrylamidgels ist zu erkennen, dass Ver-
unreinigungen durch BSA fast vollstdndig durch den Waschschritt entfernt werden
konnten. Eine Dissoziation der Antikérper von der Phl p 5a-CBD-Chitinmatrix erfolgte
bei pH 2,5. Der Immunblot konnte auch eine beginnende Elution bei einem pH-Wert
von 3 detektieren. Eine ELISA-Analyse wies die Elution Allergen-bindender IgE-Anti-
kérper schon bei einem pH-Wert von 3,5 nach (s. Abb. 4.14). Hier zeigte sich, dass im
Saulendurchlauf ebenfalls IgE Antikdrper detektiert werden konnten, was auf eine un-
zureichende Kapazitat der hergestellten Matrix schlief3en I&sst, wobei jedoch eine gute
Bindung der Antikérper an die Matrix an sich erfolgte (s. Abb. 4.13, Bahn 5).
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Abb. 4.14 ELISA zur Uberpriifung der Reiniung von oPhlp5-IgE-Antikérpern aus HEK293 Zellkultur-
liberstand mithilfe einer Antigen-Affinitdtsmatrix

Mit Phl p 5a beschichtete und durch 4 % MPBS blockierte Vertiefungen von Mikrotiterplatten wurden fiir
12 h mit den Reinigungsfraktionen inkubiert. Die Detektion durch ein monoklonales Anti-human IgE-AP-
Konjugat (1:1000) erfolgte mittels PNPP und die Absorbtion wurde im Photometer bei 405 nm gemessen.

Um eine Denaturierung der IgE-Antikérper durch die Saure-Einwirkung besser ein-
schatzen zu kdnnen, wurde ein Stabilitdtstest durchgefuhrt. Daflir wurden jeweils 50 pl
des IgE-enthaltenden Uberstandes mit 150 pl Citratpuffer, pH 2 versetzt und nach un-
terschiedlichen Zeitabstdnden 60 pl des Neutralisierungspuffers hinzugegeben. Zur
Kontrolle wurde PBS anstelle von Citratpuffer verwendet. Anschlielend wurde die Inte-
gritat der Antikérper in einem ELISA getestet (s. Abb. 4.15).

EPMp5s BE10%FKS

Exlirition (050
&
]

.|,.-r'|;.-| pH2 pH2 pH2 pH2 pH2Z pH2z pH2 pH2
s 30s Imn 1.5min Zmin 25min 3min 3.5min 4 min

aPhlp 5 IgE

Abb. 4.15 ELISA zur Uberpriifung der pH-Stabilitit von oPhlp5-lgE-Antikrpern

Mit Phl p 5a beschichtete und durch 10 % FKS blockierte Vertiefungen von Mikrotiterplatten wurden
fur12 h mit Anséatzen, die zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach Zugabe von Citrat pH 2 neutralisiert wur-
den inkubiert. Alle Ansatze erfolgten in Dreifachbestimmungen. Die Detektion durch ein monoklonales An-
ti-human IgE-AP-Konjugat (1:1000) erfolgte mittels PNPP und die Absorbtion wurde im Photometer bei
405 nm gemessen.

Es war deutlich erkennbar, dass bereits nach zwei-mindtiger Inkubation bei einem pH
Wert von 2 eine Degradierung der Antikorper erfolgte Dabei konnte jedoch nicht diffe-

renziert werden, ob das beobachtete verringerte ELISA-Signal durch eine Beeintrachti-
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gung der Bindung der Antikdrper an das Allergen oder des Sekundarantikdrpers an die
IgE-Antikérper rihrte. Dieses Ergebnis flihrte dazu, dass eine Reinigungsmethode, bei
der die Elution durch eine pH-Erniedrigung erfolgt, fir weitere Reinigungen nicht mehr
in Betracht gezogen wurde, da sich Analysen zu den nativen Bindungseigenschaften

der Antikérper anschliel3en sollten.

Aufgrund der Schadigung bei S&ure-basierter Elution wurde die geringe Reinheit der
Antikérper toleriert und weitere Konstrukte mittels Ni-NTA-Affinitdtschromatographie
gereinigt. Die so aus dem KulturGiberstand transfizierter HEK293-Zellen gewonnenen
Antikérper unterschiedlicher Formate standen nun fir weitere Analysen hinsichtlich ih-

rer Allergen- und Rezeptorbindungseigenschaften bereit.

4.2  Analysen der Allergen-Antikdrper-Interaktionen

Nach Reinigung der Antikérperkonstrukte konnten diese fiir weitere Untersuchungen
verwendet werden. Hierbei stand zun&chst die Charakterisierung der spezifischen Bin-
dungen der Allergene Bet v 1a und Phl p 5a im Fokus. Durch Oberflachenplasmonen-
resonaz Spektroskopie sollte Aufschluss Uber die Affinitdten der rekombinanten Anti-
kérperkonstrukte zu ihren Allergenen erhalten werden. Weiterhin sollte angestrebt wer-
den, die rekombinanten IgG- und IgA-Antikdrper in ELISA- und durchflusszytometi-
schen Messungen hinsichtlich der Bindung I6slicher und zellgebundener Rezeptoren
zu analysieren. Antikérperkonstrukte des IgE-Isotyps wurden in zelluldren Versuchsan-
ordnungen zur Belegung von Fcel- Rezeptoren auf der Oberflache humanisierter Rat-
ten-RBL-Zellen eingesetzt, die dann bei Quervernetzung zur Degranulation filhren. Die
ausgeschutteten Mediatoren kdnnen durch spezifische Substratumsetzung colorime-
trisch gemessen werden. Dieser Versuchsaufbau imitiert die Abldufe wahrend einer pa-
thogenen allergischen Reaktion des Soforttyps und lasst eine Einschatzung der Funk-

tionalitat rekombinanter Antikérperkonstrukte im natdrlichen System zu.
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4.2.1 SPR-spektroskopische Messungen zur Bestimmung der Affinitat

Bei der Oberflachenplasmonenresonanz-Spektroskopie, kurz SPR-Spektroskopie (Sur-
face Plasmon Resonance), handelt es sich um eine Biosensortechnik, bei der Biomole-
kile wie z.B. Proteine in einer Miniaturflusszelle auf der Goldoberflache eines Sen-
sorchips an eine Carboxymethlydextranschicht als Liganden immobilisiert werden. In-
teraktionspartner fur diese Molekiile werden als mobile Phase Uber den Chip geleitet
und als Analyten bezeichnet. Bei einer Bindung des Analyten an den Liganden erfolgt
eine messbare Anderung der auf der Chipoberflache immobilsierten Masse. Dies wird
anhand eines veranderten, sogenannten SPR-Winkels detektiert. Durch eine Registrie-
rung dieser Anderung kann das Bindungsverhalten des Analyten zum Liganden in
Echtzeit beobachtet und kinetische Parameter der Bindung ermittelt werden. Ein weite-
rer Vorteil gegentber anderen Bindungsanalysen, wie z.B. immunologischen Methoden
ist der Verzicht von Markierungen der Interaktionspartner. Bei Bindung eines Nano-
gramms Protein auf einer Flache von einem Quadratmillimeter andert sich der SPR-
Winkel um etwa 100 m°, was als 1000 Response Units (RU) detektiert wird. Fir SPR-
Messungen der Bindungen Bet v 1a- und Phl p 5a-spezifischer Antikérperkonstrukte an
ihre Liganden wurde das jeweilige Allergen als MBP-Fusionsprotein auf der Chipober-
flache immobilisiert. Um bei der Interaktion mit dem Antikdrper zwischen spezifischer
und unspezifischer Wechselwirkung unterscheiden zu kénnen, wurde auf einer Refe-
renz-Flusszelle MBP immobilisiert. Die unspezifischen Wechselwirkungen mit dem
MBP wurden von der spezifischen Bindung an das Allergen-MBP-Konstrukt subtrahiert
und die daraus resultierenden RU in Abhangigkeit von der Zeit in einem Sensorgramm
aufgetragen. Am Verlauf der Kurve kann das Bindungsverhalten der Antikdrper also
deren Assoziations- und Dissoziationsverhalten charakterisiert werden. Durch Vermes-
sungen unterschiedlicher Konzentrationen des Analyten werden einzelne Sensorgram-
me erhalten, deren Auswertung mit geeigneten Bindungsmodellen durch Kurvenanpas-
sungen erfolgt. Dies liefert Geschwindigkeitskonstanten von Assoziation und Dissozia-
tion, anhand derer die Dissoziationskonstante im Gleichgewicht, oder auch Bindungs-
konstante Kp (M), die ein Mal} fur die Affinitédt des Analyten zum Liganden darstellt er-
halten werden kann. Bei der Auswertung der im Folgenden dargestellten SPR-spektro-
skopischen Messungen wurde zur Auswertung eine in Kapitel 3.4.2 beschriebene biva-
lente Kurvenanpassung durchgefuhrt und die beschriebenen Bindungskonstanten be-

rechnet.
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4.2.1.1 SPR-Messungen Bet v 1a-spezifischer Antikbrperkonstrukte

Bet v 1a-MBP und MBP wurden zunachst durch kovalente Kopplung mithilfe eines
EDC/NHS Esters auf einem Amin-Affinitdtschip zur Vermessung in einem Sierra Sen-
sors SPR-Biosensor auf zwei unterschiedlichen Flusszellen immobilisiert. Es wurden
1168 RU Bet v 1a-MBP, das entspricht etwa 1,2 ng Protein/mm? oder 0,19 nmol/m? auf
dem Chip kovalent gebunden. Von dem als Referenz verwendeten MBP wurden
2430 RU immobilisiert, was 0,24 ng Protein/mm? oder 48 nmol/m? entspricht. Die Dich-
te an unspezifischem Protein lag somit etwa in der gleichen GréRenordnung wie die
Dichte an Bet v 1a-Molekilen. AnschlieRend wurden Bindungsanalysen mit dem ver-
kiirzten scFv/IgE-Konstrukt des aBetv1-Antikérpers durchgefiihrt. Zunachst wurden die
Regenerationsbedingungen, also Pufferbedingungen bei denen eine sofortige Disso-
ziation vom Antigen stattfindet, ermittelt. Dies ist n6tig, da bei der Antigen-Antikérper-
bindung héaufig eine sehr langsame Dissoziation erfolgt, die bei mehreren aufeinander-
folgenden Messungen unterschiedlicher Antikérperkonzentrationen zu enormen Zeit-
verzégerungen fuhren wirde. Mithilfe einer Programmautomatik konnten Messungen
unterschiedlicher Konzentrationen des aBetv1-scFvAgECs2-4 hintereinander erfolgen.
Das Antigen wurde nach jeder Messung mit einem Regenerationspuffer, der zu zwei
Teilen aus einem basischen Puffer und zu einem Teil aus Wasser bestand (Andersson,
Areskoug, und Hardenborg, 1999), regeneriert. Abbildung 4.16 A zeigt die Sensor-
gramme der Messungen unterschiedlicher Antikérperkonzentrationen. Eine Kurvenan-

passung nach bivalentem Bindungsmodell ist in Abbildung 4.16 B zu sehen.

Die erhaltenen kinetischen Parameter sowie berechnete Bindungskonstanten sind in
Abbildung 4.16 C tabellarisch zusammengestellt. Anhand der Messung konnte eine
Bindungskonstante von 43 nM erhalten werden. Zum Vergleich wurde die Analyse des
Bindungsverhaltens eines Antikdrpers, der von einer Bet v 1a-spezifischen Hybridom-
zelllinie stammte, durchgefiihrt. Hier hatte im Arbeitskreis die Klonierung eines Plas-
mids, die Transfektion sowie Expression in HEK293-Zellen des Antikdrpers als avianer
IgY-Isotyp stattgefunden. Der Kulturiiberstand wurde mithilfe von Ni-NTA gereinigt und
die resultierende Antikérperfraktion mithilfe des ELISA-Quantitation Sets fir IgY quanti-

fiziert.
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Abb. 4.16: SPR-Messungen mit verschiedenen Konzentrationen des Bet v 1a-spezifischen Antikor-
perkonstruktes aBet v1/scFv-IgEC,2-4

Der Antikérper wurde fir 360 s mit einer FlieRgeschwindigkeit von 25 pl/min Gber das immobilisierte Aller-
gen geleitet. Verwendet wurde ein Sierra Sensors SPR-Biosensor und das Auswertungsprogramm Trace-
Drawer

A: Sensorgramme der Echtzeitmessung bei Bindung des Antikdrpers an Bet v 1a-MBP in Form eines stei-
genden Resonanzsignals (RU). Assoziations- und Dissoziationsverhalten sind bei steigenden Antikérper-
konzentrationen als farbige Kurven erkennbar. Ein Puffer-Referenzsensorgramm wurde subtrahiert und ist
als schwarze Nulllinie erkennbar. Pfeile markieren Beginn und Ende der Antikdrperinjektion..

B: Uberlagerung des Sensorgramms mit der Kurvenanpassung (schwarz). Fiir die Kurvenanpassung wur-
de ein bivalentes Bindungsmodell gewahlt. Die RUm.-Werte wurden lokal fiir jede Konzentration berech-
net.

C: Tabellarische Darstellung errechneter kinetischer Parameter. Anhand der Kurvenanpassungen konnten
die Geschwindigkeitskonstanten k. und ks der Bindungen beider Antikérperbindungsstellen an Phl p 5a
(ka1, ka1, ka2, kq2) berechnet werden. Die Bindungskonstanten wurden dann wie in Kapitel 3.4.2 beschrie-
ben berechnet. Kobi bezeichnet die Bindungskonstante der bivalenten Bindung.

In einer Sandwich-ELISA-Messung wurde untersucht, ob sich die Bindungsstelle die-
ses Antikdrpers mit dem Epitop des Bet v 1-spezifischen selektierten scFvs Uberlagert.

Da eine gleichzeitige Bindung beider Antikérper an das Allergen mdglich ist, kann je-
10% FKS OPBS

maBetv1/scFwIgEC 2-4 Bel v 1a-MBP
1.0
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Abb. 4.17 Sandwich-ELISA zur Uberpriifung der gleichzeitigen Bindung des aBetv1-scFv/-IgEC,2-4
und des Bet v 1-spezifischen Hybridom-Antikérpers an Bet v 1a-MBP

Mit oBetv1-scFv/IgECH2-4 beschichtete und durch 10 % FKS blockierte Vertiefungen von Mikrotiterplatten
wurden fir 1 h mit Bet v 1a-MBP in einer Konzentration von 100 ug/ml inkubiert. AnschlieRend wurde der,
Hybridomzell-Antikérper zugegen und fur 1 h inkubiert. Die Detektion mit einem Anti-lgY-AP-Konjugat
(1:2000) erfolgte mittels PNPP und die Absorbtion wurde im Photometer bei 405 nm gemessen.
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doch davon ausgegangen werden, dass die Antikérper unterschiedliche Epitope erken-
nen (s. Abb. 4.17). Die Biosensor-Messung mit diesem Hybridom-Antikérper erfolgte
mit einem Biacore-T100 Biosensor, unter Benutzung eines CM5-Chips. Die Auswer-
tungsdaten sind in Abbildung 4.18 gezeigt. Die Bindungskonstante fur die Bindung die-
ses Antikérpers an Bet v 1a liegt bei 3,5 nM. Die Bindungsstérke ist somit um etwa
eine Zehnerpotenz stérker als die des selektierten Antikdrpers. Auch zeigen die Sen-
sorgramme und die berechneten Geschwindigkeitskonstanten ein anderes Bindungs-
verhalten. Die Assoziation verlduft schneller, was durch den steileren Anstieg der Kur-
ven erkennbar ist. Die Dissoziation erfolgt zunachst auch zigig, verlauft dann jedoch

sehr langsam.
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Abb. 4.18 SPR-Messungen mit verschiedenen Konzentrationen eines Bet v 1a-spezifischen Hybri-
dom-Antikorpers.

Der Antikérper wurde fir 200 s mit einer FlieRgeschwindigkeit von 10 pl/min Uber das immobilisierte Aller-
gen geleitet. Verwendet wurde ein Biacore T100-Biosensor und das Auswertungsprogramm TraceDrawer.

A: Sensorgramm der Echtzeitmessung bei Bindung des Antikérpers an Bet v 1a-MBP in Form eines stei-
genden Resonanzsignals (RU). Assoziations- und Dissoziationsverhalten sind bei steigenden Antikdrper-
konzentrationen als farbige Kurven erkennbar. Ein Puffer-Referenzsensorgramm wurde subtrahiert und ist
als schwarze Nulllinie eingezeichnet. Pfeile markieren Beginn und Ende der Antik&rperinjektion.

B: Uberlagerung des Sensorgramms mit der Kurvenanpassung (schwarz). Fir die Kurvenanpassung wur-
de ein bivalentes Bindungsmodell gewahlit. Die RUma-Werte wurden lokal fir jede Konzentration berech-
net.

C: Tabellarische Darstellung errechneter kinetischer Parameter. Anhand der Kurvenanpassungen konnten
die Geschwindigkeitskonstanten k. und ks der Bindungen beider Antikérperbindungsstellen an Bet v 1a
(ka1, ka1, ka2, ka2) berechnet werden. Die Bindungskonstanten wurden dann wie in Kapitel 3.4.2 beschrie-
ben berechnet. Kobi bezeichnet die Bindungskonstante der bivalenten Bindung.
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4.2.1.2 SPR-Messungen Phl p 5a-spezifischer Antikdrperkonstrukte

Fir die SPR-Messung mit Phl p 5a-spezifischen Antikérpern wurde ein IgA2-Antikdrper
verwendet. Phl p 5a-MBP wurde analog zum Bet v 1a-MBP auf einer CM5-Chipoberfla-
che mittels EDC/NHS immobilisiert, wobei MBP als Kontrolle diente. Hierbei konnten
960 RU immobilisiert werden, was etwa 1 ng/mm? oder einer Dichte von 0,14 nmol/m?
entspricht. Anschlieflend erfolgte zunachst eine Testphase, um die optimalen Regene-
rationsbedingungen fir die Messungen zu ermitteln. Es konnte eine starke Bindung
des Antikérpers an Phl p 5a-MBP beobachtet werden. Die Dissoziation erfolgte sehr
langsam und erst durch aufeinanderfolgende Injektionen von Citratpuffer (50 mM) pH 1
und Tris (50 mM) pH 11 konnte eine vollstdndige Regeneration des Liganden erreicht
werden. Die Ergebnisse der daraufhin durchgeflihrten Messungen sind in Abbildung

4.19 dargestellt.
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Abb. 4.19: SPR-Messungen mit verschiedenen Konzentrationen des Phl p 5a-spezifischen Antikor-
perkonstruktes aPhlp5 IgA2.

Der Antikérper wurde fur 120 s mit einer FlieBgeschwindigkeit von 10 pl/min Gber das immobilisierte Aller-
gen geleitet. Verwendet wurde ein Biacore-T100 Biosensor und das Auswertungsprogramm TraceDrawer
A: Sensorgramm der Echtzeitmessung bei Bindung des Antikrpers an Phl p 5a-MBP in Form eines stei-
genden Resonanzsignals (RU). Assoziations- und Dissoziationsverhalten sind bei steigenden Antikérper-
konzentrationen als farbige Kurven erkennbar. Ein Puffer-Referenzsensorgramm wurde subtrahiert und ist
als schwarze Nulllinie eingezeichnet. Pfeile markieren Beginn und Ende der Antikdrperinjektion..

B: Uberlagerung des Sensorgramms mit der Kurvenanpassung (schwarz). Fiir die Kurvenanpassung wur-
de ein bivalentes Bindungsmodell gewahlt. Die RUm«-Werte wurden lokal fir jede Konzentration
berechnet.

C: Tabellarische Darstellung errechneter kinetischer Parameter. Anhand der Kurvenanpassungen konnten
die Geschwindigkeitskonstanten k. und ks der Bindungen beider Antikérperbindungsstellen an Phl p 5a
(ka1, ka1, ka2, ka2) berechnet werden. Die Bindungskonstanten wurden dann wie in Kapitel 3.4.2 beschrie-
ben berechnet. Kobi bezeichnet die Bindungskonstante der bivalenten Bindung.
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Es konnte eine Bindungskonstante von 1 nM fir die Affinitdt des Antikdrpers zum Aller-
gen erhalten werden. Der niedrige Chi*-Wert und die kaum abweichende Kurvenanpas-
sung lassen diesen Wert veritabel wirken. Die sehr niedrige Dissoziations-Geschwin-
digkeitskonstante k; der monovalenten Bindung deutet auf eine Allergen-Antikérper-In-
teraktion hin, deren Gleichgewicht stark auf der Seite assoziierter Molekdle liegt. Dies
féllt auch bei Betrachtung des Sensorgramms auf und geht mit den Schwierigkeiten bei

der Regeneration des Allergens nach der Antikdrperbindung einher.

4.2.2 Bindung von Fca -und Fcyl-Rezeptoren

Um auch fir die Konstrukte anderer Isotypen eine Bindung an ihre spezifischen Rezep-
toren zu zeigen, wurden Bindungsanalysen mit einem Idslichen Konstrukt des IgG-Re-
zeptors, und IgA-Rezeptor-tragenden U937-Zellen durchgefihrt. Der FcyRI (CD64) bin-
det monomere IgG-Antikérper und wird als integrales Membranprotein von Makropha-
gen und Monozyten exprimiert. Im Arbeitskreis wurde der Rezeptor 18slich in Form ei-
nes Fusionsproteins mit einer v-konstanten schweren Kette zur Detektion mit einem
Anti-IgY-Antikérper kloniert und exprimiert. Die Bindung rekombinanter allergenspezifi-
scher IgG-Konstrukte an dieses Rezeptormoleklil konnte in einer ELISA-Analyse nach-
gewiesen werden (s. Abb. 4.20).
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Abb. 4.20: ELISA zur Uberpriifung der Bindung des aPhlp5-lgG1-Antikérpers und des aBetv1/scFv-
I9G1C,2-3- Konstruktes an den FcyRI.

Mit 100 pg/ml rekombinantem Allergen-MBP-Fusionsprotein beschichtete und durch 4% MPBS blockierte
Vertiefungen von Mikrotiterplatten wurden fiir 3 h mit Zellkulturiiberstand des oPhlp5-IgG1 bzw. des oBet-
v1/scFv-IgG4Ch2-3 inkubiert. Anschlieffend wurden fir 1 h 10 pg/ml des Konstrukts CD64-1gYCn2-4 zuge-
geben. Die Detektion erfolgte durch anti-IgY (1:20000) mittels PNPP und die Absorbtion wurde im Photo-
meter bei 405 nm gemessen.

