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1 Einleitung

Gegenstand der vorliegenden Dissertationsschrift ist die Evaluierung unterschied-
licher Moglichkeiten der Adaption der IgY-Technologie an die immunologische
Labordiagnostik zur Substitution humaner Referenzseren. Hierzu wurde als Mo-
dellsystem und Vertreter inhalativ-allergischer Reaktionen die Birkenpollenallergie,
genauer die Hypersensitivitit gegeniiber dem Majorallergen Bet v 1 gewdhlt. Im
Rahmen dieser Arbeit wurden spezifische, polyklonale aviane Antikorper durch
Immunisierung des Haushuhns (Gallus gallus domesticus) generiert und in einem
immunologischen Festphasensystem analysiert. Durch unterschiedliche Ansitze
der (bio)chemischen bzw. molekularbiologischen Modifikation sollten die aus der
Immunisierung hervorgegangenen Antikorper fiir die Analyse humaner allergen-
spezifischer Immunglobuline im Festphasenassay adaptiert werden. Dariiberhin-
aus wurden die Anwendbarkeit und die Anpassung der IgY-Technologie auch fiir
andere Spezifitdten in der Allergologie, Autoimmunologie und Infektiologie ange-
strebt. Die folgenden Kapitel sollen daher zunéchst einen Uberblick iiber die Aller-
gie und deren immunologische Mechanismen geben. Als Beispiel autoimmunolo-
gischer Erkrankungen wird kurz auf die Heparin-induzierte Thrombozytopenie II
eingegangen. Weiter muss im Kontext der Diagnostik die Frage nach dem Wie be-
antwortet werden und Einblicke in die human-immunologische Labordiagnostik
sowie eine Ubersicht {iber die Verfahren selbiger gegeben werden. Ebenso wird die
mit der Standardisierung in diagnostischen Analysemethoden verkniipfte Proble-
matik beleuchtet. Abschlieffend wird auf die Generierung spezifischer Antikorper
mit Hilfe der Immunisierung unter Beriicksichtigung der IgY-Technologie und der

Immunologie avianer Organismen eingegangen.



1 Einleitung

1.1 Allergie

Der Begriff der Allergie (griech. aAAepyia) wurde erstmals im Jahre 1906 von dem
Osterreichischen Kinderarzt Clemens Peter Freiherr voN PIRQUET gepréagt und be-
zeichnet die deutlich tibersteigerte und tiberschieflende Reaktivitdt des Immunsys-
tems auf ein normalerweise harmloses, nicht pathogenes Antigen unserer Umwelt.
Dieser Definition nach umfasst die Allergie mehrere unterschiedliche pathologische
Immunantworten. Im Laufe der Zeit wurde der Begriff , Allergie” nicht immer in
seiner urspriinglichen Definition genutzt und wird heute hdufig synonym fiir die
IgE-vermittelte allergische Reaktion verwendet [1]. vON PIRQUETS Ansinnen war
es jedoch, diesen Begriff allgemein und unabhédngig von irgendeinem Mechanis-
mus auf die biologische Antwort eines Organismus zu beziehen, welche in der Im-
munitat (niitzlicher Effekt) oder eben der Allergie (gesundheitsbeeintrachtigender
Effekt) gipfelt. Erst sechzig Jahre spdter wurde die beschriebene Abwehrreaktion
entsprechend ihrer pathophysiologischen Mechanismen durch GeLr und Coomss
in vier Typen eingeteilt [2]: die Typ-I-Allergie oder auch Soforttyp-Reaktion ist ei-
ne IgE-mediierte, Mastzell-aktivierende Hypersensitivitdtsreaktion, die infolge ei-
nes erneuten Kontaktes (Zweitkontakt) mit dem Allergen innerhalb von einigen
Sekunden bis wenigen Minuten auftritt. Wahrend der Erstkontakt symptomlos
verlauft, kann beim Zweitkontakt die Auspragung der Symptomatik von leichten
Beschwerden bis hin zu lebensbedrohlichen Situationen reichen. Wird die aller-
gische Reaktion nicht durch gelostes Antigen/Allergen sondern durch Zell- bzw.
Matrix-assoziiertes Antigen und IgG- bzw. IgM-vermittelt (Autoantikdrper) hervor-
gerufen, so spricht man von einer Hypersensitivitat des Typs II bzw. einer zytoto-
xischen Allergie. Diese Form der Allergie kann in zwei Untertypen kategorisiert
werden: Typ Ila und Typ IlIb. Letzterer unterscheidet sich von dem anderen Sub-
typ darin, dass die Interaktion von Antikdrper und Antigen nicht zu einer Zell-
zerstorung, sondern zur Aktivierung spezifischer Zellfunktionen fiihrt. Auch die
Bildung von Autoantikdrpern gegen Zellrezeptoren wird diesem Typ zugerech-
net. Bei der Typ IlI-Reaktion (Immunkomplextyp) sind ebenfalls Immunglobuline
des Typs G Vermittler der allergischen Immunantwort, die durch l6sliches Anti-
gen ausgeldst wird. Die Allergie ist hierbei durch die Komplementaktivierung und
damit verbundene Inflammationsphdnomene nach vorangegangener Komplexbil-
dung von Antikorper und Antigen charakterisiert. Klassische Vertreter dieses Typs
sind z.B. die Serumkrankheit und die ArTHUS-Reaktion. Im Gegensatz zu den
genannten Antikorper-vermittelten Hypersensitivititsreaktionen werden die All-
ergien des Typs IV bzw. des Spéttyps durch aktivierte T-Zellen vermittelt. Insge-
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1.1 Allergie

samt wird der Typ IV in drei Untergruppen klassifiziert. Bei den T-Zell-mediierten
allergischen Reaktionen kann sowohl 16sliches als auch Zell-assoziertes Allergen
Ausloser der Immunantwort sein. Je nachdem welche T-Zellpopulationen bei der
Spattyp-Reaktion aktiviert werden, unterscheidet man weiter Reaktionen der Ty-
pen IVal (Tyl-Zellen), IVa2 (Ty2-Zellen) und IVb (cytotoxische T-Lymphozyten).

1.1.1 Mechanismus der IgE-vermittelten Soforttyp-Reaktion

Wie bereits erwédhnt, findet der Begriff , Allergie” falschlicherweise synonyme An-
wendung im Kontext Immunglobulin Typ E-assoziierter allergischer Reaktionen
(Allergie vom Soforttyp). Ein weiterer Terminus, der oftmals im Zusammenhang
einer Typ I-Allergie gebraucht wird, ist die ,Atopie” (griech. atornia, dt. Ortlo-
sigkeit). Individuen mit einer Atopie, sind auf Grund ihrer genetischen Veran-
lagung fiir eine unnormal auftretende IgE-Produktion nach Kontakt mit unter-
schiedlichen Umweltallergenen préadisponiert. Infolge dieser Veranlagung kénnen
eine oder mehrere atopische Erkrankungen wie z. B. die allergische Rhinitis (Heu-
schnupfen), Asthma, das atopische Ekzem oder eine Form der Urtikaria auftreten.
Im Gegensatz dazu existieren auch eine Reihe IgE-unabhéngiger allergischer Er-
krankungen wie die Kontaktdermatitis oder die exogen-allergische Alveolitis (syn.
Hypersensitivititspneumonitis) und werden daher als nicht-atopische Allergien

subsumiert [1].

Im Folgenden soll bei der Betrachtung des pathophysiologischen Mechanismus der
Allergie nur auf die atopische Allergie, d. h. die IgE-vermittelte Soforttyp-Reaktion
eingegangen werden. Ferner werden die einzelnen Stationen der Allergie und ihrer
Entstehung behandelt, die sich in die Phase der Sensibilisierung und die frithe und

spate Phase der allergischen Inflammation untergliedert.

Alltaglich ist der menschliche Organismus einer Reihe von Substanzen der Umwelt
ausgesetzt, die hauptsachlich als Inhalationsallergene oder Nahrungsallergene auf-
genommen werden. Unter den Inhalationsallergenen sind vor allem diejenigen aus
Pollen, Hausstaubmilben und Hautpartikeln von Haustieren zu nennen [1]. Gesun-
de Erwachsene und Kinder, die keine Anzeichen fiir eine Atopie zeigen, reagieren
auf all diese Allergene mit einer leichten immunologischen Antwort. Ihr Kérper
produziert allergenspezifische Immunglobuline der Typen IgG; und IgGy [3]. In
vitro-Studien mit Nicht-Atopikern haben gezeigt, dass T-Zellen infolge des Aller-
genkontaktes nur in geringem Ausmafie proliferieren und aktivierte Ty1-Zellen

17



1 Einleitung

die Bildung des Gewebshormons Interferon-y und von Interleukin-2 initiieren [4—
6]. Im Gegensatz dazu reagieren Atopiker auf den allergenen Kontakt mit einer
tiberhohten Produktion allergenspezifischer IgE-Antikorper. Hinsichtlich des Cy-
tokinmusters werden hier durch aktivierte T-Helfer-Zellen des Typs II (T2-Zellen)
die Interleukine IL-4, IL-5 und IL-13 ausgeschiittet, wahrend keine erhohten Spie-
gel an IL-2 und INF-y gemessen werden [4, 6, 7]. Obgleich zahlreiche Beispiele zu
nennen waren, in denen diese klare Trennung von atopischen und nicht-atopischen
Allergikern versagt, ist dennoch als entscheidendes Kriterium die Aktivierung von

gewebeinfiltrierenden Ty2-Zellen in atopischen Allergikern festzuhalten.

Mechanismus der Sensibilisierung

Die Sensibilisierug eines Individuums und damit die Vorbereitung einer allergi-
schen Reaktion hdangt in starkem Mafse von der Fiahigkeit einer allergenen Substanz
ab, eine Ty2-Zellantwort und die Sekretion von IL-4 und IL-13 hervorzurufen und
damit den zur IgE-Produktion fithrenden Klassenwechsel in B-Zellen zu initiieren
[8-12].

Die Abbildung 1.1 zeigt schematisch den Weg der Allergensensibilisierung in den
Atemwegen. Die Aufnahme des Allergens kann in dieser Phase in unterschiedli-
chen Weisen erfolgen. Neben einigen allergenen Lipiden und Carbohydratstruk-
turen sind die meisten Allergene Proteine, darunter zahlreiche mit proteolytischer
Aktivitat wie beispielsweise das Majorallergen der Hausstaubmilbe Der p 1 [14,
15]. Diese Proteasen weisen die inhédrente Eigenschaft auf, die parazellulédre Diffusi-
onsbarriere (tight junctions) der Epithelzellschicht zu zerstéren und an dendritische
Zellen (DCs) zu binden [16]. Alternativ konnen (auch nicht proteolytisch wirksame)
Allergene submucosale DCs durch das Passieren bereits geschddigter Epithelzellen
erreichen (nicht gezeigt) oder die im Lumen residenten dendritischen Zellen bin-
den. Durch die Interaktion zwischen invadierendem Allergen und dendritischen
Zellen werden Letztere aktiviert und zur Reifung und Wanderung in regionale
Lymphknoten bzw. die umgebende Schleimhaut (Mucosa) befdhigt. Am Ziel an-
gekommen présentieren die DCs das prozessierte Allergen in Form peptidischer
Fragmente in Assoziation mit MHC II-Molekiilen gegeniiber naiven T-Zellen. In
Anwesenheit von frithem IL-4 (von einer ganzen Palette von Zellen wie z. B. Baso-
philen, Mastzellen, Eosinophilen, natiirlichen Killer-Zellen und T-Zellen) reifen die
naiven T-Zellen zu Ty2-Zellen. Dieser Reifungsprozess kann zusatzlich durch die
Aktivierung von Notch auf der T-Zelloberflache durch den Liganden Jagged auf der
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1.1 Allergie

‘ ‘ Allergen

Atemwegslumen

Regionale Lymphknoten (oder lokale Mucosa)
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Abbildung 1.1: Mechanismus der Sensibilisierung gegen Inhalationsallergene im Atemwegslumen. Nach Aufnah-
me des Allergens durch dendritische Zellen reifen diese und wandern in regionale Lymphknoten bzw. die umge-
bende Mucosa. Durch Présentation des prozessierten Allergens in MHC Il-assoziierten Peptidfragmenten gegeniiber
naiven T-Zellen und moglicher Unterstiitzung durch die Oberflichenproteine Jagged und Notch erfolgt eine Differen-
zierung zu IL-4 und IL-13 produzierenden Ty-Zellen. Infolge der Interleukinausschiittung und mittels der Wechsel-
wirkung der Rezeptoren CD40 mit dem CD40-Liganden und CD80 bzw. CD86 mit CD28 erfolgt der Immunglobulin-
Klassenwechsel Antikorper sezernierender B-Zellen, wodurch die Produktion allergenspezifischer Immunglobuline
des Typs E initiiert wird. Der zunéchst lokalen Diffusion innerhalb des Lymphsystems folgt die systemische Vertei-
lung im Blutkreislauf. Nach Ubergang in das Interstitium binden sowohl allergenspezifische als auch unspezifische
IgE an ihren hochaffinen Rezeptor (FceRI) auf dort residenten Mastzellen und schlieflen den Pfad der Sensibilisierung.
MHC = major histocompatibility complex, nach [13].

Oberflache der DC unterstiitzt werden [17-19] und fiihrt zur Produktion von IL-
4 und IL-13. Die Ausschiittung dieser Interleukine und die Interaktion geeigneter
kostimulatorischer Molekiile wie CD40 mit dem CD40-Liganden und CD80 oder
CD86 mit CD28 bewirken dann den Klassenwechsel innerhalb der Antikorper pro-
duzierenden B-Zellen. Durch Rekombination der Gensegmente, die die schweren
Ketten der Immunglobuline kodieren, wird die Produktion von IgE-Antikérpern
erreicht [11, 12]. Neben den Ty2-Zellen vermogen auch Basophile und Mastzellen
IL-4 und IL-13 herzustellen und B-Zellen tiber CD40 zu stimulieren [20]. Die gebil-
deten IgE-Antikorper diffundieren zunédchst lokal in die Lymphgefafse und treten
anschlieffend in das Blutsystem tiber, wodurch die systemische Verteilung erreicht
wird. In der interstitiellen Fliissigkeit binden dann sowohl allergenspezifische als
auch unspezifische Inmunglobuline des Typs E an den hochaffinen Rezeptor FceRI
auf der Oberfldche dort ansdssiger Mastzellen [21-23]. Hervorzuheben ist, dass die

Sensibilisierung der Mastzellen allein noch keine Symptomatik bedingt. Erst durch
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praformierte Mediatoren aus dem neu synthetisierte
Mediatoren Phospholipidstoffwechsel Mediatoren
Biogene Amine Prostaglandine Cytokine
Proteoglycane Leukotriene Chemokine
Serinproteasen Plattchen-aktivierende Wachstumsfaktoren
einige Cytokine Faktoren
(Wachstumsfaktoren)

Abbildung 1.2: Sekretionsprodukte der Mastzellaktivierung. Die infolge der Mastzellaktivierung sekretierten Pro-
dukte werden héufig in drei Gruppen unterteilt: in Granula gespeicherte praformierte Mediatoren, aus dem Phospo-
lipidstoffwechsel stammende Mediatoren und neu synthetisierte Mediatoren, nach [13].

erneuten Allergenkontakt konnen die einst sensibilisierten Mastzellen in den Ab-

lauf der allergischen Entziindungsreaktion (Inflammation) eingreifen.

Friihe Phase der allergischen Inflammation

Die frithe Phase der allergischen Entziindungsreaktion, auch als Soforttyp- bzw.
Typ I-Reaktion bezeichnet, tritt innerhalb von Sekunden bis wenigen Minuten nach
Allergenexposition auf [1]. Dabei auftretende Effekte konnen einerseits lokale Sym-
ptome wie akute Rhinokonjunktivitis (bei allergischer Rhinitis), akute Asthma-
anfille, Urtikaria (Nesselsucht), gastrointestinale Beschwerden (Nahrungsallergi-
en) oder systemische Symptome im Kontext des anaphylaktischen Schocks sein.
Mechanistisch betrachtet (siehe Abb. 1.3) werden die durch den hochaffinen IgE-
Rezeptor auf der Mastzelloberflache gebundenen allergenspezifischen Immunglo-
buline durch ein bivalentes oder multivalentes Allergen quervernetzt. Durch eine
in Gang gesetzte komplexe Signalkaskade im Zellinneren kommt es zur augen-
blicklichen Freisetzung einer Reihe biologisch aktiver Produkte (siehe Abb. 1.4),
die eine Vasodilatation, die erhohte vaskuldre Permeabilitit einschlieflich Odem-
bildung und die akute funktionale Storung betroffener Organe (z. B. Bronchokon-
striktion, gesteigerte Schleimsekretion in den Atemwegen, Urtikaria, Erbrechen,
Diarrhoe) nach sich zieht [24, 25]. Desweiteren konnte auch gezeigt werden, dass
diese Mediatoren an Nocizeptoren der Sinneszellen in Nase [26], Haut [27] und
den Atemwegen [28] binden und damit typische Anzeichen einer allergischen So-
fortreaktion wie Niesen, Juckreiz und Hustenreiz hervorrufen. Abbildung 1.2 zeigt
eine Ubersicht der auftretenden Mediatoren, die entsprechend den Kategorien zu-
geordnet werden. Innerhalb der in den Granula gespeicherten Mediatoren findet
man biogene Amine (Histamin, Serotonin etc.), Proteoglycane (hierunter als wich-

tigste Vertreter: Heparin und Chondroitinsulfat), Serinproteasen (z.B. Tryptase,
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Chymase und Carboxypeptidase) und einige Cytokine sowie Granula-assoziierte
Wachstumsfaktoren. Zu der zweiten Gruppe der Mediatoren zédhlen solche, die
der Verstoffwechselung (Pfade der COX-/LOX-Aktivitdt) der Fettsdure Arachid-
onsdure entspringen: Prostaglandine (vor allem PGD,), Leukotriene (hauptséch-
lich LTBy), Cysteinyl-Leukotriene (Cys-LTs) und in Einzelfdllen auch Pldttchen-
aktivierende Faktoren (PAFs) [29]. Eben diese Freisetzung der den ersten beiden
Gruppen zugehorigen Mediatoren tragen mafigeblich zu den akuten Symptomen
der IgE-vermittelten Sofortreaktion bei und sind charakteristisch fiir die frithe Pha-
se [1, 30]. Uber die genannten Effekte der Mediatorenausschiittung hinaus kénnen
Mastzellen teilweise auch zur Rekrutierung und Aktivierung von Leukozyten und
damit zum Ubergang zur spiten Phase der allergischen Inflammation beitragen
[24]. Die letzte Gruppe umfasst die fiir die spéte Phase relevanten de novo syntheti-
sierten Cytokine, Chemokine und Wachstumsfaktoren (s. Abb. 1.5).

Spate Phase der allergischen Inflammation

Die sich der frithen Phase der allergischen Entziindungsreaktion anschliefSende
spdte Phase tritt {iblicherweise 2 bis 6 Stunden nach Allergenkontakt auf, erreicht
ihr maximales Ausmafs etwa 6 bis 9 Stunden nach Exposition und verschwindet
in 1 bis 2 Tagen vollstandig [13]. Der detaillierte Mechanismus der spaten Phase
ist in weiten Teilen noch unklar. Zudem konnte bisher die Frage, warum die spa-
te Phase nicht in allen sensibilisierten Individuen auftritt, nicht beantwortet wer-
den. In vereinzelten Fallen ist auch der Ubergang von der frithen zur spaten Phase
nicht deutlich unterscheidbar [1]. Abbildung 1.5 veranschaulicht schematisch die
in zahlreichen Studien bereits erlangten Erkenntnisse zu Abldufen der verzogerten
allergischen Inflammation. Neben den préaformierten bzw. dem Lipidstoffwechsel
entsprungenen Mediatoren, die wiahrend der frithen Phase der Allergie sofort frei-
gesetzt werden, stellen die erst nach Synthese verfiigbaren und daher nur verzogert
sekretierten Cytokine, Chemokine und Wachstumsfaktoren eine dritte Gruppe der
Mastzellmediatoren (vgl. Abb. 1.2) dar und kennzeichnen die spédte Phase der In-
flammation [1, 30]. Manche Mastzellpopulationen sind jedoch auch in der Lage,
einige dieser spdten Mediatoren (z. B. TNF-a) sofort in praformierter Form freizu-
setzen [30]. Weitere Mediatoren (z.B. TNF-o, LTBy, IL-8, CCL2) der Mastzellakti-
vierung besitzen die Fahigkeit, andere Immunzellen auf direktem oder indirektem
Wege zu rekrutieren (vgl. hierzu auch Abb. 1.3). Andere wiederum dienen derAkti-
vierung von Granulozyten (Basophile, Eosinophile, Neutrophile) der immanenten
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Abbildung 1.3: Schematische Darstellung der frithen Phase der allergischen Entziindungsreaktion. Die auf Mast-
zellen tiber den FceRI gebundenen IgE-Antikorper konnen fiir verschiedene Antigene spezifisch sein. Die Erkennung
des Allergens durch allergenspezifische IgE fiihrt schliefllich zur Quervernetzung der Fce-Rezeptoren, wodurch die
Mastzellen aktiviert werden. Infolge der Aktivierung sekretieren die Mastzellen praformierte und dem Phospholi-
pidstoffwechsel entstammende Mediatoren. Zudem wird die Synthese einiger Cytokine, Chemokine und Wachstums-
faktoren gesteigert. Die augenblickliche Freisetzung dieser Mediatoren ist Ursache fiir die Bronchokonstriktion, die
Vasodilatation, die erhohte vaskuldre Permeabilitiat und die vermehrte Schleimproduktion. Dariiber hinaus tragen die
Mastzellen zum Ubergang zur spéten Phase der allergischen Entziindungsreaktion bei, indem sie den Einstrom in-
flammatorischer Leukozyten durch Hochregulation von Adhdsionsmolekiilen endothelialer Zellen (z. B. durch TNF-a)
und durch Sekretion chemotaktischer Mediatoren (LTBs und PGD,) und von Chemokinen (IL-8 und CCL2). CCL2 =
CC-Chemokinligand 2, Cys-LT = Cysteinyl-Leukotrien, LTB4 = Leukotrien By, PAF = Plattchen-aktivierender Faktor,
PGD; = Prostaglandin D,, TNF-a = Tumornekrosefaktor-a, VEGFA = vaskuldrer endothelialer Wachstumsfaktor A,
nach [13].
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Abbildung 1.4: Schematische Darstellung der Degranulation einer Mastzelle und die Freisetzung allergierelevan-
ter Mediatoren. Die im Schritt der Sensibilisierung produzierten allergenspezifischen Immunglobuline des Typs E

sind iiber den hochaffinen IgE-Rezeptor FceRI auf der Oberfliche von Mastzellen gebunden. Die Quervernetzung der
rezeptorgebundenen Antikorper 16st eine lokale Freisetzung inflammatorischer Mediatoren aus.

Immunitdt durch Ausschiittung von IL-3, IL-8, TNF-0, GM-CSF etc. Rekrutierte
bzw. aktivierte Leukozyten sind ihrerseits in der Lage ebenfalls Mediatoren zu
produzieren und weitere Effekte in Gang zu setzen [30]. Neutrophile Granulozyten
beispielsweise produzieren Elastase, ein Enzym, das die Aktivierung sogenannter
Matrix-Metalloproteinasen und indirekt den Abbau von Typ IlI-Kollagen bewirkt.
Basische Proteine aktivierter Eosinophiler tragen zur Zerstdorung der Epithelzell-
schicht bei. Dariiber hinaus konnen rekrutierte wie auch residente Zellen durch
Ausschiittung von TNF-a, Cysteinyl-Leukotrienen oder IL-13 eine Bronchokon-
striktion der Atemwege und eine erhohte Schleimabsonderung verursachen [13].
Neben Mastzellen als Quelle freigesetzter Botenstoffe werden auch allergenstimu-
lierte und rekrutierte T-Zellen diskutiert [1, 30]. Auch Ty17-Zellen und das von
ihnen produzierte IL-17 stehen im Zusammenhang mit inflammatorischen Prozes-
sen der spdten Phase [31-33].

Chronische allergische Entziindungsreaktion

Bei andauernder oder sich wiederholender Allergenexposition kommt es zu zahl-
reichen Effekten, die von einer akuten zu einer chronischen allergischen Entziin-
dungsreaktion fithren. Die Folgen sind morphologische Verdnderungen der Zell-
verbdnde und Funktionsbeeintrachtigungen betroffender Organe [13]. Bei Asth-
matikern, in denen sich die Einfliisse iiber die gesamten Atemwegswande und
den Brochialbaum erstrecken und die einem steten Allergenkontakt ausgesetzt wa-
ren, konnten folgenden Effekte beobachtet werden: Veranderung der Epithelzellen
(hohere Fragilitdat) mit erhohter Cytokin- und Chemokinfreisetzung sowie hyper-
plasierende Becherzellen mit erhohter Schleimproduktion [34, 35]. Ebenso finden
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Abbildung 1.5: Schematische Darstellung der spiten Phase der allergischen Inflammation. Die erst Stunden nach
der Allergenexposition auftretende spéte Phase spiegelt vermutlich das Wechselspiel inhdrenter und erworbener Im-
munzellen wider, welche durch Zirkulation und Sekretion inflammatorischer Mediatoren durch gewebeansdssiger
Zellen rekrutiert werden. Die Zellen der angeborenen Immunitdt umfassen Neutrophile, Monozyten (nicht gezeigt),
Eosinophile und Basophile. Ebenfalls inflammatorische Mediatoren ausschiittende Zellen sind Mastzellen, die durch
IgE- und allergenabhingige Rezeptor-Quervernetzung aktiviert wurden, und rekrutierte T-Zellen, die peptidische
Fragmente des Allergens erkennen. Die Freisetzung von z.B. Elastase durch Neutrophile veranlasst die Aktivierung
von Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) und den Abbau von Typ-III-Kollagen. Zusitzlich konnen basische Proteine
der Eosinophilen die Epithelzellen verletzen. Einige durch residente oder rekrutierte Zellen Zellen freigesetzte ba-
sische Proteine konnen ebenfalls zu einer Bronchokonstriktion fithren. CGRP = calcitonin-gene-related peptide, Cys-LT
= Cysteinyl-Leukotrien, GM-CSF = granulocyte-macrophage colony-stimulating factor, Tyy17-Zelle = IL-17 produzierende
Ty-Zelle, TNF-a = Tumornekrosefaktor-a, nach [13].
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1.1 Allergie

sich Bereiche zerstorter und reparierter Epithelzellen. Entziindungen submucosa-
ler Bereiche bedingen in erster Linie die Verdickung der retikuldren Basalmembran
(lamina reticularis) und Ablagerungen darunter befindlicher Matrixkomponenten
[36]. Durch eine Zellhypertrophie wird die tiberméfiige Zellproliferation der glatten
Muskulatur hervorgerufen, die das Zellvolumen bis auf das Zweifache anwachsen
lasst. Desweiteren sind 0dematdse Schwellungen der Atemwegswinde und eine
gesteigerte mikrovaskuldre Permeabilitdt Ergebnis der chronischen Inflammation.
Die erhohte mikrovaskuldre Permeabilitdt fithrt zu Schwellungen auflerhalb der
glatten Muskulatur und dadurch zu einem Druckverlust des elastischen Lungen-
widerstands, so dass letztendlich eine Hyperreagibilitdt der Atemwege gegeniiber
Histamin und Cysteinyl-Leukotrienen resultiert [13, 36, 37].

Aus immuncytologischer Sicht ist die chronische Phase der allergischen Inflam-
mation durch das komplexe Wechselspiel von Zellen sowohl der immanenten als
auch der adaptiven Immunitiat gekennzeichnet (s. Abb. 1.6). Infolge des wieder-
holten Allergenkontakts siedeln sich eosinophile, basophile und neutrophile Gra-
nulozyten sowie Zellen der Monocyten-Makrophagenlinie (angeborene Immunitét)
und unterschiedliche Typen der T- und B-Zellen (erworbene Immunitét), darunter
auch T-Helfer-Lymphozyten des Typs 2, in den betroffenen Geweben an, deren in-
terzelluldre Interaktionen durch eine Reihe priaformierte und neu synthetisierter
Mediatoren aufrecht erhalten wird [13]. Zuséatzlich findet eine vermehrte Entwick-
lung IgE-tragender (via FceRI) Mastzellen statt [13]. Weitere am Gesamtprozess der
chronischen Entziindungsreaktion beteiligten Zellen sind zudem Epithelzellen, Fi-
broblasten, Myofibroblasten und glatte Muskelzellen der Atemwege [13]. Die durch
die chronische, allergische Inflammation andauernde Schadigung der Epithelzell-
schicht kann dartiber hinaus durch die Einwirkung viraler oder bakterieller Patho-
gene, Zigarettenrauch, umweltrelevanter Faktoren oder oxidativen Stress verstarkt
werden. Eine daraufhin ausgeloste Antwort zur Reparatur dieser Zellen fiihrt zu
der Ausbildung einer sogenannten trophischen Einheit Epithel-Mesenchym, de-
ren Beteiligung an der Ty2-Zell-vermittelten Inflammation und der dadurch be-
wirkten Sensibilisierung gegen weitere Allergene oder allergene Epitope und der
strukturellen Verdnderung der Atemwege diskutiert wird [34]. Abbildung 1.6 zeigt
hierzu das Beispiel einer durch das Cytokin TSLP hochregulierten Expression co-
stimulatorischer Molekiile dendritischer Zellen.
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Abbildung 1.6: Schematische Darstellung der chronischen Phase der allergischen Atemwegsinflammation. Die
wiederkehrende oder persistierende Allergenexposition hat unterschiedliche Effekte in der chronischen Phase der
allergischen Entziindungsreaktion zur Folge. Zellen der immanenten Immunabwehr (Eosinophile, Basophile, Neutro-
phile und Monozyten-Makrophagen-Zelllinien) und der adaptiven Immunitit (T2-Zellen und andere T-Zelltypen
sowie B-Zellen) siedeln sich im Gewebe an. Zudem nimmt die Entwicklung von Mastzellen, die eine riesige An-
zahl an FceRI-gebundener IgE-Antikorper préasentieren, im betroffenen Gewebe zu. Zwischen rekrutierten als auch
geweberesidenten Zellen der immanenten und erworbenen Immunabwehr, Epithelzellen und Strukturzellen sowie
den lymphatischen und Blutgefdfien und Nerven (nicht gezeigt) wird ein komplexes Wechselspiel unterschiedlicher
Funktionen initiiert. Die fortwahrende Zerstorung der Epithelzellschicht auf Grund der chronischen Inflammation
kann durch den Kontakt mit anderen Pathogenen oder Umweltfaktoren verschlimmert werden. Die Reaktion des
Organismus auf diese Zerstérung mit der steten Reparatur betroffener Zellschichten fiihrt schliefflich zur Bildung
einer epithelialen-mesenchymalen trophischen Einheit (EMTU). Diese Einheit unterhilt vermutlich eine Ty2-Zell-
vermittelte Entztindungsreaktion, begiinstigt die Sensibilisierung auf weitere Allergene oder allergene Epitope und re-
guliert den Remodelling-Prozess der Atemwegsgewebe. Diese Umstrukturierung der betroffenen Gewebe umfasst die
Verdickung der Atemwegswande, die vermehrte Ablagerung von Proteinen der extrazelluldren Matrix und die Hyper-
plasie von Becherzellen verbunden mit einer erhdhten Schleimproduktion. Die Schwellung der Atemwegswiénde kann
die ohnehin schon auftretende Bronchokonstriktion durch weitere Gefafsverengung dramatisch verschlimmern. EGF
= epidermaler Wachstumsfaktor, FGF = Fibroblastenwachstumsfaktor, HBEGF = Heparin bindender EGF-dhnlicher
Wachstumsfaktor, IGF = insulindhnlicher Wachstumsfaktor, NGF = nerve growth factor, PDGF = platelet-derived growth
factor, SCF = Stammzellfaktor, TGF = transformierender Wachstumsfaktor, VEGF = vaskuldrer endothelialer Wachs-
tumsfaktor, nach [13].
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1.2 Heparin-induzierte Thrombozytopenie und
Thrombose

In Europa wie auch den USA ist unter den Antikérper-mediierten und durch Medi-
kamentengabe induzierten Thrombozytopenien die sogenannte Heparin-induzierte
Thrombozytopenie (HIT) die am haufigsten auftretende [38, 39]. Die HIT tritt bei
ca. 1-2% der Patienten auf, denen im Rahmen einer therapeutischen oder pro-
phylaktischen Mafsnahme Heparin-Préparate verabreicht wurden. 10-20 % dieser
Patienten entwickeln nach Heparinkontakt sogar eine Extremitdten gefihrdende
und lebensbedrohliche Thrombose [40]. Obgleich tatsédchlich viele Patienten Hepa-
rin/PF4-Komplex-reaktive Antikorper nach Heparingabe aufweisen, zeigt nur ein
geringer Anteil dieser Individuen ein klinisch relevantes Krankheitsbild. Ursache
hierfiir ist die Ausbildung von Autoantikdrpern gegen Komplexe aus dem hetero-
logen Mucopolysaccharid Heparin und dem endogenen Protein Plattchenfaktor 4
(PF4). Trotz einiger &tiologischer Erkenntnisse ist der Mechanismus der HIT bisher
nicht vollstindig aufgeklart und in weiten Teilen noch unverstanden. Die Heparin-
induzierte Thrombozytopenie stellt daher ein Modell einer ernst zu nehmenden
und weit verbreiteten Autoimmunerkrankung immunologisch ansonsten unauffal-
liger Individuen dar.

Da in der vorliegenden Arbeit aviane spezifische Antikorper durch Immunisierung
mit einem Heparin/PF4-Komplex-analogen Reagens generiert wurden und diese
fiir den Einsatz in HIT-spezifischen Assaysystemen untersucht wurden, soll im
Folgenden kurz auf den pathophysiologischen Mechanismus der HIT eingegangen
werden.

1.2.1 Pathophysiologischer Mechanismus der HIT Il

Der pathophysiologische Mechanismus einer Heparin-induzierten Thrombozyto-
penie des Typs II ist in vereinfachter Darstellung in Abbildung 1.7 schematisch
gezeigt. Aktivierte Thrombozyten setzen aus ihren o-Granulae Plattchenfaktor 4
(PF4) frei, welcher an freies Heparin bindet. Sobald ein kritisches stochiometri-
sches Verhiltnis zwischen Plattchenfaktor 4 und Heparin erreicht wird, kommt
es zu einer Konformationsdnderung des gebildeten Komplexes und Freilegung
neuer Epitope. Der daraufhin als Immunogen fungierende PF4/Heparin-Komplex
fithrt schlieSlich zur Bildung spezifischer Immunglobuline des Typs G (IgG; >
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Abbildung 1.7: Schematische Darstellung des pathophysiologischen Mechanismus bei einer HIT II.

IgG, [41]). Die Interaktion der spezifischen Antikérper mit dem immunogenen
Komplex fiihrt schliefslich zur Bildung eines multimolekularen PF4-Heparin-IgG-
Immunkomplexes, der im konstanten Bereich der Antikodrper iiber den niedrigaffi-
nen Rezeptor FcyRIla auf Thrombozyten immobilisiert wird. Infolgedessen kommt
es erneut zur Aktivierung von Thrombozyten und zur Ausschiittung weiterer PF4-
Molekiile. Zusétzlich setzt die Auflosung der Thrombozyten (Thrombozytopenie)
und die dadurch bedingte Bildung thrombozytarer Mikropartikel ein [42, 43]. Letz-
tere besitzen die Eigenschaft, eine tiberméaflige Thrombinbildung zu initiieren, wel-
che nicht selten zu einer akuten Thrombose fiihrt. Neben den oben beschriebenen
Interaktionen des multimolekularen Immunkomplexes treten auch Wechselwirkun-
gen desselben mit heparindhnlichen Strukturen auf der Oberflache von Monozyten
und dem Endothel auf, was in der Produktion von Gewebefaktoren und der Scha-
digung epithelialer Zellen resultirert [42]. Beide Prozesse stehen im Verdacht, eben-
falls zur weiteren Aktivierung der Gerinnungskaskade und der Thrombinproduk-
tion beizutragen [42]. Ein in den thrombozytidren Fcylla-Rezeptoren auftretender
Polymorphismus beeinflusst mafsgeblich die Reaktivitdt der Thrombozyten, und
die Gefahr, der phinotypischen Vielfalt der Rezeptoren wegen eine heparinindu-
zierte Thrombozytopenie zu entwickeln, wird diskutiert [41].

28



1.3 Immunologische Diagnostik

1.3 Immunologische Diagnostik

1.3.1 Allergologie

Immunologische Erkrankungen auf Grund IgE-vermittelter allergischer Inflamma-
tionsprozesse oder autoreaktiver Immunglobuline des Typs G konnen individuell
unterschiedliche Auspragungen der Symptomatik und ihrer Folgen haben. Ange-
fangen bei leichtem Nies- und Juckreiz und Hautroétungen bis hin zu schweren
Atemwegsbeschwerden, Gewebsnekrosen oder anaphylaktischen Schocks stellen
derartige Erkrankungen Einschrankungen der Lebensqualitdt oder gar eine ernst
zu nehmende Lebensbedrohung dar. Im Bereich der Allergie konnte in den vergan-
genen Jahren eine zunehmende Prdvalenz diverser allergischer Erkrankungen in
sowohl Industrienationen als auch Entwicklungsldndern festgestellt werden. Und
immer wieder werden neue Allergene entdeckt und kommen neue allergene Quel-
len hinzu. Der World Allergy Organization (WAQO) zufolge sind ungefdhr 20 % der
Bevolkerung der meisten entwickelten Lander von einer Allergie betroffen [44]. Die
am héaufigsten festgestellten allergischen Erkrankungen mit chronischer Manifesta-
tion sind hierbei die allergische Rhinitis, Asthma, Nahrungs(mittel)allergien und
die Urticaria [44]. Der weltweit rasant ansteigenden Prdvalenz der Allergie wegen
muss diese als eines der hauptsdchlichen globalen Gesundheitsprobleme betrachtet
werden. Und es miissen weltweit weitere Anstrengungen zur Verbesserung einer
ausreichenden Allergiediagnostik zur Senkung der allergiebedingten Morbiditat
und Mortalitdt unternommen werden [45]. Nicht diagnostizierte und unbehandelte
Allegien konnen betrdchtliche Auswirkungen auf die Lebensqualitdt der Betroffe-
nen und ihrer Familien aber auch hinsichtlich soziookonomischer Aspekte haben.
Jedem potentiellen Allergiker muss diesbeziiglich eine kompetente medizinische
Versorgung und Therapie zugesichert werden konnen. Die WHO (World Health Or-
ganization) schétzt, dass so beispielweise 250000 Todesfille infolge asthmatischer

Erkrankungen jahrlich vermieden werden konnten [45].

Zur Abklarung einer vermuteten allergischen Erkrankung stehen derzeit diverse
Methoden der immunologischen (allergologischen) Diagnostik zur Verfiigung. Der
zu Beginn einer Diagnose sehr hdufig eingesetzte Test ist der Skin-Prick-Test, mit
dessen Hilfe eine Substanz auf Grund ihrer Eigenschaft, eine Entziindungsreak-
tion auszuldsen, identifiziert werden kann [46]. Dieser Hauttest wurde erstmals
im 19. Jahrhundert von Charles BLACKLEY angewendet und durch MaNTOUX als

Intrakutantest weiterentwickelt [47]. In seiner heutigen Form basiert er auf der
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Methode nach LEwis und GrANT [48]. Fiir die Durchfiihrung werden wéssrige Ex-
trakte der zu untersuchenden allergenen Substanzen als Tropfen auf die Haut des
Unterarmes oder des Riickens aufgebracht und durch Anritzen derselben mittels
einer Lanzette in die Haut gebracht. Die Entwicklung eventueller Hautrétungen
und -schwellungen (Quaddeln) wird als positive allergische Reaktion auf den ent-
sprechenden allergenen Extrakt gewertet. Zwar besitzt diese Methode die Vorteile
der einfachen Durchfiihrbarkeit, eines schnell erzielbaren Resultats und eines ge-
ringen Kostenaufwands, jedoch sind quantitative Aussagen in Bezug auf die im
Kontext der Allergie relevanten spezifischen IgE-Antikorper (sIgE) nicht moglich.
Andere und in dhnlicher Weise durchgefiihrte Hauttests der Allergologie sind der
Patch-Test oder Epikutantest [49], der Scratch-Test [50] und der 1911 von COOKE
eingefiihrte Intrakutantest [51, 52], bei dem das Allergen in die Haut injiziert wird.
Zusétzlich oder alternativ liefern auch Provokationstests durch orale oder nasale
Applikation oder Inhalationstests (bronchiale Applikation) weitere Informationen
[63-55]. Werden durch diese nicht-quantitativen Tests Hinweise auf das Vorliegen
einer Allergie deutlich oder miissen beim Auftreten typischer klinischer Merkmale
negative Ergebnisse der Haut- und/oder Provokationstests verifiziert werden, so
finden eine Reihe serologischer und teils auch quantifizierender in vitro-Tests An-
wendung [51]. Der erste dieser Bluttests ist der 1967 entwickelte radioallergosorbent
test oder kurz RAST. Hierbei wird das zu untersuchende Allergen an eine unlosli-
che Polymerkomponente gebunden und mit dem zu untersuchenden Serum eines
Patienten inkubiert. Liegen allergenspezifische Immunglobuline des Typs E vor, so
binden diese an das immobilisierte Allergen. Nach Detektion mit radioaktiv mar-
kierten IgE-spezifischen Sekundérantikorpern (s. Abb. 1.8 A) und Entfernen nicht
gebundener Antikorper, kann die gemessene Radioaktivitidt direkt mit der Menge
spezifischer IgE (sIgE) korreliert werden [56]. Im Zuge der Etablierung des RAST
wurde auch eine Klassifizierung vorgenommen, nach der bestimmte Zahlraten der
Radioaktivitdt in Korrelation mit Konzentrationsbereichen einer entsprechenden
RAST-Klasse zugeordnet werden. Hierbei entspricht 0 einer nichtallergischen und

6 einer in starkem Mafle sIgE-enthaltenden Serumprobe.

Seit der ersten Anwendung des RAST und der Kommerzialisierung hat die Assay-
technologie zahlreiche Verbesserungen und Neuerungen erfahren, zu der eine bes-
sere Charakterisierung der Allergen-Festphase, die Verfiigbarkeit vieler monoklo-
naler Antikorper, deutlich verringerte Zeiten zur Durchfithrung des Assays, eine
kostengiinstigere Instrumentation, die Automation der Technologie und der Ersatz
radioaktiver Marker durch Enzymlabel (z. B. EIA, FEIA und ELISA) zdhlen [51].

30



1.3 Immunologische Diagnostik
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Abbildung 1.8: Darstellung von in vitro-Diagnosemethoden in RAST und ELISA..

Ein weiterer in vitro-Test ist der Basophilen-Aktivierungs-Test (BAT), bei dem die
basophilen Granulozyten eines Patienten hinsichtlich Degranulation und Ausschiit-
tung inflammatorischer Mediatoren (hdufig Histamin) nach Allergenkontakt unter-
sucht werden konnen [57, 58]. Der Vorteil dieser Methode besteht darin, dass aus-
schliefilich die auf der Oberflaiche von Basophilen prasentierten Immunglobuline

der Klasse IgE in die Analyse einbezogen werden.

Die Quantifizierung spezifischer IgE-Antikorper erfolgt heutzutage durch Verwen-
dung einer auf bekannte sIgE-Mengen bezogenen Eichkurve mittels heterologer
Interpolation [59]. In der Praxis werden hierbei kiinstlich definierte Einheiten ver-
wendet oder eine in Relation mit dem internationalen WHO-Standard 75/502 fiir
humanes Serum-Gesamt-IgE [60] gesetzte Eichkurve zur Quantifizierung der sIgE-
Titer zugrunde gelegt [61, 62]. In letzterem Fall definiert die WHO hierzu die In-
ternationale Einheit (engl. international unit, IU) fiir jedes der bekannten humanen
Immunglobuline der Klassen IgG, IgA, IgM, IgD und IgE der entsprechenden In-
ternational Reference Preparation of Human Serum Immunoglobulin [60, 63]. So kann
nach diesem Standard eine absolute Konzentrationsbestimmung des Gesamt-IgE
in Internationalen Einheiten pro Milliliter erfolgen, wobei 1 IU 2.42 ng IgE entspre-
chen [64, 65]. Der Gesamt-IgE-Wert ist im Rahmen der allergologischen Diagnostik
als Interpretationshilfe fiir die Beurteilung der spezifischen IgE-Konzentration von
Bedeutung. Desweiteren spielt der Gesamt-IgE-Wert eine Rolle bei der Abklarung
von Parasitosen und angeborener bzw. erworbener Immundefekte wie beispiels-
weise T-Zell-Defekten oder dem Hyper-IgE-Syndrom [62, 66]. In der Durchfiih-
rung der Gesamt-IgE-Konzentrationsbestimmung werden zum einen immunologi-
sche Assays mit kompetitiver oder immunometrischer Verfahrensweise und einem
Lumineszenz-, Fluoreszenz, Enzym- oder radioaktiv markierten IgE-spezifischen

Sekundarantikorper herangezogen [62]. Andererseits kann die Bestimmung auch
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mit der auf dem Tyndall-Effekt beruhenden Nephelometrie (Tyndallometrie) er-
reicht werden [67]. Fiir die Bestimmung der sIgE-Konzentrationen stehen diver-
se Methoden mit dhnlichem Prinzip zur Verfiigung, bei denen spezifische Aller-
genextrakte oder — sofern verfiigbar — rekombinante Einzelallergene in fliissiger
Phase bzw. in fester Phase immobilisiert zum Einsatz kommen [68]. Eine Uber-
sicht gangiger verfiigbarer Testmethoden zur Bestimmung allergenspezifischer IgE-
Antikorper findet sich in Renz et al. [62]. Unter den Blotverfahren sind der Dot-Blot,
bei dem eine semiquantitative Bestimmung durch Vergleich mit einer standardi-
sierten Farbskala erfolgt, und der Western Blot zu nennen. Letzterer ist jedoch eher
aufwendig in der Durchfiihrung und keine Methode der allergologischen Routi-
nediagnostik. Zudem ergeben sich Probleme bei der Standardisierung und Quan-
tifizierung. Die derzeitig am weitesten verbreitete Anwendung finden die beiden
Methoden, die auf dem Phadebas-RAST-System bzw. dem aus diesem hervorge-
gangenen ImmunoCAP-System (Phadia) basieren [69]. Auf Grund der breiten und
langfristigen Erfahrung mit beiden Systemen werden diese sehr hiufig als Refe-
renzsysteme betrachtet. Die Vorteile des ImmunoCAP-Systems sind in der enorm
hohen Gesamtbindefdhigkeit der eingesetzten dreidimensionalen Zelluloseeinhei-
ten zu sehen. Sie erlauben unabhingig von der Antikorperaffinitit die Bindung
aller relevanten Antikorper bei Gewdhrleistung einer geringen unspezifischen Re-
aktivitat [70]. Ein weiterer Vorteil der verwendeten Zellulosekapseln ist der Erhalt
der nativen Struktur des immobilisierten Allergens, so dass eine rdumliche Ab-
schirmung oder Zerstorung eines Epitops nahezu ausgeschlossen werden kann.
Allerdings hdngen Validitat, Linearitdt, Parallelitit und Reproduzierbarkeit von
unterschiedlichen Parametern ab, die in alle In vitro-sIgE-Bestimmungsmethoden
mehr oder minder stark einfliefSen [62].

1.3.2 Standardisierung

Bereits auf Basis des Gesamt-IgE-Spiegels sollen in der Atopie-Diagnostik Aussa-
gen tliber das Vorliegen allergischer Erkrankungen getroffen werden. Die Angabe
von Referenzbereichen fiir Gesamt-IgE-Werte unterliegt allerdings einer breiten Va-
riation, da die Bestimmung dieser Werte in Abhédngigkeit der verwendeten Metho-
de bzw. der zugrunde gelegten Datenbasis erfolgt und Schwankungen unterliegt
[62, 71]. Ebenso ist es schwierig, Normalwerte hinsichtlich Gesamt-IgE anzugeben,
da diese in Abhdngigkeit von Geschlecht, Alter und anderen Einfliissen niedriger
oder hoher ausfallen konnen [72, 73]. Das Vorliegen einer Atopie bzw. Allergie ist
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nicht allein durch ein erhohtes Gesamt-IgE beweisbar; ebenso schliefit das Unter-
schreiten eines Grenzwertes eine Allergie nicht aus [74]. Zusatzlich wird daher die
Bestimmung des spezifischen IgE herangezogen. Die derzeitige Bestimmung des
spezifischen IgE durch Relation zu heterologen Gesamt-IgE-Referenzwerten ist ei-
ne erste Anstrengung zu einer in standardisierter Form erfolgenden Methode. Den-
noch ergeben sich auch aus dieser Vorgehensweise Schwierigkeiten [75-79]. Diese
resultieren ebenfalls aus der Verwendung unterschiedlicher Messmethoden und
zudem durch Verwendung verschiedener nicht-standardisierter Reagenzien. Dar-
tiber hinaus sind die derzeitig definierten Reaktivitdtsklassen zur Klassifizierung
einer allergischen Erkrankung zu reformieren. OLLERT et al. konnten beispielsweise
zeigen, dass die Festlegung der unteren Quantifizierungsgrenze — durch die heutige
Gerdtetechnologie realisierbar — auf 0.1 kIUA /L statt z. Zt. 0.35 kIUA/L eine op-
timierte Korrelation von Hauttestanalysen mit den spezifischen IgE-Werten ergab
[80]. Fiir die Vergleichbarkeit unter allen diagnostischen Laboratorien und Praxen
miissen nationale wie auch internationale Standards etabliert werden. AufSerdem
muss eine Standardisierung der zur Erstellung der Referenzkurven eingesetzten
Reagenzien vorgenommen werden, um weitere Schwankungen mit Auswirkung

auf die Variation der Messergebnisse auszuschliefien.

Im Zuge einer authentischen Standardisierung versagt die sIgE-Quantifizierung
mittels heterologer Interpolation streng genommen, da sie dem Bindungsverhalten
allergenspezifischer IgE-Antikorper an das Antigen nicht Rechnung tragt. Aus die-
ser Sicht sollten bevorzugt allergen-spezifische IgE-Antikorper als Referenzmaterial
bevorzugt werden. Die Verwendung von Poolseren, die aus einer Vielzahl spezifi-
scher humaner IgE bestehen, wirft allerdings Probleme auf. So muss in erster Linie
geklart werden, wie solche Referenzpoolseren zusammengestellt und wie die Be-
reitstellung ausreichender Mengen garantiert werden soll. Weitere Einschrankun-
gen ergeben sich aus der Verfiigbarkeit von Seren fiir seltene Allergenspezifitdten,
wie beispielsweise im Zusammenhang mit Nahrungsmittelallergien bei Kindern.
Hier stehen ausreichende Serummengen fiir die Validierung eines Assaysystems
praktisch nicht zur Verfiigung. Die Chargenabhingigkeit und die dadurch beding-
ten Abweichungen der Poolseren untereinander sind ebenfalls kritisch zu betrach-

ten.
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1.4 IgY-Technologie — Polyklonale Antikorper durch
Immunisierung

Alternativ zu humanen Poolseren konnen polyklonale spezifische Antikdrper durch
die Immunisierung von Tieren erhalten werden. Hervorzuheben ist vor allem die
IgY-Technologie, die durch Immunisierung von Hithnern (Gallus gallus domesticus)
die gezielte Initiierung einer Immunantwort mit der Bildung polyklonaler spezifi-
scher Antikorper erlaubt.

1.4.1 Aviane lymphatische Organe

Die zentralen (primédren) lymphatischen Organe avianer Organismen sind der Thy-
mus und die Bursa fabricii. Der Thymus ist lappenartig aufgebaut und seitlich
der Luftrohre angeordnet. Die genauere Untersuchung der Thymusstruktur zeigt
durch feines Bindegewebe verbundene Ladppchen, in denen Rinde (Cortex) und
Mark (Medulla) unterschieden werden konnen. In der Rinde finden sich dicht ge-
packte kleine Lymphozyten, wahrend das Mark weniger dicht gepackte Lymphozy-
ten, retikuldre Zellen und Inseln epithelialer Zellen (HassaLL-Korperchen), welche
eine variable Anzahl an Granulozyten aufweist, beherbergt. Im Thymus findet die
Entwicklung der T-Helfer- und T-Suppressorzellen statt, welche die Antikorperpro-
duktion regulieren. Weitere Funktionen des Thymus sind verspéatete Hypersensibi-
litatsreaktionen, Transplantat-Wirt-Reaktionen sowie cytotoxische Reaktionen und
die Aktivierung von Makrophagen [81-83].

Die Bursa fabricii besitzt ein sackformiges Aussehen und befindet sich am Dach der
Kloake. Sie ist aus einigen tausend lymphatischen (bursalen) Follikeln aufgebaut,
welche durch ein feines Bindegewebe zusammengehalten werden [84]. Die Follikel
weisen dhnlich dem Thymus Rinde und Mark auf, mit dicht gepackten bzw. we-
niger dicht gepackten Lymphozyten und retikuldren Zellen. Zu den Aufgaben der
Bursa zahlt vor allem die Diversifikation und Verstarkung Antikorper produzie-
render Zellen. Bereits zwei bis drei Wochen nach Schliipfen des Kiikens verlassen
taglich etwa 5% der bursalen oder B-Zellen die Bursa, von wo aus sie zundchst
in den Blutkreislauf gelangen, um sich dann in den B-Zellbereichen der Milz, des
Thymus und zokalen Tonsillen anzusiedeln [81-83]. Neben der Rolle als priméres
Lymphorgan kommt der Bursa fabricii auch eine Funktion als sekundéres lymphati-
sches Organ als Bestandteil des Darm-assoziierten lymphatischen Gewebes zu [85].
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Zu den peripheren (sekunddren) lymphatischen Organen zdhlen die Milz, die HAR-
DER-Driisen, das Knochenmark, das Conjunctiva-assoziierte lymphatische Gewebe
(CALT), das Bronchien-assoziierte lymphatische Gewebe (BALT) und das Darm-
assoziierte lymphatische Gewebe (GALT) [85]. Im diffusen Lymphgewebe, das sich
im Parenchym vieler Organe wie Leber, Bauchspeicheldriise oder Leber findet,
existieren die sogenannten Keimzentren (engl. germinal centers). Diese beinhalten
Populationen grofler unreifer sowie mittelgrofSer und kleiner reifer Lymphozyten.
Durch eine feine Bindegewebskapsel sind die Keimzentren von dem umgebenden
Gewebe getrennt. Zellen der Keimzentren und der Plasmazellen entstammen der

Bursa und werden daher als Bursa-abhdngiges Gewebe bezeichnet.

1.4.2 Aviane Leukozytenmarker

Zu Beginn der 1990er Jahre wurde durch ein neu gegriindetes Komittee die Eta-
blierung einer weitesgehend auf dem mammalidren CD-System basierenden avia-
nen CD-Nomenklatur beschlossen. Neben einigen Ausnahmen zur Bezeichnung
der Antigene, erfolgte die Bezeichnung derjenigen Antigene, von denen die Ho-
mologie zu den Mammalia-Analoga angenommen wurde, mit derselben fiir das
Mammalia-CD-System verwendeten Zahl [86]. Seitdem konnten eine Reihe avianer
Leukozytenantigene kloniert und deren signifikante Homologie zu den Mammalia-
Antigenen gezeigt werden. Unter diesen zdhlen zu den wichtigsten Leukozyten-
antigenen CD3 [87], CD4 [88, 89], CD5 [90], CDS8 [88], CD28 [91] und CD57 [92].
Mit Hilfe polyklonaler und monoklonaler Antikdrper gegen funktionell wichtige T-
Zellantigene konnten zudem T-Zellrezeptoren identifiziert und entsprechend ihrer
Abstammung als TCR1, TCR2 und TCR3 (engl. T cell receptor) bezeichnet werden
[93]. Trotz niedriger Homologie ihrer Gene zu den entsprechenden Saugetiergenen
zeigen die TCRs hinsichtlich ihrer Entwicklung Parallelen zu den T-Zellrezeptoren
der Mammalia [85].

1.4.3 Aviane Antikorper

Die Antikorper avianer Organismen werden den drei Immunglobulinklassen IgM,
IgY und IgA zugeordnet [94]. Strukturell sind sie dhnlich den Mammalia-Antikor-
pern aus vier Ketten — zwei identische schwere Ketten und zwei identische leichte

Ketten — aufgebaut, wobei jeweils eine schwere und eine leichte Kette paarweise
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angeordnet sind. Jede der Ketten besteht zudem aus einem variablen und einem
konstanten Bereich, wobei die variablen Doméanen zusammen die antigenbindende
Einheit bilden [95]. Avianes IgM ist der erste Antikorper, der nach erstmaliger Aus-
16sung einer spezifischen Immunantwort beobachtet werden kann und zdhlt zu den
hochmolekularen Antikorpern. IgM wird auf der Oberfliche der meisten avianen
B-Zellen prasentiert [96]. Die Homologie zu Mammalia-IgM betrédgt etwa 28-36 %
[85]. IgA ist der primdre Immunglobulinisotyp der Schleimhaut-assoziierten Im-
munabwehr. Klonierungsstudien mit der cONA von HARDER-Zellen haben gezeigt,
das die Ca-Kette aus vier Doménen besteht, von denen drei eine Homologie von 32—
41 % zu der humanen Co-Kette aufweisen [97]. Das humane IgA-Pendant besteht
hingegen aus drei Doménen und einer hinge-Region. Von letzterer wird vermutet,
dass sie im Laufe der Evolution durch Deletionen der Co2-Doméne des urspriing-
lichen Cua-Gens entstanden ist und in Hithnern stiarker konserviert blieb [85]. Das
auch als Serum-IgG bezeichnete IgY der Hiithnervogel (Galliformes) weist ein Mole-
kulargewicht von 180 kDa auf und besitzt in der konstanten Kette vier Doménen.
In Génsevogeln (Anseriformes), den ndchsten Verwandten der Hithnervogel, einigen
Reptilien (vor allem Schildkréten) und Lungenfischen kommt zudem eine verkiirz-
te Variante von IgY (120 kDa) vor, welcher die Cu3 und Cu4 fehlen [98, 99]. Struk-
turell d4hnelt diese Form dem F(ab’); [94]. Wahrend das Volllangen-IgY in Hiithner-
vogeln ausschliefslich vorkommt, konnen beide Varianten in manchen Spezies der
Génsevogel existieren; einige Schildkrotenarten besitzen lediglich die verkiirzte Va-
riante [94]. Studien zur Phylogenetik haben gezeigt, dass die avianen und zu mam-
malidren IgG homologen IgY sowohl Ahnlichkeiten zu IgE und IgG aus Mammalia
aufweisen. IgY ist der vorherrschende Serumantikorper, der nach IgM infolge einer
Immunantwort gebildet wird, und der hédufigste Isotyp im Rahmen einer sekun-
daren Antwort [100]. Untersuchungen zur Prazipitation in Salzlosungen konnten
zeigen, dass trotz der funktionellen Homologie zu Mammalia-IgG IgY andere bio-
chemische Eigenschaften aufweisen. So konnen IgY auf Grund ihrer eingeschrank-
ten Flexibilitat unter physiologischen Bedingungen keine Antigene prézipitieren.
Die beiden Arme des Antikorpers sind moglicherweise derart ausgerichtet, dass
eine Quervernetzung iiber die Epitope grofier Antigene verhindert wird [94]. Die in
den Mammalia-IgG vorhandene hinge-Region ist vermutlich aus der Cu2-Doméne
hervorgegangen. Strukturell d4hneln die IgY den IgE-Antikérpern aus Mammalia,
da sie eine dhnliche Organisation der fiinf Domédnen und der Disulfidbriicken zei-
gen (s. Abb. 1.9) [101]. Zudem wurde die Eigenschaft von IgY beschrieben, anaphy-
laktische Reaktionen auslosen zu konnen [102]. Obgleich Berichte {iber die Existenz

eines homologen gallinen IgD-Antikorpers in den frithen 1980er Jahren zu finden
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Abbildung 1.9: Schematische Darstellung der humanen Antikorper IgE und IgG; im Vergleich mit dem avianen
Antikorper IgY

sind [103], besteht heutzutage Einvernehmen iiber den Mangel eines solchen. In
gleicher Weise wird das Nichtvorhandensein avianer IgE-Antikorper {ibereinstim-
mend angenommen [104]. Da aviane IgY sowohl Eigenschaften und Funktionen der
IgE und IgG aus Mammalia besitzen, werden sie als Vorldufer beider Antikorper

angesehen [94].

1.4.4 Diversitat avianer Antikorper

Die fiir die Expression der Immunglobulingene notwendige Genumlagerung (Rear-
rangement) des Huhns ist auf molekularer Ebene von der in Sdaugetieren nicht zu
unterscheiden [105]. Dennoch existieren einige auffillige Unterschiede. In Mdusen
und Menschen wird die Diversitiat des Antikorperrepertoires unter anderem durch
die somatische Rekombination einiger variabler, diversifizierender (nur schwere
Kette) und junktionaler Segmente erreicht [106]. Im Gegensatz dazu existieren im
Huhn nur jeweils eine V- und J-Genregion fiir die leichte und schwere Kette [107,
108]. Wahrend des Rearrangements der leichten Kette tritt somit nur eine Kom-
bination von Vi und J;, auf. In dhnlicher Weise werden bei der Rekombination
der schweren Kette zundchst sechzehn mogliche Dy-Segmente mit dem einen Jy-
Segment verkniipft. Die so rearrangierten Dy—Jy-Komplexe werden im abschlie-
lenden Schritt mit der Vy-Region verbunden [109]. Durch die Verkniipfung der
singuldren V- und J-Regionen und wegen der hohen Sequenzhomologie der D-
Segmente resultiert eine stark eingeschriankte minimale rekombinatorische Diver-
sitdit. Um dennoch eine hohe Diversitdt zu erreichen, werden die V(D)J-Komplexe

durch somatische Genkonversion in der Bursa fabricii prozessiert. Hierbei erfolgt
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ein intrachromosomaler Transfer aus dem Vi- und Vy-Gen vorgelagerten Pseu-
dogenen in die rekombinierten V(D)J-Gene [108, 110]. Die direkte Rekombination
von ¥Vp und ¥VDy mit dem J-Segment und anschliefSende Transkription ist nicht
moglich [85].

1.4.5 Vorteile polyklonaler IgY

Die Wahl des domestizierten Haushuhns als Immunisierungsorganismus gegen-
tiber anderen Labortieren ist von mehreren Vorteilen begleitet. Aus immunologi-
scher Sicht sind Hithner auf Grund ihrer Phylogenese attraktiver fiir die Generie-
rung polyklonaler Antikoprer (vgl. Tabelle 1.1) [111, 112]. Durch die phylogeneti-
sche Distanz zum Menschen ist die Immunantwort im Gegensatz zu Kaninchen,
Maus etc. gesteigert und die Produktion spezifischer Antikdrper gegen konservier-
te Mammaliaproteine deutlich erfolgreicher [113, 114]. Dariiber hinaus bedingt die
stammesgeschichtliche Differenz, dass aviane IgY nicht nur eine grofiere Anzahl an
Epitopen als ihr IgG-Analogon auf Mammaliaproteinen erkennen, sondern zusétz-
lich auch andere Epitope [114]. Dies ist vor allem auch im allergologischen Bereich
von Interesse, wenn durch polyklonale IgY die Bandbreite potentieller Spezifitiaten
gegen ein bestimmtes Allergen abgedeckt werden sollen. Im autoimmunologischen
Kontext ist, insbesondere wenn das zur Immunisierung eingesetzte Antigen ein in-
trazelluldres Sdugerprotein ist, das Huhn das Labortier der Wahl, da intrazelluldre
homologe Proteine innerhalb der Mammalia starker konserviert sind als die ex-
trazelluldaren Homologe [115]. Ein weiteres Problem beim Einsatz von Kaninchen,
Maus u.a. Sdugern ist die Gefahr der Kreuzreaktivitdt oder der Fc-abhdngigen Ef-
fektorfunktionen, da hierdurch die potentielle Interaktion mit den Zielantikérpern
besteht [112]. Ein generelles Problem bei der Verwendung von IgG in der immu-
nologischen Diagnostik sind storende Interferenzen mit Bestandteilen humaner Se-
rumproben. So konnen Mammalia-IgG die Aktivierung von Komplementfaktoren
im Serum hervorrufen und zu verfilschten Ergebnissen fithren [116]. Im Gegensatz
zu IgG vermogen IgY das humane Komplementsystem nicht zu aktivieren [117].
Zudem binden IgY nicht an den humanen rheumatoiden Faktor (RF) [118] und an
humane anti-Maus-Antikorper (HAMA) [119], welche ebenfalls Bestandteile des

humanen Serums sind.

Auch aus wirtschaftlicher Sicht sind die Antikorper oviparer Tiere von grofem
Vorteil. Hiihner transferieren iiber einen rezeptorvermittelten Mechanismus IgY zu

grofien Teilen in das Eigelb [120], so dass durch Sammeln und Aufarbeiten der
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1.4 IgY-Technologie — Polyklonale Antikérper durch Immunisierung

Eier polyklonale IgY in groflen Mengen zuganglich sind. Durch die Entwicklung
effizienter Methoden zur Isolierung und Reinigung der IgY aus dem Eigelb kann
im Gegensatz zur Gewinnung von IgG aus dem Serum der Labortiere der Zeit-
und Kostenaufwand sehr gering gehalten werden [121-125]. Zudem wird die Effi-
zienz der Produktion polyklonaler Antikdrper durch die Legeleistung und die IgY-
Konzentration im Eigelb mafigeblich gesteigert. Im Durchschnitt produziert eine
Legehenne fiinf bis sechs Fier in der Woche. Mit einem durchschnittlichen Eigelb-
Volumen von 15 mL enthilt dieses 50-100 mg IgY, von denen 2-10% spezifisch
sind [126]. Im Vergleich zur Generierung polyklonaler Antikorper in Mammalia
ist damit die Ausbeute bei Immunisierungen von Hiithnern wesentlich hoher. Ver-
gleichbare Antikorpermengen konnen nur durch Verwendung grofser Labortiere
wie beispielsweise Pferde erhalten werden. Tabelle 1.1 zeigt hierzu den Vergleich
zwischen polyklonalen IgG aus Kaninchen und avianen IgY. Da durch die Isolie-
rung der IgY aus dem Eigelb Stressfaktoren und Schmerzen, wie sie durch die
wiederkehrende Blutentnahme bei anderen Labortieren unvermeidbar sind, um-
gangen bzw. auf ein Minimum reduziert werden konnen, ist aus tierschutzrechtli-
chen Erwdgungen die Immunisierung von Hiithnern zur Produktion polyklonaler
Antikorper vorzuziehen [127]. Demzufolge wird dies auch vom European Centre for

IgG (Kaninchen) IgY (Huhn)

Probennahme Blutentnahme Sammeln der Eier

(20 mL /Woche) (taglich)
Reinigung Abtrennung von Plasma- einfache Abtrennung der

komponenten notig Lipidbestandteile
Probenvolumen (innerhalb von 40 mL Blut 14 Eier = 210 mL Eigelb®
2 Wochen)
Antikérpermenge 200 mg 1120 mgP
Anteil spezifischer Antikorper 5% (10 mg) 2-10% (22.4-112 mg)
Kaninchen/Huhn - gesamt® 5-6 1
Kaninchen/Huhn - speziﬁschd 2-11 1
weitere Antikorper IgM, IgA, IgE keine
Kreuzreaktivitat ja nein
Komplementaktivierung ja nein
Bindung an humanen RF ja nein
HAMA ja nein
Bindung an Protein G/A ja nein

2 durschnittliches Volumen eines Eigelbs: 15 mL; ® durchschnittliche IgY-Menge: 80 g/Eigelb; ¢ Anzahl der
Kaninchen, die eine dquivalente Menge Antikorper produzieren wie ein Huhn in zwei Wochen; d Anzahl der
Kaninchen, die eine dquivalente Menge spezifischer Antikorper produzieren wie ein Huhn in zwei Wochen

Tabelle 1.1: Vergleich zwischen IgG aus Mammalia und IgY aus Hiihnervogeln fiir den Einsatz in der immunolo-
gischen Diagnostik und Therapie
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Validation of Alternative Methods (ECVAM) empfohlen, um die Nutzung von Labor-

tieren zu reduzieren, einzuschrinken oder zu ersetzen [126].

1.5 Zielsetzung

In der vorliegenden Arbeit sollten zundchst spezifische polyklonale Antikdrper mit
Spezifitat fiir das Modellallergen Bet v 1a durch Immunisierung von Hiihnern ge-
neriert, isoliert und der Erfolg der Immunisierung verifiziert werden. Mit Hilfe
rekombinant produzierter Allergene sollten die polyklonalen Antikdrper hinsicht-
lich ihrer Spezifitit und Affinitdt analysiert werden. Auf Basis der vorliegenden
IgY sollten in einem zweiten Schritt Adaptionsmoglichkeiten evaluiert werden, die
bei Erhalt der Spezifitit eine Kompatibilitit mit immunologischen Testsystemen
erlauben. Im Rahmen der Evaluierung sollten verschiedene Konzepte unterschied-
licher Modifikationen zur Darstellung assaykompatibler Inmunglobulinkonjugate

als potentielle Substitute fiir humane Referenzseren analysiert werden.
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2 Material

2.1 Enzyme und Standards

Alle in dieser Arbeit eingesetzten Enzyme und Standards wurden von nachste-
hend genannten Firmen bezogen: New England Biolabs GmbH (Frankfurt a. M.),
MBI Fermentas GmbH (St. Leon—Rot) und Invitrogen GmbH (Karlsruhe). Enzyme
als Bestandteil kommerziell erworbener Kits wurden bei dieser Auflistung nicht
berticksichtigt.