Die Rezeptorbindung der rekombinanten dargestellten IgA-Antikdérper wurde mit dem

Phl p 5a-spezifischen Antikdrper aPhlp5-IgA durchgefiihrt. Die verwendeten U937-Zel-
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len verfiigen Uber einige Charakteristika von myeloiden humanen Monocyten, wodurch
sie zu einem Modellsystem fur Untersuchungen zur Differenzierung von Monozyten
wurden. Eines dieser Merkmale ist die Expression des membransténdigen IgA-Rezep-
tors CD89. In einer durchflusszytometrischen Analyse wurde der Rezeptor mit einem
Phycoerythrin-markierten Anti-CD89 Antikdrper auf den Zellen nachgewiesen und an-
schlieend eine Bindung des dargestellten aPhlp5-IgA2-Antikérpers an die Zellen mit-
hilfe eines Fluorescein-markierten Anti-human IgA-Antikérpers gezeigt (s. Abb 4.22).

A B

Zellan

PE FITC

Abb. 4.21 Durchflusszytometrische Analyse zum Nachweis des FcaR auf U937-Zellen und der Bin-
dung des rekombinanten aPhlp5-lgA2-Antikérpers an den Rezeptor.

U937-Zellen wurden mit 20pl des markierten Anti-human CD89-Antikérpers fur 1 h inkubiert und in 500 pl
10 %igem FKS gemessen (rot A). Fur die Analyse der Bindung des rekombinanten IgA2-Antikdrpers an
den Rezeptor wurden 1 ug des Antikdrpers zu den Zellen gegeben und nach 1 h Inkubation und Wasch-
schritten 0,5 pl des FITC-Konjugats zugegeben (grin B). Zur Kontrolle wurde das FITC-Konjugat mit Zel-
len ohne IgA2 gemessen (schwarz B).

A: Nachweis des FcaR auf U937-Zellen durch ein Anti-human CD89-PE-Konjugat.
B: Nachweis der Bindung von aPhlp5a-IgA2 an den FcaRI mithilfe eines Anti-human IgA-FITC-Konjugats.

4.2.3 Quervernetzung membranstandiger Fcel-Rezeptoren

IgE-Konstrukte sollten einer Analyse ihrer Bindungseigenschaften fur den humanen
hochaffinen IgE-Rezeptor unterzogen werden. Anhand einer basophilen Ratten-Leuk-
amie-Zelllinie, den sogenannen RBL-Zellen (Rat Basophilic Leukemia) kann zusétzlich
zur Rezeptorbindung auch die Degranulation bei IgE-Quervernetzung mittels Allergen-
bindung untersucht werden. Die Zellen wurden durch Transfektion mit dem humanen
hochaffinen IgE-Rezeptor Untersuchungen mit humanem IgE zugénglich gemacht. Das
Ausmald der Degranulation wird anhand der Ausschittung von pB-Hexosaminidase die
das Substrat pNAG unter Bildung eines kolorimetrisch messbaren Produkts umsetzt,
ermittelt. Diese wird mit der Menge an B-Hexosaminidase, die nach Lyse der Zellen
freigesetzt wird, prozentual errechnet. Zunachst wurde das System mit einem huma-

nen Myelom-IgE-Antikérper und einem Anti-human IgE-Antikdrper als quervernetzen-

85



4 ERGEBNISSE

dem Agens getestet. Das Ergebnis einer Verdinnungsreihe des IgE-Antikérpers ist in

Abbildung 4.22 gezeigt.
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Abb. 4.22 Mediatorausschiittung von RBL-SX38-Zellen bei Belegung mit humanem Myelom-IgE und
Quervernetzung mit einem Anti-human IgE-Antikorper.

RBL-SX38 Zellen wurden fir 3 h mit humanem IgE belegt. Die Degranulation der Zellen wurde durch Zu-
gabe eines Anti-human IgE-Antikérpers (1 pg/ml) induziert und die Ausschittung der p-Hexosaminidase
anhand der Umsetzung des Substrats PNAG bei 405 nm photometrisch gemessen. Diese wurde mit der
durch Zelllyse erhaltenen Gesamtmenge an B-Hexosaminidase prozentual verrechnet. Alle Messungen er-

folgten als Dreifachbestimmungen.
A: Balkendiagramme der Degranulationsanalysen bei steigenden IgE-Konzentrationen.
B: Auftragung der p-Hexosaminidase-Ausschittung gegen die IgE-Konzentration.

Die Messungen zeigten, dass bei IgE-Konzentrationen ber 1ug/ml eine Anndherung
an den Bereich der Sattigung der Fce-Rezeptoren auf den Zellen erfolgte. Durch weite-
re Erhéhung der IgE-Konzentration konnte die Mediatorausschittung durch die Zellen
kaum mehr gesteigert werden. Dieser Wert konnte nun fiir die folgenden Degranulati-

onsanalysen mit den allergenspezifischen Antikdrperkonstrukten verwendet werden.

4.2.3.1 Degranulationsanalysen mit Bet v 1-spezifischen IgE-Konstrukten

Da fir den Bet v 1a-spezifischen Selektanden kein heterotetramerer IgE-Antikérper re-
kombinant generiert werden konnte, wurde hier auf das verkirzte Konstrukt oBet-
v1-scFv/IgECH2-4 zurlickgegriffen. In einer Konzentrationsreihe wurden die Konzen-
trationen des IgE-Konstrukts variiert und mit einem Anti-human IgE-Antikérper querver-

netzt (s. Abb. 4.23).
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Abb. 4.23 Mediatorausschiittung von RBL-SX38-Zellen bei Belegung mit aBetv1/scFv-IgECx2-4 und
Quervernetzung mit einem Anti-human IgE-Antikérper.

RBL-SX38 Zellen wurden fiir 3 h mit dem Antikérperkonstrukt belegt. Die Degranulation der Zellen wurde
durch Zugabe eines Anti-human IgE-Antikérpers (1 pg/ml) induziert und die Ausschittung der p-Hexosa-
minidase anhand der Umsetzung des Substrats PNAG bei 405 nm photometrisch gemessen. Diese wurde
mit der durch Zelllyse erhaltenen Gesamtmenge an B-Hexosaminidase prozentual verrechnet. Alle Mes-
sungen erfolgten als Dreifachbestimmungen.

A: Balkendiagramme der Degranulationsanalysen bei steigenden IgE-Konzentrationen.

B: Auftragung der p-Hexosaminidase-Ausschuttung gegen die IgE-Konzentration.

Entgegen der Annahme, dass mit steigender Konzentration ein Sattigungseffekt der
Rezeptoren eintritt, zeigte dieser Versuch inhibitorische Effekte von hohen IgE-Konzen-
trationen auf die Degranulation. In einem weiteren Versuch wurde untersucht, ob die-
ser Effekt durch die artifiziellen Konstrukte entsteht, die zur Aggregation neigen und so
zu einer Quervernetzung fihren kénnten. Diese Annahme wirde das geringe Signal
bei der Zugabe des eigentlichen Quervernetzers erkldren. Der Uberstand der Zellen
wurde hierfir bereits nach Zugabe des IgE-Konstrukts mit dem Substrat inkubiert, um
die Ausschittung von B-Hexosaminidase noch vor der eigentlichen Quervernetzung
nachzuweisen. Dieselben Zellen wurden dann mit dem Anti-human IgE-Antikorper in-
kubiert. Beide Werte wurden mit der restlichen, durch Zelllyse sezernierten, Glucosami-

nidase prozentual verrechnet.

Wie in Abbildung 4.24 zu sehen ist, schitten die Zellen bereits bei einer Zugabe von
0,1 pg/ml des Konstruktes bis zu 80 % der enthaltenen B-Hexosaminidase aus. Daher
ist es wahrscheinlich, dass Aggregate die Rezeptoren auf der Zelloberflache binden
und quervernetzen. Das eigentliche quervernetzende Agens steigert die Degranulation
kaum mehr. Um diesen Aggregations-Effekt im weiteren Verlauf zu umgehen, wurde
das Bet v 1-spezifische scFv/IgE-Konstrukt in Konzentrationen unter 0.05 ug/ml ver-

wendet.
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Abb. 4.24 Mediatorausschiittung von RBL-SX38-Zellen bei Aggregation des Konstruktes aBet-
v1/scFv-lgEC.u2-4 und Quervernetzung mit einem Anti-human IgE-Antikorper

RBL-SX38 Zellen wurden fiir 3 h mit dem Antikérperkonstrukt belegt. Der Kulturiiberstand wurde entnom-
men und die Ausschittung der p-Hexosaminidase anhand der Umsetzung des Substrates PNAG bei 405
nm photometrisch gemessen. Die Degranulation der Zellen wurde durch Zugabe eines Anti-human IgE-
Antikérpers (1pg/ml) induziert und abermals die Ausschittung von p-Hexosaminidase durch die Zellen be-
stimmt. Beide Werte wurden mit der, durch Zelllyse erhaltenen Gesamtmenge an 3-Hexosaminidase pro-
zentual verrechnet. Alle Messungen erfolgten als Dreifachbestimmungen. Gezeigt ist die Degranulation
nur bei Zugabe des IgE-Konstrukts sowie nach Quervernetzung mit einem Anti-human IgE-Antikdrper.

A: Balkendiagramme der Degranulationsanalysen bei steigenden IgE-Konzentrationen.

B: Graphische Darstellung anhand einer Auftragung der B-Hexosaminidase-Ausschittung gegen die IgE-

Konzentration.
AulRerdem wurde zur Kontrolle ein Bet v 1-spezifischer Hybridom-Antikérper, welcher
bereits fir SPR-Messungen als IgY verwendet wurde, in Form eines heterotetrameren

IgE-Antikérpers eingesetzt.(s. Abb. 4.25).
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Abb. 4.25 Mediatorausschiittung von RBL-SX38-Zellen bei Belegung mit einem Bet v 1a-spezifi-
schen Hybridomzell-Antikorper und Quervernetzung mit einem Anti-human IgE-Antikérper

RBL-SX38 Zellen wurden fiir 3 h mit dem Antikérperkonstrukt belegt. Die Degranulation der Zellen wurde
durch Zugabe eines Anti-human IgE-Antikérpers (1 pg/ml) induziert und die Ausschittung der p-Hexosa-
minidase anhand der Umsetzung des Substrats PNAG bei 405 nm photometrisch gemessen. Diese wurde
mit der durch Zelllyse erhaltenen Gesamtmenge an B-Hexosaminidase prozentual verrechnet. Alle Mes-

sungen erfolgten als Dreifachbestimmungen.
A: Balkendiagramme der Degranulationsanalysen bei steigenden IgE-Konzentrationen.
B: Auftragung der B-Hexosaminidase-Ausschittung gegen die IgE-Konzentration.
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Eine Konzentration von 0,1 pg/ml reichte hierbei aus, um eine Sattigung der Rezepto-

ren hervorzurufen.

Da im naturlichen System ein Allergen die Quervernetzung und somit die allergische
Reaktion auslést, wurde fur Folgeversuche eine Quervernetzung durch Bet v 1a ange-
strebt. Da monoklonale Antikérper jedoch nur ein Epitop des Allergens binden, musste
das Allergen fur eine Quervernetzung der Rezeptoren vorab multimerisiert werden. Da-
fur wurde Bet v 1a-MBP mithilfe von TFPA-PEG;-Biotin biotinyliert und an Streptavidin
gebunden, das an Magnetpartikel gekoppelt (Roti-MagBeads) vorlag. Diese Bet v 1a-
beladenen Partikel wurden dann in Konzentrationen von 3x108 zu den zuvor mit einem
IgE-Antikérper inkubierten Zellen gegeben. Um nachzuweisen, dass die Partikel an
sich keine quervernetzenden Eigenschaften besitzen, wurden nicht-beladene Partikel
in gleichen Konzentrationen eingesetzt. Abbildung 4.26 zeigt die Allergen-Quervernet-
zung mit dem Antikdrper, der einer Hybridomzelllinie entstammte und in Form eines
hetereotetrameren IgE-Antikérpers exprimiert wurde. Fir den Bet v 1-spezifischen

scFv-IgE konnte diese nicht induziert werden.
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Abb. 4.26 Mediatorausschiittung von RBL-SX38-Zellen bei Belegung mit unterschiedlichen
Bet v 1a- spezifischen Antikérpern und Quervernetzung mit Bet v 1a-MBP Partikeln

RBL-SX38 Zellen wurden fir 3 h mit dem jeweiligen Antikdrperkonstrukt belegt. Die Degranulation der Zel-
len wurde durch Zugabe von 100 pl Betv 1a-MBP-Partikeln mit einer Konzentration von
3x10% Partikeln/ml, bzw. einem Anti-human IgE-Antikérper induziert. Zur Kontrolle wurden nicht konjugierte
Partikel verwendet. Die Ausschittung der p-Hexosaminidase wurde anhand der Umsetzung des Substrats
pNAG bei 405 nm photometrisch gemessen. Diese wurde mit der durch Zelllyse erhaltenen Gesamtmenge
an B-Hexosaminidase prozentual verrechnet. Alle Messungen erfolgten als Dreifachbestimmungen.

A: Balkendiagramme der Degranulationsanalysen ohne IgE-Belegung bei Zugabe von Bet v 1a-MBP-kon-
jugierten und unkonjugierten Partikeln.

B: Balkendiagramme der Degranulationsanalysen bei Belegung mit dem oBetv1/scFv-IgEC2-4-Konstrukt
und Zugabe von Bet v 1a-MBP-konjugierten und unkonjugierten Partikeln.

C: Balkendiagramme der Degranulationsanalysen bei Belegung mit dem Bet v 1-spezifischen, einer Hybri-
domlinie abstammenden IgE und Zugabe von Bet v 1a-MBP-konjugierten und unkonjugierten Partikeln.
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Somit konnte fir die Bet v 1-spezifischen IgE-Konstrukte eine Rezeptorbindung und
eine Quervernetzung mit einem Anti-human IgE-Antikérper gezeigt werden. Eine De-
granulationsinduktion durch Zugabe multimeren Allergens war nicht mdglich. Fur den
humanisierten murinen Bet v 1-spezifischen IgE-Antikérper war dies jedoch mdglich

und demonstrierte die generelle Durchfiihrbarkeit des Systems.

4.2.3.2 Degranulationsanalysen mit Phl p 5-spezifschen IgE-Konstrukten

Analog zu den Versuchen mit dem Bet v 1-spezifischen IgE-Antikérper sollte nun der
Phl p 5-spezifische Antikérper in Degranulationsanalysen auf die Bindung und Quer-
verernetzung des FceRI hin getestet werden. In einer Titrationskurve konnte eine Kon-

zentrationsabhéngigkeit und ein Sattigungseffekt beobachtet werden (s. Abb. 4.27).
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Abb. 4.27 Mediatorausschiittung von RBL-SX38-Zellen bei Belegung mit oPhlp5-IgE und Querver-
netzung mit einem Anti-human IgE-Antikérper

RBL-SX38 Zellen wurden fur 3 h mit dem rekombinanten IgE belegt. Die Degranulation der Zellen wurde
durch Zugabe eines Anti-human IgE-Antikérpers (1 pg/ml) induziert und die Ausschittung der p-Hexosa-
minidase anhand der Umsetzung des Substrats pNAG bei 405 nm photometrisch gemessen. Diese wurde
mit der durch Zelllyse erhaltenen Gesamtmenge an B-Hexosaminidase prozentual verrechnet. Alle Mes-
sungen erfolgten als Dreifachbestimmungen.

A: Balkendiagramme der Degranulationsanalysen bei steigenden IgE-Konzentrationen.

B: Auftragung der p-Hexosaminidase-Ausschuttung gegen die IgE-Konzentration.

Dieser Konzentrationsbereich konnte nun genutzt werden, um eine Allergen-induzierte
Quervernetzung der Rezeptoren zu erreichen. Phl p 5a-MBP wurde mithilfe von TFPA-
PEG:;-Biotin biotinyliert. Nach Bindung an den Antikérper wurde das Allergen durch
Streptavidin multimerisiert. Hierbei war zu beachten, dass ein optimales molares Ver-
héltnis zwischen Phl p 5a-MBP-Biotin und Streptavidin hergestellt werden musste. Ein
molarer Uberschuss an Streptavidin wiirde eine geringere Quervernetzung zur Folge
haben, da dann lediglich jedes Antikérper-gebundene Allergen ein Streptavidinmolekdl
binden, jedoch nicht mehr multimerisieren wirde. Idealerweise sollte das molare Ver-

haltnis von gebundenem Allergen zum Streptavidin 2:1 betragen. In einer Versuchsrei-
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he wurden zwei Konzentrationen des Allergens mit variierenden molaren Verhaltnissen
von Streptavidin getestet, um ein optimales Ergebnis zu erzielen. Eine Konzentration
von 0,1 yg/ml oder 1 ug biotinyliertem Phl p 5a-MBP waren gleichermalfen einsetzbar
solange die Zugabe von Steptavidin einem Drittel der Molaritdt entsprach (s. Abb.
4.28).
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Abb. 4.28 Mediatorausschiittung von RBL-SX38-Zellen bei Belegung mit aPhlp5-IgE und Querver-
netzung mit einem Anti-human IgE-Antikoérper

RBL-SX38-Zellen wurden fiir 3 h mit dem rekombinanten IgE belegt und das Allergen hinzugegeben. Die
Degranulation der Zellen wurde durch Zugabe von Streptavidin induziert und die Ausschittung der p-He-
xosaminidase anhand der Umsetzung des Substrats pNAG bei 405 nm photometrisch gemessen. Diese
wurde mit der durch Zelllyse erhaltenen Gesamtmenge an p-Hexosaminidase prozentual verrechnet. Alle
Messungen erfolgten als Dreifachbestimmungen.

A: Balkendiagramme der Degranulationsanalysen bei unterschiedlichen molaren Verhéltnissen von Strep-
tavidin zu Phl p 5a-MBP-Biotin.

B: Auftragung der B-Hexosaminidase-Ausschittung gegen das molare Verhdltnis von Streptavidin zu
Phl p 5a-MBP-Biotin.

Wie bereits in einer ELISA-Analyse gezeigt, bindet der Antikdrper selektiv nur an die
Isoform a des Allergens Phl p 5. Diese sehr spezifische Reaktivitat sollte nun ebenfalls
auf Ebene der zelluldren Quervernetzung von Rezeptoren gezeigt werden. Um eine
Multimerisierung bei IgE-Bindung Uber Streptavidin zu ermdglichen, wurde Phl p 5b
biotinyliert. Die geeignetesten Konzentrationen aus den vorangegangenen Versuchen
wurden beibehalten und Degranulationsanalysen mit Phl p 5a und b in Verbindung mit
dem aPhlp5-IgE durchgefiihrt. In diesen Versuchen wurden die IgE-Antikérper mit dem
jeweiligen biotiniylierten Allergen vorinkubiert, bevor die Zellen mit dem Komplex bela-
den wurden. Dadurch lie} sich die Durchfiihrungszeit um eine Stunde verkiirzen und
bessere Signale erzielen. In Abbildung 4.29 ist deutlich eine Allergen-induzierte Quer-
vernetzung fiir das Phl p 5a bei Zugabe von Streptavidin zu sehen, die bei Einsatz glei-

cher Mengen an Phl p 5b und Streptavidin nicht erfolgt.
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Abb. 4.29 Mediatorausschiittung von RBL-SX38-Zellen bei Belegung mit aPhlp5-IgE und Phl p 5a/b-
MBP-Biotin und Quervernetzung mit Streptavdin.

Rekombinante IgE-Antikdrper wurden fiir 1 h mit den biotinylierten Allergenen Phl p 5a bzw. Phl p 5b inku-
biert. RBL-SX38-Zellen wurden fur 3 h mit dem Komplex aus Antikérper und Allergen belegt. Die Degranu-
lation der Zellen wurde durch Zugabe von Streptavidin induziert und die Ausschuttung der B-Hexosamini-
dase anhand der Umsetzung des Substrats pNAG bei 405 nm photometrisch gemessen. Diese wurde mit
der, durch Zelllyse erhaltenen Gesamtmenge an p-Hexosaminidase prozentual verrechnet. Alle Messun-
gen erfolgten als Dreifachbestimmungen.

A: Balkendiagramme der Degranulationsanalysen bei unterschiedlichen molaren Verhéltnissen von Strep-
tavidin zu biotinyliertem Allergen.

B: Auftragung der p-Hexosaminidase-Ausschittung gegen das molare Verhéltnis von Streptavidin zu bioti-
nyliertem Allergen.

Naturlicherweise erfolgt eine Belegung von Basophilen und Mastzellen mit einem hete-
rogenen Gemisch polyklonaler IgE-Antikérper. Fir eine Quervernetzung ist eine Multi-
merisierung des Allergens dann nicht nétig. Da im Arbeitskreis eine Phl p 5-spezifische
Hybridomzelllinie vorhanden war, deren Antikdrper in humanisierter Form als IgE vorla-
gen, sollten diese genutzt werden, um zusammen mit dem Patienten-abgeleiteten IgE
eine Degranulation von RBL-SX38-Zellen bei Zugabe von monomerem Phl p 5a zu in-
duzieren. Vorab wurde die beschriebene Degranulationsanalyse mit dem Hybridomzell-
Antikérper wiederholt, die Allergen- und Streptavidinkonzentrationen beibehalten und
lediglich der Antikdrper ausgetauscht, um auch hier auf eine selektive Unterscheidung
zwischen Phl p 5a und b zu testen. Wie in Abbildung 4.31 zu sehen, zeigt dieser Anti-
korper ebenfalls eine spezifische Reaktivitat fir die Isoform Phl p 5a und ist in der Lage
die Rezeptoren auf der Zelloberfldche bei Multimerisierung mit Streptavidin querzuver-

netzen.
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Abb. 4.31: Mediatorausschiittung von RBL-SX38-Zellen bei Belegung mit einem Phl p 5a-spezifi-
schen, einer Hybridomzelline abstammendem IgE und Phl p 5a/b-MBP-Biotin und Quervernetzung
mit Streptavdin.

Rekombinante IgE-Antikérper wurden fur 1 h mit den biotinylierten Allergenen Phl p 5a bzw. Phl p 5b inku-
biert. RBL-SX38-Zellen wurden fur 3 h mit dem Komplex aus Antikérper und Allergen belegt. Die Degranu-
lation der Zellen wurde durch Zugabe von Streptavidin induziert und die Ausschuttung der B-Hexosamini-
dase anhand der Umsetzung des Substrats pNAG bei 405 nm photometrisch gemessen. Diese wurde mit
der, durch Zelllyse erhaltenen Gesamtmenge an p-Hexosaminidase prozentual verrechnet. Alle Messun-
gen erfolgten als Dreifachbestimmungen.

A: Balkendiagramme der Degranulationsanalysen bei unterschiedlichen molaren Verhéltnissen von Strep-
tavidin zu biotinyliertem Allergen .

B: Auftragung der B-Hexosaminidase-Ausschittung gegen das molare Verhéltnis von Streptavidin zu bioti-
nyliertem Allergen.

Dieses Ergebnis l&dsst die Vermutung zu, dass es sich bei den beiden Epitopen um
einen Uberlappenden Molekilbereich handelt, der ausschlielich in der Isoform a des
Phl p 5-Allergens vorhanden ist. FUr die geplante Degranulationsanalyse mit beiden
Antikérpern und monomerem Phl p 5a wurde daher zunachst in einer Sandwich-
ELISA-Analyse getestet, ob eine gleichzeitige Bindung beider Antikérper an Phl p 5a
mdglich ist, sie also unterschiedliche Epitope erkennen. Eine daflir nétige adsorptive
Immobilisierung der Antikérper wurde mit dem murinen Konstrukt des Hybridom-Anti-
kdrpers durchgefiihrt, da hier gute Expressionsraten erzielt werden konnten, die bei
den humanisierten IgE-Antikérpern gering waren. Zum einen wurde der Antikérper
aPhlp5a-lgA2 immobilisiert und nach Zugabe von Phl p 5a die zuséatzliche Bindung des
murinen 1gGs analysiert. Zum anderen wurde in umgekehrter Reihenfolge der murine
Hybridomzell-Antikérper immobilisiert und bei Applikation von Phl p 5a auf die gleich-
zeitige Bindung des aPhlp5a-IgA2-Antikdrpers getestet. Wie in Abbildung 4.32 zu er-
kennen ist, sind die Antigenbindungsstellen beider Phl p 5a-spezifischen Antikérper

gleichzeitig zugénglich.
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Abb. 4.32 Sandwich-ELISA-Analyse zur Uberpriifung der gleichzeitigen Bindung des oPhlp5-I-
gA2-Antikorpers und eines Phl p 5-spezifischen Hybridom-Antikérpers an Phl p 5a-MBP.

Mit 200 pg/ml oPhlp5-1IgA2 bzw. dem Phl p 5-spezifischem murinem IgG beschichtete und durch 10 %
FKS blockierte Vertiefungen von Mikrotiterplatten wurden fiir 1 h mit 100 pg/ml Phl p 5a-MBP inkubiert.
Anschlieflend wurde der jeweils andere Antikérper zugegeben. Die Detektion durch ein Anti-human IgA-
Antikdrper-AP-Konjugat (1:2000) bzw. ein Anti-murin-AP-Konjugat (1:10000) erfolgte mittels PNPP und die
Absorbtion wurde im Photometer bei 405 nm gemessen.

Fur die Degranulationsanalyse wurden die Antikérper in einem 1:1-Verhatnis auf die
Zellen gegeben. AnschlieRend wurden Phl p 5a- und Phl p 5b-MBP in unterschiedli-
chen Konzentrationen appliziert (s. Abb. 4.33).
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Abb. 4.33 Mediatorausschiittung von RBL-SX38-Zellen bei Belegung mit zwei Phl p 5a-spezifischen
IgE-Antikdrpern und Quervernetzung mit monovalentem Phl p 5a-MBP und Phl p 5b-MBP.
RBL-SX38-Zellen wurden fur 3 h mit den beiden rekombinanten IgE- Antikérpern (0,5 pg/ml) belegt. Die
Degranulation der Zellen wurde durch Zugabe unterschiedlicher Konzentrationen der Zellen induziert und
die Ausschittung der p-Hexosaminidase anhand der Umsetzung des Substrats pNAG bei 405 nm photo-
metrisch gemessen. Diese wurde mit der, durch Zelllyse erhaltenen Gesamtmenge an B-Hexosaminidase
prozentual verrechnet. Alle Messungen erfolgten als Dreifachbestimmungen.

A: Balkendiagramme der Degranulationsanalysen bei Belegung mit zwei monoklononalen Phl p 5a-spezifi-
schen Antikérpern und Zugabe von unterschiedlichen Konzentrationen Phl p 5a-MBP, bzw Phl p 5b-MBP.

B: Auftragung der B-Hexosaminidase-Ausschuttung gegen die eingesetzte Allergenkonzentration.
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Die Degranulationsanalysen mit dem heterotetrameren Phl p 5a-spezifischen rekombi-
nantem Antikdrper zeigten somit sowohl Bindung des Antikérpers an den Rezeptor als

auch Effektorfunktionen bei Quervernetzung durch multi- und monomeres Allergen.

4.2.4 Selektive Reaktivitdten der Antikérper mit Allergenen

Neben denen, zur Selektion verwendeten Isoformen Bet v 1a und Phl p 5a konnten
weitere Allergene rekombinant dargestellt und als MBP-Fusionsproteine exprimiert
werden. Hierunter fiel das Apfelallergen Mal d 1, welches ebenfalls zur Familie der
PR10-Proteine gehdrt und fir das Bet v 1-reaktive IgE-Antikérper héufig Kreuzreaktivi-
taten aufweisen. AulRerdem konnte im Arbeitskreis durch reverse Transkription der
MRNA, die aus Birkenblattern isoliert wurde, ein cDNA-Transkript einer Bet v 1-Isoform
isoliert werden. Diese wies zwar eine grof3e Homologie mit den bekannten Isoformen
m und n auf, konnte jedoch keiner von beiden direkt zugeordnet werden. Die DNA-Se-
quenz dieser, im weiteren Verlauf der Arbeit als Bet v 1iso bezeichneten Isoform lag im
Expressionsvektor des pMal-c2X vor. Aminosdureaustausche durch Punktmutationen
konnten zum Erhalt der Isoform Bet v 1a fuhren. Die zweite Isoform des Wiesenliesch-
gras-Allergens Phl p 5b lag, genau wie Phl p 5a, im Expressionsvektor pMAL-c2X vor.
Die Fusionierung der Allergene mit MBP flhrte zu hohen Expressionsraten in E. coli-
Zellen und groRe Mengen I6slichen Proteins konnten in einer Einschritt-Reinigung mit-
tels Affinitdtschromatographie durch Bindung an eine Amylose-Matrix erhalten werden.
Mithilfe einer ELISA-Analyse wurde festgestellt, mit welchen Allergenen die dargestell-
ten Antikdérper wechselwirkten. Zur Kontrolle der Funktionalitdt und Menge immobili-
sierter Allergene wurden zusatzlich die humanisierten IgE-Antikdrper verwendet, deren
variable Domanen einer Bet v 1a- bzw. Phl p 5a-spezifischen Hybridomzelllinie ent-
stammten, sowie ein Anti-MBP-Antikérper, der ebenfalls im Arbeitskreis selektiert wur-
de. Um eine unspezifische Bindung an das Fusionsprotein MBP auszuschlielen wurde
dies ebenfalls in einer E. coli-basierter Expression und anschlieRender Reinigung mit-
tels Amylose gewonnen. Die ELISA-Analyse zeigte, dass sowohl der Bet v 1-spezifi-
sche als auch der Phl p 5-spezifische Antikérper nur die Isoform a ihres jeweiligen All-
ergens erkennen. Die erwartete Kreuzreaktivitat mit Mal d 1 war im Falle des Bet v 1-

spezifischen Antikdrpers nicht zu verzeichnens (s.Abb. 4.34).
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Abb. 4.34 ELISA-Analysen der Reaktivitaten selektierter Antikdrper

Mit den Allergenen beschichtete und durch 4 % BSA blockierte Vertiefungen von Mikrotiterplatten wurden
UN mit den Kulturiiberstdnden inkubiert. Die Detektion durch einen Anti-human IgE-Antikérper (1:1000)
erfolgte mittels PNPP und die Absorbtion wurde im Photometer bei 405 nm gemessen.

A: Kulturiiberstdnde enthalten Bet v 1-spezifische Antikérperkonstrukte. Die Isoform Bet v 1iso wurde aus
cDNA isoliert und stellt eine Zwischenform der Isoformen m und n dar.

B: Kulturiiberstande enthalten Phl p 5-spezifsche Antikérperkonstrukte.

Diese selektiven Bindungseigenschaften wurden im weiteren Verlauf der Arbeit ge-

nutzt, um die Epitope der Allergene naher zu definieren.

4.2.5 Epitopcharakterisierungen

Die analysierten selektiven Bindungen der dargestellten Antikérper an die Isoformen
Bet v 1a und Phl p 5a beinhalteten die Mdglichkeit, die an der Bindung beteiligten Ami-
nosauren mithilfe von Sequenz-und Strukturvergleichen beider Isoformen zu identifizie-

ren.

4.2.5.1 Bet v 1a-Epitopcharakterisierung

In Abbildung 4.35 ist ein Sequenz-Abgleich der beiden vorliegenden Isoformen
Bet v 1a und Bet v 1iso gezeigt. Unterschiedliche Aminos&uren sind farbig markiert und
die Proteinstruktur des Bet v 1a, welche durch Réntgenstrukturanalyse und NMR-
Spektroskopie geldst werden konnte, ist gezeigt (PDB 1BV1). Die Komposition der
strukturellen Elemente besteht aus einem 7-strdngigen antiparallelen p-Faltblatt und ei-
ner langen C-terminalen a-Helix, die von zwei kurzen, V-férmig angeordneten N-termi-
nalen a-Helices umrahmt wird, was eine typischen Faltungstopologie der PR-10 Protei-
ne darstellt. Der Sequenzvergleich zeigte, dass abweichende Aminoséduren in der ge-
samten Sequenz vorhanden waren, wobei im C-terminalen Bereich eine Anhaufung

der Variationen beobachtet werden konnte. Die Allergene wurden, wie in Kapitel

96



4 ERGEBNISSE

3.2.2.1 beschrieben, als MBP-Fusionskonstrukte exprimiert und die Zelllysate induzier-
ter E.coli-Zellen verwendet, um nach einer SDS-PAGE-Analyse einen Immunblot mit
dem Bet v 1-spezifischen IgG-Antikérper durchzufiihren. Zur Kontrolle wurde ein Im-
munblot mit einem His-tag-spezifischen Antikérper durchgefiihrt, der eine Expression
beider Isoformen sicherstellen sollte. Die Ergebnisse konnten die im vorherigen Kapitel

beobachtete selektive Bindung des Antikérpers an Bet v 1a, nicht jedoch Bet v 1iso, re-

produzieren.

A

B c D
1 2 3 1 2 3

TOkDa —= TOokDa —=

Abb. 4.35: Vergleich der Aminosduresequenz von Bet v 1a und Bet v 1iso sowie der Reaktivitat mit
dem Antikoérper aBetv1-lgG1.

A: Vergleich der Aminosauresequenzen der beiden Isoformen. Die a-helikalen Strukturen sind gelb hinter-
legt, Aminosauren, die sich in den beiden Isoformen unterscheiden sind blau.

B,C: Zelllysate induzierter E. coli-Zellen wurden einer SDS-PAGE-Analyse mittels 12,5 %igen Acrylamid-
gel unterzogen. AnschlieRend wurden Immunblots der Isoformen mit Kulturiiberstand des oBetv1-Ig-
G1-Antikdrpers (B) und einem Anti-His Antikérper (1:5000) (C) durchgefiihrt. Die Detektion erfolgte fur B
mit einem AP-konjugiertem Anti-human IgG-Antikérper (1:20000) und fiir C einem AP-konjugiertem An-
ti-murin Antikérper (1:10000) und durch NBT/BCIP als Substrat. Bahn 1: PageRuler™ Prestained Protein
Ladder, Bahn 2: Zelllysat Bet v 1a-MBP, Bahn 3: Zelllysat Bet v 1iso-MBP.

D: Proteinstruktur des Bet v 1a. Links: Oberflachenmodell, rechts: Sekundarstrukturelemente. o-Helices
sind gelb Aminosaurereste, die in beiden Isoformen variieren, blau gekennzeichnet.

Immunisierungen von Mausen mit unterschiedlichen Bet v 1-Peptiden konnten diesen
C-terminalen, a-helikalen Bereich als immundominantes Peptid nachweisen (Bauer
et al. 1997; Hufnagl et al. 2005). Aufgrund dieser Kenntnisse und der Anh&ufung ab-
weichender Aminosduren in diesem Abschnitt, wurde nun schrittweise eine Verkir-
zung des Molekils vom N-Terminus her vorgenommen und die vier verkirzten Frag-
mente Bet v 1a-ad58, -ad91, -ad110 und -ad124 generiert. AnschlieRend wurden die
so entstandenen Fragmente auf ihre Reaktivitdten mit dem Antikdrper hin analysiert.
Es konnte gezeigt werden, dass das stark verklrztes Fragment Bet v 1a ad124, wel-

ches lediglich aus dem Strukturelement der C-terminalen a-Helix und einigen Amino-
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saureresten der vorgelagerten Schleife bestand, in Immunblot-Analysen von dem Anti-
kérper gebunden wurde (s. Abb. 4.36). Aminosé&urereste in diesem epitopbildenen Be-
reich, die sich von der reaktiven Isoform Bet v 1a zu der nicht-reaktiven Isoform Bet v
1iso unterscheiden, sind Val129, Glu132, GIn133, Val134, Ala136, Ser137, Met140,
Thr143 und Glu149.
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Abb. 4.36 Aminosauresequenzen N-terminal verkiirzter Fragmente des Bet v 1a und Reaktivitit mit
dem Antikoérper aBetv1-lgG1.

A: Aminosauresequenzen N-terminal verkirzter Bet v 1a-Fragmente. Die g-helikalen Strukturen sind gelb
hinterlegt, Aminosauren, die sich zu der unreaktiven Isoform Bet v 1iso unterscheiden und somit mafigeb-
lich am Epitop beteiligt sein missen sind blau gekennzeichnet.

B, C: Zelllysate induzierter E. coli-Zellen wurden einer SDS-PAGE-Analyse mittels 12,5%igen Acrylamid-
gel unterzogen. AnschlieRend wurden Immunblots der Isoformen mit Kulturiberstand des oBetv1-Ig-
G1-Antikdrpers (B) und einem Anti-His-Antikérper (1:5000) (C) durchgefiihrt. Die Detektion erfolgte fur B
mit einem AP-konjugiertem Anti-human IgG Antikérper (1:20000) und fir C einem AP-konjugiertem An-
ti-murin-Antikérper (1:10000) und durch NBT/BCIP als Substrat. Bahn 1: PageRuler™ Prestained Protein
Ladder, Bahn 2: Zelllysat Bet v 1a-MBP, Bahn 3: Zelllysat Bet v 1a ad58-MBP, Bahn 4: Zelllysat Bet v 1a
ad91MBP, Bahn 5: Zelllysat Bet v 1a ad110-MBP, Bahn 6: Zelllysat Bet v 1a ad124-MBP

D: Proteinstruktur des Bet v 1a. Links: Oberflachenmodell, rechts: Sekundérstrukturelemente des kleinsten
reaktiven Fragments Bet v 1ad124. Die C-terminale a-Helix ist gelb dargestellt. Aminosé&uren, die sich zu
der unreaktiven Isoform Bet v 1iso unterscheiden und maRgeblich am Epitop beteiligt sein kénnten sind
blau gekennzeichnet.

Die Darstellung der elektrostatischen Potentiale auf der Molekuloberflache, sowie der
superfiziellen Hydrophibizitdt beider Aminos&uren sind in Abbildung 4.42 dargestellt.
Anhand dieser Ansicht riicken vier Aminosduren in den néheren Fokus fur eine Beteili-
gung am Epitop, darunter das Glu132, dessen negative Ladungseigenschaft im Gly132
des Bet v 1iso nicht mehr vorhanden ist und das Ala136 welches im Bet v 1iso durch
ein stark hydrophobes Valin ausgetauscht ist. Das leicht hydrophobe Met140 wird
durch einen basischen Lysinrest ersetzt. Am augenscheinlichsten ist jedoch die Ande-

rung der Oberflicheneigenschaften an Position 149. Hier erfolgt ein Austausch von
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Glutaminsdure zu Glycin, wodurch eine sterische anspruchsvolle Strukturerhebung mit

negativem elektrostatischem Potential verloren geht.

Betv 1a Bat v 1iso
A
Glutds ——%F Y Glyi40
r ¥
5 e L
LA\ -\ o\
Y Meati40 Y Lys140
Ala136 Val136
Giu13z Gly132
B
Glut4s —— Yo o ot
3 prig \
LY
N |
Met140 5140
Aat36 e
Glu132
c
Glutds ——XF - Gly148

Meal140 | Lys140
[ Aa138 Val136
Glu132 Gly132
Abb. 4.37 Hervorhebung abweichender Aminoséuren der Isoformen Bet v 1a und Bet v 1iso in der
C- terminalen a-Helix.

Halbtransparent dargestellt sind die Proteinstrukturen des Bet v 1a und des Bet v 1iso. Vollfarbig hervor-
gehoben sind Aminoséuren, die sich zum einen in der C-terminalen o-Helix befinden, zum anderen aber
auch in den beiden Isoformen voneinander abweichen. Sie kdnnten maRgeblich am Epitop beteiligt sein.
Zur Beurteilung der damit verbundenen Anderungen auf der Molekiiloberflache sind die Strukturen nach
unterschiedlichen Eigenschaften der Aminoséauren koloriert. Aminosauren, die eine verénderte Eigenschaft
auf der Oberflache hervorrufen, sind beschriftet.

A: Die C-terminale a-Helix ist gelb und halbtransparent dargestellt, abweichende Aminosauren sind blau
hervorgehoben.

B: Aminosauren sind nach ihrem elektrostatischem Potential eingefarbt, negativ-geladene Bereiche sind
rot, positiv-geladene blau eingeféarbt.

C: Aminosauren sind nach ihrer Hydrophibizitdt koloriert: hydrophobe Bereiche sind griin, hydrophile
magenta eingeféarbt.

Um den Einfluss des Glu149 an der Bindung des Antikérpers zu testen, wurde sowohl
im vollstdndigen Protein Bet v 1a-MBP ein einzelner Aminoséaureaustausch von Glu149

zu GIn149 durchgefiihrt, als auch im Fragment der Aminosaurereste 124-160 der
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C-terminalen a-Helix. Die Mutationen wurden mithilfe entsprechender Oligonukleotide
eingefigt und die entstehenden Konstrukte in den Vektor pMal-c2X insertiert. Anschlie-
Rend wurde die Reaktivitdt dieser Konstrukte mit dem Antikdrper in einem Immunblot
getestet, mit dem Ergebnis, dass durch die Mutation von Glu149 zu Gly149 die Reakti-
vitdt des Bet v 1 mit dem Antikérper aufgehoben wurde (s. Abb. 4.38). Es konnte somit
gezeigt werden, dass in diesem Fall die Bindung zwischen Antigen und Antikérper von

einem einzelnen Aminoséaurerest abhangt.

1 2 3 4 § @6 123 4 6 86 .':“'ﬁ
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Abb. 4.38 Reaktivititsverlust des Antikorpers aBetv1-lgG1 bei Austausch von Glutaminsaure 149
zu Glycin im Bet v1 a.

A, B: Zelllysate induzierter E. coli-Zellen wurden einer SDS-PAGE-Analyse mittels 12,5%igen Acrylamid-
gelen unterzogen. AnschlieRend wurden Immunblots der Konstrukte mit Kulturiberstand des oBetv1gG1-
Antikdrpers (A) und einem murinen Anti-His-Antikérper (1:5000) (B) durchgefihrt. Die Detektion erfolgte
fur A mit einem AP-konjugiertem Anti-human IgG-Antikorper (1:20000), fir B mit einem Anti-murin-Antikor-
per (1:10000) und durch NBT/BCIP als Substrat. Bahn 1: PageRuler™ Prestained Protein Ladder, Bahn 2:
Zelllysat Bet v 1a-MBP, Bahn 3: Zelllysat Bet v 1a ad124-MBP, Bahn 4: Zelllysat Bet v 1iso-MBP, Bahn 5:
Zelllysat Bet v 1aE/G149-MBP, Bahn 6: Zelllysat Bet v 1a ad124E/G149-MBP.

C: Tertidrstrukturen mit elektrostatischem Oberfldchenpotential des Bet v 1a (links) und des Allergens mit
dem Austausch von Glutaminséure zu Glycin an Position 149 (rechts). Negative Ladungen sind rot (saure
Aminoséaure-Seitenketten) und positive blau (basische Aminoséure-Seitenketten) markiert.

Das Apfel-Allergen Mal d 1, ein weiteres PR10-Protein, wurde ebenfalls auf seine Re-
aktivitat mit dem Antikorper hin getestet sowie die Oberflachenstruktur im Bereich des
Bet v 1a-Epitops charakterisiert. Die Klonierung eines Expressionsvektors fiir die pro-
karyotische Expression des Mal d 1-MBP-Fusionskonstruktes wurde im Arbeitskreis
mithilfe des Vektors pMAL-c2X durchgefuhrt. Die Reaktivitatsanalyse mit dem Bet v 1a-
spezifischen Antikdrper erfolgte anhand eines Immunblots mit Zelllysaten und zeigte,
dass der Antikérper aBetv1-lgG1 keine spezifische Bindung mit dem zu 57% homolo-
gen Mal d 1 eingeht (Abbildung 4.39). Eine Betrachtung der Proteinstrukturen zeigte
eine ganz ahnliche Faltungstopologie des Bet v 1-Allergens. Es wurde dann versucht,
die Reaktivitat des Antikérpers mit Mal d 1 zu induzieren, indem der Teilbereich der
Aminosaurereste 126-160 auf das nicht-reaktive Mal d 1-Molekil transferiert wurde.
Eine Klonierung mithilfe geeigneter Oligonukleotide flihrte zur Konstruktion eines

pMalc2x-Expressionsvektors und es konnte ein Immunblot mit Zelllysaten induzierter
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Zellen und dem Antikérper durchgefiihrt werden. In diesem zeigte sich die Induktion ei-
ner Affinitdt zu dem chimaren Konstrukt Mal d 1/ad126 Bet v 1 (s. Abb. 4.39).
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Abb. 4.39 Aminosduresequenzen des Bet v 1a, des Mal d 1 sowie des chimdren Allergens
Mal d 1/ad126Bet v 1 und Reaktivitat mit dem Antikorper aBetv1-lgG1.

A: Aminosauresequenzen N-terminal verkirzter Bet v 1a-Fragmente. Die o-helikalen Strukturen sind gelb
hinterlegt, Aminosauren in den beiden Allergenen unterscheiden sind blau markiert und die Glutaminsé&ure
149 ist rot markiert. Transferierte Aminos&uren sind im chimaren Protein fett gekennzeichnet.