2.2 Chemikalien und Bioreagenzien

Samtliche Chemikalien und Bioreagenzien in molekularbiologischer bzw. analyti-
scher Qualitat wurden, sofern nicht anders angegeben, von folgenden Firmen be-
zogen: Bio-Rad Laboratories (Miinchen), Sigma-Aldrich, Fluka (alle: Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Taufkirchen), Merck KGaA (Darmstadt), Stratagene Europe (Ams-
terdam, Novagen (Merck Biosciences GmbH, Schwalbach), Niederlande), J. T. Baker
(Phillipsburg, NJ, USA), Perbio Science Deutschland GmbH (Bonn), Fisher Scienti-
tic GmbH (Schwerte), Biomol GmbH (Hamburg), AppliChem GmbH (Darmstadyt),
Molecular Biosciences Inc. (Boulder, CO, USA), Carl Roth GmbH & Co.KG (Karls-
ruhe), PEQLAB Biotechnologie GmbH (Erlangen), Acros Organics (Geel, Belgien),
Thermo Electron GmbH Bioscience Technologies (Dreieich) und Amersham Bios-

ciences Europe GmbH (Freiburg).

2.3 Affinitatsmatrizes

Folgende Matrizes fiir die affinitdtschromatographische Reinigung und Isolierung

von Proteinen wurden kommerziell erworben und verwendet:



2 Material

Ni-NTA-Agarose QIAGEN (Hilden)

Amylose Resin

2.4 Puffer und Losungen

New England Biolabs GmbH (Frankfurt a. M.)

Die verwendeten Puffer und Losungen sind mit ihren Zusammensetzungen nach-

folgend aufgefiihrt. Puffer als Bestandteil kduflich erworbener Kits und Puffer fiir

Restriktionsenzyme wurden bei dieser Auflistung nicht berticksichtigt.

Puffer /Losung Zusammensetzung/Herstellung /Lagerung
Acetatpuffer 100 mM Natriumacetat-Trihydrat
tiir Glycolspaltung pH 4.5 einstellen
Acetatpuffer 10 mM Natriumacetat-Trihydrat
tiir die SPR-Spektroskopie pH 4.5 einstellen
Agarosegel-Auftragspuffer, 5g Saccharose
orange (6X) 50 mg Orange G

1 mL TAE (50 %)

ad 50 mL mit H,O auffiillen

Agarosegel-Auftragspuffer,
blau (6x)

Ampicillin-Stocklosung

Amylose-Sdulenpuffer

Amylose-Elutionspuffer

0.09% (w/v)
0.09% (w/v)
60 % (W/v)
60 mM

20 mg/mL

20 mM
200 mM
1 mM

10 mM

Bromphenolblau
Xylen Cyanol FF
Glycerol

EDTA (Natriumsalz)

Ampicillin

in ddH,O oder 70 % Ethanol 16-
sen

steril filtrieren

Lagerung bei -20 °C

Tris-HCI, pH 7.4

NaCl

EDTA

steril filtrieren (0.45 pm)

Maltose
in Amylose-Saulenpuffer 16sen
steril filtrieren (0.45 pm)

Tabelle 2.1: Zusammensetzung, Herstellung und Lagerung der verwendeten Puffer und Losungen (Forts. s. ndichste

Seite)
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2.4 Puffer und Losungen

Puffer /Losung

Zusammensetzung/Herstellung /Lagerung

APS-Stocklosung

BCIP-Stocklosung

Bicarbonatpuffer fiir
Kopplung nach Glycolspal-
tung

Citratpuffer fiir HRP

Coomassie-Farbelosung

Coomassie-Entfarbelosung

Detektionspuffer
(fir AP)

Detektionspuffer
(fir HRP im ELISA)

EDC-Losung (fiir Sensor-
chip-Aktivierung)

Elutionspuffer
(fur Ni-IMAC)

10% (w/v)

0.5% (W/v)

100 mM
50 mM

50 mM

0.1% (w/v)
1% (v/v)
40% (v/v)

20% (v/v)
80% (v/v)

100 mM

10 mM

100 mM

ad 1000 mL

3.3 mg
15 mL
30 pL

400 mM

300 mM

Ammoniumpersulfat in dH,O 16-
sen
Lagerung bei +4 °C

5-Brom-4-chlor-3-
indolylphosphat

in DMF

Lagerung bei -20 °C

Trinatriumcitrat-Monohydrat
Natriumhydrogencarbonat
pH 10 einstellen

Citronensaure
pH 4.0

Coomassie Brilliant Blue R-250
Eisessig
Methanol

Eisessig
Wasser

Tris-HCl

MgCl, - 6 H,O
NaCl

ddH,O

pH 9.5 einstellen

ABTS
Citratpuffer (fiir HRP)
HyO, (30% )

EDC
in ddH;O 16sen, aliquotieren,
Lagerung bei -20 °C

Imidazol in PBS

Tabelle 2.1: Zusammensetzung, Herstellung und Lagerung der verwendeten Puffer und Losungen (Forts. s. ndichste

Seite)
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Puffer /Losung

Zusammensetzung/Herstellung /Lagerung

Elutionspuffer
(fiir Amylosematrix)

Fotales Kélberserum (FKS)

Glucose-Stocklosung

Natriumacetat-Losung

Natriumacetatpuffer
fiir Glycolspaltung

NBT-Stocklosung

NHS-Losung (fiir Sensor-
chip-Aktivierung)

PBS
(20 mM Gesamtphosphat)

Saulenpuffer
(fur Amylosematrix)

SDS-PAGE-Anodenpuffer

10 mM

50 % (w/v)

3M

100 mM

0.1% (W/v)

100 mM

7.7 mM
12.3 mM
150 mM

20 mM
200 mM
1 mM

40 mM

Maltose
in Saulenpuffer

Komplementinaktivierung bei

56 °C fiir 30 min,

aliquotiert (50 mL) bei -20 °C
lagern

a-D-Glucose  (wasserfrei)  in
ddH,O

l6sen

steril filtrieren

Lagerung in 50 mL-Aliquots bei
RT

Natriumacetat, pH 5.2

Natriumacetat, pH 4.5

NBT in 0.1 M Tris-HC],
aliquotiert (1 mL) bei -20 °C
lagern

NHS
in ddH,O l6sen, aliquotieren,
Lagerung bei -20 °C

NaH2PO4 . HzO
Na,HPO,, wasserfrei
NaCl

pH 7.4 einstellen

Tris-HCl1
NaCl
EDTA, Dinatriumsalz

Tris-HCl
pH 8.9 einstellen

Tabelle 2.1: Zusammensetzung, Herstellung und Lagerung der verwendeten Puffer und Losungen (Forts. s. ndichste

Seite)
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2.4 Puffer und Losungen

Puffer /Losung

Zusammensetzung/Herstellung /Lagerung

SDS-PAGE-Kathodenpuffer

SDS-PAGE-Probenpuffer
(3x)

optional:

SDS-PAGE-
Sammelgelpuffer
(4x)

SDS-PAGE-Tankpulffer (5x)

SDS-PAGE-Trenngelpuffer
(4x)

TAE-Puffer

TBS

Tween-PBS

Transferpuffer

Tris-Tricin-Gelpuffer

100 mM
100 mM
0.1% (W/v)

250 mM
40% (v/v)
8% (W/v)
100 mM

0.5M

0.4% (w/v)

125 mM
960 mM
0.5% (w/v)

1.5 M
0.4 % (w/v)

2M
50 mM

50 mM
150 mM

0.01% (w/v)

25 mM
19.2 mM
20% (v/v)

3M
0.3% (w/V)

Tris-HCl

Tricin

SDS

pH 8.6 einstellen

Tris-HCl, pH 6.8
Glycerol

SDS

DTT

Tris-HCl, pH 6.8

SDS
Lagerung bei +4 °C

Tris-HCl, pH 8.3
Glycin
SDS

Tris-HCl, pH 8.8
SDS
Lagerung bei +4 °C

Tris-Acetat
EDTA (Natriumsalz)
pH 8.5 einstellen

Tris-HCl, pH 7.5
NaCl

Tween 20 in PBS

Tris, pH 8.3
Glycin
Isopropanol

Tris, pH 8.45
SDS

Tabelle 2.1: Zusammensetzung, Herstellung und Lagerung der verwendeten Puffer und Losungen
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2.5 Medien

Medium Zusammensetzung/Herstellung /Lagerung
2YT-Medium 16 g Trypton
5g NaCl
10g Hefeextrakt
ad 1000 mL ddH,0O
autoklavieren
Einfriermedium fiir 90 % (v/v) FKS

Mammalia-Zellen

LB-Medium

Medium fiir Mammalia
-Zellen

TYE-Medium
(ftir Kultur-Platten)

10% (v/v)

10g
10g

58
ad 1000 mL

10% (v/v)
1% (v/v)

15¢g
ad 1000 mL

DMSO (fiir die Zellkultur)

Trypton
NaCl
Hefeextrakt
ddH,O
autoklavieren

DMEM
FKS
Penicillin/Streptomycin

Trypton
NaCl
Hefeextrakt
Agar

ddH,0O
autoklavieren

Tabelle 2.2: Zusammensetzung, Herstellung und Lagerung der verwendeten Medien
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2.6 Kommerzielle Kits

2.6 Kommerzielle Kits

In der vorliegenden Arbeit wurden die folgenden, kommerziell erhiltlichen Kits

verwendet:
MBI Fermentas Gene]ET" Plasmid Miniprep Kit
(St. Leon-Rot) Gene]ET"Gel Extraction Kit
Applied Biosystems Big Dye-Terminator Ready Reaction
(Darmstadt) Kit
Bethyl Lab Inc. Human IgE ELISA Quantitation Set
(Montgomery, TX, USA) Human IgG ELISA Quantitation Set

Human IgA ELISA Quantitation Set
Chicken 1gG ELISA Quantitation Set

PEQLAB Biotechnologie GmbH peqGOLD Plant DNA Mini Kit
(Erlangen)

Invitrogen GmbH Zero Blunt® TOPO® PCR Cloning
(Karlsruhe) Kit

2.7 Vektoren

Der verwendete Vektor pcDNA3.1/Zeo zur eukaryotischen Expression in Mamma-
lia-Zellen und der fiir die prokaryotische Expression in E. coli eingesetzte Vektor
pET-22b(+) wurden von Invitrogen GmbH (Karlsruhe) bezogen. Der Vektor pCR®-
Blunt II-TOPO® ist Bestandteil des Zero Blunt® TOPO® PCR Cloning Kits (Invi-
trogen GmbH, Karlsruhe). Fiir die Klonierung und rekombinante Expression aller-
gener MBP-Fusionsproteine fand der Vektor pMAL-c2X der New England Biolabs
GmbH (Frankfurt a. M.) Anwendung.
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2.8 Oligonukleotide

Alle in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurden von metabion Gesell-
schaft fiir angewandte Biotechnologie mbH (Planegg-Martinsried) synthetisiert.
Die Sequenzdaten sind im Anhang aufgefiihrt.

2.9 Antikorper

Die kommerziell erhéltlichen und in dieser Arbeit verwendeten Antikorper wurden

von folgenden Firmen bezogen:

Sigma-Aldrich Chemie GmbH anti-murinlgG, AP-konjugiert

(Taufkirchen) anti-humanlgG (y-Kette), AP-konjugiert
anti-humanlIgA, AP-konjugiert
anti-humanlgM, AP-konjugiert
anti-IgY, AP-konjugiert

BD Biosciences (Heidelberg)  anti-humanIgE, monoklonal

5Prime via VWR (Darmstadt) Penta His, His-Tag-spezifisch

2.10 E. coli-Stamme

Die in dieser Arbeit verwendeten Bakterienstimme leiten sich von dem E. coli-
K12-Stamm ab. Fiir standardisierte molekularbiologische Methoden sowie zur Ex-
pression unterschiedlicher (Fusions-)Proteine wurden die Staimme DHb5c, XL1-Blue
(Stratagene), ER2566 (NEB) und ER2529 (NEB) verwendet. Sie sind nachstehend

mit ihrem entsprechenden Genotyp aufgelistet.
DHb5«

F~ endAl gyrA96 thi-1 hsdR17(r, ml‘f ) supE44 relA1.®80lacZAM15 A(lacZYA-
argF) U169
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2.11 Zelllinien und Zellkultur

XL1-Blue

recA endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F’ proAB laciZAM15 Tnl0
(Tet")]

ER2566

F~fhuA2 lacZ:T7 genel [lon] ompT gal sulAll R(mcr-73::miniTn10-Tet%)2 [dem]
R(ng—ZlO::TnlO—TetS) endAl A(mcrC-mrr)114::1S10

ER2925

ara-14 leuB6 thuA31 lacY1 tsx78 gIlnV44 galK2 galT22 mcrA dcm-6 hisG4 rftbD1
R(zgb210::Tn10)TetS end Al rpsL136 dam13::Tn9 xylA-5 mtl-1 thi-1 mcrB1 hsdR2

2.11 Zelllinien und Zellkultur

Zur rekombinanten Expression in Mammalia-Zellen wurde die Expressionszelllinie
HEK293 verwendet. HEK293-Zellen entstammen einer Expressionszelllinie aus hu-
manen embryonalen Nierenzellen, welche durch Transformation mit einem Frag-

ment des Adenovirus 5 immortalisiert worden sind [128].

Die Gewebekulturmedien DMEM und MEM sowie Kulturmediumzuséatze (Peni-
cillin G, Streptomycin) und Zeocin wurden von Invitrogen GmbH (Karlsruhe) be-
zogen. Trypsin-EDTA (gebrauchsfertig) wurde von Invitrogen GmbH (Karlsruhe)
bzw. PAA Laboratories GmbH (Colbe) bezogen. Fotales Kélberserum (FKS) wurde
von BIOCHROM AG (Berlin) und PAA Laboratories GmbH (Colbe) erworben. Ge-
webekulturflaschen und Gewebekulturplatten wurden von Greiner Bio-One GmbH
(Frickenhausen) und Sarstedt AG & Co. (Niimbrecht) geliefert.

2.12 Verbrauchsmaterialien

Samtliche Materialien und Plastikwaren fiir den Laborbedarf wurden von Perbio
Science Deutschland GmbH (Bonn), Sarstedt AG & Co. (Niimbrecht), PEQLAB Bio-
technologie GmbH (Erlangen), Greiner Bio-One GmbH (Frickenhausen), Eppen-
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dorf AG (Hamburg), Renner GmbH (Dannstadt), Millipore GmbH (Schwalbach),
Heiland MED Vertriebsgesellschaft mbH (Hamburg), Carl Roth GmbH & Co. KG
(Karlsruhe) und Amersham Biosciences Europe GmbH (Freiburg) bezogen.

Pipetten wurden von den Firmen Gilson International (Bad Camberg), Eppendorf
AG (Hamburg) und PEQLAB Biotechnologie GmbH (Erlangen) eingesetzt. Nitril-
sowie Polyvinylhandschuhe wurden von VWR (Darmsatdt) erworben.

2.13 Gerate

20x20 Semi Dry Blotter Unit bioStep GmbH (Jahnsdorf)
250-240 Sonifier Analog Cell Disruptor Branson Ultrasonics (Shanghai, Chi-
na)

Agilent 6224 Accurate-Mass TOF LC/MS Agilent Technologies Deutschland
GmbH (Boblingen)

BioPhotometer Eppendorf AG (Hamburg)

Centrifuge 5417 C Eppendorf AG (Hamburg)

Centrifuge 5417 R Eppendorf AG (Hamburg)

CO;-Begasungsinkubator Kendro Laboratory Products GmbH
(Langenselbold)

Dual Gel Caster SE245 Hoefer Scientific Instruments (San

Francisco, CA, USA)
Electrophoresis power supply EPS Amersham  Biosciences  Europe

3500XL GmbH (Freiburg)

Gel-Dokumentationssystem Intas GmbH (Gottingen)

GENIOS Multi-Detektions Reader TECAN Deutschland GmbH (Crails-
heim)

Heraeus Megafuge 1.0 Heraeus Sepatech GmbH (Ostero-
de/Harz)

HERAsafe HS 18 Sicherheitswerkbank Kendro Laboratory Products GmbH
(Langenselbold)

Horizontal-Gelelektrophoresesystem PEQLAB Biochtechnologie GmbH
(Erlangen)

innova™4300 incubator shaker New Brunswick Scientific GmbH
(Ntirtingen)
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2.13 Geriite

innova™4330 refrigerated incubator sha-

ker

Laborautoklav Systec V120
Mastercycler gradient

Mastercycler personal

Milli-Q Academic, Laborwasser-System
Multiple Gel Caster SE215

SANYO COs-Inkubator MCO-17 Al
Scanspeed 1524 M

SE250 Mighty Small I Mini Vertical
Electrophoresis Unit

SPR-2 Biosensor
UV-Transilluminator (302 nm, 90 W)

Waagen

New Brunswick Scientific GmbH
(Niirtingen)

Systec GmbH (Wettenberg)
Eppendorf AG (Hamburg)
Eppendorf AG (Hamburg)

Millipore GmbH (Schwalbach)
Hoefer Scientific Instruments (San
Francisco, CA, USA)

SANYO Electric Co., Ltd. (Japan)
biolabproducts GmbH (Godenstorf)
Hoefer Scientific Instruments (San
Francisco, CA, USA)

Sierra Sensors GmbH (Hamburg)
Otto Steiner GmbH & Co. KG (Ham-
burg)

Sartorius AG (Gottingen)
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3 Methoden

3.1 Chemische Methoden

3.1.1 Kopplung von Proteinen mittels Glutardialdehyd

Das homobifunktionelle Reagenz Glutardialdehyd erlaubt die Verkniipfung von
Proteinen mit Hilfe terminaler e-Aminogruppen der Lysinreste. Aus der Reaktion
nucleophiler Aminogruppen und der jeweiligen Aldehydgruppe entstehen soge-
nannte Schiff’sche Basen oder Iminbriicken. Der Vorteil liegt bei einer Umsetzung

der Proteine unter milden Bedingungen.

Die Verkniipfung avianer Immunglobuline mit Hilfe von Glutardialdehyd wur-
de entweder in PBS (pH 7.5) bzw. in Bicarbonat-gepufferter Citratlosung (pH 10)
durchgefiihrt. Definierte Konzentrationen des Proteins wurden hierzu in entspre-
chendem Puffer verdiinnt und mit unterschiedlichen Konzentrationen Glutardial-
dehydlosung umgesetzt. Nach Inkubation iiber Nacht bei Raumtemperatur auf ei-
nem Rotator wurden die Proben mit einem 10x molaren Uberschuss bezogen auf
GDA mit 1 M Tris-HCI-Losung zur vollstindigen Umsetzung des Dialdehyds ver-
setzt. Die Proben wurden abschliefSend mit Hilfe von Diafiltrationseinheiten gegen
PBS (pH 7.5) dialysiert und fiir weitere Versuche eingesetzt. Die Proteinbestim-
mung erfolgte photometrisch.

3.1.2 Glykolspaltung nach MALAPRADE

Die oxidative Spaltung von Kohlenhydraten gelingt nach MALAPRADE durch Re-
aktion mit Natrium-meta-periodat [129-132]. Da dieses Reagenz unter milden Be-
dingungen die Generierung von Aldehydgruppen ermoglicht, lassen sich auch die
Glykostrukturen von Proteinen spalten und verkniipfenden Reaktionen mit Ami-
nogruppen zuganglich machen.
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Fiir die Umsetzung mit Periodat wurden 500 pg IgY in 500 pL Natriumacetatpuf-
fer (pH 4.5) verdiinnt und mit 10 mM Natrium-meta-periodat 30 min bei RT auf
einem Rotator inkubiert. Anschlieffend wurde mit 10 uL Ethylenglycol zum Abfan-
gen nicht reagierten Periodats versetzt und weitere 15 min bei RT inkubiert. Die
Losung wurde tiber Ultrafiltrationseinheiten gegen Natriumacetatpuffer (pH 4.5)
dialysiert und konzentriert. Die Bestimmung der Konzentration der IgY erfolgte
photometrisch.

3.1.3 Kopplung von IgY nach Glycolspaltung

Die in Natriumacetatpuffer (pH 4.5) vorliegenden und der Glycolspaltung unterzo-
genen IgY wurden zur aminoreaktiven Kopplung mit PBS (pH 7.5) bzw. citrathalti-
gem Bicarbonatpuffer (pH 10) versetzt und iiber Nacht bei RT auf dem Rotator in-
kubiert. Die Antikorper wurden nach Reaktion in Probenpuffer fiir die SDS-PAGE
aufgenommen und gelelektrophoretisch analysiert.

3.1.4 Biotinylierung mit TFPA-PEG;-Biotin

Die Biotinylierung mit dem photoinduzierbaren Reagenz TFPA-PEG;-Biotin erfolg-
te in Anlehnung an die Angaben des Herstellerprotokolls. 500 pg der zu biotinylie-
renden Antikorper wurden in PBS (pH 7.5) mit dem 50-100fachen molaren Uber-
schuss des in DMSO gelosten Biotinylierungsreagenzes versetzt und 60 min auf
dem Eisbade unter Bestrahlung mit UV-Licht (A=365 nm, 6 W) inkubiert. Nach Re-
aktion wurden die Antikorper mit Hilfe von Ultrafiltrationseinheiten gegen PBS
(pH 7.5) dialysiert und konzentriert. Die Proteinbestimmung erfolgte photome-
trisch.

3.1.5 Biotinylierung durch Umsatz mit dem BACH-Reagenz

Zur Biotinylierung mit dem Sdurehydrazid BACH wurden 500 pg der zuvor nach
3.1.2 oxidierten Antikorper in Acetatpuffer (pH 4.5) mit dem in DMSO gelosten
Reagenz BACH in 30fach molarem Uberschuss versetzt und bei RT iiber Nacht auf
dem Rotator inkubiert. Abschliefiend wurden die Antikorper tiber Ultrafiltrations-
einheiten gegen PBS (pH 7.5) dialysiert und konzentriert. Die Proteinbestimmung
erfolgte photometrisch.
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3.1.6 Darstellung von N-2,4,6-Trinitrophenyl-1,10-decandiamin

Das fiir die haptenmodifizierenden Experimente eingesetzte N-(2,4,6-Trinitrophe-
nyl)-1,10-decandiamin (TNPA) wurde zuvor folgendermafien dargestellt. 10.0 mg
(34.1 mmol) des TNT-Derivats 2,4,6-Trinitrobenzolsulfonsdure wurden in ddH,O
gelost (500 pL) und mit 1 M Natronlauge auf einen pH-Wert von 9-10 eingestellt.
In einem zweiten Reaktionsgefdfs wurden 5.9 mg (34 mmol) 1,10-Decanamin in
500 pL ddH,O gelost und ebenfalls auf einen pH-Wert von 9-10 eingestellt. Zu
dieser Losung wurde nun die Sulfonsdure gegeben und das Gemisch bei RT tiber
Nacht auf einem Rotator inkubiert. Das Produktgemisch wurde mit Dichlorme-
than extrahiert und das Losungsmittel am Rotationsverdampfer unter Vakuum
entfernt. Der erhaltene Feststoff wurde in Dichlormethan geltst und mittels ESI-
Massenspektrometrie analysiert. TNPA, das zur Haptenmodifizierung verwendet
wurde, wurde in ddH,O gelost.

3.1.7 Haptenmodifizierung mit TNBS

Die unselektive Haptenmodifizierung der IgY wurde mit TNBS durchgefiihrt. Hier-
zu wurden 500 pg der spezifischen IgY in 50fach molarem Uberschuss mit TNBS in
PBS (pH 7.5) vermischt und der pH-Wert auf 8-9 eingestellt. Die Inkubation erfolgte
bei RT fiir 2 h. Zur Abtrennung unumgesetzten Reagenzes wurden die markierten
Antikorper iiber eine kleine PD-10-Gelfiltrationsmatrix gereinigt und anschliefsend
tiber Ultrafiltrationseinheiten gegen PBS (pH 7.5) dialysiert und konzentriert. Die
Proteinbestimmung erfolgte unter Vernachldssigung des Beitrags des Haptens zur
Absorption durch photometrische Analyse.

Fiir die selektive Haptenmodifizierung wurden 500 pug der zuvor nach 3.1.2 oxi-
dierten Antikorper in PBS (pH 7.5) oder Bicarbonatpuffer (pH 10) mit 50 pL des
synthetisierten Haptens TNPA (4 mg/mL in ddH,0O) iiber Nacht bei RT auf dem
Rotator inkubiert. Die Antikorper wurden dann direkt fiir die ELISA-Analysen ein-

gesetzt.
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3.2 Molekularbiologische Methoden

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten molekularbiologischen Arbeiten wurden, so-
fern nicht anderweitig kenntlich gemacht, nach SAmMBROOK et al. [133] in einem
Labor der Sicherheitsstufe 1 durchgefiihrt.

3.2.1 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli-Zellen

Die Zellen einer 4 mL-Ubernachtkultur wurden zentrifugiert und der Uberstand
verworfen (4000 rpm, 4 °C, 15 min). Das Zellpellet wurde sorgféltig in 100 pL Lo-
sung I resuspendiert und nach Zugabe von 200 pL frisch angesetzter Losung Il
und mehrmaligem Invertieren zur Lyse fiir 5 min auf Eis inkubiert. Anschliefsend
erfolgte die Proteinprazipitation durch Zugabe von 150 pL Losung III, wobei die
Probe einige Male invertiert und 5 min auf Eis inkubiert wurde. Nach Zentrifuga-
tion (20800 g, 10 min, RT) wurde der Uberstand in ein neues steriles Reaktions-
gefaf3 tiberfiihrt und die Fallung der Plasmid-DNA mittels Isopropanol nach 3.2.8
durchgefiihrt. Der Uberstand wurde entfernt, das Zellsediment bei RT getrocknet
und erneut in 100 pL ddH,O aufgenommen. Die isolierte Plasmid-DNA wurde bei
-20 °C gelagert.

3.2.2 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli-Zellen mit
Kitsystemen

Die Extraktion von Plasmid-DNA aus E. coli-Zellkulturen erfolgte unter Verwen-
dung des pegGOLD Plasmid Miniprep Kit II (PEQLAB GmbH, Erlangen). Die Isolie-
rung wurde nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Isolierte Plasmid-DNA wurde
bei -20 °C gelagert. Die Quantifizierung der Nukleinsduren erfolgte photometrisch
bei 280 nm.

3.2.3 PCR-Techniken

Die Polymerase-Kettenreaktion ist eine Methode, in vitro spezifisch geringe Mengen
vorliegender DNA zu amplifizieren. Die Spezifitdt wird durch die dabei verwende-
ten Oligonukleotide vorgegeben. Oligonukleotide sind kurze DNA-Fragmente, die
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das zu amplifizierende DNA-Segment flankieren und als Startsequenz fiir die Po-
lymerase dienen. Sie konnen fiir jedes Segment mit Kenntnis der zu flankierenden

Sequenz spezifisch synthetisiert werden.

In einem ersten Schritt wird das doppelstrangige DNA-Fragment denaturiert und
dient nun als Vorlage. Die Oligonukleotide hybridisieren in einem zweiten Schritt
mit dem 5-Ende bzw. 3’-Ende der DNA-Matrize (Hybridisierung). Die Elongation
als dritter Schritt terminiert den ersten Amplifizierungszyklus: die hitzeresistente
DNA-Polymerase des Bakteriums Thermus aquaticus (bzw. eine andere geeignete
Polymerase) lagert sich an die flankierten Bereiche an und synthetisiert in Anwe-
senheit freier dNTPs die komplementiaren DNA-Strange. SchliefSlich wird dieser
Zyklus stets wiederholt und eine exponentielle Amplifizierung des gewiinschten
DNA-Fragments erreicht.

Die Bedingungen fiir die PCR sind so gewdhlt, dass die jeweilige Polymerase wih-
rend des gesamten Prozesses stabil und damit in ihrer aktiven Form vorliegt. Da
das Temperaturoptimum der verwendeten Polymerase bei 72 °C liegt, wird die
Elongation bei dieser Temperatur durchgefiihrt. Hingegen wird der erste Schritt
eines jeden Zyklus bei 94 °C durchlaufen. Dies gewdhrleistet einerseits eine ausrei-
chende Denaturierung der doppelstrangigen DNA, andererseits bleibt die Polyme-
rase in ihrer Stabilitdt nahezu unbeeinflufit. Die Hybridisierungstemperatur ist in
Abhiéngigkeit der Oligonukleotidldnge zu wihlen. Die Dauer der Elongation richtet
sich nach der Anzahl zu amplifizierender Basenpaare (1 min pro 1000 bp). Je nach
Anforderung werden auch andere Enzyme als die hier verwendete Tag-Polymerase

eingesetzt.

PCR mit Plasmid-DNA Unter Verwendung von Plasmid-DNA als Template zur
Erzeugung spezifischer Amplifikate wurden Ansdtze mit einem Gesamtvolumen

von 50 pL nach folgendem Schema zusammengestellt:

5uL  PCR-Puffer (5x)
1.6 uL  dNTPs (12.5 mM)
1uL Tag-Polymerase (1 U/pL)
1pL  sense-Oligonukleotid (25 pmol)
1 pL  antisense-Oligonukleotid (25 pmol)
1pL DNA-Template
ad 50 uL  ddH,0
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Schritt Temperatur  Zeit
1 Denaturierung 94 °C 30s
2 Hybridisierung 48-60 °C*  1-2 min
3 Elongation 72 °C 1-2 min
30 Zyklen (Schritt 1-3)
4 terminale Elongation 72°C 10 min

Tabelle 3.1: Standard-PCR-Programm (*Hybridisierungstemperatur der jeweiligen Oligonukleotide beachten)

Die Amplifizierung wurde mit dem in Tabelle 3.1 aufgelisteten Programm durchge-
fithrt. Nach Beendigung der PCR wurden die Ansétze einer gelelektrophoretischen
Analyse bzw. Praparation mit nachfolgender DNA-Isolierung nach 3.2.7 unterzo-

gen.

PCR zur Hybridisierung von DNA-Fragmenten

5uL  PCR-Puffer (5x)
1.6 uL  dNTPs (12.5 mM)
1uL Tag-Polymerase (1 U/puL)
1puL DNA-Template
ad 48 uyL. ddH,0O
Nach 7 Zyklen Zugabe von:

1ul
1 uL antisense-Oligonukleotid (25 pmol)

sense-Oligonukleotid (25 pmol)

Die Amplifizierung wurde mit dem in Tabelle 3.1 aufgelisteten Programm durchge-
tiithrt. Nach Beendigung der PCR wurden die Ansétze einer gelelektrophoretischen
Analyse bzw. Praparation mit nachfolgender DNA-Isolierung nach 3.2.7 unterzo-
gen.

3.2.4 Cycle-Sequenzierung

Das Prinzip der erstmals 1989 beschriebenen Cycle-Sequenzierung [134] kombiniert
die Didesoxy-Kettenabbruch-Sequenzierung nach Sanger [135] und die Thermal Cy-
cling-Methode, wie sie bei der PCR-Technik verwendet wird. Anwendung findet
das Cycle Sequencing, um bereits Sequenzinformationen aus einer im femtomolaren
Bereich liegenden DNA-Probe zu erhalten.
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Die Sequenzierung nach SANGER verwendet als spezifische Terminatoren der Ket-
tenverldngerung die Didesoxynukleosidtriphosphate (ddNTPs), Analoga der dN'T-
Ps. Sobald einer dieser Didesoxybausteine in das bestehende DNA-Fragment ein-
gebaut worden ist, kann die Kette nicht weiter verlangert werden, da Didesoxynu-
kleotidtriphosphaten die 3’-Hydroxylgruppe zur Ausbildung einer weiteren Phos-
phodiesterbriicke fehlt. Insgesamt erfolgen fiir jede Sequenz vier Oligonukleotid-
Extensionen, wobei jede ein spezifisches ddNTP-Analogon verwendet: ddATP, dd-
CTP, ddGTP und ddTTP. In jeder Reaktion wird eine Reihe an Produkten un-
terschiedlicher Lange erzeugt, die mit dem jeweiligen Nukleotid enden. Aus der
gelelektrophoretischen Auftrennung der Sequenzierungsprodukte und deren Ver-
gleich untereinander erhilt man schliellich die Informationen fiir die Sequenz des
untersuchten Templates. Am hdufigsten werden heutzutage fluoreszenzmarkierte
ddNTPs verwendet, die die Analyse der zu untersuchenden Proben vereinfachen.
Im Gegensatz zur traditionellen Sanger-Methode sind die Menge an Didesoxypro-
dukten und damit verbunden die Sensitivitdt der Sequenzierungsreaktion bei der

Cycle-Sequenzierung keine limitierenden Faktoren.

Sequenzierungen wurden in dieser Arbeit unter Verwendung des Big Dye Termi-
nator Cycle Sequencing Kit Version 1.1 (Applied Biosystems, Darmstadt) oder durch
Auftragserteilung extern bei den Firmen Seqlab — Sequence Laboratories Gottingen
GmbH (Gottingen) und GATC Biotech AG (Konstanz) durchgefiihrt.

Der Sequenzierungsansatz setzte sich folgendermaflen zusammen:

x pL Plasmid-DNA (125-250 ng)
2pL  Big Dye-Terminator Ready Reaction Mix ABI V1.1
(Polymerase, dNTPs, ddNTPs, Puffer)
2 uL  Puffer (2.5x)
1uL (vektor)spezifisches Oligonukleotid (5 pmol)
ad 20 pL  ddH,O

Tabelle 3.2 zeigt das verwendete Sequenzierungsprogramm.

Der Sequenzieransatz wurde durch eine Alkoholprazipitation (s. 3.2.8) gefallt und
die DNA mindestens 1 h bei RT getrocknet. Die weitere Prozessierung der Sequen-
zierungsprodukte sowie die gelelektrophoretische fluoreszenzunterstiitzte Analy-
se erfolgte im Institut fiir Pathologie des Universitatsklinikums Eppendorf (UKE,
Hamburg) unter Verwendung des 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Darm-
stadt). Die Software Sequencing Analysis 5.1.1 (Applied Biosystems, Darmstadt) dien-
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Schritt Temperatur ~ Zeit
1 Denaturierung 96 °C 30s
2 Hybridisierung 48-60 °C* 15s
3 Elongation 60 °C 4 min

30 Zyklen (Schritt 1-3)

Tabelle 3.2: Temperaturprogramm fiir die Cycle-Sequenzierung (*Hybridisierungstemperatur der jeweiligen Oligonu-
kleotide beachten)

te zur Digitalisierung und Auswertung der Sequenzierungsdaten.

3.2.5 Isolierung von genomischer DNA aus Pflanzen

Die Isolierung der genomischen DNA aus der Sojabohne (Glycine max) erfolgte mit
Hilfe des pegGOLD Plant DNA Mini Kit (PEQLAB GmbH, Erlangen). Die Durch-

fiihrung orientierte sich an den Angaben des Herstellerprotokolls.