B, C: Zelllysate induzierter E. coli-Zellen einer SDS-PAGE-Analyse mittels 12,5 %igem Acrylamidgel un-
terzogen. AnschlieRend wurden Immunblots beider Allergene sowie des chiméren Konstrukts mit Kultur-
Uberstand des aBetv1-IlgG1-Antikérpers (B) und einem murinen Anti-His-Antikérper (1:5000) durchgefihrt
Die Detektion erfolgte fur B mit einem AP-konjugiertem Anti-human IgG-Antikérper (1:20000), fur C mit ei-
nem Anti-murin-Antikérper (1:10000) und durch NBT/BCIP als Substrat. Bahn 1: PageRuler™ Prestained
Protein Ladder, Bahn 2: Zelllysat Bet v 1a-MBP, Bahn 3: Zelllysat Mal d 1/ad126 Bet v 1, Bahn 4: Zelllysat
Mal d 1-MBP.

D: Proteinstruktur des Bet v 1a (links) und Mal d 1 (rechts). Die C-terminale o-Helix ist gelb dargestellt.
Aminoséuren, die sich in beiden Allergenen unterscheiden, sind blau markiertund die Glutaminséaure 149
ist rot markiert.

Eine Betrachtung der Ladungsverteilung auf den Molekiloberflichen zeigt eine De-
struktion des Epitops um die Glutaminsaure 149 im Mal d 1, welches im chiméaren Kon-
strukt wiederhergestellt ist (s. Abb. 4.40). Das fiir die Bindung des Antikdrpers essenti-
elle Glu149 hat im Mal d 1 eine Ausrichtung ins Molekulinnere und wird teilweise von
umliegenden Resten verdeckt. Dadurch kommt es nicht zur negativen Ladungsvertei-
lung auf der Oberflache in diesem Bereich. Zusétzliche Lysine in der Aminos&urese-
quenz des Mal d 1 fihren insgesamt zu einer diagonal verlaufenden positiven Elektro-
statik, die auf der Oberflache des Bet v 1a nicht vorhanden ist. Dies kénnte die Bin-
dung des Antikdérpers ebenfalls beeinflussen. Ein Transfer der Reste 126-160

von Betv 1 auf Mal d 1 fuhrte zu einer Restauration des negativen elektrostatischen
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Potentials auf der Oberflache, was durch das zusétzliche Glu13 des Apfel-Allergens

verstarkt wird.
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Abb. 4.40 Epitopbereich des humanen aBetv1-Antikdrpers in der C-terminalen a-Helix der Allerge-
ne Bet v 1a, Mal d 1 sowie eines chimaren Konstruktes.

Dargestellt ist die Ladungsverteilung auf der Oberflache der drei Allergene, von dem das Bet v 1a und das
Mal d 1ad126Bet v 1 von dem Antikérper gebunden werden, das Mal d1 jedoch nicht. Negative Ladungen
sind rot (saure Aminoséaure-Seitenketten) und positive blau (basische Aminoséure-Seitenketten) markiert.
Im unteren Bildabschnitt wurde nur die oberste Ebene der Molekiloberflache halbtransparent dargestellt,
sodass Sekundarstrukturen und die Ausrichtung einzelner Aminosé&urereste sichtbar werden.

4.2.6 Phl p 5a-Epitopcharakterisierung

In analoger Vorgehensweise zur Charakterisierung des Bet v 1-Epitops wurde nun die
Bindungsstelle des Phl p 5a-spezifischen Antikdrperfragments analysiert. Auch hier
diente die selektive Erkennung der Isoform Phl p 5a im Gegensatz zu Phl p 5b als
Grundlage zur Identifizierung essentieller, am Epitop beteiligter, Aminos&uren. Ein Ver-
gleich der Aminosauresequenzen beider Isoformen zeigte eine hohe Ubereinstimmung
im C-terminalen Bereich, wohingegen der N-Terminus deutliche Unterschiede aufwies
(s. Abb. 4.43).
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Ein strukturelles Merkmal des Allergens ist die Anordnung zu zwei Bindeln von je 4
aHelices. Hierbei wird ein je Bindel aus N-terminalen und ein Biindel aus C-terminalen
Aminosaureresten gebildet. Bereits 1996 konnte eine autokatalytische Spaltung zwi-
schen diesen beiden abgegrenzten Bereichen im Phl p 5b beobachtet werden (Bufe et
al.1996). Zelllysate induzierter E. coli-Zellen wurden einem Immunblot mit dem Antik&r-
per aPhlp5-1gG4 unterzogen. Zur Kontrolle wurden Immunblots mit einem, im Arbeits-

kreis selektierten, Anti-MBP-Antikdrper durchgefuhrt, um die eine Expression aller Pro-

teine zu nachzuweisen.
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Abb. 4.41 Vergleich der Aminosauresequenzen von Phl p 5a und Phl p 5b, sowie der Reaktivitit mit
dem Antikérper aPhlp5-1gG.

A: Vergleich der Aminosduresequenzen beider Isoformen. Die a-helikalen Strukturen sind gelb hinterlegt,
Aminoséuren, die sich in den beiden Isoformen unterscheiden blau gekennzeichnet.

B,C: Zelllysate induzierter E. coli-Zellen wurden einer SDS-PAGE-Analyse mittels 12,5 %igen Acrylamid-
gel unterzogen. Anschliefend wurden Immunblots der Isoformen mit Kulturiberstand des oPhl p 5-Ig-
G4-Antikdrpers (B) und einem Anti-CBD-Antikorper (C) durchgefiihrt. Die Detektion erfolgte fir B mit ei-
nem AP-konjugiertem Anti-human IgG-Antikérper (1:20000), fur C mit einem AP-konjugiertem Anti-murin
-Antikérper und durch NBT/BCIP als Substrat. Bahn 1: PageRuler™ Prestained Protein Ladder, Bahn 2:
Zelllysat Phl p 5a-MBP, Bahn 3: Zelllysat Phl p 5b-MBP.

D: Proteinstrukturmodellierung der Isoformen Phl p 5a und b. Oberflachen sind halbtransparent dargestellt
und durch Sekundarstrukturelemente tberlagert. o-Helices sind gelb, Aminosaurereste, die in beiden Iso-
formen variieren blau gekennzeichnet.

Eine Proteinstrukturmodellierung erfolgte fiir das N-terminale 4-Helix Bindel durch
Phl p 6 als Vorlage (PDB 1NLX) und fiur das C-terminale 4-Helix-Bindel anhand der
vorhandenen Kristallstruktur (PDB 1L3P).
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Auffallig in dem Aminosauresequenz-Abgleich beider Isoformen sind Deletionen des
Phl p 5b im Bereich der zweiten und dritten a-Helix. Die Strukturmodellierung zeigt,
dass in der Isoform Phl p 5a hier eine ausgedehnte Schleife als verbindendes Element
zwischen den beiden a-Helices ausladend aus dem ansonsten globuldren Protein her-
ausragt (s. Abb. 4.41 D). Aufgrund dieser starken Abgrenzung von N- und C-Termini
und der groRen Aminosdureabweichung in diesem Bereich, wurde als nachstes unter-
sucht, ob ein Fragment, welches lediglich das N-terminale 4-Helix-Bindel des Phl p 5a
umfasste, vom Antikérper gebunden wurde und somit das Epitop beinhaltete. Weitere
verkirzte Fragmente, die den Stellenwert der Schleifen- oder ,loop“Region aufklaren
sollten, wurden kloniert und exprimiert,. Hierflir wurde das N-terminale 4-Helix-Blindel
um je eine a-Helix vom N- und vom C-Terminus her verkurzt. Die Klonierung verkirzter
Varianten erfolgte mithilfe des Vektors pTXB1 und fuhrte zur Expression von vier ver-
kirzten CBD-Fusionskonstrukten in E. coli-BL21-Stdmmen. Immunblots wurden wie
zuvor mit Zelllysaten induzierter Zellen und dem Antikdrper aPhlp5-IgG4 durchgeflhrt.
Positivkontrollen fiir die Expression wurden fiir CBD-Fusionsproteine mit einem Anti-
CBD-Antikérper durchgefihrt (s. Abb.4.42).

Die Fragmente 1-3 wurden von dem Phl p 5-spezifischen Antikdrper gebunden. Die
Annahme dass es sich beim Epitop um Aminoséaurereste der loop-Struktur handelt wur-
de daher mit diesem Versuch bestétigt. Fragment 4, bei dem die Struktur vorhanden,
jedoch die dritte Helix unterbrochen war, zeigte keine Reaktivivat mehr mit dem Anti-
kérper. Die Strukturmodellierung zeigt hier die Ausbildung eines loops an, es ist jedoch
fraglich ob durch die stark verkirzte dritte a-Helix eine ausreichende Stabilitdt gegeben

ist um das Strukturelement tatsachlich auszubilden.
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Abb. 4.42 Aminosiuresequenzen verkiirzter Fragmente des Phl p 5a und Reaktivitit mit dem Anti-
korper aPhl p 5-1gG4.

A: Vergleich der Aminosauresequenzen der verkirzter Fragmente. Die g-helikalen Strukturen sind gelb
hinterlegt

B, C: Zelllysate induzierter E. coli-Zellen wurden einer SDS-PAGE-Analyse mittels 12,5 %igen Acrylamid-
gel unterzogen. Anschlielend wurden Immunblots der verkirzten Fragmente mit Kulturiiberstand des oPhl
p 5lgG4-Antikérpers (B) und einem Anti-CBD-Antikorper (1:1000) (C) durchgefuhrt. Die Detektion erfolgte
fur B mit einem AP-konjugiertem Anti-human IgG-Antikérper(1:20000), fir C mit einem AP-konjugierten
Anti-murin 1gG (1:10000) und durch NBT/BCIP als Substrat. Bahn 1: PageRuler™ Prestained Protein Lad-
der, Bahn 2: Zelllysat Phl p 5a Fragment1, Bahn 3: Zelllysat Phl p 5a Fragment 2, Bahn 4: Zelllysat Phl p
5a Fragment 3, Bahn 5: Zelllysat Phl p 5a Fragment 4.

D: Proteinstrukturmodellierung der verkirzten Fragmente. Oberfldchen sind halbtransparent dargestellt
und durch Sekundarstrukturelemente Uberlagert. o-Helices sind gelb, Aminoséurereste, die in beiden Iso-
formen variieren, blau gekennzeichnet.

Um dieses Ergebnis weiter zu untermauern, wurde ein Transfer der loop-Region vom
reaktiven N-terminalem Bilindel des Phl p 5a auf das des nicht-reaktiven Phl p 5b-Aller-
gens vorgenommen. Zelllysate induzierter E. coli-Zellen wurden einem Immunblot un-
terzogen und auf ihre Reaktivitat mit dem Antikérper hin getestet. Neben diesem chi-
maren Molekll wurde auch das N-terminale Blindel des Phl p 5b als Kontrolle kloniert
und exprimiert. Wie in Abbildung 4.43 gezeigt, fihrt die Insertion des Bereichs vom
Phl p 5a in das 4-Helix-Blindel des Phl p 5b zur Induktion der Reaktivitdt mit dem Anti-
kérper aPhlp5-1gG4.
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Abb. 4.43 Aminosduresequenzen N-terminaler Fragmente von Phl p 5a und Phl p 5b, sowie eines
chiméaren Molekiils und Reaktivititen mit dem Antikdrper aPhl p 5-gG4.

A: Vergleich der Aminoséduresequenzen der Konstrukte. Die a-helikalen Strukturen sind gelb hinterlegt,

Aminosduren, die von Phl p 5a auf Phl p 5b transferiert wurden blau gekennzeichnet, griin der entspre-
chend ersetzte Bereich des Phl p 5b.

B, C: Zelllysate induzierter E. coli-Zellen wurden einer SDS-PAGE-Analyse mittels 12,5 %igen Acrylamid-
gel unterzogen. AnschlielRend wurden Immunblots der Konstrukte mit Kulturiberstand des oPhl p 5-1gG4-
Antikdrpers (A) und einem Anti-CBD-Antikdrper (1:1000) (B) durchgefiihrt. Die Detektion erfolgte fir A mit
einem AP-konjugiertem Anti-human IgG-Antikdrper(1:20000), fir B mit einem AP-konjugierten Anti-murin-
Antikérper (1:10000) und durch NBT/BCIP als Substrat. Bahn 1: PageRuler™ Prestained Protein Ladder,
Bahn 2: Zelllysat Phl p 5a Fragment 1, Bahn 3: Zelllysat Phl p 5b-Fragment 1, Bahn 4: Zelllysat chiméres
Fragment ch.

D: Proteinstrukturmodellierung der Konstrukte. Oberflachen sind halbtransparent dargestellt und durch Se-
kundarstrukturelemente Uberlagert. o-Helices sind gelb, Strukturen, die transferiert wurden blau, solche
die ersetzt wurden, griin gekennzeichnet.

Das Epitop konnte daher eindeutig in Zusammenhang mit dem Sekundarstrukturele-
ment einer Schleife zwischen zweiter und dritter a-Helices gebracht werden. Eine na-
here Betrachtung der oberflachlichen Ladungsverteilung in diesem Bereich zeigt, dass
sowohl die Schleifen-Region, als auch die angrenzende Flache im Phl p 5a positive La-
dungen von Glutaminsdure-Resten aufweisen, die dem Phl p 5b-Molekul fehlen (s. Abb
4.44). Der Transfer dieser Aminosauren fihrt zur Regeneration der sterischen Struktur
und negativen Elektrostatik, wodurch das Epitop auf der MolekUloberflache wiederher-
gestellt ist.
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Abb. 4.44 Epitopbereich des humanen oPhl p 5-Antikdrpers im N-terminalen 4-Helixbiindel der All-
ergen-Isoformen Phl p 5a und b sowie eines chimaren Konstruktes

Dargestellt ist die Ladungsverteilung auf der Molekiloberflachen der Allergene, von denen Phl p 5a Frag-
ment 1 und Fragment 1 chimar von dem Antikérper gebunden werden. Negative Ladungen sind rot (saure
Aminoséaure-Seitenketten) und positive blau (basische Aminosadure-Seitenketten) markiert. Im unteren
Bildabschnitt wurde nur die oberste Ebene der Molekiloberflache halbtransparent dargestellt, sodass Se-
kundarstrukturen und die Ausrichtung einzelner Aminosaurereste sichtbar werden.

Es konnten somit die Epitope beider Allergene lokalisiert werden und wichtige, an der
Bindung der spezifischen Antikdrper beteiligte, Motive und Aminosaurereste identifiziert

werden.
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Viele Faktoren, die die Ausbildung und den Verlauf allergischer Erkrankungen beein-
flussen, wie beteiligte Zellpopulationen, Zytokine, genetische Veranlagungen und &u-
Rere Faktoren konnten bereits charakterisiert werden. Warum jedoch bestimmte Anti-
gene unter gegebenen dulReren Bedingungen in Atopikern allergische Reaktionen aus-
I6sen, wahrend andere Antigene unter gleichen Bedingungen toleriert werden, also
eine Antwort auf die Frage, was ein Antigen zu einem Allergen macht (Aas 1978),
konnte bisher nur teilweise beantwortet werden. Ein Unterscheidungskriterium zwi-
schen lediglich immunogenen und allergenen Proteinen stellt die Erkennung durch IgE-
Antikdrper dar, die im Zuge einer Sensibilisierung sezerniert werden. Eine Charakteri-
sierung dieser IgE-Epitope beinhaltet daher die Méglichkeit spezifische Merkmale der

Proteinstruktur und Oberflachengestaltung von Allergenen zu detektieren.

Monoklonale Antikdrper erlauben eine gezielte molekulare Analyse der Wechselwirkun-
gen zwischen Antikdrpern und Antigenen. lhre Darstellung mithilfe muriner Hybridom-
Zelllinien ist gut etabliert und Affinitatsreifungen, ausgelést durch mehrfache Immuni-
sierungen der verwendeten Mause, fihren zur Expression hochspezifischer Antikorper.
Mithilfe rekombinanter Technologien durchgefihrte Humanisierungen erméglichen die
Darstellung humaner Isotypen oder chimarer Antikdrper, darunter auch allergenspezifi-
sche IgE-Antikérper (Christensen et al. 2008). Zur Charakterisierung der molekularen
Antigen-Interaktion von Antikérpern, die im Zuge immunologischer Erkrankungen, wie
z.B. einer Allergie eine Rolle spielen, sind sie jedoch durch die kiinstlich hervorgerufe-
ne Immunantwort nur begrenzt geeignet. Hier ware es wichtig, die origindren, im Kon-
text der Allergie relevanten IgE-Antikérper zu erhalten. Deren Verfiigbarkeit ist auf-
grund der geringen Konzentration im Serum jedoch begrenzt. Im Rahmen dieser Arbeit
konnte auf variable Doménen, die dem Immunrepertoire allergischer Spender entnom-
men und mithilfe einer kombinatorischen Phagenbibliothek dargestellt sowie anhand ih-
rer Reaktivtat mit dem jeweiligen Allergen selektiert worden waren, zurlickgegriffen
werden. Diese Bet v 1- bzw. Phl p 5-spezifischen scFv konnten im Format unterschied-
licher Antikérperkonstrukte exprimiert werden, wodurch monoklonale, authentische
IgE-Antikérper fur weiterfUhrende Analysen, Bindungsstudien und eine Identifizierung

der fir die Interaktion bendétigten Strukturen und Aminosauren zur Verfligung standen.
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5.1 Darstellung und Reinigung der Antikérperkonstrukte

scFv-Antikérperformate sind mit allen Informationen fir die Bindungsspezifitdt ausge-
stattet. Die funktionelle Affinitdt gegentber dem Allergen ist allerdings aufgrund der
Monovalenz geringer. Zudem verflgen sie nicht Uber das Potential Rezeptorbindungen
einzugehen, und sind somit fir weiterfihrende Analysen nicht geeignet. Die Verkniip-
fung eines scFv mit den Fc-Domanen unterschiedlicher Antikérper-Isotypen bietet die
Mdoglichkeit, eine erhdhte Affinitdt mit den naturlichen Fc-vermittelten Effektormecha-
nismen zu kombinieren. Dadurch werden zelluldre Funktionsanalysen moglich, die so-
wohl die Spezifitdt der Bindung als auch deren Wirkung bertcksichtigen. Im Rahmen
dieser Arbeit wurden die Allergie-relevanten Isotypen IgE, IgA1,IgA2, 19G1 und IgG4
mit Spezifitat fur Bet v 1 bzw. Phl p 5 exprimiert.

In diesem Zusammenhang wurden fir die Darstellung der Antikérper zwei unterschied-
liche Formate gewahlt. Zum einen wurde die Expression verkurzter, bivalenter homodi-
merer Antikérperkonstrukte angestrebt. Im Vergleich zu den nativen, bivalenten hetero-
tetrameren Antikdrpern kann die Reduktion des Molekulargewichts zu einer erhdhten
Expressionsrate flihren, da das Zellsystem einer geringeren Belastung ausgesetzt ist
(Braren et al. 2007). Ein weiterer Vorteil dieser Antikbrperformate liegt in dem geringe-
ren erforderten Klonierungsaufwand, da sich die Sequenz des scFv in einem Schritt in
den Expressionsvektor pcDNA3.1, in dem Bereits die Sequenz der schweren konstan-
ten Kette vorhanden ist, insertieren lasst. Somit eignet sich dieses Format besonders
gut fiir erste Untersuchungen hinsichtlich des Expressionsverhaltens und der Allergen-
spezifitat von Selektanden einer scFv-Phagenbibliothek. Eine Bindung dieser Konstruk-
te an Fc-Rezeptoren auf Zelloberflaichen, sowie die Fc-vermittelte Signal-Wirkung
konnte in dieser Arbeit durch die Degranulationsanalysen mit dem Bet v 1-spezifischen
aBetv1-scFVv/IgE gezeigt werden. Der synthetische Peptidlinker, der in diesen Kon-
strukten die variablen Doméanen der schweren und leichten Kette miteinander verbindet
ist flexibel und kann die bendtigte Stabilitdt fur Bindungsanalysen im Rahmen einer

Charakterisierung der natirlichen Eigenschaften méglicherweise nicht bereitstellen.

Es ist daher prinzipiell wiinschenswert, die Antikérper im Format vollstandiger heterote-
tramerer Molekile mit origindrer Immunglobulinfaltung darzustellen. Nachdem die Ex-

pression hetereotetramerer Antikorper fir den IgA-Isotyp flir beide scFv mit angemes-
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senen Expressionsraten erzielt werden konnte, wurde fiir IgG-Antikérper auf die Ex-

pression verkurzter Formate verzichtet (s. S. 84).

Heterotetramere IgE-Antikdrper konnten nur mit Spezifitdt fur Phl p 5 erfolgreich re-
kombinant dargestellt werden. Fir Bet v 1 musste hingegen auf verkirzte scFv-IgE-
Formate zuriickgegriffen werden. Eine Ursache fiir das Fehlschlagen der IgE-Expressi-
on kdénnte im synthetischen Ursprung der V.-Doméne des selektierten scFv begrindet
sein. Phl p 5-spezifische Immunglobulindomanen lagen wéhrend der Selektion im For-
mat eines Fab-Fragmentes vor und waren somit den gleichen Faltungsbedingungen
wie bei einer spateren Expression als Antikdrper unterworfen. Im Gegensatz dazu wur-
de das Bet v 1-spezifische Fragment als scFv selektiert. In einem vollstandigen Anti-
kérper ergeben sich dadurch neue sterische Anordnungen, auf die auch die Immunglo-
bulindomanen schwerer konstanter Ketten einen Einfluss haben kénnten. Ein erfolgter
Austausch der kC. im Bet v 1-spezifischen Antikérper konnte die Expression ebenso
wenig induzieren. Phl p 5-spezifische Antikérper zeigten ein von k- oder AC, unabhan-
giges Expressionverhalten, sodass eine sterische Hinderung in diesem Kontext ausge-

schlossen werden kann.

Die Beobachtung, dass sich Selektanden mit semi-synthetischen variablen Domanen,
die der Griffin-Bibliothek entstammen zwar als IgG- und IgA-Antikdrper, jedoch nicht im
Format eines IgE-Antikdrpers exprimieren lassen, konnte im Arbeitskreis vermehrt er-
folgen. Da der Bet v 1-spezifische Antikérper Gber eine originidre Vy-Doméane verfigt
und nur die V.-Domane synthetisch ist, kdnnte in einer hypothetischen Annahme der
Misserfolg einer IgE-Sezernierung mit der Inkompatibilitdt zwischen synthetischer V.-
Region und Cy-Domanen in Verbindung gebracht werden. Es kénnte jedoch auch
sein, dass die verringerte Flexibilitdt der IgE-Gelenkregion in diesem Zusammenhang

hinderlich ist.

Prinzipiell ware die Verwendung einer origindren V.-Doméane, die ebenfalls einem
allergischen Patienten entstammit, fir den Erhalt der Authentizitat des Antikdrpers er-
strebenswert. Die Wahrscheinlichkeit origindre IgE-V.-Regionen zu amplifizieren, um
sie der Bibliothek beizusteuern, ist jedoch selbst bei Verwendung der gleichen mRNA
gering. Das liegt daran, dass sich fir variable Domanen keine ilsotypenspezifische Ein-
grenzung durch Oligonukleotide vornehmen l&sst und die Amplifikation der Sequenzen
ungerichtet, nach der Prévalenz vorhandener Isotypen erfolgt. Hierbei werden gréRten-

teils V.-Doméanen der Uberwiegend sekretierten 1gG-Antikdrper amplifiziert. Wenn die
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authentische V. in diesem pool enthalten sein sollte, wére sie unterreprasentiert und
die Wahrscheinlichkeit einer Ligation mit der originaren Vy bei den Ublichen Biblio-
theksgrélien eher gering. Daher wurde die Doméanenvielfalt der V. fur die hier verwen-
dete Bibliothek synthetisch erzeugt. Es konnten vermehrt Hinweise darauf gefunden
werden, dass im Transkriptom der IgE-variablen Antikérperdomé&nen nur ein begrenz-
tes Repertoire an Vi, Doménen zur Verfigung steht, welches sich mit einer héheren
Variabilitat an V.-Domanen assembliert um so Paratope fur die Binungen unterschiedli-
cher Allergene zu bilden (Andréasson et al. 2006; Persson et al. 2007; Marth et al.
2010). Ein Verlust der Authentizitdt des identifizierten Epitops durch Verwendung einer
synthetischen V.-Doméane ist daher nicht anzunehmen. Der CDRx3-Region scheint bei
der Definition der Spezifitdt eine Ubergeordnete Rolle zuzukommen (Barrios et al.
2004). In diesen Beobachtungen wird die Spezifitdt eines Antikdrpers durch die V-Re-
gion definiert, eine ,Feinabstimmung® der Bindung, durch welche die Affinitdt konfigu-
riert wird, erfolgt hingegen anhand der V. -Domane. Dies ware auch konform mit der in
den SPR-spektroskopischen Messungen beobachteten geringeren Affinitdt des

aBet v 1-Antikérpers von 43 nM.

Da durch Selektion eine spezifische Vy identifiziert und charakterisiert wurde, wére es
nun maoglich, eine Bibliothek zu generieren, in der diese Vi und mit dem Repertoire un-
terschiedlicher V.-Domanen eines Bet v 1-Allergikers kombiniert wiirde. Es ware inter-
essant ob die einstige Affinitdt des Antikdrpers dadurch rekonstruiert werden kénnte,
ob also das natlrliche Repertoire gegeniiber einem synthetischen Vorziige fir die

.Feinabstimmung* aufweist.

Generell wiinschenswert ware es auch fir zukinftige Bibliotheksklonierungen, eine
Vorselektion durchzufiihren. Hierflr kénnten allergenspezifische B-Zellen mithilfe fluo-
reszenzmarkierter Molekile und einem Durchflusszytometer, das Uber eine Sortier-
funktion verfiigt, isoliert werden. Dies wiirde die Eingrenzung des Repertoires von so-
wohl V- als auch V. -Domanen auf Ketten, die eine Bindung an Allergene vermitteln,
eingrenzen und kénnte dadurch die Wahrscheinlichkeit der authentischen Assemblie-
rung zweier variabler Doménen stark erhéhen. Die verringerte BibliotheksgréRe wiirde
in diesem Fall nicht stéren, da sie lediglich Ausdruck der bereits erfolgten Vorauswahl
ware. Neben allergenspezifischen IgE- wéaren auch IgA- und IgG-Subbibliotheken ein-
zelner Patienten mit unterschiedlicher Therapie-Historie denkbar. Durch Charakterisie-
rung der, mittels Selektionen erhaltenen, origindren Antikérper kénnten Aussagen Uber

Diversitat und Anzahl, sowie Affinitdten unterschiedlicher Antikérper gemacht und Un-
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tersuchungen zur mdglichen Verschiebung des Epitop-Profils wahrend einer Immun-

therapie durchgefuhrt werden.

Die Verfugbarkeit der dargestellten monoklonalen Antikérper ermdéglicht neben den
Epitopcharakterisierungen noch andere funktionelle Anwendungen. Fir IgE wére der
Einsatz als Referenzantikdrper fur eine Generierung von Standardseren zur Anwen-
dung in in vitro-Allergietests mdglich. Diese basieren zum jetzigen Zeitpunkt auf pool-
Seren eines Patientenkollektivs und sind dadurch naturlichen jahreszeitlichen Schwan-
kungen des IgE-Spiegels unterworfen. Sie gewahrleisten dadurch nur eine limitierte
Reproduzierbarkeit und kénnen fur seltene Allergene oft gar nicht zur Verfigung ge-

stellt werden.

Zur diagnostischen Evaluation einer Immuntherapie kénnten IgG4 und IgA2-Antikérper
eingesetzt werden, um die Zunahme blockierender Antikérperkonzentrationen zu be-
stimmen und eine verbesserte Beurteilung von Therapieerfolgen zu ermdglichen. Ne-
ben den Standardisierungen der Testsysteme ware auch die Bestimmung des Gehalts
ausgewahlter Majorallergene in Allergenextrakten denkbar, da diese aufgrund des na-

turlichen Ursprungs der Extrakte ebenfalls starken Schwankungen unterworfen sind.

IgG4- und IgA2-Isotypen kénnten in einer therapeutischen Applikation Anwendung fin-
den und als Anti-inflammatorische Antikérper im Serum und mukosalem Gewebe Aller-
gene blockieren, wodurch eine Bindung an die allergenspezifischen IgE-Antikdrper ver-
hindert werden kénnte (Wachholz et al. 2003; Gadermaier et al. 2010). Antigen-gebun-
dene IgG4-Antikoérper binden zudem an Fcy-Rezeptoren, wodurch eine Antikérper-ver-
mittelte Aufnahme der Immunkomplexe und eine erhdhte Kreuzprasentation auf MHC-|
Molekilen ausgel6st wird. Eine solche Verschiebung des aktivierten T-Zell-Milieus hin
zu Ty1 wirde helfen, das Niveau allergenspezifischer IgE-Antikdrper zu senken (Acker-

man und Cresswell 2004).

Die erzielten Expressionsraten im Bereich von héchstens 500 ng/L missten zur Evalu-
ierung des Einsatzes weiterer Anwendungen gesteigert werden. Die konstitutive Ex-
pression in Saugerzell-Kulturen wird durch die zuféllige Integration der Plasmid-DNA in
die Chromosomen der Zellen erreicht. Die Expressionsrate stabiler Transfektanden
hangt dabei stark vom Genlokus der Insertion ab, da eine Integration im inaktiven He-
terochromatin eine verringerte Proteinexpression zur Folge hat (Wurm 2004). Bei einer
Transfektion entsteht demnach eine heterogene Population transgener Zellen mit un-

terschiedlichen Expressionsraten. Die gleichzeitige Transfektion eines GFP-tragenden
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(green fluorescent protein) Plasmides oder eines Plasmides, welches das GFP-Gen
zuséatzlich zu dem Zielgen und dem Selektionsmarker triige, wére denkbar. Dies wiirde
es ermdglichen, eine Selektion einzelner Zellen mit hohen GFP-Expressionsraten an-
hand ihrer Fluoreszenz in einem Durchflusszytometer mit Sortierfunktion vorzunehmen.
Eine hohe GFP-Expression wiirde in beiden Fallen mit einer hohen Antikérper-Expres-
sion einhergehen und ware als Marker einsetzbar, da unterschiedliche Plasmide vor ih-
rer Integration in den Zellkern durch Ligasen fusioniert werden (Perucho et al. 1980).
Eine Langzeit-Expression ist durch Transgene, die stabil in Chromosomen insertiert
wurden, nicht moglich, da durch Effekte benachbarter Chromatin-Strukturen hé&ufig
Veranderungen in den Promotorregionen erfolgen und die Expression verringert wird.
Dies kann mit einer zielgerichteten Integration in Bereiche, die vom Wirt aktiv transkri-
biert werden, umgangen werden und ist mithilfe von Rekombinasen mdglich, wie z.B.
der P1 Cre Rekombinase oder der FIp Rekombinase aus Hefen. Sie dirigieren den Ein-
bau in aktive Bereiche durch die Erkennung sogenannter attachment sites in der Wirts-
DNA (Wurm 2004).

Die affinitatschromatographischen Reinigungen der Antikorper erfolgten mittels unter-
schiedlicher Methoden. Reinigungen der Antikérper mittels IMAC zeigten Verunreini-
gungen in den Elutionsfraktionen, die durch die Verwendung einer Protein-L oder einer
Antigen-Matrix stark reduziert werden konnten. Hierbei konnte allerdings ein Funktions-
verlust der IgE-Antikérper durch die Elution mittels Sdure beobachtet werden. Die Ver-
unreinigungen stellten fir die, im Rahmen dieser Arbeit geplanten, Analysen kein Hin-
dernis dar, da beispielsweise im Kulturmedium der RBLSX-38-Zellen, die fir die De-
granulationsanlysen eingesetzt wurden, ebenfalls 15 % FKS enthalten waren, sodass
hier kein Effekt zu erwarten war. SPR-spektroskopische Messungen wurden zur Kon-
trolle mit einer 10 %-igen BSA-Ld8sung durchgefihrt, wobei keinerlei unspezifische Bin-
dung beobachten werden konnte (Daten nicht gezeigt). Um den Reinheitsgrad der Anti-
kérper z.B. fir diagnostische oder therapeutische Anwendungen zu erhéhen, wére ein
zweiter Reinigungschritt sinnvoll. Die IMAC-Reinigung wurde dann eine Vorstufe dar-
stellen, der sich weitere Methoden anschlieRen kénnten. Aufgrund des Grélkenunter-
schiedes zwischen den Antikdrpern und dem BSA, wirde sich hier eine Gelfiltration an-

bieten.
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5.2 Interaktionsanalysen der Antikérperkonstrukte

5.2.1 SPR-spektroskopische Messungen

Die Ergebnisse der SPR-spektroskopischen Messungen lieferten Bindungskonstanten
von 43 nM fir die Bindung des aBetv1-scFv/IgE und 3,5 nM fir die Bindung des huma-
nisierten Hybridom-IgEs an Bet v 1a-MBP. Der Phl p 5a-spezifische IgE wies eine Bin-
dungskonstante von 1 nM fiir die Bindung an Phl p 5a-MBP auf und zeigte somit die

héchste Affinitat zu seinem Allergen.

Affinitdtsreifungen in Saugetieren erfolgen bei natirlichen oder kiinstlich hervorgerufe-
nen Immunisierungen wenn Antikorper-sekretierende B-Zellen nach dem lIsotypen-
wechsel erneut in Kontakt mit dem Antigen kommen. In diesem, als somatische Hyper-
mutation bezeichneten Prozess, werden Punktmutationen in die V-Segmente der, wah-
rend der VDJ-Rekombination entstandenen Gene variabler Antikérperdoméanen einge-
fugt. Die selektive und wiederholte Aktivierung allergenspezifischer B-Zellen fiihrt zu
deren Wachstumsvorteil und einer positiven Rickkopplung, wodurch hoch-affine Anti-
kérper sezerniert werden (Murphy et al. 2009). Bei der Generierung einer kombinati-
schen ¢Vy-Antikérper-Bibliothek, basierend auf dem Immunrepertoire allergischer
Spender, wilrde man prinzipiell von einer vollzogenen Affinitatsreifung der IgE-Antikér-
per ausgehen. Gerade im Kontext einer Pollenallergie ist die Allergen-Karenz nur be-
dingt méglich, und es kommt saisonal regelmafRig zu erneutem Kontakt mit dem Aller-
gen. Liegt eine Allergie gegen ein PR10-Protein vor, kann die Kreuzreaktivitdt der Anti-
kérper zu homologen Proteinen die Haufigkeit der Stimulation noch erhéhen. Ein domi-
nantes Epitop auf der Oberflaiche des Bet v 1-Allergens, dargestellt durch einen kon-
servierten Bereich unterschiedlicher homologer PR-10-Proteine, konnte bereits charak-
terisiert werden (Mirza et al. 2000).

Die Affinitat des Bet v 1-spezifischen Antikérpers erscheint in diesem Zusammenhang
eher gering. Das kénnte zum einen daran liegen, dass fiir die Messungen das verkiirz-
te scFv-IgECH2-4 Konstrukt verwendet wurde. Es handelt sich dabei um ein artifizielles
Konstrukt, welches zwar eine Bindung an Bet v 1 sowie an den FceRI auf RBL-Zellen
zeigte, jedoch nicht zwingend Uber die gleichen Bindunseigenschaften wie ein hetero-
tetrameres Konstrukt verfligen muss. Es ist méglich, dass die Stabilitat des flexiblen

Peptidlinkers nicht ausreicht, um die Vy- und Vi -Doméanen fir eine Allergenbindung ste-
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risch auszurichten. Dieser Einfluss kénnte in einem direkten Vergleich, bei dem ein An-
tikérper der gleichen Spezifitadt in unterschiedlichen Konstruktformaten SPR-spektro-
skopischen Analysen unterzogen wirde, aufgeklart werden. Die im Vergleich zu den
Erwartungen geringe Affinitét kdnnte auch darin begriindet liegen, dass die V.-Doméane
des Antikdrpers synthetischen Ursprungs ist, dieser somit zwar ein origindres Epitop
erkennt, jedoch nicht mehr Uber die urspriingliche Affinitat verfigt (vgl. S. 113). Ahnli-
che Effekte wurden bei einer vermischten Assemblierung von Vy und V.-Doménen

Der p 2-spezifischer Hybridom-Antikérper beobachtet (Christensen et al. 2008).

Der Phl p 5-spezifische Antikdrper besitzt im Vergleich zum Bet v 1-spezifschen Kon-
strukt eine Bindungskonstante, die um eine Groftenordnung héher ist. Die Bibliothek,
der dieser Antikdrper entstammte wurde durch Verwendung natirlicher k- und A-V -Do-
manen und IgE-spezifisch-amplifizierter Vy-Domanen, unter Einsatz des gleichen B-
Zell-Matierals generiert (Steinberger et al. 1996). Trotz der héheren Affinitat ist eine
Aussage, ob es sich hierbei um die authentische Paarung handelt, die zwar in der Bi-
bliothek stark unterreprasentiert aber durch die hohe Affinitat leicht zu selektieren war,

spekulativ.

Der Hybridom-Antikérper mit Spezifitat fur Bet v 1 liegt mit einer Bindungskonstante
von 3,5 nM im Vergleich der Affinitdten aller analysierten Antikdrper im héheren Be-
reich. Hier liegt eine authentische Assemblierung von Vu- und V.-Doménen vor, wo-
durch der Wert in diesem Zusammenhang nicht beleuchtet werden muss. Generell hat
durch die weite Verbreitung der Hybridomtechnologie auch eine Etablierung zur Unter-
suchung der Reaktivtaten vieler Zellklone fur die Selektion hoch-affiner Antikérper ein-
zug gehalten (Chiarella und Fazio 2008). Vermehrte Immunisierungen Uber lange
Zeitrdume wirken durch die vollzogenen somatischen Rekombinationen ebenfalls affini-

tatssteigernd.

Die Hypothese, dass sich IgE- und IgG-Antikérper generell in ihren Affinitaten zu Aller-
genen unterscheiden wurde mehrfach aufgestellt. In einer Studie zeigte sich, dass Zel-
len durch einen in vitro induzierten Klassenwechsel hoch-affine IgE-Antikérper mit Bin-
dungskonstanten bis in den einstelligen picomolaren Bereich sezernieren, wohingegen
IgG-Antikérpern Affinitaten bis zu 5 GréRenordungen darunter nachgewiesen wurden.
Analysen mit humanen polyklonalen allergenspezifischen Antikérpern zeigten tberein-
stimmende Tendenzen, jedoch mit weniger gravierenden Unterschieden (Hantusch et

al. 2005). Diese SPR-spektroskopischen Messungen polyklonaler IgG- und IgE-Anti-
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kérper lassen zwar eine Aussage Uber die gemittelte Affinitat der jeweiligen Immunglo-
bulin-Klasse im Serum zu, wie die Verteilung der Einzel-Affinitaten ist, bzw. wie die ge-
mittelten Affinitaten zustande kommen, kann dabei nicht evaluiert werden. Mithilfe kom-
binatorischer Phagen-Bibliotheken selektierte humane Fab-Fragmente zeigten hinge-

gen nur geringe Unterschiede ihrer Affinitdten zu Bet v 1 (Jakobsen et al. 2004).

Bei einer Messung der Affinitdt muriner Antikérper ist der Wert als solcher informativ,
die anfangs erwdhnte mangelnde Ubertragbarkeit artifiziell hervorgerufener muriner Im-
munantworten auf das nattrliche humane System muss jedoch berucksichtigt werden.
Unverfalschte Aussagen lassen sich daher letztlich nur mithilfe von monoklonalen hu-
manen antikoérperspezifischen Antikérpern treffen. Dies konnte bislang lediglich fir
einen Phl p 2-spezifischen IgE-Antikérper, der ebenfalls einer kombinatorischen Biblio-
thek entstammte, durchgefiihrt werden und zeigte eine Bindungskonstante von 0,1 nM
(Padavattan et al. 2009). Vergleichswerte allergenspezifischer originirdrer monoklona-

ler IgG-Antikdrper liegen noch nicht vor.

Die hier gemessenen Werte konnten keine Gberaus hohen Affinitdten fir IgE-Antikor-
per demonstrieren, missen jedoch vor dem Hintergrund des Messverfahrens und der
anschlieBenden Auswertung betrachtet werden. Zur Evaluierung der Ubereinstimmung
gemessener Werte mit einer Kurvenanpassung dient der Chi>-Wert. Dieser statistische
Wert gibt die Flache zwischen dem gemessenen Sensorgramm und der Gber die An-
passung berechneten Kurve wieder. Je niedriger der Chi*>-Wert ist, umso besser stimmt
die Kurvenanpassung mit den gemessenen Werten Uberein. Im Allgemeinen zeigen
Chi>-Werte unter 10, dass eine fir die Kurvenanpassung gewahlte Formel die Mess-
werte reprasentiert. Demnach sollten die Messungen und die mithilfe des bivalenten
Bindungsmodells errechneten Bindungsaffinitaten fur die beiden Bet v 1a-spezifischen
Antikdrper nur als erste, richtungsweisende Ergebnisse interpretiert werden, da sie
Chi*-Werte von 19 und 40 besaRen. Andere Bindungsmodelle wurden ebenfalls ange-
wendet, lieferten jedoch weit héhere Chi2-Werte (nicht gezeigt). Im Vergleich dazu er-
scheinen Affinititsmessungen mit dem Phl p 5a-spezifischen Antikérper, dessen Chi?
bei 0,2 lag durchaus valide. Die Messungen lassen demnach einen Vergleich der Anti-
kérper untereinander und eine erste Einschatzung zu, sollten jedoch fur genauere Aus-
sagen mithilfe der gleichen Biosensoren und weiteren Konzentrationen wiederholt wer-

den.
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Es konnte keine Verstarkung von mono- zu bivalenter Bindung beobachtet werden,
und in allen drei Féllen entspricht die Kp bi der Kp1 (s.S. 53). Aviditatseffekte spielen
vor allem bei der Opsonierung von Viren und Bakterien durch pentamere IgM-Antikor-
per im frihen Stadium von Immunantworten eine Rolle. Die repetitiven Strukturen auf
der Oberflache dieser Pathogene bilden multivalente Epitope und werden durch meh-
rere Antikérperbindungsstellen gebunden. Die monovalente Affiintét dieser Bindungs-
stellen ist eher gering, da die Antikdrper noch keine Affinitdtsreifung durchlaufen ha-
ben. Kommt es zur Dissoziation einer Bindungsstelle, so bleibt das Pathogen aufgrund
der anderen Bindungen in Reichweite der Bindungsstelle, und die Wahrscheinlichkeit
einer erneuten Assoziation wird stark erhéht. Die Reichweite spielt somit flr Aviditats-
effekte eine wichtige Rolle. Bei einer SPR-spektroskopischen Messung, in der ein Anti-
gen als Ligand auf der Chipoberflache immobilisiert wird, ist der Abstand zwischen
zwei Antigenen durch die Dichte der immobilisierten Antigene bestimmt. Die Reichwei-
te eines bivalenten Antikérpers entspricht etwa 115-150 A (Crothers und Metzger
1972). Im Rahmen dieser Arbeit wurden jeweils ca. 1000 RU des Allergens immobili-
siert, was einer Dichte von 0,19 nmol/m? Bet v 1a-MBP und 0,14 nM/m? Phl p 5a-MBP
entspricht. Das sind etwa 1 x 10™ Molekiile/m2. Geht man von einer gleichmaRigen
Verteilung aus, wirde jedem Molekil dann eine Flache von 1 x 10" m?2 zur Verfligung
stehen das entspricht etwa 100 A2, Durch ungefahre Messungen an Strukturmodellen
konnte fir die maximale Ausdehnung eines Bet v 1a-Molekils eine Flache von ca.
3000 A? berechnet werden. Das hieRe, dass die Dichte der immobilisierten Molekiile
auf dem Chip flir eine bivalente Bindung prinzipiell ausreichen sollte. Stérungen kénn-
ten sich allerdings aus der Fusion des Allergens mit MBP ergeben. Dieses kdnnte den
Abstand zwischen den Allergen-Molekllen so erweitern, dass eine bivalente Bindung

nicht mehr méglich ware.

Die Konzentration der Antikdrper hat ebenfalls Einfluss auf die die Valenz der Bindung.
So férdern geringe Konzentrationen bivalente Bindungen, wohingegen bei hohen Kon-
zentrationen eine Konkurrenz um die Epitope herrscht und es haufiger zu monovalen-
ten Bindungen kommt. Verstarkende Effekte bivalenter Bindungen treten bei Verwen-

dung niedrig-affiner Antikdrper besser hervor.

In einer abschlieRenden Beurteilung der Messungen l&sst sich somit schlussfolgern,
dass fUr zukinftige Analysen von einer Immobilisierung der Allergene abzuraten ist.
Nach weiteren Reinigungsschritten kénnten die Antikérper in einem Reinheitsgrad er-

halten werden, der eine Immobilisierung erlaubt. Wenn sich das Allergen in Lésung be-
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findet und frei beweglich ist, lassen sich Aviditdtseffekte umgehen. Die Bindung an ein-
zelne Bindungsstellen der Antikérper erfolgt dann unabhangig von der Dichte oder ste-
rischer Ausrichtungen der Bindungsstellen. Kurvenanpassungen mithilfe eines dann
zugrundeliegenden 1:1 Bindungsmodells wiirden eine Bestimmung der Affinitat mithilfe
kinetischer Parameter oder durch ein Erreichen des Gleichgewichtszustand von Asso-

ziation und Dissoziation und daraus abgeleiteten Berechnungen zulassen (Vgl. S. 52).