Die in handelsiiblicher Pflanzenerde angezogenen Sojapflanzen wurden nach zehn
Tagen von Wurzeln und Erde befreit und fiir die Isolierung der gDNA verwendet.
In einem Morser wurden die Pflanzen (inklusive der Kotyledonen) in fliissigem
Sticktoff tiefgefroren und mit Hilfe von Seesand feinst zerrieben. Dabei musste
darauf geachtet werden, das die zerriebenen Pflanzenteile stets gefroren blieben
und eventuell fliissiger Stickstoff nachgefiillt wurde. Ca. 100 mg des Pflanzenmate-
rials wurde in ein steriles Reaktionsgefafs tiberfiihrt und nacheinander mit 400 nL
Lysis-Puffer PL1 und 15 pL RNase A (20 mg/mL) versetzt. Der Ansatz wurde 10 s
gevortext, bis eine homogene Losung entstanden war. Anschliefsend erfolgte die
Inkubation auf dem Wasserbad bei 65 °C fiir 30 min, wobei zwischendurch 4 mal
tiir 10 s gevortext wurde. Nach Zugabe von 100 pL Lysis-Puffer PL2 und Vortexen
fiir 5 s wurde der Ansatz 5 min auf Eis inkubiert und dann bei maximaler Ge-
schwindigkeit zentrifugiert. Der Microfilter wurde in ein 2 mL-Auffanggefafs ge-
setzt und das Zentrifugat darin iiberfiihrt. Es wurde fiir 1 min bei 10000 g zentri-
fugiert und der Durchfluss weiterverwendet. Zu diesem wurden 0.5 Volumenteile
DNA-Bindepuffer gegeben und durch Pipettieren sorgfaltig gemischt. Die Perfect-
Bind DNA Column wurde in ein 2 mL-Auffanggefafs gesteckt und der gesamte An-
satz in die Sdule pipettiert. Nach Zentrifugation (10000 g, 1 min) und Verwerfen
des Durchlaufs wurde die Sdule mit 650 pL des komplettierten DNA-Waschpuffers
durch Pipettieren und Zentrifugieren (10 000 g, 1 min) gewaschen. Der Waschschritt

wurde 1 mal wiederholt. Zum Trocknen wurde die Sdule in das geleerte Auffangge-
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fafs gesteckt und 2 min bei 10000 g zentrifugiert. Abschliefiend erfolgte die Elution
der DNA. Hierzu wurde die Sédule in ein steriles 1.5 mL-Reaktionsgefafs gesteckt
und 100 pL Elutionspuffer hinzugeben. Nach Inkubation fiir 2 min wurde zentri-
fugiert (6 000 g, 1 min). Der Elutionsschritt wurde mit 100 pL Elutionspuffer 1 mal
wiederholt. Die isolierte genomische DNA wurde direkt fiir die Amplifizierung
eingesetzt. Die Lagerung erfolgte bei -20 °C.

3.2.6 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung, Identifizierung und Reinigung von DNA-Fragmenten sowohl in
praparativer als auch analytischer Weise wurde die Agarose-Gelelektrophorese als
Standardmethode der Wahl eingesetzt. Mit Hilfe eines elektrischen Feldes gelingt
es, DNA in Abhéingigkeit der Molekiilgrofse zu trennen. Als Elektrophoresemedi-
um wurden je nach Bedarf 1 %ige (z. B. fiir Plasmid-DNA) bis 2 %ige (fiir Fragmen-
te <500 bp) Agarosegele angefertigt. Hierzu wurde die entsprechende Menge Aga-
rose mit 50 mL TAE-Puffer (0.5x) versetzt und durch Erhitzen im Mikrowellenofen
gelost. Die Losung wurde mit 50 pL des interkalierenden Fluoreszenzfarbstoffes
Ethidiumbromid (10 mg/mL) fiir die spétere Detektion der DNA-Fragmente auf ei-
nem UV-Transilluminator vermischt und in einen Gelelektrophoreseschlitten gege-
ben. Fiir die Ausbildung von Probentaschen geeigneter Grofse wurden Teflonkdm-
me (a 10 Zinken) eingesetzt und die Losung zum Aushérten bei RT stehen gelassen.
Das ausgehirtete Gel wurde in die Gelelektrophoresekammer {tiberfiihrt und voll-
standig mit TAE-Puffer tiberschichtet. Die jeweiligen DNA-Proben wurden mit ei-
nem Auftragspuffer versetzt und in die Geltaschen pipettiert. Nach Auftragen eines
geeigneten DNA-Grofienstandards wurde die Elektrophorese bei ca. 120-140 V bis
zu einer ausreichenden Trennung durchgefiihrt. Als DNA-Grofienstandards wur-
den A-DNA /Eco130I (Sty I) (421-7 743 bp), pUC19DNA/ Msp I (Hpa 1I) (67-501 bp)
und A-DNA /Eco471 (308-8 126 bp) verwendet.

3.2.7 Extraktion von DNA aus Agarosegelen

Die Extraktion wurde mit dem peqGOLD Gel Extraction Kit (PEQLAB GmbH, Exr-
langen) und nach einem den Empfehlungen des Herstellers angelehnten Protokoll
durchgefiihrt. Die Elution erfolgte mit 30-50 pL des mitgelieferten Elutionspuffers.
Extrahierte DNA wurde bei -20 °C gelagert.
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3.2.8 Alkoholprazipitation

Fiir die Beseitigung verbliebener Salze oder Proteine aus DNA-haltigen Losungen
wurde eine Alkoholprazipitation vorgenommen. Die DNA-haltige Losung wurde
zundchst auf 100 pL Gesamtvolumen mit ddH,O ergdnzt und mit 10 pL einer 3 M
Natriumacetatlosung (pH 5.2) versetzt. Nach Zugabe von 300 uL Ethanol (96 %
v/v) wurde das Losungsgemisch zentrifugiert (20800 g, 25 min, 4 °C). Die Losung
wurde vorsichtig entfernt und das verbliebene Pellet in 500 uL Ethanol (70 % v/v)
durch Invertieren gewaschen. Zuletzt wurde zentrifugiert (20800 g, 15 min, 4 °C)
und das Pellet bei RT und geoffnetem Gefafd solange getrocknet, bis keine Alko-
holriickstinde mehr sichtbar waren. Die gereinigte DNA wurde in 20 pL ddH,O
aufgenommen und bei -20 °C gelagert. Alternativ kann auch eine Fallung mit Iso-
propanol durchgefiihrt werden, wobei nur ein Volumendquivalent zu der DNA-
haltigen Losung pipettiert wird.

3.2.9 DNA-Spaltung mit Restriktionsendonukleasen

Eine Moglichkeit, kohdsive (sticky ends) bzw. stumpfe Enden (blunt ends) an ei-
nem DNA-Fragment zu erzeugen oder beispielsweise einen entsprechenden Vektor
tiir die Ligation zu linearisieren, bietet die Prozessierung von DNA mit Restrikti-
onsendonukleasen. Diese Enzyme werden drei Typen entsprechend kategorisiert.
Im Rahmen dieser Arbeit wurden Typ-II-Restriktionsendonukleasen verwendet,
die innerhalb einer fiir jedes Enzym spezifischen palindromischen Erkennungs-
sequenz schneiden. Die Restriktionsreaktionen wurden {iiblicherweise in Volumina
von 30 pL durchgefiihrt und den Empfehlungen des Herstellers angelehnt. Sofern
verfligbar wurden Restriktionsendonucleasen aus der Serie FastDigest der Firma

Fermentas GmbH, St. Leon-Rot genutzt.

Fiir die DNA-Spaltung wurden bis zu 1 pg Plasmid-DNA bzw. 0.2 ng des PCR-
Produktes mit 2 pL. 10x FastDigest Buffer oder FastDigest Green Buffer versetzt und
mit ddHO auf ein Gesamtvolumen von 20 pL bzw. 30 puL ergdnzt. Nach Zugabe
von 1 pL der Restriktionsendonuklease wurde die Probe sorgfiltig gemischt und
bei 37 °C 15 min inkubiert. Die enzymatische Aktivitdt wurde anschlieffend durch
die Zugabe von Agarosegel-Auftragspuffer (6x) inaktiviert. Alternativ wurde bei
Verwendung des FastDigest Green Buffer die Probe direkt in der gelelektrophoreti-

schen Analyse eingesetzt.
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Zusammensetzung/Bedingungen

x uL  DNA (Insert) } x und y so wihlen, dass Verhiltnis
y uL Vektor-DNA DNA /Vektor ~3-5:1 entspricht (w/w)
1uL  T4-DNA-Ligase
2uL T4-DNA-Ligasepuffer
ad 20 uL ddH;0
> 3 h bei RT inkubieren
(alternativ tiber Nacht bei 16 °C °C)

Tabelle 3.3: Zusammensetzung und Bedingungen fiir die Ligation von DNA-Fragmenten

3.2.10 Ligation von DNA-Fragmenten in Vektoren

Zur Verkniipfung von DNA-Fragmenten tiber deren kohisive bzw. stumpfe En-
den werden sogenannte Ligasen, Enzyme, die unter ATP-Umsatz und Kniipfung
einer neuen Phosphodiesterbindung 3’-OH-Enden mit 5’-Phosphatgruppen verbin-
den, verwendet. Als Ligase wurde die T4-DNA-Ligase des Bakteriophagen T4 ein-
gesetzt. Das zu insertierende DNA-Fragment und der Vektor wurden in einem
20 pL-Ligationsansatz in einem Verhaltnis von 3:1 bis 5:1 eingesetzt. Die Abschit-
zung des Verhiltnisses beider DNA-Fragmente erfolgte anhand eines Agarosegels
oder durch photometrische Messung bei 280 nm. Tab. 3.3 zeigt die Zusammenset-
zung des Ligationsansatzes.

3.2.11 Herstellung transformierbarer E. coli-Zellen

Chemisch transformierbare E. coli-Zellen Es wurden 200 mL SOB-Medium mit
Zellen des entsprechenden E. coli-Stammes inokuliert und bei 220 rpm und 18 °C
bis zu einer ODggg von 0.6 kultiviert. Die Zellen wurden fiir 10 min auf Eis ge-
stellt und in vier 50 mL-PP-Rohrchen tiberfiihrt. Nach einem Zentrifugationsschritt
(3220 g, 10 min, 4 °C) wurden die Uberstinde verworfen, die Zellpellets in je 2 mL
eiskaltem TB-Puffer resuspendiert und weitere 30 mL kalter TB-Puffer hinzuge-
geben. Die Zellen wurden fiir 10 min auf Eis gestellt und anschliefiend zentrifu-
giert (3220 g, 10 min, 4 °C). Die Pellets wurden in je 8 mL einer kalten Losung aus
560 uL DMSO und 7.44 mL TB-Puffer resuspendiert und 10 min auf Eis gelagert.
Abschlieffend wurde die Zellsuspension zu je 100 uL aliquotiert und zur soforti-
gen Transformation auf Eis gelagert. Zur Langzeitlagerung wurden die Zellen in

flisssigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert.
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Physikalisch transformierbare E. coli-Zellen Es wurden 200 mL 2YT- bzw. LB-
Medium mit Zellen des entsprechenden E. coli-Stammes inokuliert und bei 220 rpm
und 37 °C bis zu einer ODyggp von 0.8-1.0 kultiviert. Die Zellen wurden fiir 20 min
auf Eis gestellt und in vier 50 mL-PP-Rohrchen tiberfiihrt. Nach einem Zentrifu-
gationsschritt (1000 g, 15 min, 1 °C) wurden die Uberstiande verworfen und die
Zellsedimente in je 50 mL eiskaltem ddH,O aufgenommen. Die Zellsuspensionen
wurden unter den gleichen Bedingungen erneut zentrifugiert (1000 g, 15 min, 1 °C)
und die Ubersténde ebenfalls verworfen. Die Zellpellets wurden in je 10 mL ddH,O
resuspendiert, zu einem Gesamtvolumen von 40 mL vereint und anschliefSend er-
neut zentrifugiert (1000, ¢ 15 min, 1 °C). Der Uberstand wurde verworfen, das
Zellsediment in 10 mL eiskalter, steriler Glycerollosung (10 % v/v) aufgenommen
und zentrifugiert (1000 g, 15 min, 1 °C). AbschlieSend wurden die Zellen in 3 mL
eiskalter, steriler Glycerollosung (10 % v /v) resuspendiert und zu je 100 puL aliquo-
tiert. Bei sofortiger Transformation war eine Lagerung auf Eis ausreichend. Fiir die
Langzeitlagerung bei -80 °C wurden die Zellen zuvor schockgefroren.

3.2.12 Transformation chemisch vorbehandelter E. coli-Zellen

Hitzeschockmethode Die Hitzeschockmethode nach CHUNG [136] zur chemischen
Transformation von E. coli-Zellen geht auf Untersuchungen zuriick, in denen Bakte-
rien mit dem Bakteriophagen A transfiziert werden konnen, wenn sie mit eiskalter
Calciumchloridlosung versetzt und anschlieffend kurz erhitzt werden [137]. Die
E. coli-Zellen wurden, sofern bei -80 °C gelagert, auf Eis aufgetaut. 100 nL Zellen
wurden mit 10 pL des Ligationsansatzes vereinigt und 30 min auf Eis inkubiert.
Das Einschleusen der DNA wurde durch Erwdarmen des Ansatzes bei 42 °C fiir
90 s durchgefiihrt. Anschlieffend wurde der Transformationsansatz fiir etwa 2 min
auf Eis gelagert und dann mit 900 pL 2YT-Medium versetzt. Das Zell/Medium-
Gemisch wurde in ein Rundbodenréhrchen tiberfiihrt und 1 h bei 37 °C und 220 rpm
inkubiert. Abschlieflend wurde bei 4 °C und 750 g fiir 5 min zentrifugiert und der
Uberstand bis auf 100 puL abgenommen. Die Zellen wurden resuspendiert, auf TYE-
Mediumplatten mit den entsprechenden antibiotischen Zusitzen unter sterilen Be-
dingungen ausgestrichen und invertiert iiber Nacht bei 37 °C im Brutschrank in-
kubiert.

Elektroporation Eine Steigerung der Transformationseffizienz, insbesondere bei
der Verwendung grofierer Plasmide, kann mit der Methode der Elektroporation er-
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reicht werden [138]. Physikalisch transformierbare E. coli-Zellen wurden, sofern bei
-80 °C gelagert, auf Eis aufgetaut. 100 nL Zellen wurden mit 10 puL des salzfreien Li-
gationsansatzes versetzt und kurz auf Eis inkubiert. Der gesamte Ansatz wurde in
eine gekiihlte Elektroporationskiivette mit 1 mm Elektrodenabstand (VWR, Darm-
stadt) pipettiert. Die Kiivette wurde in den Elektroporator (Easyject+, Equibio) ein-
gesetzt und ein Spannungspuls von 2500 V fiir 5 ms (201 Q)) appliziert. Nach er-
folgter Elektroporation wurden 250 pL 2YT-Medium in die Kiivette pipettiert und
vorsichtig mit den Zellen vermischt. Die Zellsuspension wurde in ein Rundbo-
denrohrchen tiberfithrt und 1h bei 37 °C und 220 rpm kultiviert. Abschliefsend
wurden die Zellen unter sterilen Bedingungen auf TYE-Mediumplatten mit den
entsprechenden antibiotischen Zusétzen ausgestrichen und invertiert tiber Nacht
bei 37 °C im Brutschrank inkubiert.

3.2.13 Wachstum und Lagerung von Bakterienkolonien

Ubernachtkultur Fiir das Wachstum von Bakterienkolonien wurden 4 mL 2YT-
Medium oder LB-Medium, das entsprechende Zusitze geeigneter Antibiotika ent-
hielt, mit einem Bakterienklon der Transformationskultur inokuliert und tiber Nacht
bei 37 °C und 220 rpm kultiviert.

Langzeitlagerung Zur Langzeitlagerung von E. coli- Bakterien wurde 1 mL einer
Ubernachtkultur mit 300 uL Glycerol (87 %) in einem Kryoréhrchen vermischt, in
flisssigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert.

3.3 Proteinbiochemische Methoden

Die proteinbiochemischen Standardtechniken wurden nach etablierten Verfahren
durchgefiihrt [139].

3.3.1 Prazipitation avianer Inmunglobuline aus dem Eigelb
Aviane Immunglobuline des Isotyps Y besitzen ihrer Sekretion in das Eigelb wegen

den Vorteil, aus demselben mittels einfach durchfiihrbarer Prazipitation durch Aus-

salzungseffekte isoliert werden zu konnen. Die beiden am h&ufigsten verwendeten
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Standardmethoden der Antikérper-Isolierung durch Zugabe von Ammoniumsulfat
bzw. Polyethylenglycol sollen im Folgenden kurz erldutert werden.

Prazipitation von IgY durch Ammoniumsulfat

Fiir die Prézipitation von IgY wurde Eigelb mit ddH,O in einem Verhéltnis von 1:9
gemischt und tiber Nacht bei 4 °C rollend inkubiert. Nach Zentrifugation (4000 g,
4 °C, 30 min) und Filtration der wissrigen Phase wurde diese in einem Verhaltnis
von 6:4 mit einer gesattigten Ammoniumsulfatlosung versetzt und stehend bei 4 °C
tiber Nacht inkubiert. Die Losung wurde zentrifugiert (4000 g, 4 °C, 30 min) und
das Sediment in 2 mL PBS gelost. AbschliefSend wurde erneut zentrifugiert (4 000 g,
4 °C, 30 min) und die Losung in ein neues steriles Reaktionsgefaf3 tiberfiihrt. Die
Konzentrationsbestimmung erfolgte photometrisch. IgY-haltige Losungen wurden
bei 4 °C bzw. iiber einen langeren Zeitraum bei -20 °C gelagert.

Prazipitation von IgY durch Polyethylenglycol (PEG)

Die Immunglobulinprazipitation mit Hilfe der PEG-Methode nach Porson [121]
setzt sich aus zwei Hauptschritten zusammen: im ersten Schritt werden durch Zu-
gabe von Polyethylenglycol Lipide und Vitellin des Eigelbs separiert. Anschlie-
flend konnen dann die avianen Antikorper durch erhohte PEG-Konzentration ge-
tallt werden. In dieser Arbeit wurden IgY nach der auf PoLsoN beruhenden und
von PAULY et al. modifizierten und visualisierten Methode isoliert [125].

Zunichst wurde das Ei durch vorsichtiges Auftknacken der Schale gedffnet und das
Eigelb ohne Beschddigung des Eigelbsacks vom Eiweif befreit. Nachdem das Eigelb
griindlichst mit PBS gewaschen worden war, wurde es tiiber ein Filterpapier gerollt,
um letzte unerwiinschte Riickstinde des Eiweifles zu entfernen. Der Sack wurde
eingeschnitten und das Eigelb aufgefangen. Reste wurden durch Zusammenpres-
sen des Sacks zwischen dem Filterpapier ebenfalls gesammelt. Das Eigelb wurde
mit dem doppelten Volumen PBS versetzt, mit 3.5 % PEG 6000 (w/v, pulverisiert)
durch Vortexen vermischt und 10 min auf einem Rotator bei RT inkubiert. Diese
Prozedur soll die Suspension in zwei Phasen trennen, wobei die eine Phase unlos-
liche Eigelbbestandteile und Lipide enthélt und die andere die wassrige Phase mit
IgY und anderen loslichen Proteinen. Nach Uberfiihrung in geeignete Zentrifuga-
tionsrohrchen wurde 20 min bei 4 °C und 13000 g zentrifugiert und der Uberstand
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tiber einen Papierfilter filtriert. In einem neuen Reaktionsgefdfs wurde die Losung
mit 8.5% PEG 6000 (w/v, pulverisiert) durch Vortexen vermischt und 10 min auf
einem Rotator bei RT inkubiert. Durch Zentrifugation bei 4 °C und 13000 g fiir
20 min wurde ein Pellet erhalten, das anschliefSend in 1 mL PBS mit Hilfe eines
Glasstabes und vorsichtigen Vortexens geldst wurde. Das Volumen wurde mit PBS
auf insgesamt 10 mL ergénzt und die Losung mit 12 % PEG 6000 (w /v, pulverisiert)
vermischt. Nach Inkubation auf dem Rotator fiir 10 min bei RT wurde 20 min bei
4 °C und 13000 g zentrifugiert. Das erhaltene Sediment wurde zunéichst vorsich-
tig mit einem Glasstab und leichtem Vortexen in 800 nL PBS gelost und sodann
in eine Dialysierkassette (Slide-A-Lyzer) {iberfiihrt. Das Reaktionsgefafs wurde mit
400 puL PBS ausgespiilt und die Losung ebenfalls in die Dialysierkassette gegegben.
Das geloste Prazipitationsprodukt wurde iiber Nacht bei 4 °C gegen PBS dialysiert.
Am néchsten Tag wurde der Puffer durch frischen ersetzt und erneut fiir 3 h bei
RT dialysiert. Die isolierten avianen Antikorper standen dann fiir weitere Analysen
und Experimente zur Verfiigung. Die Lagerung erfolgte je nach Anforderung bei
4 °C bzw. bei -20 °C.

3.3.2 Affinitatschromatographische Verfahren
Amylose-Affinitatschromatographie

Die Reinigung von MBP-Fusionsproteinen erfolgte durch Verwendung von Amylo-
sematrix. Die Matrix wurde in einen Sdulenkorper tiberfiithrt und mit 10 Sdulenvo-
lumen Sdulenpuffer gewaschen und &dquilibriert. Nach Auftragen der zu reinigen-
den Proteinprobe wurde mit 10-15 Sdulenvolumen Sdulenpuffer zur Entfernung
unspezifisch an die Matrix gebundener Proteine gewaschen. Die Elution der Fu-
sionsproteine erfolgte durch 10 mM Maltose in Sdulenpuffer, wobei Fraktionen a
0.5-1 mL gesammelt wurden. Die Flussrate wurde durch den Gravitationsfluss be-
stimmt. Die Reinigung wurde durch gelelektrophoretische Analyse der Fraktionen
untersucht. Proteinhaltige Fraktionen wurden ggf. gegen PBS (pH 7.5) dialysiert
und vereinigt.
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3.3.3 Ni-IMAC

Proteine, die durch Klonierung und rekombinante Expression einen His-Tag aus
mindestens vier Histidinresten am N- bzw. C-Terminus besitzen, lassen sich durch
die Affinitdt zu zweiwertigen Metallionen, vornehmlich Nickelionen, isolieren und
reinige [140]. Zu diesem Zweck wird eine Matrix aus Nitriloessigsdure (NTA) ver-
wendet, auf der die Nickelionen immobilisiert vorliegen. Die Methode wird daher

auch als Immobilisierte-Metallionen-Affinitdtschromatographie bezeichnet.

Zur Reinigung der in dieser Arbeit verwendeten und mit einem His-Tag fusio-
nierten Proteine, wurde Ni-NTA-Agarose zundchst in PBS (pH 7.5, 500 mM NacCl)
dquilibriert. Die proteinhaltigen Losungen wurden auf einen pH von 8.0 eingestellt
und durch Gravitationsfluss mit der Saulenmatrix inkubiert. Fiir die Entfernung
unspezifisch gebundener Proteine wurde mit 10-15 Sdulenvolumen PBS (pH 7.5,
500 mM, optional bis zu 5 mM Imidazol) gewaschen. Die Elution erfolgte durch
100-300 mM Imidazol in PBS, wobei Fraktionen von 0.5-1 mL gesammelt wurden.
Die Analyse der Reinigung erfolgte gelelektrophoretisch. Proteinhaltige Fraktio-
nen wurden vereinigt und gegen PBS (pH 7.5) dialysiert. Die Proteinbestimmung
erfolgte photometrisch.

Immunoaffinitatschromatographie

Zur Anreicherung Bet v 1a-spezifischer IgY mittels Affinitaitschromatographie wur-
de zunidchst die Matrix mit Protein kovalent gekoppelt. Als Matrix wurde Affi-
Gel®15, ein auf Agarose basierendes und chemisch aktiviertes Material zur Immo-
bilisierung saurer Proteine verwendet. Die Kopplung des rekombinant hergestell-
ten Proteins Bet v 1a-MBP wurde in Anlehnung an die Angaben des Hersteller-
protokolls durchgefiihrt. Hierzu wurden ca. 500 uL der Matrix in einer 8 mg/mL
Losung aus PBS und Bet v 1a-MBP iiber Nacht bei 4 °C inkubiert. Anschliefsend
wurde die Suspension in einen Sdulenkdrper gegeben, die iiberschiissige Losung
als Durchlauf aufgefangen und die Matrix kurz mit PBS gewaschen. Nach Inkuba-
tion mit 1 M Ethanolamin zur Belegung freier Bindungsstellen wurde erneut mit
PBS gewaschen und die erfolgreiche Kopplung durch Detektion mit spezifischen
IgY kontrolliert.

Die Chromatographie wurde mit einer 100 pg/mL Bet v la-spezifische IgY enthal-
tenden Losung (10 mL) durchgefiihrt. Die IgY wurden zweimal tiber die Matrix ge-
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geben, wobei die Flussrate durch die Gravitation bestimmt wurde. Nach Waschen
mit PBS wurde die Matrix mit 4.5 M Magnesiumchloridlésung bei RT inkubiert und
anschliefiend eluiert. Die Proteinkonzentration wurde photometrisch bestimmt. Im
ELISA erfolgte der Nachweis spezifischer IgY.

3.3.4 SDS-PAGE

Die Analyse von Proteinen in Hinblick auf ihr Molekulargewicht kann durch Ein-
satz der denaturierenden Polyacrylamidgelelektrophorese vorgenommen werden.
Durch Behandlung der zu analysierenden Probe mit dem Detergens SDS erfahren
die Proteine eine nahezu vollstindige Entfaltung der Sekundéar- und Tertidrstruk-
tur. Zudem erhalten sie durch das anhaftende SDS eine negative Gesamtladung.
Die gelelektrophoretische Mobilitdt der denaturierten Proteine erfolgt somit unab-
hédngig von ihrer Ladung, so dass die Abschidtzung ihrer Molekulargewichte im

Vergleich zu einem Grofienstandard fiir die Proteingelelektrophorese erlaubt wird.

Hier wurde die nach LAEMMLI optimierte Methode der diskontinuierlichen SDS-
PAGE durchgefiihrt [141]. Durch diese Methode werden die Proteine in einem dem
eigentlich Trenngel vorgelagerten Gel fokussiert, wodurch sehr scharfe Banden er-
halten werden konnen. Das Giefien der Gele gelang durch Mischen der in den
Tabellen 3.4 und 3.5 genannten Zusammensetzungen und Verwendung eines Dual
Gel Caster oder Multiple Gel Caster SE215 sowie Kdmme zur Erzeugung der Proben-
taschen. Nach Polymerisation wurden die Kdmme entfernt und die Gele mit Was-
ser gewaschen. Die Auswahl eines Tris-Glycin- bzw. Tris-Tricin-Gels erfolgte auf
Grund der Grofie der zu analysierenden Proteine und der gewiinschten Auflosung.
Fiir die Durchfithrung wurden die Proteinlosungen mit Probenpuffer (3 x) versetzt
und bei 95 °C 5 min erhitzt. Anschliefend wurden die Proben in die Taschen der
Elektrophoresegele geladen. Die SDS-PAGE wurde iiblicherweise bei elektrischen

Spannungen zwischen 120-160 mV unter optionaler Wasserkiihlung durchgefiihrt.

Coomassie-Farbung

Die unspezifische Anfarbung der durch SDS-PAGE aufgetrennten Proteine erfolgte
durch Inkubation des Acrylamidgeles mit einer Losung aus dem blauen Farbstoff
Coomassie Brilliant Blau. Anschliefend wurde bis zur entsprechenden Bandenin-

tensitat mit der Entfarberlosung entfarbt.
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7.5 % Trenngel

3 % Sammelgel

7.5 mL Acrylamid (30 %)

7.5 mL Trenngelpuffer (4x)
15mL ddH,O
200 uL  APS

20puL TEMED

1.5 mL
3.75 mL
9.6 mL
150 uL
15 pL

Acrylamid (30 %)
Sammelgelpuffer (4 x)
ddH,O

APS

TEMED

Tabelle 3.4: Zusammensetzung der verwendeten 7.5 % Tris-Glycin- und 3 % Tris-Glycin-Sammelgele fiir die SDS-
PAGE. Ausreichend fiir je fiinf Gele, bei Verwendung des Multiple Gel Caster SE215.

10 % Trenngel

4% Sammelgel

10 mL
10 mL
6.2 mL
3.65 mL
200 puL
20 nL

Acrylamid (30 %)
Tris-Tricin-Gelpuffer (3 x)
ddH,O

Glycerin (87 %)

APS

TEMED

2mL
5mL
7.9 mL

150 uL
15 puL

Acrylamid (30 %)
Tris-Tricin-Gelpuffer (3x)
ddH,0

APS

TEMED

Tabelle 3.5: Zusammensetzung der verwendeten 10 % Tris-Tricin- und 4 % Tris-Tricin-Sammelgele fiir die SDS-
PAGE. Ausreichend fiir je finf Gele, bei Verwendung des Multiple Gel Caster SE215.

3.3.5 Western Blot

Der Transfer gelelektrophoretisch analysierter Proteine auf Membranen zur Durch-
fithrung immunologischer Untersuchungen kann mittels Western Blot vorgenom-

men werden.

In den hier vorgestellten Arbeiten erfolgte der Transfer der durch SDS-PAGE ge-
trennten Proteine auf Nitrocellulosemembran, die eine hohe Kapazitit zur Bindung
von Proteinen aufweist. Der Transfer wurde im Semi-Dry-Verfahren durchgefiihrt.
Hierzu wurden schichtartig Blotfilterpapier, Membran, Acrylamidgel der zu tran-
ferierenden Proteine und erneut Blotfilterpapier iibereinadergelegt. In einer ent-
sprechenden Blotapparatur erfolgte dann der Transfer bei konstantem Stromfluss

zwischen 80-160 mA, je nach Grofie der Membran, fiir 60-75 min. Die so erhaltene

Membran wurde dann fiir einen Immunblot eingesetzt.
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3.4 Immunologische Methoden

3.4.1 ELISA-Analyse

Zur Uberpriifung der Bindung von Antikérpern oder anderen Interaktionspart-
nern an ein bestimmtes Antigen bedient man sich der sogenannten ELISA-Analyse.
Hierzu wurden die Vertiefungen einer ELISA-Mikrotiterplatte (384 Vertiefungen)
mit je 30 pL einer Antigenlosung (iibliche Konzentrationen zwischen 50-100 pg/mL
wahlweise tagsiiber bei RT oder iiber Nacht bei 4 °C beschichtet. Die Platte wur-
de mit PBS-Losung (pH 7.5) gewaschen (2x je 100 pL) und alle Vertiefungen mit
serumhaltigem DMEM, BSA oder PVA 30 min blockiert (je 100 uL). Anschliefsend
wurde erneut mit PBS gewaschen (2% je 100 uL) und die Vertiefungen mit je 30 uL
der Antikorperlosung bei RT inkubiert. Inkubationszeiten wurden den Anforde-
rungen entsprechend angepasst und lagen im Bereich von 1-3 h. Nach der Inkuba-
tion wurde die Mikrotiterplatte mit PBS gewaschen (je 4 je 100 pL). Nachdem die
Vertiefungen mit je 30 pL einer Sekundarantikorperlosung geeigneter Verdiinnung
in PBS-Losung, die das Blockierungsreagenz enthielt, 1 h bei RT inkubiert worden
war, wurde erneut mit PBS gewaschen (je 4x je 100 uL). Die Detektion erfolgte
schliefSlich durch Zugabe von je 30 pL pro Vertiefung einer pNPP-haltigen Losung.
Die Farbentwicklung wurde durch photometrische Messung der Absorption bei

405 nm nach unterschiedlichen Zeitpunkten verfolgt.

3.4.2 Quantifizierende Sandwich-ELISA-Analyse

Die Quantifizierung von Antikdrper-haltigen Kulturiiberstinden oder Losungen
nach Reinigung und Isolierung erfolgte mit ELISA-Analysen im Sandwichformat.
Diese Form des Assays bindet durch zuvor immobilisierte und fiir den jeweili-
gen Isotyp spezifische Fangerantikorper die zu quantifizierenden Antikorper. In
einem zweiten Schritt werden die zu untersuchenden Immunglobuline mit einem
zweiten isotypspezifischen Antikorper detektiert. Durch Vergleich der Signalinten-
sititen mit einer parallel und in Analogie erstellten Kalibrierungskurve kann die
Korrelation mit entsprechenden Konzentrationswerten erfolgen. In dieser Arbeit
wurden zur Quantifizierung der Antikdrper Quantifizierungssets von Bethyl Labo-
ratories, Inc. (via Biomol GmbH, Hamburg) verwendet. Die in folgendem Durch-
fiihrungsprotokoll verwendeten Puffer und Losungen wurden geméfs den Herstel-
lerangaben eingesetzt bzw. hergestellt.

71



3 Methoden

In einem ersten Schritt wurden 30 pL der isotypspezifischen Fangerantikorper in ei-
ner carbonatgepufferten Losung in den Vertiefungen einer ELISA-Mikrotiterplatte
fiir 1 h bei RT immobilisiert. Nach Waschen mit der Waschlosung (4x je 100 uL)
wurden mit je 100 pL Blockierungslosung die freien Bindungsstellen der Mikroti-
terplatte belegt (1 h, RT). Das Blockierungsreagenz wurde entfernt und die Vertie-
fungen wurden mit Waschlosung gewaschen (4 x je 100 nL). Sodann wurde fiir die
Kalibrierungskurve eine Standardreihe mittels serieller Verdiinnung des Kalibra-
tors und analog unterschiedliche Verdiinnungen der zu quantifizierenden Probe
erstellt und jeweils 30 uL der Losungen in die Vertiefungen pipettiert. Nach Inku-
bation fiir 1 h bei RT wurde erneut mit Waschlosung gewaschen (4x je 100 pL).
Abschliefiend erfolgte die Inkubation mit je 30 pL einer geeigneten Verdiinnung
des Sekundarantikorpers fiir 1 h bei RT und darauffolgendes Waschen mit Wasch-
16sung (4x je 100 pL). Zur Detektion wurden je 30 pL einer ABTS/H;0O,-Losung in
die Vertiefungen pipettiert und der Verlauf der Signalintensitdten zu unterschied-
lichen Zeitpunkten durch photometrische Messung der Detektion bei 405 nm ver-
folgt.

Die Quantifizierung wurde als Doppelbestimmung ausgefiihrt und die Messer-
gebnisse mit Hilfe einer computergestiitzen nicht-linearen logistischen Regression
(4 Parameter, s. Gleichung (3.1)) ausgewertet. Durch Relation der Signalintensitiaten
der zu quantifizierenden Probe auf die Kalibrierkurve konnten die Konzentratio-

nen der unbekannten Probe bestimmt werden.

B—-C
A280 nm = A C (3.1)
11 (—)
o

B: untere Grenze, C: obere Grenze, cy: Wendepunkt, p: Ordnung

3.4.3 Immunblot

Mit Hilfe des Immunblots gelingt die immunologische Detektion der auf Nitrocel-
lulosemembran immobilisierten Proteine durch Verwendung spezifischer Antikor-
per und Sekundéarantikorper.

Die durch Western Blot erhaltene Membran mit immobilisierten und entsprechend
ihrer gelelektrophoretischen Mobilitidt getrennten Proteine wurde zunéchst zur Be-
legung freier Bindungsstellen mit 2% BSA in PBS bzw. 2% PVA in PBS bei RT
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fiir 45 min blockiert. Die Detektion der Proteine erfolgte durch Einsatz spezifischer
Antikorper in geeignerter Verdiinnung und Inkubation bei RT fiir 60 min. Ggf.
erfolgte die Inkubation mit einem spezifischen Sekunddrantikorper durch Inku-
bation bei RT fiir 60 min. Es wurden AP-konjugierte Antikdrper eingesetzt. Zwi-
schen den einzelnen Inkubationsschritten wurde mit PBS-Losung 3x gewaschen
und die Waschlosungen verworfen. Die Detektion durch Farbentwicklung wurde
durch Zugabe eines Gemisches aus 125 pL BCIP und 125 pL NBT (10x) in 12.5 mL
AP-Detektionspuffer erreicht. Die Farbentwicklung erfolgte unter Lichtausschluss
bis zu einer gewiinschten Bandenintensitdt. Abschlieffend wurde der entwickelte

Immunblot kurz mit Wasser gewaschen und an der Luft getrocknet.

3.4.4 Expression in Mammalia-Zellen

Die Expression rekombinanter eukaryotischer Proteine wird vornehmlich in Sau-
gerzellen durchgefiihrt, um eine Optimierung der posttranslationalen Modifikati-
on und Prozessierung zu erreichen. Neben COS- oder CHO-Zellen finden auch
humane Zellinien wie HEK 293-Zellen — humane embryonale Nierenzellen — An-
wendung bei der Mammalia-Zellexpression. Diese Zellen eignen sich sowohl fiir
die transiente als auch fiir die stabile Expression. Uberdies konnte die Konversi-
on von Antikorper-Fragmenten in vollstindige Immunglobuline beliebigen Isotyps

und deren Expression in Sdugerzellen gezeigt werden [142-145].

Vektorsystem

Zur rekombinanten Expression der chimidren homodimeren Fc-Konstrukte wurde
ein monocistronischer Expressionsvektor als System verwendet, um die Moglich-
keit einer Selektion stabiler Transfektanden unter Zeocin-Resistenz zu bieten. Die
stabile Expression in Sdugerzellen wurde unter Nutzung des Vektorsystems pc-
DNA3.1/Zeo(+) (Invitrogen GmbH, Karlsruhe) durchgefiihrt. Dieser enthilt die
Sequenzen fiir den CMV-Promoter, der die konstitutive Uberexpression vieler Ge-
ne im Mammaliasystem erlaubt [146-148], sowie die aus dem bovinen Wachstums-

faktor (BGH) stammenden Polyadenylierungssignale.
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Transfektion und transiente Expression von HEK 293-Zellen

Die Methode der Transfektion ermdglicht das Einschleusen fremder DNA und da-
mit die Expression von Proteinen in Sdaugerzellen. Der entsprechende Expressions-
vektor wurde hierzu mit dem Transfektionsreagenz PEI bzw. Nanofectin (PAA La-
boratories GmbH, Co6lbe) vorbehandelt, um anschliefSend in die Mammalia-Zellen

eingebracht zu werden.

Das hoch verzweigte durch sdurekatalysierte Aziridinpolymerisation synthetisierte
Polyethylenimin (PEI) besitzt unter den organischen Molekiilen das hochste Poten-
tial auf Grund seiner positiven Ladungsdichte. Jedes dritte Atom ist ein protonier-
bares Stickstoffatom einer Aminogruppe, woraus die sehr hohe Pufferkapazitit bei
fast jedem pH-Milieu resultiert. Durch die hohe positive Ladung des polymeren
Netzwerkes besitzt PEI die Fahigkeit, z. B. DNA seiner negativen Ladung wegen in

einer fiir das Einschleusen in Zellen optimalen Form zu komplexieren [149, 150].

Eine Optimierung hinsichtlich einer effizienten Transfektion ist die Entwicklung
des Reagenzes Nanofectin, das auf Zweikomponentenbasis einerseits ein DNA-bin-
dendes positiv geladenes Polymer und andererseits ein zur Einbettung des DNA-
Polymerkomplexes dienendes Nanopartikel besitzt. Erst der Komplex aus DNA,
Nanopartikel und Polymer garantiert eine optimale Form und Grofe fiir die be-
vorzugte Aufnahme durch Zellen. Innerhalb der Zellen ist der DNA-Nanopartikel-
komplex durch DNA-Abbau geschiitzt.

Fiir die Transfektion wurden 2-3 pg der DNA wurden in 100 puL einer 150 mM Na-
triumchloridlésung aufgenommen und mit einer Losung aus 100 pL einer 150 mM
Natriumchloridlosung und PEI (2 pl/pg DNA) versetzt. Das Durchmischen mit
Hilfe eines Vortex-Schiittlers fiir 10 Sekunden garantierte hierbei eine gleichmafsi-
ge Verteilung und Micellenbildung. Nach einer Inkubationszeit von 30 min bei RT
wurden die zu transfizierenden HEK 293-Zellen vorsichtig mit dem DNA-Gemisch
vereinigt. Die Zellen wurden dafiir zuvor auf einer Gewebekulturplatte ausgesit,
bis zu einer Konfluenz von 70 % bis 90 % kultiviert und mit neuem serumhalti-
gen DMEM versorgt. Die Kultivierung der Zellen erfolgte bei 37 °C fiir drei Tage.
Abschliefifend wurden die Zellen trypsiniert und in eine Gewebekulturflasche tiber-
fiihrt.

Die Transfektion unter Verwendung von Nanofectin wurde in Analogie und in

Anlehnung an das Herstellerprotokoll durchgefiihrt.
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Generierung kontinuierlich exprimierender Zellinien

Die Generierung stabil exprimierender Zellen erlaubt eine Steigerung der Expressi-
onseffizienz. Durch die Zugabe eines geeigneten Antibiotikums werden die in Kul-
tur gehaltenen und transient exprimierenden Zellen einem Selektionsdruck ausge-
setzt. Im hiesigen Fall wurde Zeocin als Antibiotikum in einer Konzentration von
100 pg/mL eingesetzt, dessen entsprechendes Resistenzgen durch den verwende-
ten Vektor pcDNA3.1/Zeo(+) kodiert wird. Nach wenigen Wochen wurde die Pra-
senz der Zielproteine im Uberstand verifiziert, um eine blofle Resistenz ohne die

korrelierende Expression auszuschliefien.

3.4.5 Kultur und Passage adharenter Zellen

Die embryonale Nierenzelllinie HEK 293 wurde in dem Kulturmedium DMEM mit
Glucose, 10 % (v/v) hitzeinaktiviertem fetalen Kilberserum, Penicillin (100 U/mL)
und Streptamycin (100 pg/mL) in wassergesittigter Atmosphére mit 5% CO; bei
37 °C kultiviert, wobei das Wachstum unter einem Lichtmikroskop (Leitz GmbH
& Co. KG, Oberkochen) kontrolliert wurde. Adhédrente und vom Medium befreite
Zellen wurden mit Trypsin-EDTA-Losung von der Oberflache der Gewebekultur-
flaschen gelost. Der Vorgang beruht auf der Wirkung des eingesetzten Trypsins,
welches die zur Bindung in der Kulturflasche nétigen Adhésionsproteine spaltet.
Das dem Enzym beigemengte EDTA schwicht zusétzlich die Bindung zur Oberfla-
che durch Komplexierung bivalenter Ionen wie Calcium und Magnesium. Da ED-
TA in hohen Konzentrationen zytotoxische Wirkung haben kann und da Trypsin
die Zellwand schiadigen kann, wurde nach Ablosen der Zellen vom Gefafsboden fri-
sches Kulturmedium zur Resuspension zugegeben. Das Ablosen der Zellen wurde
durch leichtes Klopfen unterstiitzt. Nach Uberfiihrung in ein steriles PP-Réhrchen
wurden die Zellen zentrifugiert (1000 g, 5 min, 25 °C), der Uberstand verworfen
und das Sediment in frischem FKS-haltigem (10 % v/v) DMEM resuspendiert. Ge-
ringe Mengen (0.5-1.0 mL) wurden in eine neue mit frischem Kulturmedium ge-
fillte Gewebekulturflasche gegeben.

Samtliche Arbeiten wurden an einer sterilen Laminarstromungsbank (Sicherheits-
werkbank Typ BSB 6A, Gelaire Flow Laboratories, Opera, Italien) durchgefiihrt.
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3.4.6 Kryokonservierung und Auftauen von Mammalia-Zellen

Stabilisierte Zellen wurden in eine 650 mL-Gewebekulturflasche {iberfiihrt und bis
zu einer Konfluenz von 90 % kultiviert. Durch Zugabe von 4 mL Trypsin-EDTA-
Losung wurden die Zellen vom Gefdfiboden abgelost und in 10 mL DMEM auf-
genommen. Nach Zentrifugation bei 700 g fiir 5 min bei 4 °C wurde das Zellsedi-
ment in 4 mL Einfriermedium resuspendiert. Aliquots von je 1 mL wurden dann
in Kryorohrchen sofort bei -20 °C eingefroren und am néichsten Tag bei -80 °C ge-
lagert. Die Langzeitlagerung der Zellen erfolgte in einem mit fliissigem Stickstoff
gefiillten Tank.

In einem Kryorohrchen eingefrorene Zellen konnen auf einem Wasserbad bei 37 °C
wiederaufgetaut werden. Auf diese Weise aufgetaute Zellen wurden in 10 mL Me-
dium (DMEM) aufgenommen, zentrifugiert (700 ¢, 5 min, 25 °C) und der Uber-
stand verworfen. Das Zellsediment wurde vor Uberfithrung in eine 250 mL-Gewe-
bekulturflasche in 12 mL Antibiotikum-haltigem DMEM resuspendiert.

3.4.7 Expression in prokaryotischen Systemen

Die prokaryotischen Expressionen der Allergene Bet v 1a-MBP, Gly m 4, Mal d 1-
MBP, des Maltose-bindenden Proteins und der Bet v 1a-Varianten Bet v 1a*-MBP
und Bet v 1a* E149G-MBP erfolgte in E. coli-Zellen.

Expression von MBP-Fusionsproteinen

Die Expression in dem Vektorsystem pMAL-c2X erlaubt die Produktion von Pro-
teinen, die N-terminal mit dem Maltose-bindenden Protein (MBP) fusioniert sind.
Die Verwendung MBP-fusionierter Proteine ermoglicht durch die Hohe Affinitit zu
Maltose analogen Strukturen die Reinigung und Isolierung selbiger mit Hilfe einer
Amylosematrix. Die Abspaltung des Affinitdtstags ist zudem tiiber eine zwischen
MBP und dem Zielprotein insertierte Faktor Xa-Schnittstelle moglich.

Als Organismus fiir die prokaryotische Expression wurden unterschiedliche E. coli-
Zellen verwendet. Die Produktion des Allergens Bet v 1a-MBP und seiner Varianten
Bet v 1a*-MBP und Bet v 1a*-E149G-MBP sowie von MBP wurde in dem Stamm
XL1-Blue durchgefiihrt. Das Allergen Mal d 1 wurde in DH5a-Zellen produziert.
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Zu diesem Zweck wurde das gewiinschte Kulturvolumen (200-500 mL) an 2YT-
Medium mit dem Antibiotikum Ampicillin (100 pg/mL) und 0.2 % Glucose versetzt
und mit der Vorkultur des entsprechenden Klones inokuliert, so dass die ODgg 0.1
betrug. Die Kultur wurde bei 37 °C und 220 rpm bis zu einer ODggg zwischen 0.6
und 0.8 inkubiert. Anschlieffend wurde durch Zugabe von IPTG (Endkonzentrati-
on 0.3 mM) die Expression induziert und die Kultur fiir weitere 2 h bei 37 °C und
220 rpm inkubiert. Die Kultur wurde dann zentrifugiert (3300 g, 4 °C, 30 min) und
der Uberstand verworfen. Die erhaltenen Zellsedimente wurden in PBS (pH 7.5) re-
suspendiert und bei -20 °C tiber Nacht eingefroren. Fiir die anschliefSende affinitat-
schromatographische Reinigung der Proteine wurden die Zellen wieder aufgetaut
und auf dem Eisbad sonifiziert (15 min, Pulsstdarke 3—4, Pulsdauer 40 %). Der Zell-
extrakt wurde zentrifugiert (20 000 g, 4 °C, 30 min) und der Uberstand durch einen
Filter (0.22 pm) steril filtriert. Die erhaltene Proteinlosung wurde ggf. verdiinnt und
tir die Affinitdtschromatographie eingesetzt.

Expression unfusionierter Proteine

Die Expression unfusionierter Proteine gelingt in dem Vektorsystem pET-22b(+).
Dieser besitzt N-terminal eine pelB-Signalsequenz und erlaubt die potentielle pe-
riplasmatische Lokalisation des entstehenden Proteins. Zur optimierten Unterdrii-
ckung der Basalexpression wird der Vektor durch die T7 RNA Polymerase tran-
skribiert, die durch den eingesetzten E. coli-Stamm exprimiert wird.

Fiir die Produktion des rekombinanten Allergens Gly m 4 sollte auf eine periplas-
matische Expression verzichtet und stattdessen die Signalsequenz durch die Se-
quenz fiir einen N-terminalen Histidin-Tag, dem V5-Epitop und einer TEV-Schnitt-
stelle ersetzt werden. Die Sequenz wurde sequentiell aufgebaut. Das resultierende
Vektorkonstrukt wurde in Anlehnung an das Original pETER-22b(+) genannt. An-
schlieffend wurde die Sequenz von Gly m 4 in diesen Vektor subkloniert und fiir

die Expression verwendet. Als E. coli-Zellen wurden ER2566 eingesetzt.

Zur Produktion des Allergens wurde das gewiinschte Kulturvolumen (200-500 mL)
an 2YT-Medium mit dem Antibiotikum Ampicillin (100 pg/mL) versetzt und mit
der Vorkultur des entsprechenden Klones inokuliert, so dass die ODg 0.1 betrug.
Die Kultur wurde bei 37 °C und 220 rpm bis zu einer ODggg zwischen 0.8 und 1.0
inkubiert. Anschlieflend wurde durch Zugabe von IPTG (Endkonzentration 1 mM)
die Expression induziert und die Kultur fiir weitere 3 h bei 37 °C und 220 rpm in-
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kubiert. Die Kultur wurde dann zentrifugiert (3300 g, 4 °C, 30 min) und der Uber-
stand verworfen. Die erhaltenen Zellsedimente wurden in PBS (pH 7.5) resuspen-
diert und bei -20 °C tiber Nacht eingefroren. Fiir die anschliefSende affinitdtschro-
matographische Reinigung des Proteins wurden die Zellen wieder aufgetaut und
auf dem Eisbad sonifiziert (15 min, Pulsstarke 3—4, Pulsdauer 40 %). Der Zellextrakt
wurde zentrifugiert (20000 g, 4 °C, 30 min) und der Uberstand durch einen Filter
(0.22 pm) steril filtriert. Die erhaltene Proteinlosung wurde ggf. verdiinnt und fiir
die Affinitdtschromatographie eingesetzt.

3.5 Biophysikalische Methoden

3.5.1 SPR-Spektroskopie
Prinzip der Methode

Die Oberflachenplasmonenresonanz-Spektroskopie (engl. surface plasmon resonance,
SPR) ist eine im Bereich der Biosensorik etablierte und weit verbreitete Methode,
um Interaktionen von Biomolekiilen in Echtzeit zu untersuchen. Dariiber hinaus
kann auf eine vorausgehende Markierung der zu untersuchenden Interaktionspart-
ner verzichtet werden. In der Durchfiihrung eines SPR-Experimentes wird der mit
einer sehr diinnen Goldoberflache ausgestattete Sensorchip mit dem als Ligand be-
zeichneten Biomolekiil kovalent gekoppelt. Innerhalb einer mit dem Sensorchip in
direktem Kontakt stehenden Flusszelle wird nun ein (potentieller) Interaktionspart-
ner (Analyt) tiber die Goldoberfldche geleitet. Durch Wechselwirkung des Analyten
mit dem Liganden kann es zu einer Bindung und damit zu einer direkten Massen-
zunahme auf der Metalloberfliche kommen. Das Prinzip der SPR-Spektroskopie
besteht nun darin, diese Massendnderung durch Ausnutzung des optischen Phéano-
mens der Oberfldchenplasmonenresonanz messbar zu machen. Als Messwert erhalt
man den SPR-Winkel, unter dem Oberflichenplasmonen angeregt werden konnen.
Die zeitliche Anderung des SPR-Winkels ist abhéngig von der Masseninderung auf
der Oberfliche des Metalls und ladsst somit Riickschliisse auf das Interaktionsver-
halten zwischen Ligand und Analyt zu. In der Praxis wird zweckméflig die Einheit
RU (response unit) gegen die Zeit in einem Sensorgramm aufgetragen; definitionsge-
méf entspricht die Anderung des SPR-Winkels bei einer Anderung der Masse von

einem Pikogramm bezogen auf einen Quadratmillimeter der Chipoberflache 1 RU.
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Mit Hilfe der erhaltenen Sensorgramme lassen sich dann beispielsweise kinetische
Daten als Charakteristik der Ligand-Analyt-Interaktion berechnen. Durch Zugrun-
delegen eines addquaten Bindungsmodells (1:1-Bindung (Langmuir), bivalent etc.
) und mathematische Anpassung von Regressionsfunktionen an den Verlauf der
Bindungskurven konnen die Geschwindigkeitskonstanten der Assoziation (k,;) und
der Dissoziation (k;) berechnet werden. Aus dem Verhéltnis beider Konstanten er-

gibt sich direkt die Dissoziationskonstante.

Samtliche Messungen erfolgten auf dem SPR-2 System der SierraSensors GmbH,
Hamburg unter Verwendung des Sensorchips SPR-2 Affinity Sensor Amine.

Vorbereitung des Sensorchips

Die Vorbereitung des Sensorchips fiir die Messungen erforderte die kovalente Im-
mobilisierung des Liganden an die Dextranoberfliche. Hierzu wurde das System
zundchst mit dem Laufpuffer (PBS pH 7.5, 0.01 % Tween, entgast) dquilibriert und
der Chip eingesetzt. Nach erneuter Aquilibrierung wurde die Chipoberfliche bei
einer Flussrate von 25 pnL/min durch Injektion von 200 pL einer Mischung aus ge-
lostem EDC und NHS aktiviert (8 min). Die rekombinant produzierten Proteine
Bet v 1a-MBP und MBP wurden auf 100 pg/mL in Natriumacetatpuffer (10 mM,
pH 4.5) verdiinnt und je 125 pL bei einer Flussrate von 25 pL/min iiber den ent-
sprechenden Kanal der Flusszelle geleitet. Dieser Vorgang wurde wiederholt, bis
die immobilisierte Proteinmenge je ca. 400 RU entsprach. Abschliefsend wurden
200 pL Ethanolamin (pH 8.5, 1 M) bei einer Flussrate von 25 pL/min zum Blockie-
ren freier Bindungsstellen injiziert. Der Sensorchip konnte nun fiir die folgenden
Messungen verwendet werden.

Durchfiihrung der SPR-Messungen

Vor den eigentlichen Messungen zur Bestimmung der kinetischen Parameter der
Antikorper-Antigen-Interaktion wurden die einzusetzenden Konzentrationsberei-
che und die Bedingungen fiir die effiziente Regeneration des Chips analysiert. Zu-
dem erfolgte eine Kontrolle durch blofie Injektion von Pufferlosung. Die zu un-
tersuchenden Antikorper wurden in einer seriellen Konzentrationsreihe in dem
Laufpuffer verdiinnt. Fiir die Aufnahme des Sensorgramms erfolgte dann eine In-

jektion von 75 pL (Assoziationsdauer: 3 min). Die Dissoziation wurde durch Spiilen
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des Systems mit dem Laufpuffer fiir 6 min erreicht. Regenerierungsschritte wurden
durch Injektion von 25-50 uL 4.5 M Magnesiumchlorid vorgenommen. Alle Schrit-
te der Messung wurden bei einer Flussrate von 25 pL/min durchgefiihrt.

Die Auswertung erfolgte unter Zuhilfenahme der Software TraceDrawer. Fiir die Re-
gressionsanalysen wurden die RUnax-Werte global ermittelt. Die SPR-spektrosko-
pische Analyse und Auswertung der Sensorgramme fiir das chimdre CHIR-ABI-
hulgECH2-4-Konstrukt wurden bei SierraSensors GmbH in Hamburg durchgefiihrt

und durch Herrn Dr. Klaus Wiehler unterstiitzt.
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Im Rahmen dieser Arbeit sollten zunéchst spezifische aviane Antikorper des Im-
munglobulintyps Y generiert und hinsichtlich ihres Potentials als Substitut fiir stan-
dardmafiig in diagnostischen Assaysystemen verwendete humane Seren untersucht
werden. Auf Grundlage der IgY-Technologie sollten dann verschiedene Ansétze zur
Etablierung neuer artifizieller Standardseren im Bereich der allergologisch- und

infektiologisch-diagnostischen Analyse konzipiert und evaluiert werden.

4.1 Generierung spezifischer, polyklonaler Antikorper

Im Kontext der sowohl allergologischen als auch autoimmunologischen Labordia-
gnostik sollten aviane Antikdrper des Isotyps Y mit Spezifitét fiir unterschiedliche
Zielantigene generiert und analysiert werden. Zu diesem Zweck wurde als klassi-
scher Vertreter einer Pollen-assoziierten Allergie die Hypersensitivitdt gegeniiber
Birkenpollen als Modell verwendet, wobei der Fokus hier auf das Birkenpollenma-
jorallergen Bet v 1la gelegt wurde. Des Weiteren wurden im Bereich der autoim-
munologischen Diagnostik spezifische, gegen einen Komplex aus Plattchenfaktor 4
und Dextransulfat gerichtete IgY im Zusammenhang mit der heparininduzierten
Thrombozytopenie Typ II (HIT II) untersucht.

4.1.1 Immunisierung von Hihnern

Die Immunisierungen von Hithnern mit dem Birkenpollenallergen Bet v 1a wur-
den extern bei den Anbietern Eurogentec Deutschland GmbH, Koéln und BioGenes
GmbH, Berlin durchgefiihrt. Die PF4/DS-10-spezifischen IgY wurden freundlicher-
weise von der Milenia Biotec GmbH, Giefien zur Verfiigung gestellt. Die Immuni-
sierungen erfolgten standardisiert und nach Stand der Technik.
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Abbildung 4.1: Analytische SDS-PAGE aus dem Eigelb isolierter avianer Antikdrper und nachfolgender (A)
Coomassie-Farbung bzw. Detektion im (B) Immunblot. Die immunologische Detektion erfolgte mit dem polyklona-
len, AP-konjugierten anti-IgY. Als Standard wurden die Proteinmarker (A) PageRuler™ Unstained Protein Ladder und
(B) PageRuler™ Prestained Protein Ladder verwendet.

4.1.2 Isolierung und Reinigung der polyklonalen avianen Antikorper

Die Isolierung der polyklonalen, avianen Antikdrper erfolgte aus dem Eigelb der
wihrend der Immunisierung gesammelten Eier. Das Eigelb wurde hierzu mit dem
Eigelbsack von dem umgebenden Eiweifs getrennt und vorsichtig, jedoch griindlich
mit PBS gewaschen. Anschliefiend wurden die Antikorper durch Proteinprazipita-
tion aus ammoniumsulfathaltiger Losung isoliert (s. 3.3.1). Die isolierten IgY wur-
den in entsprechenden Pufferlosungen gelost und fiir weitere Analysen eingesetzt.
Konzentrationsbestimmungen erfolgten photometrisch bei einer Wellenldnge von
280 nm. Die SDS-PAGE-Analyse nach Coomassie-Farbung bzw. Detektion der IgY
im Immunblot ist in Abbildung 4.1 dargestellt und zeigte ein apparentes Laufver-
halten bei ca. 200 kDa.

4.2 Produktion rekombinanter Allergene

Zur Untersuchung der Bet v la-spezifischen Antikorper sollten neben Bet v 1a
auch zwei weitere Mitglieder der PR-10-Proteine rekombinant produziert werden.
Dariiber hinaus wurden auch zwei verkiirzte Bet v la-Varianten exprimiert. Fiir
die Untersuchung der PF4/DS-10-spezifischen Antikdrper wurde ein Komplex aus
rekombinantem Plattchenfaktor 4 und einem niedermolekularen (10 kDa) Dextran-

sulfat von Milenia Biotec GmbH (Gieflen) zur Verfiigung gestellt.
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Abbildung 4.2: Analytische SDS-PAGE der Allergene Bet v 1a, Gly m 4 und Mal d 1 mit nachfolgender Coomassie-
Fiarbung nach erfolgreicher prokaryotischer Expression und Reinigung. Die in E. coli produzierten und mittels
Amylose und Ni-IMAC isolierten Proteine wurden in reduzierendem Probenpuffer in einem 10 %igen Acrylamid-Gel
in Tris-Tricin-haltigem Puffer gelelektrophoretisch getrennt. AnschlieSend erfolgte eine Coomassie-Farbung; *= auf
der Primédrsequenz von Bet v 1a basierende und um die ersten 124 Aminosduren verkiirzte Variante.

4.2.1 Rekombinante Produktion und Reinigung von Bet v 1a-MBP

Das Birkenpollenmajorallergen sollte fiir die Analytik und Charakterisierung der
generierten Bet v la-spezifischen avianen Antikorper zur Verfligung gestellt wer-
den. Dartiiber hinaus sollte es fiir die Generierung einer Allergen-belegten Affi-
nitdtsmatrix Verwendung finden. Zu diesem Zweck wurde Bet v 1a als Fusions-
konstrukt mit dem Maltose bindenen Protein (MBP, maltose binding protein) in dem
PMAL-c2X-Expressionssystem exprimiert. Die Fusion mit dem MBP-Fragment er-
gab sich aus dem Loslichkeit vermittelnden Effekt dieses Proteins, da die Expres-
sion von Bet v 1a per se zu unloslichem Produkt fiihrt, welches nur durch dena-
turierende Verfahren gereinigt und isoliert werden kann. Die Reinigung des Fusi-
onsproduktes Bet v 1a-MBP erfolgte iiber eine Amylosematrix, die die Affinitét des
Maltose bindenden Proteins zu Amylose ausnutzt. Die Elution des Proteins von der
Matrix gelang mit einer maltosehaltigen Pufferlosung. Abschlieffende Dialyse ge-
gen einen geeigneten Puffer schloss die Reinigung ab. Abbildung 4.2 (A) zeigt die
gereinigten und vereingigten Elutionsfraktionen von Bet v 1a-MBP, welches nun

fiir die unterschiedlichen Anwendungen zur Verfiigung stand.
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4.2.2 Rekombinante Produktion und Reinigung des Maltose
bindenden Proteins (MBP)

Fusionskonstrukte zwischen dem gewiinschten Zielprotein und dem Maltose bin-
denden Protein besitzen zwar den Vorteil, 16sliche Fusionsproteine zu liefern und
dariiber hinaus die Isolierung dieser iiber eine Amylosematrix zu erlauben, bergen
jedoch eine zusétzliche Interaktionseinheit mit nicht zu unterschiatzender Immuno-
genitdt im Kontext immunologischer Methoden wie die Immunisierung oviparer
Tiere oder inhédrenter Kreuzreaktivitidt im Sinne der Allergie. In logischer Konse-
quenz ergibt sich hieraus die Anforderung eines Kontrollproteins, namlich dem
MBP selbst, um mogliche Reaktivitdten auf MBP-Fusionskonstrukte eindeutig auf
Epitope des Zielproteins zuriickfithren zu kénnen. In dieser Arbeit wurde daher
die Produktion des MBP durch Verwendung des im Original belassenen Vektors
pPMAL-c2X erzielt und die Reinigung analog zu der bereits in Abschnitt 4.2.1 ana-
logen Vorgehensweise tiber Amylose durchgefiihrt. Die tatsdchliche Sequenz, die
neben dem MBP aus methodischen Griinden auch noch die Faktor Xa-Schittstelle
sowie C-terminal ein Fragment des lacZ-Proteins enthilt, ist dem Anhang zu ent-
nehmen. Im weiteren Verlauf der Ergebnisdarstellung wird dieser Sachverhalt nicht
gesondert gekennzeichnet und die Bezeichnung MBP verwendet. Die Coomassie-
Farbung nach SDS-PAGE-analytischer Gelelektrophorese ist in Abbildung 4.2 (B)
gezeigt.

4.2.3 Rekombinante Produktion und Reinigung verkurzter
Bet v 1a-Sequenzen

Als verkiirzte Version des Birkenpollenallergens Bet v 1la wurde eine bereits im
Arbeitskreis vorhandene Variante, die nachfolgend mit Bet v 1a* bezeichnet wird,
eingesetzt. Die Primédrsequenz unterscheidet sich bei dieser Variante in der Weise,
dass die ersten 123 Aminosduren deletiert wurden. Die Erkennung der verkiirzten
Version durch einen monoklonalen und auf dem humanen Immunrepertoire eines
Allergikers basierenden Antikorpers konnte im hiesigen Arbeitskreis zuvor gezeigt
werden [151]. Mit Hilfe dieser Variante sollte die Reaktivitdt der hier Verwendung
findenden Bet v la-spezifischen IgY hinsichtlich der Erkennung humaner und da-

mit relevanter Epitope untersucht werden.
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Zur rekombinanten Produktion wurde die im Vektorsystem pMAL-c2X vorliegen-
de Sequenz von Bet v 1a im E. coli-System zur Expression gebracht. Das aus der pro-
karyotischen Kultur resultierende MBP-Fusionsprodukt wurde mittels einer Amy-
lose-Affinitdtschromatographie gereinigt und die Allergen enthaltenden Fraktionen
vereinigt. Dartiiber hinaus wurde in gleicher Weise die ebenfalls aus den Arbeiten
von HECKER etal. vorhandene Mutante Bet v 1a MBP*E149G prokaryotisch pro-
duziert und via Ni-IMAC gereinigt. Die Analyse mittels SDS-PAGE und anschlie-
lender Coomassie-Farbung ist in Abbildung 4.2 (s. S. 83) gezeigt. Beide Varian-
ten wurden fiir weitere Experimente zur Charakterisierung der IgY herangezogen

(s.u.).

Fiir die Charakterisierung der generierten Bet v la-spezifischen IgY in Hinblick
auf die Kreuzreaktivitit mit anderen Vertretern der PR-10-Familie bzw. Bet v 1-
Familie sollten weitere Allergene kloniert und rekombinant hergestellt werden.
Hierzu wurden aus dem allergologischen Kontext die Nahrungsmittelallergie auf
Apfel (Malus domesticus) mit dem Majorallergen Mal d 1 und auf Sojabohnen (Gly-
cine max) mit dem Majorallergen Gly m 4 gewihlt.

4.2.4 Rekombinante Produktion und Reinigung von Gly m 4

Der Ansatz fiir die Klonierung und Expression des Majorallergens und Bet v 1-
Familien-Mitglieds Gly m 4 sah zundchst die Aufzucht von Sojapflanzen und die
Isolierung der Gesamt-RNA bzw. der genomischen DNA vor. Zur Anzucht der
Pflanzen wurden Sojabohnen (Glycine max cv Aveline) ausgesdt und sieben Tage
kultiviert. Danach wurden alle Pflanzenteile (inklusive Kotyledonen) mit Ausnah-
me ihrer Wurzeln in fliissigem Stickstoff eingefroren und in einem Morser pulvrig-
fein zerrieben. Mit Hilfe der optimierten Guanidinisothiocyanat-/Phenol-Methode
durch Einsatz von peqGOLD TriFast"wurde zuerst die RNA von DNA und Pro-
teinen getrennt und sodann durch Prézipitation mit Isopropanol (vgl. 3.2.8) iso-
liert. Nach Losen in ddH,O und Zusatz des RNase-Inhibitors RiboLock™ wurde
die RNA fiir nachfolgende Reaktionen eingesetzt. Die Isolierung der DNA erfolgte
aus der anfallenden organischen Phase mittels Ethanolprazipitation. Die geféllte
DNA wurde in schwach NaOH-haltiger wéssriger Losung geldst und dann neu-
tralisiert. Da in unterschiedlichen Ansitzen eine erfolgreiche cDNA-Synthese und
anschlielende Amplifikation der Gly m 4-Sequenz nicht erfolgreich durchgefiihrt
werden konnte, wird nachstehend nur die Klonierung auf Basis der genomischen
DNA erléutert.
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Zundchst wurde die genomische DNA der Sojapflanze mit Hilfe des pegqGOLD Plant
DNA Mini Kit isoliert. In einer PCR wurde die Sequenz von Gly m 4 unter Einfiih-
rung der Restriktionsschnittstellen Nco I und Xho I mit entsprechenden Oligonu-
kleotiden (Nr. 05 und 06, s. Anhang) amplifiziert und gelelektrophoretisch gerei-
nigt. Die Sequenzierung zeigte, dass innerhalb der gewiinschten DNA-Sequenz ein
Intron vorhanden war. Dieses wurde durch zwei vorangestellte PCRs, die unter
Einsatz geeigneter Oligonukleotide (Nr. 0306, s. Anhang) iiberlappende Sequenz-
bereiche an den 5’- bzw. 3’-terminalen Enden erzeugten, und einer darauffolgenden
Hybridisierungs-PCR zur Kombination der beiden Exonfragmente entfernt. Sub-
klonierung in den Vektor PCR4Blunt-TOPO und Sequenzierung colonyPCR-positiv
getesteter Klone ergab die korrekte Exonsequenz fiir die Expression von Gly m 4.
Erneute Subklonierung in den modifizierten Expressionsvektor pET-22b(+) und
Transformation T7 RNA Polymerase positiver E. coli' erlaubte dann die Produktion
des Allergens Gly m 4. Der Vektor pET-22b(+) wurde zuvor derart umkloniert, dass
anstelle der pelB-Signalsequenz die Sequenz fiir einen His-Tag, das V5-Epitop und
die TEV-Schnittstelle insertiert wurde. Der Aufbau der Sequenz erfolgte sukzessi-
ve durch Amplifizierung mit den Oligonukleotiden Nr. 09-12 und anschliefsende
Ligation mit dem Vektor. Nach Expression erfolgte die Isolierung des Proteins aus
dem cytoplasmatischen Extrakt der E. coli-Kultur mittels Ni-IMAC. Abbildung 4.2
(B, s.S. 83) zeigt die Coomassie-Farbung nach analytischer SDS-PAGE.

4.2.5 Rekombinante Produktion und Reinigung von Mal d 1-MBP

Die Produktion des Majorallergens des Apfels Mal d 1 sollte als MBP-Fusionskon-
strukt erfolgen. Hierzu wurde ausgehend von der bereits im Arbeitskreis vorliegen-
den Mal d 1-Sequenz diese mit den Oligonukleotiden Nr. 07 und 08 (s. Anhang)
unter Einfithrung der Restriktionsschnittstellen BamH I und Sal I amplifiziert. Die
Subklonierung erfolgte in den Vektor pMAL-c2X, wodurch die Produktion eines N-
terminal mit MBP fusionierten Proteins ermdglicht werden sollte. Die Uberpriifung
der Insertion der korrekten Sequenz erfolgte mittels PCR und Sequenzierung. Das
Vektorkonstrukt wurde schliefSlich fiir die rekombinante prokaryotische Produkti-
on des Allergens Mal d 1 in E. coli eingesetzt. Das MBP-Fusionskonstrukt wurde
tiber eine Amylose-Affinitaitschromatographie gereinigt und fiir weitere Analysen
eingesetzt (s. Abb. 4.2 B, S. 83).