5.2.2 Rezeptorbindungen und Degranulationsanalysen

Die Bindung der rekombinanten Antikdrperkonstrukte an die Rezeptoren FceRI, FcyRI
und des FcaR konnten die funktionelle Integritat der Antikérper exemplarisch demon-
strieren. Auf diese Weise konnte gezeigt werden, dass der erwdhnten in vitro-Anwend-
barkeit der Antikdrper vor dem Hintergrund immunologischer und diagnostischer Test-
systeme nichts im Weg steht. Fur IgE-Antikdrperkonstrukte konnte eine Bindung an
den Fcel-Rezeptor auf der Oberflache von RBL-SX38-Zellen nachgewiesen werden, in-
dem eine Quervernetzung durch einen Anti-IgE Antikdrper induziert wurde. Phl p 5a-
spezifische IgE-Antikdrper konnten durch multimerisierte Allergene quervernetzt wer-
den. Bei Verwendung eines zuséatzlichen, humanisierten Hybridom-Antikérpers, der
gleichzeitig an Phl p 5 binden konnte, also einer biklonalen Antikdrperlésung, war es
mdglich, die Antikérper mit monovalentem Phl p 5a querzuvernetzten. Dies spiegelt die
Prozesse wéahrend der allergischen Soforttypreaktion wieder und untermauert die Ef-
fektor-Funktionalitat der rekombinanten heterotetrameren Antikdrper sowie exprimierter

Allergene.

Das artifizielle Bet v 1-spezifische Antikérperkonstrukt fihrte bei Applikation, auch ohne
zusatzliche quervernetzende Molekille konzentrationsabhdngig zur Degranulation der
Zellen. Dies stellt ein Indiz fur die Tendenz zur Aggregation dieser Konstrukte dar.
Dennoch konnte bei Verwendung niedriger Konzentrationen des Antikdrpers eine
Quervernetzung durch Anti-human IgE-Antikérper erfolgen. Die Allergen-induzierte
Querverneztung konnte weder mit multimerisiertem noch monovalentem Allergen bei
zusatzlicher Applikation eines humanisierten Hybridom-IgE-Antikérpers erreicht wer-

den.

Dies kénnte zum einen an der geringen einsetzbaren Konzentration dieses Antikérpers
liegen. Ein Vergleich mit der anfangs erstellten Eichreiche zeigt, dass Konzentrationen

von 0,05 pg/ml an sich schon eine reduzierte Degranulation hervorrufen. Eine Degra-
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nulation, die durch einen Anti-human IgE-Antikérper hervorgerufen wurde, war jedoch
auch bei solch niedrigen Konzentratioenen mdglich. Ein Abgleich mit den ermittelten
Affinitdten der Antikdrper flihrt zu der Vermutung dass die physiolgisch notwendige Af-
finitdt des Antikdrpers zur Vermittlung einer Degranulation nicht erreicht wurde. Die An-
nahme dass dies durch die Darstellung in Form eines verkiirzten Konstrukts, mit veran-
derter Anordnung von V4 und Vi -Domanen oder durch die synthetische V. hervorgeru-
fen wird, wurde bereits erlautert. Ahnliche Ergebnisse konnten auch fur die erwéhnten
Der p 2-spezifischen Hybridom-Antikdérper beobachtet werden (Christensen et al.
2008). Hier wurde die Degranulation von basophilen Zellen stark vermindert, sobald in
einem Gemisch von zwei IgE-Antikérpern ein niedrig-affininer (ca. 50-500nM) mit ei-
nem Antikdrper mittler Affinitat (5-50 nM) anstelle eines hochaffinen (0,05-5 nM) Anti-

kérpers appliziert wurde.

5.3  Epitopcharakterisierungen

Die ELISA-Messungen zur Reaktivitdt der dargestellten Antikérper zeigten, dass der
Bet v 1-spezifische Antikdrper keine Affinitdt zu Mal d 1 aufwies (s.S.96). Die beiden
Allergene zeigen eine Aminosduresequenz-Homologie von 55-65 % je nach Apfelspe-
zies (Holm et al. 2011). Kreuzreakvitaten, die zum oralen Allergie-Syndrom flhren,
werden in vielen aber nicht allen Fallen von Birkenpollenallergien beschrieben. Dabei
muss auch berlcksichtigt werden, dass unterschiedliche Apfelsorten variierende
Mal d 1-Expressionsraten zeigen, wodurch die Allergenitat von Sorte zu Sorte variabel
ist (Carnés et al. 2006). Inwieweit Kreuzallergien auftreten, hangt in erster Linie von
den Ahnlichkeiten der Epitope auf der Oberflache des Mal d 1- und des Bet v 1-Mole-
kiils ab. Eine Studie konnte zeigen, dass der Austausch des Serin-Restes 111 im
Mal d 1 bzw. 112 im Bet v 1 zu einem Prolin-Rest die Allergenitét beider Molekile stark
herabsetzte und somit auch ein wichtiges Epitop der Kreuzreaktivitat zerstérte (Son et
al. 1999). Diese Position scheint im Epitop des monoklonalen Bet v 1-spezifschen Anti-
kérpers in der hier vorliegenden Arbeit keine wichtige Funktion einzunehmen, da ein C-
terminales Fragment der Aminosdurereste 125 bis 160, gebunden wurde. Es muss
hierbei jedoch erwahnt werden, dass ein Austausch zu Prolin oftmals in einer generel-
len Strukturverédnderung des Proteins resultiert und damit die Rolle des Serin-Restes
111 fur die Kreuzreaktivitat nicht zwingend nachgewiesen wurde. Eine weitere Erkla-
rung koénnte darin liegen, dass die Affinitdten kreuzreaktiver Antikérper zu Mal d 1 oft-

mals sehr viel geringer sind als zu Bet v 1 (Vieths et al. 1995). Die Bindungskonstante
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lag fUr den Bet v 1-spezifischen Antikorper bei 43 nM. Wiirde dieser Antikérper mit ei-
ner sehr viel geringeren Affinitdt an Mal d 1 binden, so wéare es mdglich, dass die De-

tektionsgrenze der Analysemethoden unterschritten wurde.

Allergenitat-vermittelte Eigenschaften konnten bislang vor allem auf Ebene der Funktio-
nalitdt von Allergenen demonstriert werden. So weisen viele Majorallergene mit hoher
klinischer Relevanz eine Protease-Aktivitat auf. Beim Der p 1 der Hausstaubmilbe Der-
matophagoides pteronyssinus beispielsweise handelt es sich um eine Cystein-Pro-
tease, die den niedrig-affinen FceRIl auf B-Zellen spaltet (Hewitt et al. 1995). Dieser ist
an der Regulation der IgE-Produktion beteiligt. Es wurden auch Hinweise gefunden,
dass die Protease-Aktivitéat von Allergenen die tight junctions, also die Zell-Zell verbin-
denden Molekile intraepithelialer Dendritischer Zellen spaltet, was mit einer erhéhten
Permeabilitdt des Epitheles fur die Allergene einhergeht. Proteolytische Fahigkeiten
kénnen auch so genannte PARs (protease-activated receptors) auf der Oberflache von
Epithelialzellen stimulieren, und diese wiederum NF-kxB und aktivieren und weitere Zy-
tokine sekretieren, die Dendritische Zellen rekrutieren (Hammad und Lambrecht 2008).
Es gibt weitere Beispiele in denen Allergene durch funktionelle Mimikry immunregulato-
rischer Proteine allergische Zellantworten beginstigen. Das Der p 2-Allergen aktiviert
Zellen des innaten Immunsystems durch seine Fahigkeit mit TLR4-Rezeptoren zu in-

teragieren (Karp 2010).

Die Vielzahl neu identifizierter Allergene, die verbesserte Verfiigbarkeit und Vergleich-
barkeit von Sequenzdaten mithilfe von Datenbanken sowie die Kristallisation einiger
Allergene und Strukturmodellierungsprogramme konnten zur Aufdeckung vieler neuer
Proteinfamilien fihren, die mit allergischen Reaktionen assoziiert sind. Mittlerweile las-
sen sich neu identifizierte Proteine anhand ihrer Aminosauresequenzen mit bioinforma-
tischen Anwendungen auf ihre Allergenitét testen. Der von der WHO (world health or-
ganization) festgelegte Schwellenwert, ab dem ein Protein mit groRer Wahrscheinlich-
keit als Allergen einzustufen ist, betragt hierbei 35 % oder mehr Sequenzidentitat mit
einem bekannten Allergen bei einer Sequenzldnge von 80 Aminosauren (Bindslev-Jen-
sen 2003). Die Verwendung von microarray-Systemen, die einen hohen Durchsatz an
zu testenden Seren und Allergenen erlauben, ermdglicht einen Abgleich der, durch Se-

quenzidentitdten vorhergesagten, mit den reellen IgE-Reaktivitdten (Scala et al. 2010) .

Auf der Ebene physikochemischer oder struktureller Charakteristika konnten jedoch
keine ubiquitédr vorkommenden Gemeinsamkeiten von Allergene, die sie von Nicht-All-

ergenen unterscheiden, gefunden werden (Bredehorst und David 2001). Durch Verglei-
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che der dreidimensionalen Strukturen konnten zwar Motive identifiziert werden, die ei-
nige zunédchst seltsam anmutende Beziehungen, wie z.B. die Latex-Bananen-Kreuz-
reaktivitdt aufklaren konnten, diese beschrénken sich jedoch auf wenige Allergene in-

nerhalb einer Proteinfamilie (Schein et al. 2010).

Fur ein- und dasselbe Allergen konnten unterschiedliche Isoformen identifiziert werden,
die entweder hyperallergen, also Allergie-induzierend oder aber hypoallergen waren,
und somit eine Toleranz im Rahmen einer Immuntherapie induzieren konnten (Valenta
2002). Das als hypoallergen beschriebene Bet v 1d unterscheidet sich nur durch den
Austausch von sieben Aminosédureresten von Bet v 1a. Dieses Phanomen konnte
durch das erhdhte Aggregationspotential der Bet v 1d-Molekllen und einer dadurch in-
duzierten héheren Immunogenitéat, die eine Expression blockierender IgG und IgA-Anti-
korper zur Folge hat, erklart werden (Zaborsky et al. 2010). Es gibt jedoch auch Studi-
en, die Dimerisierungen mit einem erhdhten allergenen Potential assoziieren (Schoéll et
al. 2010).

Weitere Hinweise existieren, dass die Anordnung, Anzahl und Stabilitat allergener Epi-
tope auf der Oberflache eines Proteins entscheidend fiir dessen Interaktion mit IgE-An-
tikérpern und der resultierenden Bindungsdynamik sind. Faltungsvarianten, die eine
verminderte Allergenitat aufweisen, stellen hierfir ein Beispiel dar (Kahlert et al. 2008).
Diese und andere Anséatze mit rekombinanten Allergenen, bei denen, z.B. durch die
Darstellung in Form von Mosaik-Proteinen, B-Zell-Epitope zerstdrt werden, implizieren,
dass die Oberflachenstruktur und die Allergenitdt eng miteinander kombiniert sein mis-
sen. (Campana et al. 2011; Bohle et al. 2006).

Im Rahmen dieser Arbeit konnten zwei B-Zell-Epitope authentischer IgE-Antikérper lo-
kalisiert werden. Dies konnte mithilfe der rekombinant dargestellten Antikérper und
durch Fragmentierung der Allergene sowie Austausch einzelner Aminosduren und
Ubertragung der Epitop-tragenden Strukturen auf nicht-reaktive Allergene erreicht wer-
den. Bislang konnten auf monoklonaler Ebene nur finf weitere B-Zell-Epitope durch
Kokristallisation mit Fab-Antikérperfragmenten genauer definiert werden. Bei drei die-
ser Antikérper handelt es sich um murine Hybridom-Antikérper, deren klinische Rele-
vanz durch Inhibierung der Bindung spezifischer IgE-Antikdrper belegt werden konnte.
Hierunter fielen jeweils ein Antikdrper mit Spezifitat fur Bet v 1 (Mirza et al. 2000), fur
Ap i m 2, ein Allergen aus dem Gift der Honigbiene Apis mellifera (Padavattan et al.
2007), und ein Bla g 2-spezifischer Antikérper mit Reaktivitat fiir das Majorallergen der
Kakerlake Blattella germanica (Li et al. 2008).

121



5 DISKUSSION

Bei den anderen Epitopen handelt es sich um originidre IgE-Epitope, die ebenfalls mit-
hilfe von Antikdérpern aus kombinatorischen IgE-Bibliotheken identifiziert wurden. Hier-
unter fallt ein selektierter Antikérper mit hoher Affinitat fir das Lieschgras-Allergen
Phl p 2 (Padavattan et al. 2009), sowie ein Antikérper gegen das B-Lactoglobulin
Bos d 5, ein Allergen aus der Milch der Kuh Bos domesticus (Niemi et al. 2007). In die-
sen Analysen konnten IgE-Epitope in Form grol¥flachiger Strukturen, die durch Ausbil-
dung mehrerer Wasserstoffbriickenbindungen in Kontakt mit den Fab treten, charakte-
risiert werden. Aminosduren unterschiedlicher Sekundarstruktur-Elemtente bilden in
beiden Féllen planar ausgerichtete, diskontinuierliche Epitope. Im Vergleich dazu han-
delt es sich bei den Epitopen der murinen IgG-Antikdrper mit Spezifiat fur Bet v 1 und
Api m 2 um kurze, hervortretende Strukturen, was die Vermutung nahe legt, dass IgE-

und IgG-Epitope sich generell unterscheiden (s. Abb. 5.1).

Phl p 2/hu IgE Fab Bos d 5/hu IgE Fab Bet v 1/mu gG Fab Ap i m 2imu IgG Fab

Abb. 5.1 Epitop-Paratop Interaktionen der Allergene Phl p 2, Bos d 5 und Bet v 1, Api m 2 mit Fab-
Fragmenten.

Authentische IgE-Epitope auf den Allergenen Phl p 2 und Bos d 5 wurden durch Kokristallisationen mit
Fab-Fragmenten, deren variable Domadnen aus kombinatorischen ¢Vy-Fab- bzw. scFv-Bibliotheken
stammten und die mithilfe der Phagendisplay-Technologie selektiert wurden, identifiziert. Murine IgG-Epi-
tope der Allergene Bet v 1 und Api m 2 wurden mit Fab-Fragmenten der Hybridom-Antikorper kokristalli-
siert. Schwere variable Domé&nen der Antikorper sind griin, leichte variable Doménen gelb, die Allergene
magenta gekennzeichnet (Abbildung aus Padavattan et al. 2007)

Das erst vor Kurzem identifizierte Epitop des murinen IgG-Antikdrpers auf dem Aller-
gen Bla g 2 bricht mit diesem Schema. Hier wird ebenfalls ein flachig-ausgerichtetes
Epitop erkannt, das eher den beiden IgE-Epitopen dhnelt (s.Abb. 5.2). Dies ist konform
mit den hier ermittelten Ergebnissen und zeigt, dass eine so klare Einteilung in unter-

schiedliche Strukturmotive fir IgE- und IgG-Epitope nicht méglich ist.
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Abb. 5.2 Epitop-Paratop Interaktion des dimerisierten Allergens Bla g 2 mit murinen IgG-Fab-Frag-
menten.

Durch Kokristallisation der Allergene mit den Fab-Fragmenten des murinen Hybridom-Antikérpers konnte
ein diskontinuirliches Epitop identifiziert werden, welches den IgE-Epitopen dhnelt (Abbildung aus Li et al.
2008)

Sowohl fiir Phl p 5a als auch Betv 1a konnten Epitope identifiziert werden, die eine
Ubertragung der Strukturen auf andere Molekille erlaubten. Im Falle des Betv 1 a-
Allergens konnte die Reaktivitdt mit dem Antikérper trotz einer Verkirzung auf die C-
terminale a-Helix erhalten bleiben. Der einzige Austausch eines Glutaminsédure-Restes
zu Glycin an der Position 149 eliminierte hingegen die Allergen-Antikdrper-Interaktion.
Eine Visualisierung der Allergenoberflache machte deutlich, dass der Verlust einer ne-
gativen Ladungsverteilung daflir verantwortlich war. Die Bedeutung dieser Ladungen
fur die Bindung konnte anhand einer nicht vorhandenen Kreuzreaktivitat zu Mal d 1 un-
termauert werden. Aller Wahrscheinlichkeit nach handelt es sich hierbei um ein se-
quenzabhangiges Epitop, dass im Mal d 1 durch andere Aminosaurereste maskiert

wird.

Das durch Mirza et al. identifizierte murine 1gG-Epitop auf dem Bet v 1, dessen Antikér-
per den Namen BV16 tragt, wird duch die Aminosédurereste 42-97, die ein sterisch aus-
ladendes B-turn-Motiv formen, gebildet. Der negativ-geladene Glutaminsaure-Rest an
Position 45 ragt weit heraus, tritt mit einer dquivalenten Vertiefung auf der Oberflache
des Fabs in Kontakt und spielt dadurch eine entscheidende Rolle flr die Interaktion. (s.
Abb. 5.3). Ob eine Punktmutation an dieser Stelle die Bindung zum Antikérper inhibie-
ren wirde, wie es im Rahmen dieser Arbeit beobachtet werden konnte, ist rein speku-

lativ.
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Abb. 5.3 Vergleich der Epitope auf dem Bet v 1a-Allergen des murinen IgG-BV16-Antikérpers sowie
des im Rahmen dieser Arbeit dargestellten aBetv1-Antikorpers

Die Kokristallisation eines Fab-Fragmentes des murinen BV16-Antikorpers zeigte die Ausbildung von
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen dem Glutaminsaure-Restes der Position 58 des Bet v 1-Molekiils
und dem Peptidriickgrat des Fabfragmentes (links, Abbildung aus Mirza et al, 2000). Im Bet v 1-Epitop des
oBet v 1-Antikérpers fuhrt die Mutation des Glutamisdure-Restes der Position 149 zu Glycin zum Verlust
der Reaktivitat mit dem Antikérper (rechts).

Die Beteiligung saurer oder basischer Aminosdauren an Protein-Protein-Wechselwirkun-
gen liegt aufgrund ihres geladenen Charakters nahe. Die sauren Eigenschaften des
Bet v 1-Allergens sind ebenfalls bereits lange bekannt. Die Ubereinstimmung der Er-

gebnisse beider B-Zell-Epitopcharakterisierungen ist dennoch bemerkenswert.

Die Beteiligung geladener Aminosduren an IgE-Epitopen konnte in unterschiedlichen
Studien durch polyklonale IgE-Antikdrper demonstriert werden. So scheinen basische
Lysin-Reste im C-terminalen Fragment des Phl p5 b-Allergens zu dessen IgE-Reaktivi-
tat beizutragen (Gehlhar et al. 2006). In einer Studie mit den Allergenen des Wunder-
baums Ricinus communis, der zur Gewinnung von Rizinusél verwendet wird, konnten
nur Ric ¢ 1- und Ric ¢ 3-Peptiden, die Glutaminsaure-Reste enthielten, IgE-Reaktivita-
ten nachgewiesen werden (Deus-de-Oliveira et al. 2011). Im Allergen Blo t 5 der Haus-
staubmilbe Blomia tropicalis einer tropischen Spezies, die in Singapur, Malaysia und
Brasilien mit allergischen Reaktionen assoziiert ist, konnten ebenfalls essentielle
Glutaminsdure- und Asparaginsdure-Reste fir eine IgE-Reaktivitat identifiziert werden
(Chan et al. 2008).

Anhaltspunkte, dass IgE-Epitope nicht zwingend diskontinuirlich und planar ausgerich-
tet sein mussen, bietet auch die Tatsache, dass einige IgE-Antikérper nachweislich
Kohlenhydratstrukturen auf der Oberflache von Allergenen erkennen (Altmann 2007).
Diese Glykosylierungen bilden ebenfalls ibertragbare Strukturen, so kann z.B. die Fu-
kosylierung nicht-allergener Strukturen die Reaktivitdt mit allergischen Spenderseren,
in denen IgE-Antikorper gegen diese CCD vorhanden sind, induzieren (Seismann et al.
2010).
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FUr eine Aussage, ob es sich bei dem identifizierten Bet v 1-Epitop um eine Struktur
mit klinischer Relevanz handelt, mussten Reaktivitdtsanalysen mit IgE-Antikdrpern all-
ergischer Patienten erfolgen. Die Inhibierung der Reaktivitat durch den dargestellten
Bet v 1a-spezifischen Antikdrper wirde diesbezlglich ein Hinweis auf ein haufig er-
kanntes Motiv darstellen. In Versuchen zur Aktivierung von T-Zellen allergischer Pati-
enten konnte gezeigt werden, dass Zellen, die eine Spezifitat fir die Aminosduren 142-
156 des Bet v 1 aufwiesen sich besonders gut durch Bet v 1 und andere PR-10 Protei-
ne aktivieren lielen (Jahn-Schmid et al. 2005).

Untersuchungen am Bet v 1, in denen IgE-Antikdrper aus Patientenseren durch mono-
klonale murine Antikorper, die jeweils gegen definierte Peptide des Allergens gerichtet
waren, inhibiert wurden, wiesen flr viele, im Molekil unterschiedlich verteilte, Amino-
saurereste eine Beteiligung an der IgE Bindung nach (Gieras et al. 2011). In dieser
Studie wurde jedoch der C-terminale Bereich, dem hier ein IgE-Epitop zugewiesen

werden konnte, nicht untersucht.

Die zentrale Aminosaure Glu 149, im Epitop des Bet v 1-spezifischen Antikérpers ist in
95 % der PR10-Proteine konserviert (Gajhede 1996). Dies kdnnte ein Hinweis auf die
Rolle dieses Epitops fir die hohe Kreuzreaktivitidt des Bet v 1-Allergens sein. Die Un-
tersuchungen am Mal d 1 zeigen jedoch, dass ein Vorhandensein des Glutaminsaure-
Restes an der Position 149 nicht unbedingt mit der Ausbildung des Epitops einherge-
hen muss, da sich andere elektrostatische Potentiale auf der Oberflache ergeben kén-
nen. Mithilfe von Strukturmodellierungen kénnten diese fir PR10-Allergene visualisiert
werden. Eine abschlielende Beurteilung der Kreuzreaktivitat lasst sich jedoch nur
durch direkte Reaktivitdtsanalysen mit den Einzelallergenen vornehmen und ist von de-

ren Verflgbarkeit abhéngig.