1ER2566 von NEB
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4.3 Charakterisierung der durch Immunisierung
generierten IgY

Die nach der Immunisierung mit Bet v 1a in Hithnern generierten und durch einfa-
che Prézipitation isolierten IgY sollten nun in ersten ELISA-Analysen beziiglich ih-
res Reaktivitatsspektrums untersucht werden. Mit den zuvor durchgefiihrten pro-
karyotischen Expressionen des Birkenpollenallergens Bet v 1a und seinen Homolo-
gen Gly m 4 und Mal d 1 standen die Interaktionspartner fiir diese Analysen zur
Verfiigung. Obwohl erst nach beendeter Immunisierungsprozedur und Sammlung
der Eier seitens des einen Dienstleisters eingerdumt wurde, dass das zur Immuni-
sierung eingesetzte Huhn nicht dem Mindestalter der fiir diese Zwecke vorgese-
henen Tiere entsprach und daher womoglich eine mangelhafte oder nicht nachzu-
weisende Bildung spezifischer IgY einherginge, wurden die IgY dennoch isoliert
und analysiert. Der besseren Unterscheidung halber werden die aus der nicht dem
Standardprotokoll konformen Immunisierung hervorgegangenen avianen Antikor-

per mit einem Doppelkreuz (}) gekennzeichnet.

4.3.1 Vergleich der Reaktivitaten pra- und postimmuner IgY

Die Abbildung 4.3 zeigt die untersuchten Reaktivitdten der generierten IgY gegen
Bet v 1a im Vergleich mit isolierten IgY aus Prdimmun-Eiern. Mit einer deutli-
chen Signifikanz zeigt sich die starke Reaktivitdt der avianen Immunglobuline ge-
geniiber immobilisiertem Allergen nach erfolgter Immunisierung. Praimmun-IgY
hingegen zeigen keine Reaktivitit gegen Bet v 1a. Zur Kontrolle wurde auch die
Reaktivitit auf dem Maltose-bindenden Protein getestet. Erwartungsgemaf konnte
hier sowohl fiir Prdiimmun- als auch Postimmun-IgY keine Reaktivitit festgestellt
werden. Diesen ELISA-Daten zufolge konnte die Inmunisierung von Hithnern mit
dem Birkenpollenallergen Bet v 1la als erfolgreich und in spezifischen, reaktiven
IgY resultierend erachtet werden. Ein analoger Vergleich der anderen Bet v la-
spezifischen IgY¥ konnte nicht erfolgen, da nur die gesammelten und nicht unter-
schiedlichen Zeitrdumen zugeordneten postimmunen Eier zur Verfiigung standen.
Ebenfalls in Abbildung 4.3 zu sehen, ist die Reaktivitit der IgY* gegentiber Bet v 1a
mit entsprechender Reaktivitdtskontrolle auf MBP. Naive IgY, die aus handelsiib-
lichen Eiern gereinigt wurden, dienten als weitere Nullkontrolle gegeniiber den

eingesetzten Proteinen. Zusammenfassend ldsst sich festhalten, dass die Immuni-
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Abbildung 4.3: ELISA-Analyse zur Bestimmung der Reaktivitdt der mittels Inmunisierung generierten IgY gegen
Bet v 1a. Die Vertiefungen einer ELISA-Platte wurden mit je 30 uL Bet v 1a-MBP bzw. MBP (100 ng/mL) belegt und
mit 1% PVA in PBS blockiert. Anschlieflend erfolgte die Inkubation mit je 30 uL der gegen Bet v la generierten IgY
im Vergleich zu IgY aus Prdimmun-Eiern. Als sekundérer Antikorper wurde der AP-konjugierte polyklonale anti-IgY
eingesetzt (1:2000 in 1% PVA/PBS). Die Detektion erfolgte durch Umsatz von pNPP und Messung der Absorption
bei 405 nm. Zur Kontrolle wurde 1% PVA in PBS verwendet.

sierungen der Hithner 029 und 030 erfolgreich durchgefiihrt werden konnten und
eine Reaktivitdt der generierten IgY einzig auf das Allergen per se und nicht auf
das als Fusionspartner eingesetzte MBP verzeichnet wurde. Wenn auch mit weitaus
geringerer Effizienz, lie sich auch im Falle der IgY?* eine positive Inmunisierung
beobachten.

In einer weiteren ELISA-Analyse wurden die erhaltenen IgY nun den einzelnen
Zeitrdumen der Eiersammlung entsprechend auf ihre Reaktivititen gegen Bet v 1a
hin untersucht (nicht IgY* wie bereits 0. a.). Dies sollte einen genaueren Einblick in
den Verlauf der Immunisierung und den damit korrelierenden Titern spezifischer
Antikorper geben. Die Ergebnisse dieser Analyse zeigt Abbildung 4.4. Die mit ei-
nem Asterisken gekennzeichneten postimmunen IgY wurden aus Eiern isoliert, de-
ren Sammlung die erste nach einem (erneuten) Immunisierungsschritt (Boost) war.
Zwischen zwei Boost-Intervallen konnte eine Abnahme der Bet v la-spezifischen
IgY mit der Zeit beobachtet werden. Nach erneutem Boost konnten die Titer spezifi-
scher Antikorper wieder angehoben werden, wobei der Effekt bei Huhn 029 starker
ausgepragt war. Alle im weiteren Verlauf durchgefiihrten Experimente wurden, so-
weit nicht anders vermerkt, mit postimmunen IgY der ersten Phase (postimmun1¥)

aus Eiern von Huhn 029 durchgefiihrt.
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Abbildung 4.4: ELISA-Analyse zur Bestimmung der Reaktivitit der mittels Inmunisierung generierten IgY gegen
Bet v 1a zu unterschiedlichen Zeitrdumen der Immunisierung. Die Vertiefungen einer ELISA-Platte wurden mit je
30 pL Bet v 1a-MBP (100 pg/mL) belegt und mit 1% PVA in PBS blockiert. Anschliefiend erfolgte die Inkubation mit
je 30 pL der gegen Bet v 1a generierten IgY (A Huhn 030, B Huhn 029), die aus Eiern unterschiedlicher Zeitraume der
Immunisierung isoliert wurden (der Asterisk markiert IgY, die auf einen Boost folgten). Als sekundarer Antikorper
wurde der AP-konjugierte anti-IgY eingesetzt (1:2000 in 1% PVA/PBS). Die Detektion erfolgte durch Umsatz von
pNPP und Messung der Absorption bei 405 nm. Zur Kontrolle wurde 1 % PVA in PBS verwendet.

4.3.2 Spezifitatsanalyse der polyklonalen IgY

Die zuvor im prokaryotischen System exprimierten und mittels Ni-IMAC gerei-
nigten Allergene sollten nun zur Reaktivitdtsanalyse mit den spezifischen IgY her-
angezogen werden, um Aussagen iiber deren Spezifitit machen zu konnen. Die
Allergene wurden hierzu fiir die Immobilisierung in einem ELISA eingesetzt und
anschlieflend mit den Bet v la-spezifischen IgY inkubiert. Nach Detektion der an
das immobilisierte Allergen gebundenen IgY mit einem Fcu-spezifischen Sekun-
darantikdrper wurden die in Abbildung 4.5 gezeigten ELISA-Daten erhalten. Ne-
ben der Erkennung des zur Immunisierung eingesetzten Bet v 1a wurden in ver-
gleichbarem Mafle auch die Bet v 1-homologen Allergene Mal d 1 und Gly m 4
erkannt. Dies verwundert nicht, da die Homologie dieser PR10-verwandten Pro-
teine mit dem Birkenpollenallergen bis zu 56 % betragt und angenommen werden
muss, dass unter den polyklonalen IgY einige Epitope oder zumindest Teilberei-
che der Epitope erkennen, die auf allen Homologen gleichermafien présent sind.
Dariiber hinaus binden die polyklonalen spezifischen IgY auch die verkiirzten Va-
rianten Bet v 1a*-MBP und Bet v 1a*-MBP E149G. Die im Festphasenassay festge-
stellten Reaktivitaten konnten auch im Immunblot beobachtet werden (s. Abb. 4.6).

Damit konnte gezeigt werden, dass die durch Immunisierung erhaltenen avianen
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Abbildung 4.5: ELISA-Analyse zur Untersuchung der Reaktivitit Bet v 1a-spezifischer IgY gegeniiber den Bet v 1a-
Homologen Mal d 1 und Gly m 4. Die Vertiefungen einer ELISA-Platte wurden mit je 30 pL der rekombiant produ-
zierten Allergene Bet v 1a-MBP, Mal d 1-MBP und Gly m 4 (A) sowie den verkiirzten Varianten Bet v 1a*-MBP und
Bet v 1a*-MBP E149G (B) und dem der Kontrolle dienenden MBP belegt und mit 1 % PVA in PBS blockiert. Anschlie-
Bend erfolgte die Inkubation mit den Bet v la-spezifischen IgY der Immunisierung. Als Sekundéarantikorper wurde
der polyklonale AP-konjugierte anti-IgY (1:2000 in 1% PVA/PBS) eingesetzt. Die Detektion erfolgte durch Umsatz
von pNPP und Messung der Absorption bei 405 nm. Zur Kontrolle wurde 1% PVA in PBS verwendet.

Antikorper auch klinisch relevante, weil humane Epitope erkennen.

4.3.3 Einfluss des Blockierungsreagenzes auf die Reaktivitat
spezifischer polyklonaler Antikorper

Als Blockierungsreagenz wurde in den gezeigten ELISA-Analysen das synthetische
Polymer Polyvinylalkohol als Alternative zu den koventionellen Reagenzien BSA
und Casein verwendet. Die Auswahl von PVA begriindete sich darin, dass bereits
in anderen Arbeiten [152, 153], die sich mit Assayexperimenten unter Verwendung
allergener Proteine beschéftigten, diesem Polymer der Vorzug gegeben wurde, um
mogliche Interferenzen und Hintergrundreaktivitdten auf das Blockierungsreagenz
zu minimieren oder auszuschlieflen. Dem Vergleich von PVA und BSA wurde in
dem in Abbildung 4.7 gezeigten ELISA-Experiment Rechnung getragen. Wie er-
wartet, konnte festgestellt werden, dass unabhédngig von der Belegung freier Bin-
dungsstellen mit PVA (Abb. 4.7 A) bzw. BSA (Abb. 4.7 B) vergleichbare Reaktivi-
taten der Bet v la-pezifischen IgY gegentiber ihrem Allergen resultierten. Wurde
das Experiment allerdings in Analogie mit den alternativen Bet v la-spezifischen
IgY*+ durchgefiihrt, so konnte {iberraschenderweise ein anderer Reaktivititsverlauf
beobachtet werden (siehe Abbildung 4.8). In diesem Falle konnte bereits bei ho-
hen Konzentrationen ein deutlicher Unterschied der Reaktivitdten gemessen wer-
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Abbildung 4.6: Immunologische Detektion von Bet v 1-Familieproteinen nach Western Blot durch Bet v la-
spezifische IgY. Zur Detektion der mittels Western Blot auf eine Nitrocellulosemembran transferierten Proteine
Bet v 1a-MBP, Mal d 1-MBP und Gly m 4 (A) sowie den verkiirzten Varianten Bet v 1a*-MBP und Bet v 1a*-MBP E149G
(B) und dem der Kontrolle dienenden MBP wurden die Bet v la-spezifischen IgY (2 ng/mL) eingesetzt. Als sekun-
darer Antikorper wurde der polyklonale AP-konjugierte anti-IgY (1:2000 in 1% PVA/PBS) eingesetzt. Die Entwick-
lung des Blots wurde durch Zugabe eines Gemisches aus BCIP und NBT initiiert und bei entsprechender Farbgebung
gestoppt. Als Standard wurde der Proteinmarker PageRuler™ Prestained Protein Ladder verwendet.

den: bei Verwendung des Blockierungsreagenzes PVA waren die Signale deutlich
schwécher als bei Verwendung des alternativen und klassischen Reagenzes BSA.

Da bereits bekannt war, dass die IgY* aus einer nicht dem Standardprotokoll ent-
sprechenden Immunisierung hervorgingen, wurde vermutet, dass sich die hervor-
gerufene Immunantwort und damit die Ausbildung neuer Antikorper gegen die
Zielstruktur hinsichtlich Titer, Spezifitat und Affinitit messbar unterscheiden miis-
se. Die Frage nach der Konzentration Bet v la-spezifischer IgY in Folge der Im-
munisierung konnte mit den dargestellten ELISA-Daten semiquantitativ beantwor-
tet werden. Aus den Abbildungen 4.7 und 4.8 ist im Vergleich ersichtlich, dass
bei Einsatz der IgY der ersten Immunisierung bereits Konzentrationen im Bereich
von 1.25-2.50 png/mL ausreichen, um eine spezifische Detektion des Allergens zu
erzielen; mit 5.00-10.0 pg/mL wird bereits ein Sattigungsniveau erreicht. Bei Ver-
wendung der IgY?* aus der zweiten Immunisierung miissen hingegen sehr hohe
Konzentrationen von 25.0-50.0 ng/mL verwendet werden, um Signale zu erhalten.
Des Weiteren wurden die Signalintensitdten in Abb. 4.7 nach einer kiirzeren Detek-
tionszeit beobachtet als diejenigen der in Abb. 4.8 dargestellten (Detektionszeiten
nicht gezeigt). Erwartungsgemdfs konnte im zweiten Fall die Annahme einer in
geringerem Titer spezifischer Antikorper resultierenden Immunisierung bestatigt

werden.

Fiir den Bereich der Allergologie und ihrer Diagnostik wurden fiir den klassischen
Vertreter IgE-induzierter Allergien die Hypersensitivitdt gegeniiber Birkenpollen
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Abbildung 4.7: ELISA-Analyse zur vergleichenden Bestimmung der Reaktivititen der mittels Inmunisierung ge-
nerierten IgY gegen Bet v 1a bei Blockierung mit unterschiedlichen Reagenzien. Die Vertiefungen einer ELISA-
Platte wurden mit je 30 uL Bet v 1a-MBP (100 png/mL) belegt und mit (A) 1% PVA in PBS bzw. (B) 2% BSA in
PBS blockiert. Anschlieffend erfolgte die Inkubation mit je 30 pL der gegen Bet v 1a generierten IgY in einer seriel-
len Verdiinnungsreihe (x-Achse: Konzentrationen in pg/mL). Als sekundarer Antikorper wurde der AP-konjugierte
polyklonale anti-IgY eingesetzt (1:2000 in (A) 1% PVA/PBS bzw. (B) 2% BSA/PBS). Die Detektion erfolgte durch
Umsatz von pNPP und Messung der Absorption bei 405 nm. Zur Kontrolle wurden 1% PVA bzw. 2% BSA in PBS

verwendet.
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Abbildung 4.8: ELISA-Analyse zur vergleichenden Bestimmung der Reaktivititen der mittels Inmunisierung ge-
nerierten IgY} gegen Bet v 1a bei Blockierung mit unterschiedlichen Reagenzien. Die Vertiefungen einer ELISA-
Platte wurden mit je 30 uL Bet v 1a-MBP (100 ng/mL) belegt und mit (A) 1% PVA in PBS bzw. (B) 2% BSA in
PBS blockiert. AnschlieSend erfolgte die Inkubation mit je 30 pL der gegen Bet v 1a generierten IgY in einer seriel-
len Verdiinnungsreihe (x-Achse: Konzentrationen in nug/mL). Als sekundarer Antikorper wurde der AP-konjugierte
polyklonale anti-IgY eingesetzt (1:2000 in (A) 1% PVA/PBS bzw. (B) 2% BSA/PBS). Die Detektion erfolgte durch
Umsatz von pNPP und Messung der Absorption bei 405 nm. Zur Kontrolle wurden 1% PVA bzw. 2% BSA in PBS
verwendet.
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gewdhlt und Immunglobuline des Typs Y gegen das Majorallergen Bet v 1a gene-
riert. In einem weiteren Projekt wurden fiir den Bereich der Autoimmunologie hin-
sichtlich der sekunddren Thrombozytopenie spezifische, gegen einen Komplex aus
dem Plédttchenfaktor 4 und einem oligomeren Dextransulfat gerichtete IgY-Antikor-

per analysiert.

In Analogie zur Charakterisierung der Bet v la-spezifischen IgY wurden in ersten
ELISA-Analysen durch serielle Verdiinnungsreihen die Reaktivititen und damit
die Titer der generierten IgY ermittelt. Erstaunlicherweise mussten die aus dem
Eigelb isolierten IgY in sehr hohen Konzentrationen (> 50 pg/mL) bei Verwen-
dung des Blockierungsreagenzes PVA eingesetzt werden, um nach einer iiblichen
Detektionszeit von 30 Minuten iiberhaupt Signale zu erzielen (s. Abb. 4.9 B). Wur-
de in einem parallel durchgefiihrten ELISA-Experiment jedoch das konventionelle
Blockierungsreagenz BSA verwendet, so konnten innerhalb desselben Detektions-
zeitraumes mit starken Signalen korrespondierende Reaktivititen der spezifischen
IgY gegen PF4/DS-10 beobachtet werden. Obgleich die einzusetzenden Konzentra-
tionen spezifischer IgY fiir das Erreichen deutlicher Signale bei > 10 pg/mL liegt,

kann die Immunisierung in Bezug auf Spezifitit als erfolgreich angesehen werden.

Hinsichtlich der Affinitdt spezifischer aus Immunisierungen hervorgehender avia-
ner Antikdrper wurde angenommen, dass sich das Ausmafs eben dieser Affini-
tat durch die Verwendung der Blockierungsreagenzien BSA und PVA in ELISA-
Analysen widerspiegelt (s. 0.). Ein deutlicher Unterschied im Reaktivitadtsprofil der
IgY konnte auch im Falle der PF4/DS-10-spezifischen Antikorper gegeniiber ihrer
Zielstruktur im ELISA-Experiment beobachtet werden. Das Ausmafi der Signalre-
duktion trat bei Verwendung von PVA signifikant in Erscheinung. Die Ergebnis-
se lielen vermuten, dass neben einem eher geringen Titer spezifischer IgY, die-
se auch eine sehr niedrige Affinitit aufweisen. Zur Quantifizierung der Affinita-
ten und zur Absicherung der in den ELISA-Analysen erhaltenen Ergebnissen soll-
ten zusatzlich oberflichenplasmonenresonanzspektroskopische Messungen heran-
gezogen werden. Zudem sollte untersucht werden, ob sich durch Immunaffinitéts-
chromatographie hochaffine spezifische Antikorper anreichern lassen.
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Abbildung 4.9: ELISA-Analyse zur vergleichenden Bestimmung der Reaktivititen der mittels Inmunisierung ge-
nerierten IgY gegen einen Komplex aus Plittchenfaktor 4 und einem oligomeren Dextransulfat (PF4/DS-10) bei
Blockierung mit unterschiedlichen Reagenzien. Die Vertiefungen einer ELISA-Platte wurden mit je 30 nL PF4/DS-
10 (100 pg/mL) belegt und mit (A) 1% PVA in PBS bzw. (B) 2% BSA in PBS blockiert. Anschliefend erfolgte die
Inkubation mit je 30 uL der gegen PF4/DS-10 generierten IgY in einer seriellen Verdiinnungsreihe (x-Achse: Konzen-
trationen in pg/mL). Als sekundérer Antikorper wurde der AP-konjugierte polyklonale anti-IgY eingesetzt (1:2000
in (A) 1% PVA/PBS bzw. (B) 2% BSA/PBS). Die Detektion erfolgte durch Umsatz von pNPP und Messung der
Absorption bei 405 nm. Zur Kontrolle wurden 1 % PVA bzw. 2% BSA in PBS verwendet.
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4.3.4 Analyse der Interaktion spezifischer polyklonaler IgY und
Bet v 1a-MBP

Die Analyse mit Hilfe der SPR-Spektroskopie sowie die Affinitdtschromatographie
basieren auf der Interaktion des Liganden (hier das Allergen) und dem Analyten
(hier die polyklonalen Antikérper). Obwohl beide Methoden ganz unterschiedliche
Zwecke verfolgen, ist die Kenntnis zur Unterdriickung dieser Interaktion entschei-
dend. Die SPR-Spektroskopie fordert die Regeneration des Sensorchips und da-
mit die Ablosung spezifischer IgY von dem Allergen. Ebenso sollen auch wahrend
des affinitdtschromatographischen Prozesses spezifische Antikoérper von der aller-
genbelegten Matrix eluiert werden. Da diese Dissoziation nicht trivial ist, mussten
zuvor die Bedingungen fiir eine nachhaltige Unterbindung der Protein-Antikorper-

Interaktion untersucht werden.

Die Aufhebung dieser Interaktion durch effiziente Reagenzien erscheint umso wich-
tiger, je grofier die Riickgewinnung spezifisch an das Matrixprotein gebundener IgY
bzw. die Effizienz der Chip-Regeneration ausfallen soll. Neben der Effizienz spielt
auch die modifizierende Eigenschaft des Reagenzes eine Rolle. An das immobili-
sierte Protein gebundene Immunglobuline sollen nicht nur durch Bindungsunter-
driickung freigesetzt werden konnen, sondern auch ihre Stabilitdt, Struktur und
Bindungseigenschaften bewahren. Da die Elution des Adsorbenten durch kompeti-
tive Verdrangung die Funktionalitdt der IgY hinsichtlich ihrer Bindungseigenschaft
gegeniiber Bet v 1a nachteilig modifizieren wiirde, wurde die Elution mit Hilfe ei-
ner Konformationsanderung durch Anderung des pH-Wertes in Betracht gezogen.

In ersten ELISA-Analysen wurden zu diesem Zweck zundchst die Stabilitdten des
Antigens (Bet v 1a) und der Antikorper (IgY) untersucht. Die Ergebnisse des ELI-
SA in Abbildung 4.10 (A) zeigen, dass immobilisiertes Allergen, welches zuvor
mit Pufferlésungen in einem pH-Bereich von 2.5 bis 10 behandelt wurde, nur sehr
geringe, wenn nicht keine Unterschiede in der Erkennung durch spezifische IgY

aufwies.

In einem zweiten ELISA wurde dann die Stabilitidt der Bet v la-spezifischen IgY
selbst in den oben angewandten pH-Stufen untersucht. Auch hier zeigte sich, dass
bis zu einem pH-Wert von 10 die Funktionalitdt, d. h. die spezifische Erkennung des
Allergens, in vollem Mafse intakt blieb bzw. wiedererlangt werden konnte (s. Abb.
4.11). Allerdings fiihrte die Inkubation mit allergenspezifischen IgY, die zuvor bei

pH-Werten unter 3.5 behandelt wurden, zu einer deutlichen Abnahme des Signals
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Abbildung 4.10: ELISA-Analyse zur Untersuchung der pH-Stabilitit des Birkenpollenmajorallergens Bet v 1a als
MBP-Fusionskonstrukt. Die Vertiefungen einer ELISA-Platte wurden mit je 30 pL (100 ng/mL) Bet v 1a-MBP belegt,
mit 1% PVA in PBS blockiert und mit Pufferlosungen bei unterschiedlichen pH-Werten 30 min bei RT inkubiert.
Anschlieiend erfolgte die Inkubation mit je 30 uL polyklonaler Bet v la-spezifischer IgY (2 pg/mL). Als sekundarer
Antikorper wurde der AP-konjugierte polyklonale anti-IgY eingesetzt (1:2000 in 1 % PVA /PBS). Die Detektion erfolgte
durch Umsatz von pNPP und Messung der Absorption bei 405 nm. Zur Kontrolle wurde 1% PVA in PBS verwendet
(x-Achse: pH-Werte).
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Abbildung 4.11: ELISA-Analyse zur Untersuchung der pH-Stabilitit der polyklonalen Bet v 1la-spezifischen IgY.
Die Vertiefungen einer ELISA-Platte wurden mit je 30 pL (100 pg/mL) Bet v 1a-MBP belegt und mit 1% PVA in PBS
blockiert. Anschlieffend erfolgte die Inkubation mit je 30 uL polyklonaler Bet v la-spezifischer IgY (2 pg/mL), die
zuvor 30 min bei RT und unterschiedlichen pH-Werten inkubiert und schlieflich neutralisiert wurden. Als sekundérer
Antikorper wurde der AP-konjugierte polyklonale anti-IgY eingesetzt (1:2000 in 1 % PVA /PBS). Die Detektion erfolgte
durch Umsatz von pNPP und Messung der Absorption bei 405 nm. Zur Kontrolle wurde 1% PVA in PBS verwendet
(x-Achse: pH-Werte).
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tiir die Allergen-Antikorper-Wechselwirkung. Die Auflosung der Interaktion zwi-
schen Allergen und Antikorper durch Konformationsanderung im sauren bis leicht

basischen Bereich wurde durch die durchgefiihrten Analysen ausgeschlossen.

Ob ferner eine Storung der Allergen-Antikorper-Interaktion mit Pufferlosungen im
hoher alkalischen Milieu erzielt werden kann, sollte in einem weiteren ELISA ge-
priift werden. Antigen, das zuvor mit basischen Puffern im Bereich von pH 10 bis
pH 12 inkubiert wurde, zeigte eine deutlich geminderte Erkennung durch spezifi-
sche IgY, die umso stirker ausgeprédgt war, desto hoher der pH-Wert der Pufferlo-
sung gewdhlt wurde (s. Abb. 4.12). Diesem Ergebnis zufolge wurde die Stabilitat
der avianen Immunglobuline im basischen Milieu nicht weiter untersucht, da min-
destens eine dhnliche pH-abhidngige Reaktivititsabnahme zu erwarten ware und
daher eine Interaktionsunterdriickung durch Verwendung stark basischer Puffer

nicht erreicht werden konnte.
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Abbildung 4.12: ELISA-Analyse zur Untersuchung der Stabilitit von Bet v 1a-MBP im basischen Milieu. Die Ver-
tiefungen einer ELISA-Platte wurden mit je 30 pL (100 pg/mL) Bet v 1a-MBP belegt und mit 1 % PVA in PBS blockiert.
Anschlieflend erfolgte die Inkubation mit je 30 pL polyklonaler Bet v la-spezifischer IgY (2 pg/mL). Als sekundérer
Antikorper wurde der AP-konjugierte polyklonale anti-IgY eingesetzt (1:2000 in 1 % PVA /PBS). Die Detektion erfolg-
te durch Umsatz von pNPP und Messung der Absorption bei 405 nm. Zur Kontrolle wurde 1% PVA in PBS verwendet
(x-Achse: pH-Werte).

Da auf Grund der vorliegenden Resultate eine erfolgreiche Ablosung spezifischer
IgY von dem allergenen Bindungspartner Bet v 1a durch pH-abhéngige Konforma-
tionsdnderung als nicht Erfolg versprechend ausgeschlossen werden musste, wur-
de die Wirkung chaotroper Reagenzien in Betracht gezogen. Chaotrope Reagenzi-
en vermogen ihrer Eigenschaft nach die Struktur des Wassers aufzubrechen und
dadurch die Stabilisierung hydrophober Wechselwirkungen herabzusetzen. Infol-
gedessen werden sekundédre und hohere Strukturen der Proteine ebenfalls desta-
bilisiert. Der Einsatz magnesiumchloridhaltiger Losungen unterschiedlicher Kon-
zentration wurde in ELISA-basierten Analysen zur Interaktion von IgY und All-

ergen ndher betrachtet. In einem ersten ELISA-Experiment (s. Abb. 4.13) konnte
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Abbildung 4.13: ELISA-Analyse zur Untersuchung des Effektes von Magnesiumchlorid auf die Antikorper-
Allergen-Interaktion. Die Vertiefungen einer ELISA-Platte wurden mit je 30 pL (100 ng/mL) Bet v 1a-MBP belegt
und mit 1% PVA in PBS blockiert. Anschlieflend erfolgte die Inkubation mit Bet v la-spezifischen IgY in Ab- oder
Anwesenheit von Magnesiumchlorid (4.5 M) bzw. nach Inkubation mit Magnesiumchlorid (4.5 M) und Dialyse gegen
PBS (dial.). Zusétzlich wurde immobilisiertes Allergen mit Magnesiumchlorid (4.5 M) behandelt und dann mit spe-
zifischen IgY inkubiert (ctrl). Als sekundéarer Antikorper wurde der AP-konjugierte polyklonale anti-IgY eingesetzt
(1:2000 in 1 % PVA/PBS). Die Detektion erfolgte durch Umsatz von pNPP und Messung der Absorption bei 405 nm.
Zur Kontrolle wurde 1% PVA in PBS verwendet.

gezeigt werden, dass Magnesiumchlorid in der eingesetzten Konzentration von
4.5 M die Bindung der Bet v la-spezifischen IgY an ihre Zielstruktur inhibiert.
Antikorper, die zuvor in magnesiumchloridhaltiger Losung (4.5 M) inkubiert und
anschlieffend gegen PBS dialysiert wurden, zeigten hierbei die gleiche Reaktivitét
wie die nicht behandelten Bet v la-spezifischen IgY. Durch diese Kontrolle konn-
te ein unerwiinschter negativer Effekt des eingesetzten Chaotrops ausgeschlossen
werden: eine irreversible Konformationsdnderung mit einhergehendem Allergen-
interaktionsverlust lag nicht vor. In zwei weiteren ELISA-Analysen wurde dartiiber
hinaus untersucht, ob bereits niedrigere Konzentrationen an Magnesiumchlorid die
Bindung zwischen Antikérper und Allergen unterbinden, und ob der Effekt auch
nach bereits erfolgtem Bindungsereignis in gleicher Weise auftritt. Zwar vermo-
gen bereits Magnesiumchloridkonzentrationen von 1 M die Antikorper-Antigen-
Wechselwirkung zu unterdriicken (Abb. 4.14 A), jedoch zeigt sich, dass nach einmal
erfolgter Bindung des Antikdrpers an sein Allergen eben diese Bindung erst mit
4.5 M Magnesiumchlorid effizient gelost werden kann (Abb. 4.14 B). Die erzielten
Resultate waren fiir die nachfolgenden Versuche der affinitdtschromatographischen
Anreicherung spezifischer IgY und der Bestimmung von Assoziations- und Dis-
soziationskonstanten unter Ausnutzung des Oberflichenplasmonresonanzeffektes

von grundlegender Bedeutung.
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Abbildung 4.14: ELISA-Analyse zur Untersuchung des Effektes von Magnesiumchlorid auf die Antikorper-
Allergen-Interaktion in Abhingigkeit der Konzentration und der Art der Anwendung. Die Vertiefungen einer
ELISA-Platte wurden mit je 30 uL (100 ng/mL) Bet v 1a-MBP belegt und mit 1 % PVA in PBS blockiert. Anschlieiend
erfolgte die Inkubation mit Bet v la-spezifischen IgY in Anwesenheit unterschiedlicher Konzentrationen an Magnesi-
umchlorid (vgl. x-Achse) wéahrend des Bindungsereignisses (A) bzw. wihrend der Waschprozedur nach Bindung (B).
Als sekunddrer Antikorper wurde der AP-konjugierte polyklonale anti-IgY eingesetzt (1:2000 in 1% PVA/PBS). Die
Detektion erfolgte durch Umsatz von pNPP und Messung der Absorption bei 405 nm. Zur Kontrolle wurde 1% PVA
in PBS verwendet.

4.3.5 Bestimmung der Affinitaten mittels SPR-Spektroskopie

Die Oberflachenplasmonenresonanz-Spektroskopie (engl. surface plasmon resonance,
SPR) ist eine im Bereich der Biosensorik etablierte und weit verbreitete Methode,
um Interaktionen von Biomolekiilen in Echtzeit zu untersuchen. Dariiber hinaus
kann auf eine vorausgehende Markierung der zu untersuchenden Interaktionspart-
ner verzichtet werden. In der Durchfiihrung eines SPR-Experimentes wird der mit
einer sehr diinnen Goldoberfldche ausgestattete Sensorchip mit dem als Ligand be-
zeichneten Biomolekiil kovalent gekoppelt. Innerhalb einer mit dem Sensorchip in
direktem Kontakt stehenden Flusszelle wird nun ein (potentieller) Interaktionspart-
ner (Analyt) iiber die Goldoberfldche geleitet. Durch Wechselwirkung des Analyten
mit dem Liganden kann es zu einer Bindung und damit zu einer direkten Massen-
zunahme auf der Metalloberfliche kommen. Das Prinzip der SPR-Spektroskopie
besteht nun darin, diese Massendnderung durch Ausnutzung des optischen Phéno-
mens der Oberflichenplasmonenresonanz messbar zu machen. Als Messwert erhilt
man den SPR-Winkel, unter dem Oberflichenplasmonen angeregt werden konnen.
Die zeitliche Anderung des SPR-Winkels ist abhéngig von der Massenénderung auf
der Oberfliche des Metalls und lasst somit Riickschliisse auf das Interaktionsver-
halten zwischen Ligand und Analyt zu. In der Praxis wird zweckméflig die Einheit
RU (response unit) gegen die Zeit in einem Sensorgramm aufgetragen; definitionsge-
méf entspricht die Anderung des SPR-Winkels bei einer Anderung der Masse von
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einem Pikogramm bezogen auf einen Quadratmillimeter der Chipoberflache 1 RU.
Mit Hilfe der erhaltenen Sensorgramme lassen sich dann beispielsweise kinetische
Daten als Charakteristik der Ligand-Analyt-Interaktion berechnen. Durch Zugrun-
delegen eines addquaten Bindungsmodells (1:1-Bindung (Langmuir), bivalent etc.)
und mathematischer Anpassung von Regressionsfunktionen an den Verlauf der
Bindungskurven konnen die Geschwindigkeitskonstanten der Assoziation (k;) und
der Dissoziation (k;) berechnet werden. Aus dem Verhéltnis beider Konstanten er-
gibt sich direkt die Dissoziationskonstante Kp nach Gleichung (4.3) fiir das in (4.1)
gezeigte Gleichgewicht. Im Falle eines bivalenten Bindungsverhaltens/-modells re-

sultieren zwei Dissoziationskonstanten Kp, und Kp, (vgl. GL (4.2)).

ka

AK + AG = AK-AG 4.1)
kg
ko, Ka

AK + AG —= AK-AG =22 AK-2 AG 4.2)
a, ka,
ka ku ku

Kn = K — 20 g 2o 4
p =3 Ko, ko’ D, ks, (4.3)

Ziel der Anwendung der SPR-Spektroskopie war in dieser Arbeit die Charakteri-
sierung der Bet v 1a-spezifischen avianen Antikorper in Hinblick auf Assoziations-
und Dissoziationsverhalten und Bestimmung der kinetischen Parameter sowie ei-

ner apparenten Dissoziationskonstante.

Fiir die Bestimmung der kinetischen Parameter aus der Untersuchung des Inter-
aktionsverhaltens Bet v 1a-spezifischer IgY und allergenem Bindungspartner wur-
de auf der mit Carboxymethyldextran belegten Goldoberfliche des Sensorchips
SPR-2 Affinity Sensor Amine nach Aktivierung mit einer Kombination aus dem Di-
imin EDC und dem Succiniminderivat NHS das rekombinant hergestellte Protein
Bet v 1a-MBP immobilisiert. Um nur diejenigen Interaktionen zu berticksichtigen,
die auf einer Bindung der polyklonalen avianen IgY mit dem allergenen Teil des
Fusionsproteins basieren, wurde auf einem Referenzfeld des verwendeten und mit
Bet v 1a-MBP belegten Biosensors zusédtzlich die rekombinante Form des Maltose
bindenden Proteins immobilisiert. Auf diese Weise kann durch Ansteuerung bei-
der Flusszellen mit dem zu untersuchenden Analyten zwischen den gewiinschten

Bindungen und den Hintergrundbindungen an MBP unterschieden und die Sen-
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Abbildung 4.15: SPR-spektroskopische Analyse der Bet v la-spezifischen avianen IgY. Die spezifischen IgY wur-
den in einer seriellen Konzentrationsreihe (s. Legende) in einem SPR-2-Gerdt gemessen (A). Als Flussrate wurden
25 pL/min gewdhlt, die Assoziationsdauer betrug 3 min und die Dissoziationszeit 6 min. Der Sensorchip wurde mit
dem rekombinant produzierten Bet v 1a-MBP belegt. Zur Referenzierung der Sensorgramme wurde parallel gegen
eine mit dem rekombinanten MBP belegten Flusszelle gemessen. Gezeigt sind die referenzierten Differenzspektren
beider Messzellen. In schwarz dargestellt, sind die mit Hilfe der Software TraceDrawer erhaltenen Regressionskurven
bei Zugrundelegen eines LANGMUIR schen Absorptionsverhaltens (1:1-Bindungsmodell). (B) Die daraus resultieren-
den Geschwindigkeitskonstanten k, und k; ergeben die apparente Dissoziationskonstante Kp. Der x2-Wert stellt ein
Mas fiir die Giite des Fittings dar.

sorgramme nach Abzug der Bindung an MBP korrigiert erhalten werden. In beiden
Féllen der Sensorchipbelegung konnten ca. 400 RU des jeweiligen Proteins immo-
bilisiert werden. Mit 61 kDa bzw. 43 kDa fiir Bet v 1a-MBP bzw. MBP lag dies in
der GroBenordnung von 7.9+1.5 fmol/mm? und damit im typischen Bereich der

Messanforderungen (Kommunikation mit SierraSensors, Greenville, RI, USA).

In einer ersten Untersuchung wurde das Bindungsverhalten der spezifischen avia-
nen Immunglobuline der Immunisierung mit ihrem Allergen Bet v 1a-MBP ana-
lysiert und die in Abschnitt 4.3.4 fiir das ELISA-System ermittelten Bedingungen
zur Interaktionsunterdriickung getestet. Die Beobachtungen in der SPR-Analyse
bestétigten, dass durch Waschen mit magnesiumchloridhaltiger Losung (4.5 M) die
vollstandige Regeneration des Sensorchips unter Erhalt der Funktionalitit erfolgte
und fiir weitere Messungen zur Verfligung stand. Im eigentlichen SPR-Experiment
wurden dann die Bet v la-spezifischen IgY beider Immunisierungen (auch IgY%)
in unterschiedlichen Konzentrationen mit Hilfe einer automatisierten Routine ana-
lysiert. Das fiir die Bet v la-spezifischen IgY erhaltene Sensorgramm sowie die
ermittelten kinetischen Parameter sind in Abbildung 4.15 (A) und (B) gezeigt.
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Zur Berechnung der kinetischen Parameter wurde mit Hilfe der Software Trace-
Drawer zundchst aus den Sensorgrammen der Mess- und der Referenzzelle das
Differenzspektrum generiert. Diese Vorgehensweise berticksichtigt eventuelle Un-
spezifitdten der polyklonalen IgY gegeniiber dem rekombinant produzierten MBP.
Mit dem resultierenden Spektrum wurde dann ein computergestiitzter Kurvenfit
vorgenommen, welcher in einem Iterationsprozess die Funktion zur genauesten Be-
schreibung des gemessenen Kurvenverlaufs ermittelt. Die Giite einer solch iterativ
angeniherten nicht-linearen Regression kann durch die statistische Grofe x? ange-
geben werden. Je kleiner der y?-Wert ist, desto genauer ist die Ubereinstimmung
des berechneten Funktionsverlaufs mit dem tatsdchlichen Verlauf der Messkurve.
Fiir das mit den polyklonalen Bet v la-spezifischen avianen IgY erhaltene Sensor-
gramm wurde fiir die Ermittlung der kinetischen Parameter das Absorptionsmo-
dell nach LANGMUIR zugrunde gelegt, welches fiir die Interaktion der Antikorper
mit dem immobilisierten Allergen ein 1:1-Bindungsmodell berticksichtigt. Obwohl
bei der Wechselwirkung eines Antikdrpers mit seinem Allergen dessen Bivalenz
betrachtet werden muss und demzufolge ein bivalentes Bindungsmodell eine bes-
sere Ndherung erzielen sollte, konnte mit anderen als dem hier verwendeten LANG-
MUIR’schen Absorptionsmodell keine Optimierung erhalten werden. Der fiir x? be-
stimmte Wert lag bei 2.59 und stellte eine sehr gute Naherung dar. Aus den abgelei-
teten Geschwindigkeitskonstanten k, und k; konnte dann die apparente Dissoziati-
onskonstante Kp mit 156 nM bestimmt werden. Im Gegensatz zur Messung mono-
klonaler Antikorper in oberflichenplasmonenresonanzspektroskpischen Analysen
stellen die Dissoziationskonstante wie auch die iibrigen kinetischen Parameter nur
einen apparenten mittleren Wert dar; d.h. , dass die Affinitdten der spezifischen
Antikorper um diesen apparenten Kp-Wert von 156 nM liegen. Insgesamt kdnnen
die mit Hilfe der SPR-Spektroskopie charakterisierten IgY als mittel- bis hochaffin
angesehen werden. Dieses Ergebnis steht auch im Einklang mit den Erkenntnissen
aus den ELISA-Analysen bei Verwendung unterschiedlicher Blockierungsreagen-
zien zur qualitativen Unterscheidung der Antikorperaffinititen. Zudem konnten
die erhaltenen kinetischen Parameter in einer zweiten SPR-Analyse reproduziert
werden (Daten nicht gezeigt).

Analog zu der vorangegangenen Vorgehensweise wurden auch die Bet v 1a-spezifi-
schen IgY* der zweiten Immunisierung SPR-spektroskopisch untersucht. Hierzu
wurden die Antikorper in einer seriellen Verdiinnungsreihe ebenfalls auf einem
Sensorchip mit immobilisiertem Bet v 1a-MBP und MBP als Referenz vermessen.

In diesem Fall konnten jedoch keine Sensorgramme erhalten werden, die eine qua-
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litative Aussage iiber die kinetischen Parameter der Geschwindigkeitskonstanten
sowie der Dissoziationskonstante erlaubten. Auch unter der Annahme eines gerin-
geren Titers mittel- bis hochaffiner IgY, die sich auf die zuvor erhaltenen ELISA-
Daten stiitzen, konnte bei Einsatz hoherer Konzentrationen (bis zu 10 pg/mL) kei-
ne im SPR-System auswertbaren Assoziations- und Dissoziationskurven erhalten
werden. Die Berechnung einer apparenten Affinitit blieb fiir die spezifischen IgY?
daher aus. Dies ldsst den Schluss zu, dass aus der zweiten Immunisierung weniger
affine IgY hervorgingen. Die Affinititen dieser Antikorper (IgY*) liegen demnach
unterhalb der mittels SPR-Spektroskopie bestimmbaren apparenten kinetischen Pa-

rameter.

4.3.6 Affinitatschromatographische Anreicherung
Bet v 1a-spezifischer IgY

Im weiteren Verlauf der Untersuchung der avianen Bet v la-spezifischen Antikor-
per sollten diese mit Hilfe einer Affinititschromatographie getrennt werden. Auf
diese Weise sollten die spezifischen und hochaffinen Immunglobuline von den {ib-
rigen nicht- bzw. unspezifischen Antikorpern separiert und hinsichtlich Reaktivitit
und Affinitdt gegeniiber Bet v 1a ndher analysiert werden. Zur Herstellung einer
geeigneten Affinitdtsmatrix wurde das Chromatographiematerial Affi-Gel® 152 ver-

wendet.

Dieses zeichnet sich durch eine terminale aminoreaktive Succinimidylgruppe aus
und ermoglicht die kovalente Kopplung und Immobilisierung von Proteinen und
Peptiden tiber deren e-Aminogruppen zuganglicher Lysinreste. Aufierdem besitzt
diese Affinititschromatographiematrix eine positive Ladung innerhalb eines fiinf-
zehn Atome umfassenden Distanzlinkers, die eine Kopplung acidischer Proteine
und Peptide unter physiologischen, d.h. nahezu neutralen Bedingungen erlaubt
(siehe Abbildung 4.16). Diese durch ein quartdres Ammoniumion des Linkers in-
hérente positive Ladung erfiillt hierbei gleich zwei Funktionen: zum einen besteht
zwischen Ammoniumion und dem seines isoelektrischen Punktes wegen negativ
geladenen Proteins eine Anziehung und damit eine Begiinstigung der Kopplung.
Zudem wird die durch teilweise Hydrolyse des Aktivesters auftretende negative
Ladung kompensiert, die andernfalls der Anziehung des zu koppelnden Proteins

an die Matrix entgegenwirken wiirde.

2 Affi-Gel® 15, BioRad GmbH
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Abbildung 4.16: Schematische Darstellung der Kopplung eines Proteins an die Matrix Affi-Gel® 15

Herstellung der Bet v 1a-spezifischen Matrix Fiir die Immobilisierung des zuvor
exprimierten und gereinigten Birkenpollenallergens Bet v 1a-MBP wurde dieses
gegen einen MOPS-haltigen Puffer (pH 7.5) dialysiert und mit dem Matrixmaterial
Affi-Gel® 15 inkubiert. Freie Bindungsstellen wurden anschlieffend mit Ethanola-
min blockiert. Der Erfolg der Kopplung von Bet v 1a-MBP an das Matrixmaterial
erfolgte durch immunologische Detektion. Hierzu wurden gleiche Volumina der
Matrix fiir eine Inkubation mit Bet v la-spezifischen IgY bzw. naiven IgY entnom-
men. Als sekunddre Antikorper wurden IgY-spezifische Immunglobuline verwen-
det. Wie in Abbildung 4.17 gezeigt, konnte das MBP-fusionierte Allergen Bet v 1a
auf dem Chromatographiematerial erfolgreich nachgewiesen werden und bestatig-
te damit die Kopplung zwischen Ligand und Trégermaterial. Nach Uberfiihren in
einen Sdulenkorper und Waschen mit PBS konnte das Material zur Anreicherung
hochaffiner und spezifischer IgY eingesetzt werden.

Durchfiihrung der Affinititschromatographie Die Generierung spezifischer An-
tikorper mit Hilfe der gezielten aktiven Immunisierung liefert stets polyklonale
Antikorper unterschiedlicher Spezifitit und Affinitat. Mit Hilfe der in Abschnitt
3.3.3 hergestellten Affinitdtsmatrix sollten die polyklonalen Bet v la-spezifischen
Antikorper hinsichtlich Spezifitit und Affinitit angereichert werden. Zu diesem
Zweck wurde eine verdiinnte Losung der Bet v 1a-spezifischen IgY in physiologi-
scher Salzlosung mit der Affinitdtsmatrix inkubiert. Nach Waschen zur Entfernung

unspezifischer Antikdrper und Kontaminanten wurden die spezifischen Interakti-
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Abbildung 4.17: Inmunologischer Nachweis von kovalent an die Matrix gekoppeltem Bet v 1a-MBP. Gleiche Volu-
mina der generierten Affinititsmatrix und der ungekoppelten Matrix (Kontrolle) wurden mit Bet v 1a-spezifischen IgY
inkubiert. Als sekundérer Antikérper wurde der AP-konjugierte, polyklonale IgY-spezifische Antikorper eingesetzt

(1:2000 in PBS). Die Detektion erfolgte durch Umsatz von pNPP und Messung der Absorption bei 405 nm. Angegeben
sind die relativen Absorptionen.

onspartner mit magnesiumchloridhaltiger Losung eluiert. Hierbei wurde die Ma-
trix zundchst mit Magnesiumchloridlosung inkubiert, um ausreichend Zeit zur Lo-
sung der Antikorper-Antigen-Interaktion zu gewéhrleisten. Abschlieflend erfolgte
die fraktionierte Elution der Antikorper. Nach Dialyse gegen PBS (pH 7.5) wurde
die Antikoérperkonzentration photometrisch bestimmt. Zur Uberpriifung der An-
reicherung spezifischer und affiner IgY wurde eine ELISA-Analyse durchgefiihrt.
Hierbei zeigte sich, dass keine Anreicherung stattgefunden hatte. Moglicherweise
sind die spezifischen IgY so affin, dass sie sich unter diesen Bedingungen nicht
quantitativ von der Affinitdtsmatrix losen lieflen. Die SPR-spektroskopische Analy-
se bestitigte dieses Ergebnis indirekt, da hierbei keine auswertbaren Sensorgramme
erhalten werden konnten.

4.4 Darstellung assaykompatibler
Immunglobulinkonjugate durch modifizierte
Antikorper

Fiir den Einsatz polyklonaler nicht-humaner Antikorper in der allergologischen,
infektiologischen und autoimmunologischen Diagnostik ist die Kompatibilitdt von
potentiellen Referenzmaterialien mit dem jeweiligen Assay von entscheidender Be-
deutung. In der humanmedizinischen Diagnostik sind die unterschiedlichen Klas-

sen humaner Antikorper und ihrer Subtypen von Interesse. So muss beispielswei-
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Abbildung 4.18: ELISA-Analyse zur Uberpriifung der Anreicherung Bet v 1a-spezifischer IgY mittels Affinitits-
chromatographie. Die Vertiefungen einer ELISA-Platte wurden mit je 30 uL Bet v 1a-MBP (100 png/mL) belegt und
mit 1% PVA in PBS blockiert. Anschlieend erfolgte die Inkubation mit je 30 uL der Bet v 1a-spezifischen IgY vor bzw.
nach Affinitdtchromatographie. Als sekundarer Antikérper wurde der AP-konjugierte polyklonale anti-IgY eingesetzt

(1:2000 in 1 % PVA/PBS). Die Detektion erfolgte durch Umsatz von pNPP und Messung der Absorption bei 405 nm.
Zur Kontrolle wurde 1% PVA in PBS verwendet. Aff.chr. = Affinitdtschromatographie.

se in einem allergologischen Assay mit dem Ziel der Bestimmung humaner IgE-
Antikorper ein Referenzmaterial selbst als humaner IgE detektiert werden kon-
nen. Potentielle Referenzmaterialien, die nicht auf humane Poolseren zuriickgrei-
fen, miissen daher an die entsprechende Spezifitit eines Assays adaptiert werden.
Im Folgenden werden die in dieser Arbeit evaluierten Konzepte zur Verkniipfung
der durch IgY reprasentierten Allergenspezifitit mit der durch den Assay vorgege-
benen Spezifitit betrachtet.

4.4.1 Kopplung zweier Antikorper Uber Iminbindungen durch
Umsatz mit Glutardialdehyd

Einer zu den klassischen Kopplungsmethoden gehorende und daher zunéchst fiir
das Vorhaben der Verkniipfung zweier Antikorper naheliegendste Ansatz bestand
in der kovalenten Kopplung via Iminbriicken durch die Umsetzung der zu ver-
kniipfenden Immunglobuline mit Hilfe des homobifunktionellen Reagenzes Glut-
ardialdehyd?®. Hierbei wird, wie in Abbildung 4.19 schematisch gezeigt, die Reak-
tivitat der terminalen Aldehydfunktionen gegeniiber nucleophilen, primdren Ami-
nogruppen, genauer der e-Aminogruppen zuginglicher Lysinreste des Proteins
ausgenutzt. Der Angriff des Nucleophils am Carbonylkohlenstoffatom fiihrt tiber

die Zwischenstufe des Halbaminals nach Abspaltung von Wasser zu dem stabile-

31,5-Pentandial (TUPAC)
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Abbildung 4.19: Vereinfachte, schematische Darstellung der Reaktion des homobifunktionellen Reagenzes Glut-
ardialdehyd mit den g-Aminoresten von Proteinen. Dem Verstindnis dienend ist hier nur der ideale Fall der kova-
lenten Verkniipfung zweier unterschiedlicher Proteine gezeigt. In der Realitdt sind jedoch auch die Verkniipfungen
gleicher Proteine bzw. Oligomerisierungsprodukte zu erwarten.

ren Imin®. Neben dem unter idealen Verhiltnissen gebildeten Produkt, dem Dimer
zweier unterschiedlicher Antikorper, kdnnen jedoch auch zahlreiche andersartig
zusammengesetzte und vernetzte Immunglobulin-Konjugate auftreten.

Bei der Durchfiihrung dieser Kopplungsmethode ist zu bedenken, dass fiir einen
erfolgreichen Ablauf der Reaktion und fiir das Ausmaf} derselben die Wahl des
pH-Wertes eine Rolle spielt. So diirfen die als Nucleophil fungierenden freien Ami-
nogruppen des Proteins (vornehmlich die e-Aminogruppen der Lysinreste) nicht
milieubedingt als Ammoniumionen vorliegen. Andererseits verlduft der nucleo-
phile Angriff und die Bildung des Imins sdurekatalysiert. Daraus folgt, dass ein zu
niedriger pH-Wert zwar die Aktivierung bzw. Polarisierung der Carbonylgruppe,
aber auch das Vorliegen des Proteins mit einer positiven Bruttoladung und daher
die Existenz von Ammoniumionen begiinstigt. Dem entgegen steht ein zu hoher
pH-Wert, bei dem die Aminogruppen nicht protoniert vorliegen, jedoch eine Akti-
vierung und damit Favorisierung des nucleophilen Angriffs eingeschréankt ist. Die
Wahl des pH-Wertes ist demnach mafigebend fiir den Ablauf der Reaktion. Aviane
Immunglobuline des Typs Y besitzen einen apparenten isoelektrischen Punkt (plI)
zwischen 5.7 bis 7.4 [154]. Aus der Natur polyklonaler Antikorper heraus kann also
kein exakter pH-Wert gefunden werden, bei dem alle individuellen Antikérper des
polyklonalen Gemisches die gleiche Gesamtladung und damit den gleichen Anteil
nicht protonierter Aminogruppen aufweisen. Fiir die Versuchsdurchfiithrung wur-
den daher zwei Puffer unterschiedlichen pH-Wertes ausgewihlt: 1. PBS bei pH 7.5
und 2. Natriumcitrat/Bicarbonat bei pH 10. Allgemein gilt, dass ein Protein bei
einem pH-Wert grofler als der pl negativ, bei einem pH-Wert kleiner als der pl
positiv geladen erscheint. Trifft der pH-Wert genau den isoelektrischen Punkt des
Proteins, so liegt dieses neutral vor. Mit dem neutralen Puffer PBS liegt der pH-
Wert knapp tiberhalb des maximal zu erwartenden pl-Wertes der IgY, so dass eher

44ltere Bezeichnung: ScHIFF sche Base
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Abbildung 4.20: Analytische SDS-PAGE der mit unterschiedlichen GDA-Konzentrationen umgesetzten IgY mit
nachfolgender Coomassie-Farbung. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Reaktionslosungen mit Proben-
puffer versetzt und in einem 7.5 % igen Acrylamid-Gel in Tris-Glycin-haltigem Puffer gelelektrophoretisch getrennt.
Anschlieflend erfolgte eine Coomassie-Farbung. Gezeigt sind die Produkte der Kopplung mit GDA bei pH 7.5 (A)
bzw. pH 10 (B). Als Standard wurde der Proteinmarker PageRuler™ Prestained Protein Ladder verwendet.

Antikorper mit einem niedrigen pl einen starkeren Anteil freier Amine aufweisen,
wihrend bei pH 10 auch die Aminogruppen der IgY mit einem pI um 7.4 nicht als
Ammoniumionen vorliegen sollten. In einem Basisexperiment zur kovalenten Ver-
kntipfung der Antikorper wurden aviane naive Antikorper mit unterschiedlichen
Konzentrationen wassriger Glutardialdehydlosungen sowohl in PBS als auch Natri-
umacetat/Bicarbonat zur Reaktion gebracht. Nach Ende der Inkubationszeit wurde
mit Tris-haltigem Puffer zum Abfangen unumgesetzten Glutardialdehyds versetzt
und der Erfolg der Verkniipfung mit einer SDS-PAGE analysiert. Abbildung 4.20
zeigt die Coomassie-Farbung nach denaturierender Gelelektrophorese.

Die Analyse zeigt, dass sowohl in neutralem Milieu als auch bei basischem pH-Wert
Verkniipfungsprodukte der Antikorper erzielt werden konnten. Erwartungsgemafs
war die Effizienz der Kopplung bei pH 10 hoher. Bereits bei einer Konzentration
von 0.5 mM Glutardialdehyd konnte die Bildung schwach oligomerisierter IgY in
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niedriger Konzentration fiir beide pH-Stufen beobachtet werden. Diese wurde in
Anwesenheit hoherer Glutardialdehydkonzentrationen zunéchst gesteigert, wobei
ab einer Konzentration von ca. 4 mM (pH 7.5) bzw. 2 mM (pH 10) Kopplungs-
produkte mit hoherem Oligomerisierungsgrad in den Bereichen des Probenauf-
trags auftraten und gelelektrophoretisch nicht mehr aufgelost wurden. Im Falle
des basischen pH-Wertes war dieser Insolubilisierungseffekt stiarker. Die Abnahme
der Konzentration freier IgY in Abhédngigkeit der gewéhlten Glutardialdehydkon-
zentration war zudem im Basischen ausgepragter. Zusammenfassend lief sich je-
doch feststellen, dass die Kopplungseffizienz und der Grad der Oligomerisierung
tiir reproduzierbare Anwendungen zur gezielten Verkniipfung zweier Antikorper

schwer zu steuern waren.

4.4.2 Kopplung zweier Antikorper durch Iminbricken nach
MALAPRADE-Oxidation

Die Verkniipfung zweier oder mehrerer unterschiedlicher Antikorper mit Hilfe des
bifunktionellen Linkers Glutardialdehyd ist zwar moglich, aber wie in Kapitel 4.4.1
gezeigt, ineffektiv und hinsichtlich einer kovalenten Kopplung unter Erhalt der
Paratopfunktionalitdt schwer kontrollierbar. Zwar steht mit der Aldehydfunktion
des Linkers und den terminalen Aminogruppen der zu koppelnden Antikorper
ein ausreichend reaktives Paar im Sinne einer nucleophilen Additionsreaktion zur
Verfiigung, jedoch ist die Selektivitdt praktisch nicht vorhanden. Die Grundlage
fiir einen optimierten Ansatz bestand also darin, selektiv Aldehydfunktionen im
Fc-Bereich der Antikorper einzufiihren.

Abbildung 4.21 zeigt die gelelektrophoretische Analyse der zuvor nach MALAPRA-
DE mit meta-Periodat oxidierten und zur Reaktion gebrachten avianen Antikorper
in einem Coomassie-gefarbten Acrylamidgel. Im Vergleich zu den unbehandelten
Antikorpern ist nach Inkubation der oxidierten Antikdrper in neutralem bis ba-
sischem Milieu zusétzlich eine mit dem Verkniipfungsprodukt korrespondierende
Bande zu erkennen. Dabei zeigte sich, dass das Ausmaf} der Verkniipfung bei ba-
sischem pH-Wert (pH 10) grofSer war als im Neutralen. Insgesamt ist die Effizienz

der Kopplung jedoch sehr gering, da der Grofiteil freien IgY zuzuordnen ist.
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Abbildung 4.21: Analytische SDS-PAGE und Coomassie-Firbung bzw. Immunblot mit Natrium-meta-periodat
oxidierter und durch Iminbildung verkniipfter Antikorper. Die Detektion im Immunblot erfolgte durch den poly-
klonalen, AP-konjugierten anti-IgY (1:2000 in 1% PVA/PBS). (A) Coomassie-Farbung, (B) Immunblot. Als Standard
wurde der Proteinmarker PageRuler™ Prestained Protein Ladder verwendet.

4.4.3 Hapten-Derivatisierung allergenspezifischer Antikorper

Neben den in den vorangegangenen Kapiteln vorgestellten Reaktionen zur Fusi-
on der antigenbindenden Einheit mit der assaykompatiblen Detektionseinheit tiber
Aminierungsreaktionen sollte in diesem Abschnitt das Potential der Methode der
Haptenderivatisierung fiir die Realisierung eines auf avianen Immunglobulinen

basierenden Standardreagenzes mit adaptierter Spezifitit evaluiert werden.

Bei der Methode der Haptenderivatisierung werden die fiir einen immunologi-
schen oder allergolischen Assay vorgesehenen Antikorper in einem ersten Schritt
mit einem Hapten markiert. Die derivatisierten Immunglobuline kénnen dann mit
einem haptenspezifischen Sekundérantikorper detektiert und nachgewiesen wer-
den. Wird als Sekundédrantikorper ein Antikorper humanen Ursprungs verwendet,
so gelingt beispielsweise die Adaption fiir einen Assay in der humanen Allergolo-
gie. Der hier verfolgte Weg basierte auf der Modifikation der Antikorper mit dem
niedermolekularen Hapten 2,4,6-Trinitrobenzol und Abkdmmling des Sprengstoffs
TNT (2,4,6-Trinitrotoluol). Im Folgenden wurden zwei verschiedene Wege zur Um-

setzung dieses Ansatzes analysiert.

Unselektive Haptenderivatisierung avianer Immunglobuline

Die Markierung der durch Immunisierung gewonnenen IgY sollte durch den Um-
satz mit dem Reagenz 2,4,6-Trinitrobenzolsulfonsdure (TNBS), wie in 3.1.7 beschrie-
ben, erzielt werden. Dieses Sprengstoff analoge Benzolderivat sollte sich ob seiner
inhédrenten selektiven Reaktivitdt gegeniiber Nucleophilen (insbesondere Stickstoff-

110



4.4 Darstellung assaykompatibler Immunglobulinkonjugate durch modifizierte Antikorper

SO3H Q

O,N NO, HN
+ Of NH, —_— O,N NO,
NO,
2,4,6-Trinitrobenzolsulfonsaure Proteine mit freier TNP-markierte Proteine

e-Aminogruppe

Abbildung 4.22: Schematische Darstellung der Reaktion von 2,4,6-Trinitrobenzolsulfonsiure mit den Aminogrup-
pen von Proteinen

Nucleophilen) durch die Sulfonsdure als Abgangsgruppe und den zusitzlichen
synergistischen —M-Effekt der aromatischen Nitrofunktionalitdten sehr gut fiir ei-
ne derartige Modifizierung der Antikorper einsetzen lassen (siehe Abb. 4.22).

Die Bet v la-spezifischen IgY wurden hierzu in leicht basisch gepuffertem Milieu
mit einer Losung aus TNBS zur Reaktion gebracht. Das Reaktionsgemisch wur-
de dann mit aminhaltigem Tris-Puffer zur Umsetzung des nicht reagierten tiber-
schiissigen TNBS versetzt und anschlieffend durch Gelfiltration von Salzen und
Nebenprodukten getrennt. Nach Reaktion der Antikdrper mit TNBS wurde deren
Reaktivitdt gegeniiber dem Allergen Bet v 1a im Vergleich zu unmarkierten IgY
kontrolliert und die erfolgreiche TNP-Derivatisierung mit spezifischen, homodi-
meren Antikdrperkonstrukten des humanen Isotyps E analysiert. In Abb. 4.23 sind
die Ergebnisse der ELISA-Analysen dargestellt. Die Untersuchungen zeigen, dass
aviane IgY erfolgreich mit dem Derivatisierungsreagenz TNBS unter Einfiihrung
der Trinitrophenylgruppe umgesetzt werden konnten. Obwohl die Detektion der
Haptenmarkierung mit dem spezifischen Antikorper TNP4.8° bei direkter Bele-
gung der Vertiefungen einer ELISA-Platte mit den modifizierten IgY nachgewiesen
wurde (Abb. 4.23 A), konnte die Detektion derselben Antikdrper nach Bindung an
immobilisiertes Allergen nicht gemessen werden (Abb. 4.23 B). Aus diesem Grun-
de musste eine Einschrankung der Funktionalitdt der Paratope in Betracht gezogen

und eine alternative Strategie gesucht werden.

Selektive Haptenderivatisierung avianer Inmunglobuline

Die selektive Modifikation eines Antikorpers im Fc-Bereich der konstanten schwe-
ren Ketten {iber die Glycostrukturen konnte bereits in 4.4.2 demonstriert werden.

STNP-spezifischer, homodimerer Antikorper des humanen Isotyps E
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Abbildung 4.23: ELISA-Analysen zur Untersuchung der Haptenmodifizierung Bet v la-spezifischer IgY unter
Funktionalitits- und Spezifititserhalt. (A) Die Vertiefungen einer ELISA-Platte wurden mit je 30 pL der durch Um-
satz mit TNBS markierten (TNP +) bzw. der unbehandelten (TNP -) Bet v la-spezifischen (spez.) IgY-Antikorper
(100 pg/mL) belegt und mit 2 % BSA in PBS blockiert. Anschlieffend erfolgte die Inkubation mit dem polyklonalen
AP-konjugierten anti-IgY (1:2000 in 2% BSA/PBS) bzw. mit dem monoklonalen TNP-spezifischen hulgEC2-4 (US,
1:10 in 2% BSA/PBS). In letzterem Fall erfolgte nachfolgend und zusitzlich die Inkubation mit dem Sekundéranti-
korper anti-hulgE-AP (1:2000 in 2 % BSA/PBS). In der Analyse (B) wurden die Vertiefungen einer ELISA-Platte mit
je 30 uL Bet v 1a-MBP (100 ng/mL) belegt und mit 2% BSA in PBS blockiert. Anschliefend erfolgte die Inkubation
mit den unbehandelten (TNP -) bzw. TNP-markierten (TNP +) spezifischen IgY. Als Sekundérantikérper wurde der
polyklonale AP-konjugierte anti-IgY (1:2000 in 2% BSA/PBS) bzw. der monoklonale TNP-spezifische hulgECy;2-4
(US, 1:10 in 2% BSA/PBS) eingesetzt. In letzterem Fall erfolgte nachfolgend und zusitzlich die Inkubation mit dem
Tertidrantikorper anti-hulgE-AP (1:2000 in 2 % BSA/PBS). In beiden Analysen erfolgte die Detektion durch Umsatz
von pNPP und Messung der Absorption bei 405 nm. Zur Kontrolle wurden 2 % BSA in PBS verwendet.
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Abbildung 4.24: Schematische Darstellung der Reaktion von 1,10-Decandiamin mit 2,4,6-
Trinitrobenzolsulfonsidure. (A) Reaktion zum gewiinschten Produkt N-(2,4,6-Trinitrophenyl)-1,10-decandiamin, (B)
Reaktion zum Nebenprodukt N,N’-Bis(2,4,6-trinitrophenyl)-1,10-decandiamin.

Auf der Basis der MAaLAPRADE-Oxidation mit anschlieffender nucleophiler Substi-
tution sollte eine selektive TNP-Derivatisierung der avianen IgY unter Erhalt der
Paratopfunktionalitédt erzielt werden. Da durch MALAPRADE-Oxidation bereits die
Aldehydfunktion seitens der Fc-Fragmente der Immunglobuline zur Verfiigung
standen, musste die fiir die Ausbildung der Iminbriicken notwendige Aminogrup-
pe hierbei durch das Derivatisierungsreagenz préasentiert werden. Ausgehend von
der Sulfonsdure TNBS sollte ein geeignetes Reagenz, das sowohl die Trinitrophe-
nylgruppe als auch eine terminale Aminofunktion beherbergt, durch Reaktion mit
dem bifunktionellen Amin 1,10-Decandiamin erhalten werden (s. Abb. 4.24).

Wie in Abschnitt 3.1.6 beschrieben, wurde TNBS in wassriger carbonatgepuffer-
ter Losung im Uberschuss mit dem Diamin umgesetzt. Die massenspektrometri-
sche Analyse mit Hilfe der Elektrosprayionisierung im positiven Modus bestéatig-
te die Reaktion zu dem gewiinschten Produkt mit einer berechneten Masse von
384.19 g/mol (s. Abb. 4.25). Das entsprechende Nebenprodukt, bei dem jede der
terminalen Aminogruppen des Diamins an je einem Trinitrophenylrest gebunden
ist und das fiir die TNP-Derivatisierung unbrauchbar ist, entstand hierbei zu we-
niger als 2 %.
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Abbildung 4.25: Massenspektrometrische Analyse des Produktgemisches nach Reaktion von TNBS mit 1,10-
Decandiamin. Die Ionisierung der Probe erfolgte mittels Elektrospray-Verfahren im positiven Detektionsmodus. Die
Probe wurde zuvor in Dichlormethan gelost und dann vermessen.

Zur Markierung der Bet v la-spezifischen avianen Antikorper wurden diese zu-
ndchst mit Natrium-meta-periodat inkubiert, um selektiv am Fc-Fragment vicinale
Diole der Kohlenhydratstrukturen in reaktivere Aldehydfunktionen zu {iiberfiih-
ren. Die so ,aktivierten” Antikdrper konnten dann mit dem zuvor dargestellten
Reagenz N-(2,4,6-Trinitrophenyl)-1,10-decandiamin (TNPA) tiber Nacht inkubiert
werden. Der Erfolg der Fc-selektiven Derivatisierung der Immunglobuline wurde
dann im ELISA untersucht. Hierzu wurden die unbehandelten und die markierten
Antikorper direkt auf der Oberfldache einer ELISA-Platte immobilisiert. Die Abbil-
dung 4.26 (A) zeigt die erhaltenen Ergebnisse: IgY konnten sowohl in neutralem
als auch leicht basischem pH-Bereich erfolgreich am Fc-Part mit TNPA modifiziert
werden, wobei ein neutrales Milieu zugunsten der Derivatisierungseffizienz vorzu-
ziehen ist. Eine weiterer ELISA (Abb. 4.26 B) zeigt den Nachweis der Biotinylierung
spezifischer Antikorper anstelle der direkten via allergenvermittelter Immobilisie-
rung. Danach verlief die Modifizierung durch Ankniipfen des Biotins nicht nur ef-
tizient, sondern auch unter Erhalt der Paratopfunktionalitit des Immunglobulins.
Dariiber hinaus wurde die Epitop-Paratop-Wechselwirkung zwischen immobili-
sierten IgY und IgY-spezifischem Sekundarantikérper nicht nachteilig beeinflusst;
der Fc-Bereich der Antikorper blieb damit strukturell erhalten (s. Abb. 4.28). Die
Modifizierung der Bet v 1la-spezifischen Antikorper gelang sogar auch in Anwesen-
heit des Proteins BSA, das sich héufig als stabilisierendes Additiv in Proteinproben
tindet, und dem bakteriostatischen Agens Natriumazid (s. Abb. 4.27). Beide Zu-
sdtze storen sehr hdufig modifizierende Reaktionen und miissen daher entfernt
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Abbildung 4.26: ELISA-Analyse zur Uberpriifung der Haptenderivatisierung Bet v la-spezifischer Antikorper.
Die Vertiefungen einer ELISA-Platte wurden mit je 30 uL naiver IgY (100 pg/mL), die zuvor einer Glykolspaltung
mittels Natrium-meta-periodat und/oder einer Inkubation mit TNPA unterzogen wurden, belegt und mit 2% BSA
in PBS blockiert (A). Parallel wurden weitere Vertiefungen der ELISA-Platte mit je 30 nL Bet v 1a-MBP (100 ng/mL)
belegt, mit 2% BSA in PBS blockiert und mit den durch Periodat gespaltenen und TNP-markierten (TNP +) bzw.
unbehandelten (TNP -) spezifischen IgY inkubiert (B). Anschlieflend erfolgte die Inkubation mit dem monoklonalen
TNP-spezifischen hulgECy2-4 (US, 1:10 in 2% BSA/PBS). Als Sekundarantikérper wurde der AP-konjugierte anti-
hulgE-AP (1:2000 in 2% BSA/PBS) eingesetzt. Die Detektion erfolgte durch Umsatz von pNPP und Messung der
Absorption bei 405 nm. Zur Kontrolle wurden 2 % BSA in PBS verwendet.

werden.