Der Bereich des Phl p 5a-Allergens, der eine Wechselwirkung mit dem spezifischen
Antikdrper vermittelt, stellt ein konformationelles Epitop dar. Dieses wird durch die
loop-Struktur der Aminoduren 76-102 gebildet, bendétigt fir die exakte Ausrichtung je-
doch die flankierenden, stabilisierenden o-Helices des N-terminalen 4-Helix-Blindels.
Einen Anhaltspunkt zur klinischen Relevanz dieses Epitops liefern die Ergebnisse der
Selektion von Peptidmimotopen, die eine Bindung an polyklonale IgE-Antikérper auf-
wiesen. Uberlappende Peptide, die das hier identifizierte Epitop enthielten, interagier-
ten mit Phl p 5a-spezifischen IgE-Antikorper allergischer Patienten (Hantusch et al.
2004).
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Mithilfe der dargestellten monoklonalen IgE-Antikérper konnten nach Bindungsanaly-
sen und einer Evaluierung der Funktionalitat der Antikdrper die Epitope beider verwen-
deter Allergene charakterisiert werden. Diese beinhalteten negativ-geladene Amino-
saure-Seitenketten. Vergleiche mit den beiden weiteren bislang identifizierten IgE-Epi-
topen sowie den murinen IgG-Epitopen, zeigten jedoch keine generellen Merkmale, an-
hand derer sich eine Allergenitat vorhersagen lief3e, auf. Um auf struktureller Basis va-
lide Vorhersagen treffen zu kénnen bedarf es daher der Identifikation weiterer IgE-Epi-
tope. Eine Kenntnis der Eigenschaften, die Wechselwirkungen unterschiedlicher Aller-
gene mit Antikérpern induzieren, z.B. saure Aminoséure-Reste saurer Proteine, wirde
dazu beitragen, sowohl Vorhersagen Uber die Allergenitdt von Proteinen zu verbes-
sern, als auch individuelle, dem IgE-Epitop-Profil angepasste Ansatze fur Therapeutika

zu erlauben.

54 Ausblick

Dargestellte Antikérper kdnnten fir eine prazise Evaluierung des Therapieerfolgs durch
genaue Bestimmung des Spiegels allergenspezifscher IgG-und IgA-Antikdrper einge-
setzt werden.

Fur die Entwicklung therapeutischer und diagnostischer Anwendungen der hier darge-
stellten rekombinanten Allergen-Derivate und Antikérper bedarf es einer Evaluierung
der klinischen Relevanz der charakterisierten Epitope durch Reaktvitats- und Inhibiti-
onsanalysen mit Seren von Birken- bzw. Graspollen-Allergikern. Eine Analyse vorhan-
dener Kreuzreaktivititen des Bet v 1a-spezifischen Antikérpers mit weiteren PR-10
Proteinen kénnte essentielle Informationen ber die Entwicklung von Kreuzreaktivitdten

liefern.

Durch die Identifizierung weiterer IgE-Epitope kénnte im Kontext therapeutischer Appli-
kationen die Generierung definierter Allergenvarianten erfolgen. Dies kénnte Nebenwir-
kungen wahrend einer spezifischen Immuntherapie verringern und die Effektivitat und

Sicherheit der Therapie erhéhen.
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Aufgrund der limitierten Verfligbarkeit monoklonaler IgE-Antikdrper konnte bislang nur
eine geringe Anzahl von IgE-Epitopen klinisch relevanter Allergene identifiziert werden.
Informationen Uber Allergenitats-vermitteltende Strukturen oder Eigenschaften von An-
tigenen sind daher zum jetzigen Zeitpunkt auf molekularer Ebene kaum vorhanden. Im
Rahmen dieser Arbeit wurden variable Domé&nen, die zuvor dem Immunrepertoire aller-
gischer Spender enthommen und im Format scFv-tragender Phagen anhand ihrer Re-
aktivitdt mit den Allergenen Bet v 1a bzw. Phl p 5a selektiert worden waren, auf das
Format bivalenter Antikérper der Allergie-relevanten Isotoypen IgE, 1gG, IgA Ubertra-
gen. Die Expression in eukaryotischen HEK293-Zellen sowie affinitdtschromatographi-
sche Reinigungen fuhrten zum Erhalt verwendbarer Mengen authentischer IgE-Antikér-
per. Durch prokaryotische Expressionen konnten die Allergene fiir Interaktionsanalysen
mit den Antikérpern bereitgestellt werden und mithilfe SPR-spektroskopischer Messun-
gen wurden Bindungskonstanten der Antikdrper im ein- und zweistelligen nanomolaren
Bereich ermittelt. Die in anderen Studien gezeigten auf3erordentlich hohen Affinitaten

von IgE-Antikérpern, konnten hier nicht verzeichnet werden.

Die Funktionalitat der Antikérper konnte durch Bindungen an die jeweiligen Fc-Rezep-
toren nachgewiesen werden und macht diese so immunologischen und diagnostischen
Testsystemen zuganglich. Die Bindung von IgE-Antikérpern an den FceRI sowie die In-
duktion der Signalkaskade konnten durch Degranulationsanalysen von Effektor-Zellen
demonstriert werden. Hierbei konnte fir den Phl p 5a-spezifischen IgE-Antikdrper eine
Allergen-induzierte Quervernetzung erreicht werden, was den in vivio-Mechanismus ei-

ner allergischen Soforttypreaktion reflektiert.

Mithilfe unterschiedliche Mutagenese-Strategien fur die Expression der Allergene, an-
schliefenden Immunblots und Visualisierungen der Allergene-Oberflache konnten bei-
de Epitope lokalisiert und essentielle, an der Bindung beteiligte Strukturelemente cha-
rakterisiert werden. Die Annahme, dass es sich bei IgE-Epitopen generell um flachige
diskontinuirliche Epitope handelt konnte dabei nur bedingt demonstriert werden. Flr
beide Allergene konnten sequenzabhéngige Strukturen identifiziert werden, die sich auf
andere Proteine Ubertragen lieRen. Ein einzelner Aminosdure-Austausch im Bet v 1a
von Glu149, das in 95 % aller PR-10-Proteine konserviert vorliegt, fihrte zum Verlust

der Reaktivitat mit dem Antikérper. Bei dem Epitop des Phl p 5a-spezifischen Antikor-
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pers handelt es sich um ein sterisch anspruchsvolles Helix-verbindendes Strukturele-

ment, das ebenfalls Glutamins&dure-Reste tragt.

Die hier dargstellten origindren allergenspezifischen IgE-, IgA- und IgG-Antikérper er-
moglichten eine molekulare Analyse der Interaktion mit klinisch relevanten Majoraller-
genen sowie die Charakterisierung zweier authentischer B-Zell-Epitope. Diese Erkennt-
nisse sowie die Zugéanglichkeit der Komponenten fur weitere Anwendungen kénnen
einen Beitrag zum Verstandnis der immunmodifizierenden Eigenschaften von Allerge-
nen leisten. Ebenso kénnen sie helfen, neue Anséatze zur Generierung verbesserter
Wirkstoffe im Rahmen einer Immuntherapie zu entwickeln. Diese kénnten erstmals auf
der Kenntnis von IgE-Epitopen basieren, wodurch prazise defininierte Hypoallergene
mit einer verminderten Anzahl an B-Zell Eptiotpen und gleichbleibender Immunogenitat
fur eine sichere, hochwirksame allergenspezifische Immuntherapie entwickelt werden

kénnten.
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7 ABSTRACT

The scarcity of monoclonal human IgE-antibodies with specificity for defined allergens
is a bottleneck for the molecular characterisation of clinically relevant allergens and
their epitopes. Thus identifying IgE-epitopes on a molecular level is currently a major
challenge. Within the scope of this work it was possible to express variable antibody
domains, which had been derived from the immunerepetoire of allergic patients and
had been selected as scFv-displaying phages, with reactivity for the major pollen aller-
gens Bet v 1a and Phl p 5a, as human IgE- IgG- and IgA-antibodies. Expression in eu-
caryotic HEK293-cells and purifications using different affinity chromatography tech-
niques yielded in the acessibility of these genuine antibodies for further investigations.
After procaryotic expression of the allergens, interaction analyses including initial SPR-
spectroscopic measurements were carried out. Affinities with binding contstants in the
medium nanomolar range could be detected which was contrary to very high affinities

shown for other genuine IgE-antibodies.

It was possible to demonstrate the interaction of all antibody isotypes with their specific
Fc-receptors, implicating functional integrity of the antibodies. This allows for their ap-
plication in testsystems with diagnostic and immunulogcial backgrounds. Furthermore
IgE-constructs binding to FceRI on the surface of effector cells could be crosslinked
and induced degranulation of the cells and a mediator release. For the Phl p 5-specific
antibody, allergen-induced degranulation was acchieved, which reflects the in vivo-

mechanism of an immediate Type | hypersensitivity reaction.

Different strategies for allergen mutagenesis followed by immunoblotting and visualisa-
tion of the molecular surfaces were applied by which both epitopes could be localized
and essential structures for the interaction with the antibodies were characterized. The
hypothesis that IgE-epitopes share a common feature of being laminar and disconti-
gous was not observed. For both antibody epitopes sequence-dependent structures of
the allergens, which could be transferred to non-reactive proteins, were identified. In
the case of Bet v 1 a single amino acid exchange of the highly conserved Glu149

residue completely abolished antibody-binding of the allergen.

The epitope of the Phl p 5-specific antibody was composed by a sterically demanding

helix-turn-helix motif, which also carried negatively charged glutamic acid residues.
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7 ABSTRACT

The allergen-specific 1gG, IgE and IgA antibody isotypes enabled detailed analysis on
the molecular interactions of allergens with genuine human antibodies. The strategy
pursued here might be adapted to a variety of settings and may contribute to a broader
access to molecular components in order to dissect the immunmodulating characterist-
ics of allergens. Furthermore the delineation of B-cell epitopes provides information,
that assists in improving the production of engineered allergen variants with reduced
IgE-reactivity but conserved T cell-reactivity for efficient and safe allergen-specific

immunotherapy.
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9.1

ANHANG

Oligonukleotide

Alle Oligonukleotide sind in 5°-3"-Richtung angegeben.

Oligonukleotide fiir die cDNA-Synthese aus mRNA:

Oligo-dT-24:

tttttttttttttttttttttttt

Oligonukleotide fur Punktmutationen mithilfe des Quick Change® Site-Directed Mutage-
nesis Kits:

IgAQC Xho for :

gcaccgaccggccctggaggacctgctctt

IgAQC Xho back: taagagcaggtcctccagggccggtcggtge

Oligonukeotide flr prokaryotische Expresionvektoren:

18
19
20
21

37

38

39

40

41

42

44

for: gatccatatg gcaggtaaggcgacgaccgag

back: gatcgctcttccgcagccggecgatgatgcggag

for: gatccatatgaagtacaggacgttcgtcgcaacc

back: gatcgctcttccgcacttgtaggcggegtcgaget
tg

for: gaccacacaaacttcaaatacaattacagcgtga
tcggggacggtccc

for: gatcaagctttcaaacggccctcaaaagtgtctcg
cccatttctttacttgccttaacctge

for: gatcgaattcggtgtatttaattatgagactgagac
cacc

back: ctttacttgccttaacctgctctgecttcacctcatgg
tcgcectttggtg

for:  cctttcaagtacgtgaaggacagagttggaggtg
gaccacacaaacttc

for: gatcgaattcagctttcccgaggcttcectttcaa
gtacgtg

for: atcgagggcggtcccataggcgacacattgga
gaagatctccaacgagata

45

46

60

61

63

64

65

back: gtaggcatcggagtgtgccaagaggtagctctc
aacggccctcaaaag

back: gatcaagctttcaatggtgatggtggtgatggttg
taggcatcagagtgtg

back: atcggagtgtgccaagaggtagctcccaac

for:  gatcgaattccccataggcgacacattggaga
ag

for: gatcgaattcgatggaggatccatcttgaagatc
agcaac

for: gatcgaattcaaaggcgaccatgaggtgaagg
cag

back: cggcggcgcececttgggcetcgecccgagaggece

ctccgcgaaggccttgtiggaggeccgagggaa
ggcggcctcg

for: cccaagggcgccgecgaatccagcetccaagg
ccgcgctcacctcecctcgacgecgcectacageg

back: gatcgctcttcggcagccggcgatgacgegg
ag

for: gatcgaattcggtgtctacacatttgagaacgag
tac
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Oligonukleotide fiir eukaryotische Expressionsvektoren:

V1 SmIEVQLVES for: gatcatttaaatgtgtccagtgtg IgA His Xba back:

aggtgcagctggtggagtc
VuB1-2-xho-back:  gatcctcgagacggtgaccggg IgA2 hinge sgs for:
gttc
Vy Valenta xho back: gatcctcgagacggtgaccagg IgA xho for:
gtac
V., val-sda-for: gatccctgcagggtgccagatgt IgA Sfi His back:
gagctcacccagtctccatc
V., AsiSI back: gatcgcgatcgcacgtttgatttce
cc IgG1Sfi His back:
V. sbf QSVLT for:  gatccctgcagggtgccagatgte
agtctgtgctgactc

C.lambda AsiSlI for: gatcgcgatcgcacagcccaagg lgG4Sfi His back:

ctgccc
C.xba lambda back: gatctctagactatgaacattctg IgG Xho for:
taggggc '
IgA1Sgs for: gatcggcgcgcccgttccctcaacV v375 Asis back:
tccacctaccccatctc - '

9.2 Sequenzdaten

Sequenzen der scFv

Bet v 1a-spezifisches scFv:

gatctctagatcaatggtggtgat
ggtagcaggtgccgtccacc

gatcggcgcgcecctgecgagttc
ccccacctcce

gatcctcgagcgcatcceccgac
cagcc

gatcggcccagcecggcectcaat
ggtggtgatggtagcaggtgccgt
ccacc
gatcggcccagcecggcctcaatg
gtggtgatgtttacccggagacag
gga
gatcggcccagcecggcctcaatg
gtggtgatgtttacccagagacag
gga
gatcctcgagcgcectccaccaag
ggccc

gatcgcgatcgcacctaggacgg
tcagcttggt

atggccgaggtgcagctggtggagtctgggggaggcgtggtccagectgggaggteecctg
M A E V Q L V E S GG G G V vV QQ P G R S L
agactctcctgtgcagcctctggattcaccttcagtagctatggcatgcactgggtceccge
R L s ¢ A A S G F T F S S Y G M H W V R
caggctccaggcaaggggctggaatgggtggcagttatatcatatgatggaagtaataaa
Q A P G K G L EW V A V I s Y D G S N K
tactatgcagactccgtgaagggccggttcaccatctccagagacaactccaagaacacg
Yy Yy A D S VvV K G R F T I S R D N S K N T
ctgtatctgcaaatgaacagcctgagagccgaggacacggceccgtatattactgtgecgaaa
L vy L. M N S L R A E D T A V Y Y C A K
tttgggactcaaagtaggaaattcgacccctggggeccagggaaccccggtcacecgteteg
F G T @9 S R K F D P W G O G T P V T V S
agtggtggaggcggttcaggcggaggtggctctggecggtagtgcacttcagtctgtgetyg
s 6 G G G s G G GGG s G G s A L QO S VvV L
actcagccaccctcagcgtctgggaccceccgggcagagggtcaccatectettgttcectgga
T ¢ p P S A S G T P G © R V T I S C S G

agcagctccaacatcggaagtaattatgtatactggtaccagcagctcccaggaacggcc
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s s S N I G S N Y V Y W Y Q © L P G T A
cccaaactcctcatctataggaataatcagcggccctcaggggteccctgaccgattetet
P K L L I ¥ R N N Q R P S G V P D R F S
ggctccaagtctggcacctcagecctccecctggeccatcagtgggecteccggteccgaggatgag
G S K s 6 T s A s L A I S G L R S E D E
gctgattattactgtgcagcatgggatgacagcctgggtacgtttttggtattcggcgga
A DY ¥y C A AW DD S L G T F L V F G G
gggaccaagctgaccgtcctaggt
G T K L T V L G

Phl p 5a-spezifisches scFv:

atggccgaggtgcagctggtggagtctgggggaggcttggtacagectggggggteccctyg
M A E V Q L VvV E S GG GG GG L v Q P G G S L

agactctcctgtgcagcctctggattcacctttagcagctatgaaatatactgggtccge
R L s ¢C A A S G F T F s S Y E I Y W V R
caggctccaggcaaggggtgggtggcaatgatatcaattgatgaaaccaataaacattac
Q A P G K G W V A M I s I D E T N K H Y
gcagactccgtgaagggccggttcaccatctccagagacaattccaagaacacgctgtat
A D S V K G R F T I S R DN S K N T L Y
ctgcaaatgaacagcctgagagccgaggacacggccgtgtattactgtgcaagatggaac
L o M N S L R A E D T A V Y Y C A R W N
aactggaaccaccgggggatggtttttgcttttgatctctggggccaaggtaccctggte
N W N H R G M V F A F DL W G Q G T L V
accgtctcgagtggtggaggcggttcaggcggaggtggctctggecggtagtgcacttgag
T vs s G G G G s G GG GG GG S G G s A L E
ctcacccagtctccatcttcecgtgtctgcatctgtaggagacagagtcaccatcacttge
r T ¢ s p S S V S A S V G D R V T I T C
cgggcgagtcagggtattagcagttggttagcctggtatcagcagaaaccagggaaagcc
R A S ¢ G I s s W L A W Y O Q K P G K A
cctaaactcctgatctattctgcatccagtttgcaaagtggggtcccgtcaaggttcage
p K L . I vy S A S S L © S G VvV P S R F S
ggcagtggatctgggacagatttcagtctcaccatcagcagcctgcaacctgaagatttt
G s 6 s 6 T DUVF s L T I sS S L O P E D F
gcaacttactattgtcaacaggctaacagtttcccgtacacttttggccaggggaccaag
A T vy vy ¢C Q 9 A N S F P Y T F G Q G T K
gtggaaatcaaacgtg

vV E I K R
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Sequenzen schwerer konstanter Immunglobulin-Doménen

SCH1-4Z

gcctccacacagagcccatccecgtcecttececttgaccecgectgectgcaaaaacattecectee
A S T @ S p S V F P L T R C C K N I P S
aatgccacctcecgtgactctgggectgectggeccacgggctacttecccggagecggtgatyg
N A T S Vv T L G C L A T G Y F P E P V M
gtgacctgggacacaggctccctcaacgggacaactatgaccttaccagccaccacccte
v T w b T G S L N G T T M T L P A T T L
acgctctctggtcactatgccaccatcagcttgctgaccgtctcgggtgecgtgggccaag
T L. $sS G H Yy A T I S L L T V S G A W A K
cagatgttcacctgccgtgtggcacacactccatcgtccacagactgggtcgacaacaaa
Q M F T C R V A H T P S S T D W V D N K
accttcagcgtctgctccagggacttcaccccgecccaccgtgaagatcttacagtegtece
T P S V C S R D F T P P T V K I L Q S S
tgcgacggcggcgggcacttccccceccgaccatccagectectgtgectegtectectgggtac
c b 6 G G H F P P T I Q@ L L C L V S G Y
accccagggactatcaacatcacctggctggaggacgggcaggtcatggacgtggacttyg
T p G T I N I T W L E D G Q VvV M D V D L
tccaccgcctctaccacgcaggagggtgagctggecctccacacaaagcgagctcacccte
s T A s T T ¢ E G E L A S T @ S E L T L
agccagaagcactggctgtcagaccgcacctacacctgccaggtcacctatcaaggtcac
S 9 K H w L s D R T Y T C Q V T Y Q G H
acctttgaggacagcaccaagaagtgtgcagattccaacccgagaggggtgagecgectac
T P E D s T K K ¢ A D S N P R G V S A Y
ctaagccggcccagceccgttecgacctgttcatececgcaagtecgeccacgatcacctgtetg
L sSs R P S P F DL F I R K s P T I T C L
gtggtggacctggcacccagcaaggggaccgtgaacctgacctggtccecgggeccagtggg
v v D L A P S K G T V N L T W S R A S G
aagcctgtgaaccactccaccagaaaggaggagaagcagcgcaatggcacgttaaccgte
K p V N H S T R K E E K Q R N G T L T V
acgtccaccctgccggtgggcacccgagactggatcgagggggagacctaccagtgcagg
T s T L p V G T R D W I E G E T Y QO C R
gtgacccacccccacctgcecccagggcecctcatgecggteccacgaccaagaccagcggcccg
v T H P H L P R A L M R S T T K T S G P
cgtgctgccccggaagtctatgecgtttgcgacgccggagtggeccggggagecgggacaag
R A A P E VY A F A T P E W P G S R D K
cgcaccctcgcecctgectgatccagaacttcatgectgaggacatctcecggtgcagtggetyg
R T L A C L I ¢ N F M P E D I S V Q W L
cacaacgaggtgcagctcccggacgcccggcacagcacgacgcagccccgcaagaccaag
H N E V. Q L P D A R H S T T QQ P R K T K
ggctccggcttcttcecgtcttcageccgectggaggtgaccagggeccgaatgggagcagaaa
G S G F F V F S R L E vV T R A E W E Q K
gatgagttcatctgccgtgcagtccatgaggcagcgagcccctcacagaccgtceccagega
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p & F I C R A V H E A A S P S Q T V QO R
gcggtgtctgtaaatcccggtaaa
AV S V N P G K

a1Cu1-3:

gcatccccgaccagccccaaggtcttcececcgectgagectcectgcagcacccagecagatggg
AS p T S P K V F P L s L C S T Q P D G
aacgtggtcatcgcctgcecctggtccagggecttcttecccccaggageccactcagtgtgace
N V VI A C L V Q G F F P Q E P L s V T
tggagcgaaagcggacagggcgtgaccgccagaaacttcccacccageccaggatgectee
w s EBE S G o G v T A R N F P P S O D A S
ggggacctgtacaccacgagcagccagctgaccctgccggccacacagtgcecctagecggce
G b L yTT™7 T s s o L T L P A T O C L A G
aagtccgtgacatgccacgtgaagcactacacgaatcccageccaggatgtgactgtgece
K s v T C H VvV K H ¥y T N P S Q D V T V P
tgcccagttccctcaactccacctaccccatcectececctcaactceccacctaccccatectece
c p V P s T P P T P S P S T P P T P S P
tcatgctgccacccccgactgtcactgcaccgaccggeccctecgaggacctgetettaggt
s ¢ ¢C H P R L S L H R P A L E D L L L G
tcagaagcgaacctcacgtgcacactgaccggcctgagagatgcctcaggtgtcacctte
s E A N L T C T L T G L R D A S G V T F
acctggacgccctcaagtgggaagagcgctgttcaaggaccacctgaccgtgacctetgt
T w T P S S G K S A VvV Q G P P D R D L C
ggctgctacagcgtgtccagtgtcctgeccgggectgtgeccgageccatggaaccatgggaag
G ¢y s v SsS s VvV L P G C A E P W N H G K
accttcacttgcactgctgcctaccccgagtccaagaccccgctaaccgeccaccctcectea
T ¥ T C T A A Y P E S K T P L T A T L S
aaatccggaaacacattccggcccgaggtccacctgctgecgecgecgtecggaggagetg
K s 6 N T F R P E V H L L P P P S E E L
gccctgaacgagctggtgacgctgacgtgecctggcacgtggecttcagecccaaggatgtyg
AL N E L VvV T L T C L A R G F S P K D V
ctggttcgctggctgcaggggtcacaggagctgecceccgcgagaagtacctgacttgggea
L v R W L 9 G S Q@ E L P R E K Y L T W A
tcccggcaggagcecccagceccagggcaccaccaccttegetgtgaccagecatactgecgegtg
s R 0 E P S O G T T T F A Vv T S I L R V
gcagccgaggactggaagaagggggacaccttctcecctgcatggtgggccacgaggecctg
A A E D W K K G D T F S C M V G H E A L
ccgctggccttcacacagaagaccatcgaccgcecttggcecgggtaaacccacccatgtcaat
P L A F T @ K T I D R L A G K P T H V N
gtgtctgttgtcatggcggaggtggacggcacctgctac
v s v v M A E V D G T C Y
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(X2CH1-3Z

gcatccccgaccagccccaaggtcecttcecceccgectgagectcgacagcacceccecccaagatggg
A S p T S P K V F P L s L D S T P QO D G
aacgtggtcgtcgcatgcctggtccagggecttcectteccecccaggageccactcagtgtgace
N VvV v v A C L V Q G F F P Q E P L S V T
tggagcgaaagcggacagaacgtgaccgccagaaacttcccacctageccaggatgectee
w s E S G Q N V T A R N F P P S Q D A S
ggggacctgtacaccacgagcagccagctgaccctgceccggeccacacagtgecccagacggce
G b L. vy 1™ T s S @ L T L p A T @ C P D G
aagtccgtgacatgccacgtgaagcactacacgaattccagccaggatgtgactgtgcecc
K s v T C H VvV K H ¥y T N S S Q D VvV T Vv P
tgccgagttcccecccacctececccecatgcectgecacccececgactgtcecgectgecaccgaccggec
c R V P P P P P C C H P R L S L H R P A
ctcgaggacctgctcttaggttcagaagcgaacctcacgtgcacactgaccggcecctgaga
L ¥ DL L L 6 S E A N L T C T L T G L R
gatgcctctggtgccaccttcacctggacgccctcaagtgggaagagecgctgttcaagga
b A S G A T F T™ W T P S S G K S A V Q G
ccacctgagcgtgacctctgtggctgctacagegtgtccagtgtectgectggetgtgece
P P E R DL C G C Y S VvV S S VvV L P G C A
cagccatggaaccatggggagaccttcacctgcactgctgcccaccccgagttgaagacce
Q P W N H G E T F T C T A A H P E L K T
ccactaaccgccaacatcacaaaatccggaaacacattccggecccgaggtccacctgetyg
p L T A N I T K S G N T F R P E V H L L
ccgccgcecgtcecggaggagectggecctgaacgagectggtgacgectgacgtgectggecacgt
P p P S E E L A L N E L Vv T L T C L A R
ggcttcagccccaaggatgtgectggttcecgectggectgcaggggtcacaggagctgccccgce
G F S P K DV L VvV R W L 0 G S O E L P R
gagaagtacctgacttgggcatcccggcaggagcccagccagggcaccaccacctteget
E K vy L. ™~ w A S R Q E P S QO G T T T F A
gtgaccagcatactgcgcgtggcagccgaggactggaagaagggggacaccttectectge
v T s I L R VvV A A E D W K K G D T F s C
atggtgggccacgaggccctgccgectggcecttcacacagaagaccatcgaccgettggeg
M VvV G H E A L P L A F T Q K T I D R L A
ggtaaacccacccatgtcaatgtgtctgttgtcatggcggaggtggacggcacctgctac
G K p T H V N V S V V M A E V D G T C Y

y1Cu1-3:

gcctccaccaagggcccatcggtcecttceccecececctggcaccctecteccaagagcacctetggg
A S T K G P s V F P L A P S S K S T S G
ggcacagcggccctgggctgcecctggtcaaggactacttceccccgaaccggtgacggtgteg
G T A A L G C L V K DY F P E P V T V S
tggaactcaggcgccctgaccagcggcgtgcacaccttececggetgtectacagtectcea
W N S G A L T S G V H T F P A V L O S S
ggactctactccctcagcagcgtggtgaccgtgceccctccagcagecttgggcacccagace
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G Ly s L. s s v v T v P s S S L G T @ T
tacatctgcaacgtgaatcacaagcccagcaacaccaaggtggacaagaaagttgagcecc
y T ¢ N VvV N H K P S N T K V D K K VvV E P
aaatcttgtgacaaaactcacacatgcccaccgtgcccagcacctgaactcctgggggga
K s ¢ b K T H T CcCc P P C P A P E L L G G
ccgtcagtcttcctcttcccececccaaaacccaaggacaccctcatgatcteccecggacccecet
p s v P L F P P K P K D T L M I S R T P
gaggtcacatgcgtggtggtggacgtgagccacgaagaccctgaggtcaagttcaactgg
E V T ¢ v Vv v DV S H E D P E V K F N W
tacgtggacggcgtggaggtgcataatgccaagacaaagccgcgggaggagcagtacaac
y v bDbh.. VvV E vV H N A K T K P R E E Q Y N
agcacgtaccgtgtggtcagcgtcctcaccgtcecctgcaccaggactggctgaatggcaag
s T vy R v v S v L. T v L H Q@ D W L N G K
gagtacaagtgcaaggtctccaacaaagccctcccagecccccatcgagaaaaccatctee
FE ¥y K ¢ K v S N K A L P A P I E K T I S
aaagccaaagggcagccccgagaaccacaggtgtacaccctgecccccatcececcgggatgag
K A K G g P R E P Q VY T L P P S R D E
ctgaccaagaaccaggtcagcctgacctgcecctggtcaaaggcttctatcecccagcgacatce
L T K N Q V s L T CcC L VvV K G F Y P S D I
gccgtggagtgggagagcaatgggcagccggagaacaactacaagaccacgecteececgtyg
AV E W E S N G Q P E N N Y K T T P P V
ctggactccgacggctccttcecttectctacagcaagectcaccgtggacaagagcaggtgg
r». b s b G S F F L ¥ S K L T V D K S R W
cagcaggggaacgtcttctcatgctccgtgatgcatgaggctctgcacaaccactacacg
¢ G N V F S ¢C S VvV M H E A L H N H Y T
cagaagagcctctccctgtcteccgggtaaatga
Q K s L s L S P G K -

yG4Cy1-3:

gcttccaccaagggcccatccgtcecttcececcecctggegecctgetceccaggagcacctecgag
A S T K G P S V F P L A P C S R S T S E
agcacagccgccctgggcectgectggtcaaggactacttcecceccgaaccggtgacggtgteg
s T A A L G C L VvV K DY ¥F P E P V T V S
tggaactcaggcgccctgaccagcggegtgcacacctteccecggectgtectacagkectcea
w N S G A L T S G V H T F P A V L Q X S
ggactctactccctcagcagcgtggtgaccgtgceccctccagcagecttgggcacgaagace
G Ly s L. s s v v T v P s S s L G T K T
tacacctgcaacgtagatcacaagcccagcaacaccaaggtggacaagagagttgagtcce
y T ¢ N V D H K P S N T K V D K R V E S
aaatatggtcccccatgcecccatcatgcecccagcacctgagttectggggggaccatcagte
K'Yy 6 p P CP S C P A P E F L G G P S V
ttcctgttccecceccaaaacccaaggacactctcatgatcteccecggaccectgaggtcacg
F L ¥ P P K P K D T L M I S R T P E V T
tgcgtggtggtggacgtgagccaggaagaccccgaggtccagttcaactggtacgtggat
c v v v DV S 0 E D P E V Q F N W Y V D
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ggcgtggaggtgcataatgccaagacaaagccgcgggaggagcagttcaacagcacgtac
G vV E VvV H N A K T K P R E E Q F N S T Y
cgtgtggtcagcgtcctcaccgtcecctgcaccaggactggctgarcggcaaggagtacaag
R vv s v L T VvV L. H 9 D W L X G K E Y K
tgcaaggtctccarcaaaggcctccegtcectceccatcgagaaaaccatctccaamgeccama
c K vs X K 6 L p S s I E K T I S X A X
gggcagccccgagagccacaggtgtacaccctgceccceccatcccaggaggagatgaccaag
G Q P R E P Q V Yy T L P P s Q E E M T K
aaccaggtcagcctgacctgcecctggtcaaaggcttctaccccagecgacatcgecgtggag
N ¢ Vs L T C L v K G F Y P S D I A V E
tgggagagcaatgggcagccggagaacaactacaagaccacgcctccecgtgectggactcece
w E S N GG Q P E NN Y K T T P P V L D S
gacggctccttcttcctctacagcaggctaaccgtggacaagagcagktggcaggagggg
b 6 s ¥F F L ¥ S R L T VvV D K S X W Q E G
aatgtcttctcatgctccgtgatgcatgaggctctgcacaaccactacacacagaagagc
NV F S C S V M HE A L H N H Y T Q K S
ctctcccectgtectcectgggtaaa

L S L S L G K

Sequenzen leichter konstanter Inmunglobulin-Doménen

KCL:

cgaactgtggctgcaccatctgtcttcatcttccecgeccatctgatgagcagttgaaatcet
R T v A A P S V F I F P P S D E Q L K S
ggaactgcctctgttgtgtgcctgctgaataacttctatcccagagaggccaaagtacag
G T A S Vv Vv C L L NN F Y P R E A K V Q
tggaaggtggataacgccctccaatcgggtaactcccaggagagtgtcacagagcaggac
w K v D N A L Q S G N S Q E S VvV T E Q D
agcaaggacagcacctacagcctcagcagcaccctgacgctgagcaaagcagactacgag
s Kk b s Ty s L. s s T L T L S K A D Y E
aaacacaaagtctacgcctgcgaagtcacccatcagggcctgagctcgecccgtcacaaag
K H K vy A C E V T H Q G L S s P VvV T K
agcttcaacaggggagagtgt

S F N R G E C

XCL:

ctccagccgccctcagtgtectgeggecccaggacagaaggtcatcatcectectgetecgga
L ¢ P P S V S A A P G Q K V I I s C S G
agcagctcccacactggtcagcccaaggctgecccecctecggtcactectgttecceccgecctee
s s S H T G ¢ P K A A P S VvV T L F P P S
tctgaggagcttcaagccaacaaggccacactggtgtgtctcataagtgacttctacceg
s E E L Q A N K AT L V C L I S D F Y P

ggagccgtgacagtggcctggaaggcagatagcageccccgtcaaggcgggagtggagacce
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G AV T V A W K A D S S P V K A G V E T
accacaccctccaaacaaagcaacaacaagtacgcggccagcagctacctgagectgacg
T T p S K @ S N N K Y A A S S Y L S L T
cctgagcagtggaagtcccacaaaagctacagttgccaggtcacgcatgaagggagcacc
P E 0 W K S H K s vy s ¢ ¢ v T H E G S T
gtggagaagacagtggcccctacagaatgttca
v E K T v A P T E C S

Sequenzen der Allergene

Bet v 1a:

ttcggtgtatttaattatgagactgagaccacctctgttatcccagcagectaggctgtte
F GV F N Y E T E T T S Vv I P A A R L F
aaggcctttatcctcgatggcgataatctcattccaaaggttgcaccccnagceccattage
K A ¥ I L. D G D N L I P K V A P X A I s
agtgttgaaaacattgaaggaaatggagggcctggaaccattaagaagatcagctttccce
s v E N I E G N G G P G T I K K I S F P
gaaggcttccctttcaagtacgtgaaggacagagttgatgaggtggaccacacaaacttc
E G F P F K ¥ V X Db R V D E V D H T N F
aaatacaattacagcgtgatcgagggcggtcccataggcgacacattggagaagatctcecce
K Yy NYY s v I E G GG p I G D T L E K I S
aacgagataaagctagtggcaacccctgatggaggatccatcttgaagatcagcaacaag
N E I K L v A T P D G G S I L K I S N K
taccacaccaaaggcgaccatgaggtgaaggcagagcaggttaaggcaagtaaagaaatg
Yy H T K G D H E VvV K A E Q V K A S K E M
ggcgagacacttttgagggccgttgagagctacctcttggcacactccgatgcecctacaac
G £ T L L R AV E S Y L L A H S D A Y N

Bet v 1iso:

ttcggtgttttcaattacgagagtgagaccacctctgttatcccagcagctaggectgtte
F GV F N Y E S E T T s v I p A A R L F
aaggcctttatcctcgatggcgataatctcattccaaaggttgcaccccaagceccattage
K A I L D G D N L I P K V A P Q A I s
agtgttgaaaacattgaaggaaatggagggcctggaaccatcaagaagatcacatttccc
s v E N I E G N G G P G T I K K I T F P
gaagacagccctttcaagtacgtgaaggagggggttgatgaggtggaccacgcaaacttc
FE D S P F K ¥ V XK E G v D E V D H A N F
aaatacagctacagcatgatcgagggtggtgcgctgggcgacacattggagaagatctgce
Ky s vy s M I E GG G A L G D T L E K I C
aacgagataaagctagtggcaacccctgatggaggatccatcttgaagatcagcaacaag
N E I K L v A T P D G G S I L K I S N K
taccacaccaaaggcgaccatgagatgaaggcagggcatatgaaggttattaaagaaaag
Yy H T K G D H E M K A G H M K VvV I K E K
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ggcgaggcacttttgagggccgttgggagctacctcttggcacactctgatgcttacaac
G E A L L R AV G S Y L L A H S D A Y N

Mal d 1:

ttcggtgtctacacatttgagaacgagtacacctctgagattccaccaccaagattgttce
F G VY T F E N E Yy T S E I P P P R L F
aaggcctttgtcctcgatgctgataacctcatccccaagattgcaccccaggcaatcaag
K A F V L D A DN 1L I P K I A P QQ A I K
catgctgagatccttggaggagacggtggccctggaaccatcaagaagatcacttttggt
H A £E I L. G G D G G P G T I K K I T F G
gaaggcagccaatacggctacgtgaagcacaagatcgactcggttgacgaggcaaactac
FE G S 0 ¥ G ¥y vV K. H K I D S VvV D E A N Y
tcatacgcctacactttgattgaaggagatgctttgacagacaccattgagaaggtctct
s 'y Ay T L. I E G D A L T D T I E K V S
tacgagaccaagctggtggcatctggaagtggttccatcatcaagagtatcageccactac
Yy £ T K L. v A S G S G s I 1T K s I s H Y
cacaccaagggtgatgttgagaccaaggaagagcacgtcaaggctggcaaagagaaggct
H T K G bV E T K E E H V K A G K E K A
catggtttgttcaagcttattgagagctaccttaagggccaccccgacgcatacaac

H G L ¥F K L I E S Y L K G H P D A Y N

Phl p 5a:

gccgatctaggctacggcccggceccaccccagectgeeccecggecgeccggectacaccecccgec
A D L G Y G P A T P A A P A A G Y T P A
gccccggccggagcggagccagcaggtaaggcgacgaccgaggagcagaagcectgatecgag
AP A G A E P A G K A T T E E Q K L I E
aagatcaacgccggcttcaaggcggceccttggeccgectgeccgeccggegtecccgecagecggac
K I N A G F K A AL A A A A G V P P A D
aagtacaggacgttcgtcgcaaccttcggcgcggcecctccaacaaggceccttcgecggagggce
K vy R T F VvV A T F G A A S N K A F A E G
ctctcgggcgagcccaagggcgceccgcecgaatccagctceccaaggecgegetcaccteccaag
L s 6 E P K G A A E S S S K A A L T S K
ctcgacgccgcecctacaagcectcecgectacaagacagccgagggcecgecgacgcectgaggecaag
L D A A Y K L A Y K T A E G A T P E A K
tacgacgcctacgtcgccaccctaagcgaggecgctceccgcatcatcgeccggcaccctcecgag
y b AY V A T L S E A L R I I A G T L E
gtccacgccgtcaagcccgcggeccgaggaggtcaaggttatececctgecggecgagectgeag
vV H A V K P A A E E V K V I P A G E L Q0Q
gtcatcgagaaggtcgacgccgccttcaaggtcgectgeccaccgeccgeccaacgccgcgecce
v I E K v b A A F K V A A T A A N A A P
gccaacgacaagttcaccgtcttcgaggccgecttcaacaacgccatcaaggcgagcacyg
AN D K F T V F E A A F N N A I K A S T
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ggcggcgcctacgagagctacaagttcatcceccgecctggaggeccgecgtcaagcaggcece
G G A Y E S Y K F I P A L E A A V K Q A
tacgccgccaccgtcgceccaccgecgecggaggtcaagtacaccgtetttgagacecgegetg
Yy A A T V A T A P E V K Y T V F E T A L
aaaaaggccatcaccgccatgtccgaggcccagaaggctgccaagceccgcectgeecgetgec
K KX A I T A M S E A Q K A A K P A A A A
accgccaccgcaactagtgceccgtcggcgctgccaccgecgctaccggtggectataaagte
T A T A T S A V G A A T A A T G G Y K V

Phl p 5b:

gccgatgccggctacgccccggceccaccccggectgecggeccggagecggaggcagggaaggeg
A D A G Y A P A T P A A A G A E A G K A
acgaccgaggagcagaagctgatcgaggacatcaacgtcggcttcaaggcggcecgtggec
T T E E ¢ K L I E D I N V G F K A A V A
gccgccgccagcgtcececctgecggcagacaagttcaagaccttcgaggeccgecttcaccteg
A A A S V P A A DK F K T F E A A F T S
tcatccaaggccgctaccgccaaggcgecccggcectegtteccaagectcgacgeccgectac
s S K A A T A K A P G L V P K L D A A Y
agcgtcgcctacaaggccgccgtcggcgceccacccccgaggccaagttecgactecttegte
s v A Y K A AV G A T P E A K F D S F V
gcctceccecctcaccgaggcgcectceccecgegtcatecgecggegeccttgaggtccacgecgtcaag
A S L T E A L R V I A G A L E V H A V K
cccgtcaccgaggagcccggcatggccaagatcecececcgecggecgagectgecagatcecategac
p Vv T E E P G M A K I P A G E L @Q I I D
aagatcgatgccgceccttcaaggtcgeccgceccaccgcecgcggceccaccgecccagcecgacgac
K I D A A F K V A A T A A A T A P A D D
aagttcaccgtcttcgaggccgcecttcaacaaggccatcaaggagagcaccggcggcgcece
K P T V F E A A F N K A I K E S T G G A
tacgacacctacaagtgcatcccatccctcgaggeccgecgtcaagcaggcecctacgeccgec
y b T vy K ¢ I p s L E A A V K Q A Y A A
accgtcgcggccgcgccgcaggtcaaatacgceccgtetttgaggeccgecgectgaccaaggcec
T VvV A A A P Q V K Y A V F E A A L T K A
atcaccgccatgtccgaggtacagaaggtcagccagcccgceccaccggtgectgcaaccgte
I T A M S E VvV Q K v S 9 P A T G A A T V
gccgccggtgcectgcaaccaccgceccactggtgectgecteccggegetgeccaccgtegetgec
A A G A A T T A T G A A S G A A T V A A
ggtggctataaagtc
G G Y K V
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9.3 Verwendete Vektoren

In Abbildung 9.1 sind die verwendeten Vektoren dargestellt.

s, T
e
E'E" mnB8
termnaton
: PMAL-¢2X
6,646 bp Amp'
- M13 on
Smil Sgsl Xbal Smil Xhol Sfil

His Sbgnﬁ

Signal-
Tag sequenz Tag

sequenz

W 1 v, C.2-3
inker

i pcDNA 3.1/Zeo
5000 bp 5?

Signal-
sequenz

| I '
¥bal AsiS] Sdal
Abb. 9.1 Verwendete Vektoren

Die Vektoren pTXB1 und pMAL-c2X wurden zur prokaryotischen Expression in E. coli verwendet, die Vek-
toren pcDNA3.1/Zeo und pBudCE4.1 fiur die eukaryotische Expression in HEK293-Zellen.
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GEFAHRSTOFFE UND SICHERHEITSDATEN

Gefahrensymbole, Gefahrenhinweise (H-Sétze, Hazard Statements) und Sicherheitsratschlage

(P-Sétze, Precautionary Statements) verwendeter Substanzen nach dem GHS-System:

Verbindung:
ABTS
Acrylamid

Ammoniumpersulfat
Ampicillin

EDTA

Eisessig

Ethanol
Ethidiumbromid
Imidazol
Kanamycinsulfat

Methanol

Natronlauge

Nickelsulfat

2-Propanol
Salzséure

SDS

TEMED

Tris
Wasserstoffperoxid

Zitronensaure

Gefahrensymbole:

GHSO07
GHS06/08

GHS02/07/08

GHSO07/08

GHSO07
GHS02/05

GHS02

GHS06/08

GHS05/07/08

GHS08

GHS02/06/08
GHS05

GHS08/07/09

GHS02/07

GHSO05/07

GHS06/02

GHS02/05/07

GHSO07

GHS03/05/07

GHS05

H-Satze:
315/319/335

350/340/361/301/372
332/312/319/317

272/302/315/319/335/
334/317
315/317/319/334/335/

319
226-314

225

341/330/302

302/314/361d

360d

225/331/311/301/370
314

350i/341/360d/372/
332/302/315/334/317

225/319/336
314/335

228/331/302/335/315
319

225/332/302/314

315/319/335
271/332/302/314

318

P-Sitze:
261/305+351+338

201/280/301/310/
305+351+338/308+313

280/305+351+338/302+
352/304+341/342+311

261/280/305+351+338/
342+311

305/351/338

280-301+330+331/307
310

210

281/302/352/
305+351+338/304+340
309/310

280/301+331/
305+351+338/309/310

281/201/ 305+351+338
308+313

210/233/280/302+352

280/ 301+330+331/310
305+351+338

201/280/273/308+313
342+311/302+352
301+330+331/309/310
305+351+338

210/233/305+351+338

260/301+330+331
361+353/305+351+338
405/501

210/280/304+340/
305+351+338/309+310

210/233/280
301+330+331
305+351+338/309+310

216/305+351+338

220/261/280
305+351+338/310

305+351+338
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