Nachdem nun durch die erfolgreiche Haptenmodifizierung die Bet v 1a-spezifischen
IgY einer assaykompatiblen Detektion mit humaner IgE-Spezifitit zugdnglich ge-
macht wurden, sollte die Anwendung der Kombination allergenspezifischer IgY
und haptenspezifischer IgE in einem abschlieffenden ELISA getestet werden. Zu
diesem Vorhaben wurde immobilisiertes Allergen zundchst mit den spezifischen,
TNP-markierten IgY inkubiert. Die Erkennung des selektiv am Fc-Teil befindli-
chen Haptens und damit die Adaption der IgY an eine allergologisch relevante
IgE-Spezifitat erfolgte dann mit dem TNP-spezifischen homodimeren Antikorper
TNP4.8-hulgE Cyy2-4 und darauffolgender IgE-Detektion. In Abbildung 4.29 ist der
konzentrationsabhédngige Reaktivitdtsverlauf einer seriellen Verdiinnug in Bezug
auf die verwendeten spezifischen IgY gezeigt. Diesem ELISA-Experiment liegt eine
sequenzielle Anwendung der unterschiedlichen Antikdrper zugrunde; eine simul-
tane Inkubation mit einem zuvor inkubierten Gemisch aus IgY und haptenspe-
zifischem Agens erbrachte keinen Erfolg (Daten nicht gezeigt). Der Einsatz von
Immunglobulinen des Typs Y in einem IgE-spezifischen ELISA konnte somit durch

Etablierung einer Haptenmarkierung realisiert werden.
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Abbildung 4.27: ELISA-Analyse zur Uberpriifung der Haptenderivatisierung Bet v la-spezifischer Antikorper in
Gegenwart der Additive BSA und Natriumazid. Die Vertiefungen einer ELISA-Platte wurden mit je 30 pL naiver IgY
(100 pg/mL), die zuvor einer Glykolspaltung mittels Natrium-meta-periodat und/oder einer Inkubation mit TNPA
in Gegenwart von BSA und Natriumazid unterzogen wurden, belegt und mit 2% BSA in PBS blockiert (A). Parallel
wurden weitere Vertiefungen der ELISA-Platte mit je 30 pL Bet v 1a-MBP (100 ng/mL) belegt, mit 2 % BSA in PBS
blockiert und mit den durch Periodat gespaltenen und TNP-markierten (TNP +) bzw. unbehandelten (TNP -) spezifi-
schen IgY inkubiert (B). Anschlieffend erfolgte die Inkubation mit dem monoklonalen TNP-spezifischen hulgECy;2—4
(US, 1:10 in 2 % BSA/PBS). Als Sekundérantikorper wurde der AP-konjugierte anti-hulgE-AP (1:2000 2 % BSA /PBS)
eingesetzt. Die Detektion erfolgte durch Umsatz von pNPP und Messung der Absorption bei 405 nm. Zur Kontrolle
wurden 2 % BSA in PBS verwendet.

4.4.4 Kopplung zweier Antikorper durch Ausnutzung der
Streptavidin-Biotin-Bindungs-Charakteristik

In den vorangehenden Abschnitten konnten unterschiedliche Konzepte zur Ver-
kntipfung der Allergenspezifitit mit der aus dem immunologisch-allergologischen
Kontext geforderten Immunglobulinspezifitdt vorgestellt werden. Bei diesen An-
satzen wurde zwischen kovalenter und nicht-kovalenter, d. h. auf elektrostatischer
Wechselwirkung beruhender Verkniipfung unterschieden. Ein weiterer Ansatz, der
eine Sonderstellung einnimmt, nutzt das System Biotin-Streptavidin. Die Wechsel-
wirkung des Vitamins Biotin mit dem homotetrameren Protein Streptavidin aus
Streptomyces avidinii ist rein elektrostatischer Natur. Jedoch liegt die Dissoziations-
konstante (Kp) in der Grofsenordnung von 4 X 10~1% M [155] und ist damit eine der
starksten bekannten nicht-kovalenten Bindungen. Durch Anfiigen von Biotin an
allergenspezifische Antikorper einerseits und der Detektion dienenden Immunglo-
buline andererseits sollten beide Komponenten durch Streptavidin verbunden wer-
den. Analog zu den Haptenmarkierungen (s. Kap. 4.4.3) und gemeinhin bei che-
mischen Antikérpermodifikationen kann auch hier zwischen einer selektiven und

einer unselektiven Biotinylierung unterschieden werden. Beide Varianten wurden
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Abbildung 4.28: ELISA-Analyse zur Uberpriifung des Erhalts des Fc-Parts der IgY-Antikorper nach Haptenderiva-
tisierung. Die Vertiefungen einer ELISA-Platte wurden mit je 30 uL naiver IgY (100 ng/mL), die in Ab- (A) bzw. An-
wesenheit (B) der Zusatze BSA und Natriumazid zuvor einer Glykolspaltung mittels Natrium-meta-periodat und/oder
einer Inkubation mit TNPA unterzogen wurden, belegt und mit 2 % BSA in PBS blockiert. Darauf folgte ein Inkuba-
tionsschritt mit dem polyklonalen AP-konjugierten anti-IgY (1:2000 in 1% PVA/PBS). Die Detektion erfolgte durch
Umsatz von pNPP und Messung der Absorption bei 405 nm. Zur Kontrolle wurde 1% PVA in PBS verwendet.
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Abbildung 4.29: ELISA-Analyse zur Realisierung des Einsatzes spezifischer IgY durch Adaption an eine allergolo-
gisch relevante IgE-Spezifitit durch Fc-selektive Hapten-Markierung. Die Vertiefungen einer ELISA-Platte wurden
mit je 30 uL Bet v 1a-MBP (100 pg/mL) belegt und mit 2 % BSA in PBS blockiert. Anschlieend erfolgte die sequen-
zielle Inkubation mit je 30 nL der TNP-modifizierten, Bet v la-spezifischen IgY in einer seriellen Verdiinnungsreihe
(x-Achse: Konzentrationen in pg/mL) und dem TNP-spezifischen homodimeren TNP4.8-hulgEC2-4. Als Tertidran-
tikorper wurde der AP-konjugierte anti-hulgE (1:2000 in 2% BSA/PBS) eingesetzt. Die Detektion erfolgte durch
Umsatz von pNPP und Messung der Absorption bei 405 nm. Als Kontrolle wurden 2 % BSA in PBS verwendet.

im Folgenden mit den Bet v la-spezifischen avianen IgY und einer polyklona-
len Fraktion humaner Immunglobuline des Typs G analysiert. Anstelle humaner
IgE-Antikorper bzw. einer humanen IgE-Spezifitat wurden fiir die nachfolgenden
Experimente humane IgG verwendet, um das vorgestellte Konzept zu evaluieren.
Dies begriindet sich in der Verfiigbarkeit humaner IgG, da sie natiirlicherweise
mit einer wesentlich hoheren Konzentration als IgE vorkommen. Rekombinante
IgE-Varianten zeigen in der Regel ebenfalls eine geringere Expression als IgG. Die
Evaluation und Beurteilung des Ansatzes per se als Konzept zur Generierung eines
Referenzserums kann dennoch vorgenommen werden, da er nicht von der gewahl-

ten Detektionsspezifitdt abhdngig ist.

Unselektive Biotinylierung von Immunglobulinen

Die Palette verschiedenster Reagenzien zur Biotinylierung von Immunglobulinen
oder allgemein von Proteinen und Peptiden ist nahezu unerschopflich. Neben ei-
ner Reihe selektiver (amino-, sulfhydryl-, carbonyl- oder carboxylspezifischer) Bio-
tinylierungsreagenzien existieren ihrer einfachen Anwendung wegen attraktive,
wenn auch unselektive Reagenzien. Ein sehr gidngiges und hdufig eingesetztes
Agens ist das photoinduzierbare iiber einen Polyethylenglycollinker mit einem
fluorierten Azidoaromaten verbundene Biotinylierungsreagenz TFPA-PEG3-Biotin®

6EZ-Link® TFPA-PEG3-Biotin (Thermo Scientific)
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Abbildung 4.30: Strukturformel des kommerziellen Biotinylierungsreagenzes EZ-Link® TFPA-PEG;-Biotin.
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Abbildung 4.31: Schematische Darstellung der Aktivierung des Biotinylierungsreagenzes EZ-Link® TFPA-PEGg;-
Biotin durch Photoinduktion im ultravioletten Spektralbereich.

(s. Abb. 4.30). Bei Bestrahlung im ultravioletten Spektralbereich entsteht durch Ab-
sapltung von Stickstoff aus dem Tetrafluorazidophenylrest ein duflerst reaktives
Nitren (Elektronensextett), dass in C-H- und N-H-Bindungen insertiert. Der Reak-
tionsverlauf ist in den Abbildungen 4.31 und 4.32 vereinfacht dargestellt. Das in si-
tu erzeugte Arylnitren kann auf zwei Wegen zu Insertionsreaktionen fiihren. Liegt
dieses direkt nach Bestrahlung im ultravioletten Spektrum im thermodynamisch
ungiinstigeren Singulettzustand vor, findet eine direkte Insertion des Nitrens in
eine C-H-Bindung statt (nicht gezeigt). Uber den Umweg einer Spinumkehr via in-
tersystem crossing [156] erhdlt das Arylnitren im favorisierten Triplettzustand [157]
diradikalischen Charakter und kann im Sinne einer Pseudoinsertion durch Ab-
straktion eines Wasserstoffatoms und anschlieffender Verkniipfung zweier Radikale

zu demselben Produkt fiihren.

Zur Durchfiihrung der unselektiven Biotinylierung der Bet v la-spezifischen Anti-
korper und der humanen IgG wurden diese, wie in Abschnitt 3.1.4 beschrieben, mit
dem photoaktivierbaren Reagens TFPA-PEGs;-Biotin unter Bestrahlung im ultra-
violetten Spektralbereich in phosphatgepufferter Losung inkubiert. Mit Hilfe einer
zentrifugierbaren Ultrafiltrationseinheit wurden nicht umgesetztes Reagens abge-
trennt und die Probe auf das gewiinschte Volumen eingestellt. Der Erfolg der Bio-
tinylierung der Immunglobuline wurde dann in einem ELISA analysiert. Die spe-

zifischen IgY wurden hierzu im Vergleich mit unmarkierten Bet v la-spezifischen
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Abbildung 4.32: Schematische Darstellung der Reaktion des via Photoinduktion aktivierten Biotinylierungsrea-
genzes EZ-Link® TFPA-PEG;-Biotin. Die Bestrahlung mit ultraviolettem Licht im Bereich von 300 nm bis 370 nm
induziert die Abspaltung eines Stickstoffmolekiils der perfluorierten Phenylazidfunktion. Das resultierende dufSerst
reaktive Nitren insertiert dann in C-H- und N-H-Bindungen.
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Abbildung 4.33: ELISA-Analyse zur Untersuchung der Modifikation mit Biotin. (A) Die Vertiefungen einer ELISA-
Platte wurden mit je 30 pL (100 pg/mL) der mit TFPA-PEG3-Biotin umgesetzten bzw. unbehandelten Bet v 1la-
spezifischen oder humanen IgG-Antikoérpern belegt und mit 1% PVA in PBS blockiert. Als Detektionsantikorper
wurden sowohl die Fc-spezifischen, AP-konjugierten anti-IgY (1:2000 in 1% PVA/PBS) und anti-hulgG (1:20000 in
1% PVA/PBS) als auch AP-markiertes Extravidin (1:70000 in 1% PVA/PBS) eingesetzt. Die Detektion erfolgte durch
Umsatz von pNPP und Messung der Absorption bei 405 nm. Zur Kontrolle wurde 1% PVA in PBS verwendet.

IgY hinsichtlich der Detektion des Fc-Teils bzw. der Biotin-Einheit getestet. In den
Abbildungen 4.33 und 4.34 sind die Ergebnisse der ELISA-Analysen dargestellt.
Die Untersuchungen zeigen, dass bei direkter Immobilisierung der Antikérper mit
anti-IgY bzw. anti-hulgG eine Fcu- bzw. Fcy-spezifische Detektion einerseits und
mit Extravidin eine biotinspezifische Detektion andererseits erzielt werden konn-
te. Wurden die Bet v la-spezifischen Antikorper beziiglich ihrer Allergenspezifi-
tat nicht direkt, sondern iiber die Bindung an immobilisiertes Allergen gebunden,
so konnte ebenfalls eine spezifische Detektion der IgY beobachtet werden. Beide
ELISA-Analysen zeigen, dass die Antikorper durch Verwendung des photoakti-
vierbaren Reagenzes TFPA-PEG;-Biotin unter Bewahrung sowohl der Paratop- als

auch Fc-Funktionalitiat kovalent mit Biotin modifiziert werden konnten.
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Abbildung 4.34: ELISA-Analyse zur Untersuchung der Modifikation mit Biotin. (A) Die Vertiefungen einer ELISA-
Platte wurden mit je 30 uL (100 pg/mL)der mit TFPA-PEGs;-Biotin umgesetzten bzw. unbehandelten Bet v 1la-
spezifischen IgY oder humanen IgG-Antikoérpern belegt und mit 1% PVA in PBS blockiert. In der Analyse (B)
wurden die Vertiefungen einer ELISA-Platte mit je 30 pL Bet v 1a-MBP (100 pg/mL) belegt und mit 1% PVA in
PBS blockiert. Anschliefiend erfolgte die Inkubation mit den durch TFPA-Inkubation biotinylierten bzw. unbehan-
delten Bet v la-spezifischen IgY oder humanen IgG-Antikorpern. In beiden Analysen wurden als Detektionsantikor-
per die Fc-spezifischen AP-konjugierten Antikdrper anti-IgY (1:2000 in 1% PVA/PBS) und anti-hulgG (1:20000 in
1% PVA/PBS) eingesetzt. Die Detektion erfolgte durch Umsatz von pNPP und Messung der Absorption bei 405 nm.
Zur Kontrolle wurde 1% PVA in PBS verwendet.

Selektive Biotinylierung von Immunglobulinen

Die Modifikation der Antikdrper durch kovalente Bindung an Biotin sollte durch
Oxidation nach MALAPRADE selektiv im Fc-Bereich der konstanten schweren Ket-
ten erfolgen. Geeignete Reagenzien fiir die Kopplung mit den am Antikdrper gene-
rierten Aldehydgruppen besitzen idealerweise Amino- oder Hydrazingruppen und
erlauben die Ausbildung von Iminbriicken. Das hier gewdhlte Reagenz (+)-Biotin-
amidocaproylhydrazid (BACH) ist ein Carbonsdurehydrazid und zeichnet sich im
Gegensatz zu den unreaktiven Analoga der Carbonsdureamide durch eine starke
Nucleophilie der terminalen Aminofunktion aus. Der Vorzug des Einsatzes eines
Carbonsdurehydrazids ist der im Vergleich zu primédren Aminen im sauren Be-
reich liegende pKg-Wert. Hydrazide sind damit mittelstarke Sduren und besitzen
typischerweise pKg-Werte in der Grofienordnung von 2-3. Kopplungsreagenzien
mit sauren pKg-Werten haben den Vorteil, die Reaktivitat des Nucleophils bei pH-
Werten um 4-5 zu gewdhrleisten. Hierdurch wird bei Proteinen, die ihren isoelek-
trischen Punkt im neutralen bis basischen pH-Milieu besitzen, das Gleichgewicht
zugunsten der protonierten Form der Aminogruppe verschoben, so dass diese fiir
einen nucleophilen Angriff praktisch nicht mehr oder nur in sehr geringem Ausma-
e zur Verfiigung stehen. In der Abbildung 4.35 ist die schematische Darstellung
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Abbildung 4.35: Schematische Darstellung der Reaktion von (+)-Biotinamidocaproylhydrazid (BACH) mit selektiv
im Fc-Teil oxidierten Antikdrpern.

der Reaktion des BACH-Reagenzes mit einem selektiv im Fc-Bereich oxidierten
Antikorper gezeigt. In Abhdngigkeit des pH-Wertes fiihrt die inhdrente Nucleo-
philie des als Sdurehydrazid vorliegenden Biotinderivates zu einem Angriff am
elektrophilen Kohlenstoffatom der im Fc-Teil generierten Aldehydfunktionen. Die
Umlagerung von Protonen und die Abspaltung von Wasser komplettieren die Re-
aktion und fiithren zur ScuirF’schen Base. Die Bildung der Iminbriicke verkniipft

Antikorper und Biotin kovalent miteinander.

Fiir die Biotinylierung der spezifischen avianen und der humanen Antikérper wur-
den diese zunédchst einer Glycolspaltung durch Natrium-meta-periodat unterzogen.
Nach Abtrennen nicht umgesetzten Periodats wurden die Antikorper in gepuf-
ferter Losung bei zwei unterschiedlichen pH-Werten mit dem BACH-Reagenz zur
Reaktion gebracht. Anschliefend wurden die Reaktionslosungen gegen PBS dialy-
siert und die Biotinylierung der Immunglobuline im ELISA-System tiberpriift. Zu
diesem Zweck wurden die modifizierten als auch die unbehandelten Antikorper
auf einer ELISA-Platte direkt immobilisiert. Die Abbildung 4.36 zeigt die beobach-
teten Reaktivitdten. Durch Detektion der direkt immobilisierten Antikérper mittels
AP-konjugiertem Extravidin konnte die Biotinylierung beider Inmunglobulinfrak-
tionen bestdtigt werden. Die isotypspezifische Erkennung zeigte keine messbare
Beeintrachtigung der Wechselwirkung zwischen Antikdrper und jeweiligem Se-
kundérantikorper. In einem zweiten ELISA konnte die Biotinylierung der spezi-
tischen IgY auch bei allergenvermittelter Immobilisierung nachgewiesen werden,
wodurch zusitzlich die erfolgreiche Modifikation unter Erhalt der Paratopfunktio-
nalitdt gezeigt wurde (s. Abb. 4.37).

Den vorangestellten ELISA-Analysen zur Charakterisierung der biotinylierten Kom-
ponenten der polyklonalen Bet v 1la-spezifischen avianen Antikérper und der po-

lyklonalen naiven humanen Immunglobuline der Klasse G sollte sich nun ein fina-
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Abbildung 4.36: ELISA-Analyse zur Untersuchung der selektiven Biotinylierung. Die Vertiefungen einer ELISA-
Platte wurden mit je 30 uL (100 pg/mL) der nach MALAPRADE oxidierten und mit dem Reagenz BACH umgesetzten
bzw. unbehandelten Bet v la-spezifischen IgY bzw. humanen IgG-Antikorpern belegt und mit 1% PVA in PBS blo-
ckiert. Anschliefend wurde mit den Fc-spezifischen, AP-konjugierten Antikorper anti-IgY (1:2000 in 1% PVA/PBS)
bzw. anti-humanIgG (1:20000 in 1% PVA/PBS) oder dem biotinspezifischen AP-Konjugat Extravidin (1:70000 in
1% PVA/PBS) inkubiert. Die Detektion erfolgte durch Umsatz von pNPP und Messung der Absorption bei 405 nm.
Als Kontrolle wurde 1% PVA in PBS verwendet.
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Abbildung 4.37: ELISA-Analyse zur Untersuchung der Reaktivitit Bet v la-spezifischer IgY nach Biotinylierung
mit Hilfe des BACH-Reagenzes. Die Vertiefungen einer ELISA-Platte wurden mit je 30 puL (100 pg/mL) des zu de-
tektierenden Antikorpers belegt und mit 1% PVA in PBS blockiert. Als Detektionsantikorper wurden der polyklonale
AP-konjugierte IgY (1:2000 in 1 % PVA/PBS) bzw. Extravidin-AP (1:70 000 in 1 % PVA /PBS) eingesetzt. Die Detektion
erfolgte durch Umsatz von pNPP und Messung der Absorption bei 405 nm. Als Kontrolle wurde 1% PVA in PBS
verwendet.
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4 Ergebnisse

les ELISA-Experiment zur Demonstration der Anwendung einer iiber die Biotin-
Streptavidin-Wechselwirkung kombinierte Allergen- und Isotypspezifitdt anschlie-
flen. Hierzu wurden die biotinylierten Komponenten sowie das quervernetzende
Protein Streptavidin sowohl in einer sequentiellen als auch einer parallelen Inku-
bation eingesetzt. Die parallele Vorgehensweise bei der Inkubation ging aus der
Uberlegung hervor, mit dem Kombinationsreagenz die allergenspezifische Kompo-
nente in einem Schritt und in Analogie zu herkdmmlichen diagnostischen Assays
anzuwenden. Da Streptavidin bis zu vier Molekiile des Vitamis Biotin binden kann,
konnen jedoch unterschiedliche Zusammensetzungen hinsichtlich der an Strepta-
vidin gekoppelten Antikorper hervorgehen. Um diesen Aspekt ndher zu betrach-
ten, wurde tiberdies ein sequentieller Inkubationsansatz verfolgt, der zunéchst die
Inkubation des immobilisierten Allergens Bet v 1a-MBP mit den spezifischen, bio-
tinylierten IgY vorsah. Anschlieffend wurde mit zwei Streptavidinkonzentrationen
inkubiert, woran sich endlich die Inkubation mit den biotinylierten, humanen IgG-
Antikorpern anschloss.

Die Ergebnisse beider ELISA-Analysen sind in Abbildung 4.38 dargestellt. Der se-
quentielle Ansatz zeigt, dass fiir zwei verschiedene Konzentrationen ausreichend
Streptavidin an die bereits iiber das immobilisierte Allergen gebundenen avianen
Antikorper gekoppelt werden konnte, so dass die nachfolgende Belegung mit bio-
tinylierten humanen IgG die isotypspezifische Detektion erlaubte. Weiter wurde
beobachtet, dass eine hohere Konzentration an Streptavidin eine schnellere Immo-
bilisierung desselben erzielte. Fiir den parallelen Ansatz wurden die biotinylierten
spezifischen IgY- und die biotinylierten humanen IgG-Antikérper zuvor in dqui-
molarem Verhéltnis gemischt. Nach Zugabe unterschiedlicher Konzentrationen an
Streptavidin wurde das Gemisch zur Inkubation mit dem immobilisierten Aller-
gen eingesetzt. Die Konzentration des Streptavidins wurde in dquimolarem sowie
5fachem und 10fachem molaren Uberschuss eingesetzt. Die humanlgG-spezifische
Detektion ergab den gezeigten Verlauf (s. Abb. 4.38 B). Hohere Konzentrationen
des verkniipfenden Proteins resultierten in verstarkten Signalintensitdten. Danach
konnte die Anwendung der via Streptavidin verkniipften allergenspezifischen Ein-
heit mit der assaykompatiblen Detektionseinheit in Analogie zu diagnostischen
Assays, d. h. in einem Schritt erfolgreich durchgefiihrt werden.
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Abbildung 4.38: ELISA-Analyse zur Untersuchung der Reaktivitit eines iiber die Streptavidin-Biotin-Interaktion
kombiniertes Reagens aus allergenspezifischen IgY und humanen IgG. Die Vertiefungen einer ELISA-Platte wur-
den mit je 30 pL rekombinantem Bet v 1a-MBP (100 pg/mL) belegt und mit 1% PVA in PBS blockiert. AnschlieBend
erfolgte die (A) sequentielle bzw. (B) parallele Inkubation mit einer Kombination der biotinylierten allergenspezi-
fischen IgY und den biotinylierten humanen IgG sowie Streptavidin in variierten Konzentrationen. Als sekundéarer
Antikorper wurde in beiden ELISA der anti-humanlIgG (1:10000 in 1% PVA /PBS) eingesetzt. Die Detektion erfolgte
durch Umsatz von pNPP und Messung der Absorption bei 405 nm. Zur Kontrolle wurde 1 % PVA in PBS verwendet.

4.5 Darstellung assaykompatibler
Immunglobulinkonjugate durch genetische Fusion

4.5.1 Darstellung eines rekombinanten verkirzten humanen
Fc-Fragmentes mit Spezifitat flr IgY/FcY

Im Gegensatz zu den bisher dargestellten Konzepten zur Verkniipfung der antigen-
spezifischen Einheit mit einer Assay kompatiblen Detektionseinheit, sollte in die-
sem Ansatz die Generierung eines geeigneten Assayreagenzes mittels genetischer
Fusion erzielt werden. Diese besitzt den Vorteil, die Verbindung beider Zielkom-
ponenten bereits auf genetischer Ebene und damit unabhéingig von chemischen
Modifikationen zu realisieren. Die Etablierung eines solchen Standardreagenzes
sollte in Hinblick auf die Detektionseinheit zundchst auf Grundlage der fiir eine
Allergie relevanten Immunglobuline des Isotyps E erfolgen. Die Gestaltung der
zweiten Komponente sollte derart vollzogen werden, dass auf eine Modifikation
der einzusetzenden spezifischen avianen Antikorper (IgY) und eine damit mog-
licherweise verbundene Beeintrdachtigung der Funktionalitidt derselben verzichtet
werden kann. Diese Voraussetzungen legten eine Vorgehensweise nahe, auf natiir-
liche Proteine zuriickzugreifen, die eine hohe Spezifitit fiir Immunglobuline besit-
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4 Ergebnisse

Abbildung 4.39: Gelelektrophoretische Analyse der Amplifikation der DNA-Sequenz des gallinen
Immunglobulin-dhnlichen Rezeptors AB1 (CHIR-AB1). Zur Amplifikation wurden die Oligonukleotide
CHIR-AB1 Smil for und CHIR-AB1 Sgsl back verwendet und die PCR bei einer annealing-Temperatur von
56 °C durchgefithrt. Die Analyse erfolgte in einem 1%igen Agarosegel mittels Ethidiumbromidfirbung und
UV-Illumination. Bahn 1: pUC19 DNA /Msp I-Standard, Bahn 2: Negativkontrolle, Bahn 3: CHIR-AB1 ecd.

zen. Bei diesen Proteinen handelt es sich um die Fc-Rezeptoren, von denen einige
zu der Inmunglobulin-Superfamilie gehoren. Als Antigen-spezifische Einheit, d. h.
mit Spezifitat fiir IgY bzw. FcY, wurde der auf dem avianen Leukozyten-Rezeptor-
Cluster (LRC) codierte und auf Hiihner-Monozyten prasentierte Rezeptor CHIR-
ABI1 [158] verwendet.

Amplifikation und Klonierung der extrazellularen Domane des chicken
immunoglobulin like receptor CHIR-AB1

Die Amplifikation der DNA-Sequenz der extrazelluldren Doméne des gallinen Im-
munglobulin-dhnlichen Rezeptors AB1 ohne natiirliche Signalsequenz (engl. chi-
cken immunoglobulin-like receptors, CHIR-AB1) erfolgte mit Hilfe sequenzspezifischer
Oligonukleotide unter Einfiihrung der Restriktionsschnittstellen Smi I’ und Sgs I8.
Als Template wurde die bereits in der Arbeitsgruppe vorhandene cDNA-Sequenz,
die durch Isolierung lienaler Gesamt-RNA (Splenocyten) des Haushuhns und spe-
zifische, reverse Transkription erhalten wurde, verwendet. Die Analyse des Am-
plifikats erfolgte gelelektrophoretisch (s. Abb. 4.39). Das PCR-Produkt des avianen
Rezeptors zeigte hierbei die erwartete Grofie von ca. 300 bp und wurde mittels
Fermentas Gene]ET™Gel Extraction Kit isoliert.

Das gereinigte DNA-Fragment wurde anschliefSend fiir die Klonierung eines chi-

maéren, IgY-spezifischen Fce-Fragmentes eingesetzt.

Klonierung eines chimaren, IgY-spezifischen hulgeCH2-4-Fragmentes

Zur Darstellung eines Fce-Fragmentes humanen Ursprungs mit Spezifitat fiir Im-
munglobuline des Typs Y wurden das im vorangehenden Abschnitt amplifizier-

"Isochizomer: Swa I
8Isochizomer: Asc I
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Abbildung 4.40: Schematische Darstellung der Expressionskassette fiir die Klonierung eines IgY-spezifischen
hulgECp2-4-Konstruktes in pcDNA3.1+/Zeo
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Abbildung 4.41: Schematische Darstellung des humanen Immunglobulins des Typs E im Vergleich zu dem ange-
strebten Klonierungsprodukt CHIR-AB1-hulgECy2-4. Dargestellt sind die schweren (H) und leichten (L) Doméanen

der konstanten (C) bzw. variablen (V) Ketten der Immunglobuline. Dartiber hinaus sind die N-Glycosylierungsstellen
sowie die hypervariablen Bereiche (CDR) gekennzeichnet.

te Fragment des avianen Rezeptors CHIR-AB1 und der Expressionsvektor pcD-
NA3.1 verwendet. Letzterer verfiigte iiber eine Kassette zur Expression homodi-
merer, Cyy1-deletierter humaner IgE-Fragmente und ist fiir die Produktion l6slicher
Proteine in HEK-293-Zellen optimiert. Zudem beinhaltet er im 5-Bereich dieser
Kassette ein iiber die Restriktionsschnittstellen Smi I und Sgs I fusioniertes scFv.
In Abbildung 4.40 ist die gesamte Expressionskassette fiir die Klonierung des IgY
spezifischen Konstruktes in pcDNA3.1+/Zeo dargestellt. Neben einer humanen Si-
gnalsequenz (VH3-64-leader, Homo sapiens, vgl. Anhang A.2.1) fiir die Sekretion des
Expressionsproduktes in den Kulturiiberstand ist auch eine 3’-terminale Sequenz
fiir das Anfiigen eines 4fachen Histidin-Tags fiir die spatere affinitdtschromato-
grafische Reinigung zu sehen. Nach Inkubation mit den entsprechenden Restrik-
tionsendonukleasen und Entfernen des scFvs wurde der Rezeptor CHIR-AB1 in
den Vektor pcDNA3.1+/Zeo subkloniert. Die Insertion des gewiischten Fragmen-
tes wurde mittels colonyPCR tiberpriift. Dariiber hinaus zeigte die Sequenzierung

die korrekte Insertion der DNA-Sequenz im Leserahmen (s. Anhang).

In Abbildung 4.41 ist ein heterotetrameres humanes Immunglobulin des Typs E im
Vergleich zu dem chimédren, homodimeren Konstrukt aus humanem Fc-Fragment

und avianem Rezeptor gezeigt. Letzteres unterscheidet sich von seinem natiirlichen
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4 Ergebnisse

Pendant durch das Fehlen der leichten Kette. Die Spezifitdt dieses chimédren Kon-
struktes wird hierbei durch den avianen Rezeptor eingefiihrt, welcher die variable
und die erste konstante Doméne der schweren Kette vollstandig ersetzt. Wo zuvor
jeweils das aus Vi, Cr, Vi und Ci1 bestehende Fab-Fragment die antigenbindende
Einheit des Antikorpers ausmachte, wird diese nun durch den Rezeptor CHIR-AB1

unter Erhalt des bivalenten Charakters reprasentiert.

Der sich anschlieflende Abschnitt soll im Folgenden die Realisation des chiméren
IgY-spezifischen Antikdrpers durch genetische Fusion und die Expression im mam-
malidren System behandeln.

Expression des CHIR-AB1-hulgE-Konstruktes

Als Expressionssystem wurden HEK-293-Zellen eingesetzt, bei denen es sich um
immortalisierte humane embryonale Zellen der Niere handelt und die damit mam-
malidren Ursprungs sind. HEK-293-Zellen erlauben im Gegensatz zu prokaryoti-
schen Systemen neben der sekretorischen Produktion 16slicher Proteine vor allem
auch posttranslationale Modifikationen wie beispielsweise O- und N-Glycosylie-
rungen an Seryl- bzw. Aspartylresten des Proteins. Da fiir die Produktion funktio-
neller, homodimerer Antikorperkonstrukte die korrekte Anordnung zweier iden-
tisch gefalteter Peptidketten und deren Stabilisierung tiber Disulfidbriicken not-
wendig ist, sind wéahrend dieses Prozesses definierte Milieus in der Zelle entschei-
dend. Die verwendeten HEK-293-Zellen stellen auch fiir diese Anforderungen das

geeignete Expressionssystem dar.

Zur Produktion des homodimeren Antikdrperkonstruktes CHIR-AB1-hulgEC2-4
wurden HEK-293-Zellen mit der entsprechenden Plasmid-DNA transfiziert und
positive Transfektanden durch Inkubation mit dem Antibiotikum Zeocin (Phleomy-
cin) selektiert. Bereits drei Tage nach erfolgter Transfektion konnte in dem Zellkul-
turtiberstand die transiente Expression durch eine ELISA-Analyse nachgewiesen
werden. Die transfizierten Zellen wurden zur Stabilisierung und damit zur Integra-
tion des Zielgens in das zelleigene Genom weiter unter Zeocin-Selektion kultiviert.
In den Kulturiiberstanden erfolgreich stabilisierter HEK-293-Transfektanden konn-
te das IgE-Konstrukt mit dem fusionierten IgY-Rezeptor ebenfalls mit Hilfe einer
ELISA-Analyse nachgewiesen werden (s. Abb. 4.42).

Des Weiteren zeigte die IgE-spezifische ELISA-basierte Quantifizierung (siehe Ab-
schnitt 3.4.2) eine hocheffziente Expression des CHIR-AB1-hulgEC2-4-Konstruktes
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Abbildung 4.42: ELISA-Analyse zur Untersuchung der (A) transienten bzw. (B) stabilen Expression des homodi-
meren CHIR-AB1-hulgECH2-4-Konstruktes (CHIR-Fce) im Kulturiiberstand. Die Vertiefungen einer ELISA-Platte
wurden mit je 30 uL (100 ng/mL) naiver IgY belegt und mit 1% PVA in PBS blockiert. Anschliefiend erfolgte die Inku-
bation mit je 30 pL der Kulturiiberstdnde (US) transfizierter HEK-293-Zellen (A transiente bzw. B stabile Expression).
Als Detektionsantikorper wurde der AP-konjugierte monoklonale anti-humanlIgE eingesetzt (1:1000 in 1 % PVA /PBS).
Die Detektion erfolgte durch Umsatz von pNPP und Messung der Absorption bei 405 nm. Zur Kontrolle wurde
1% PVA in PBS verwendet.

von 30 pg/mL Uberstand. Wihrend der Zellkultivierung wurden die Uberstinde
gesammelt und bei 4 °C gelagert.

Reinigung des CHIR-AB1-hulgE-Konstruktes

Das chimdre Rezeptor-Antikorper-Konstrukt konnte aus den gesammelten und ver-
einigten Zellkulturiiberstinden der HEK-293-Expression mit Hilfe einer His-Tag-
vermittelten Affinititschromatographie (Ni-IMAC) isoliert und gereinigt werden.
Die Durchfiihrung erfolgte automatisiert mit einem AKTAprime™plus-Gerit unter
Verwendung einer HisTrap™”-FF-Sdule. Entsprechende Fraktionen, die das Produkt
enthielten, wurden vereinigt und gegen PBS dialysiert. Abbildung 4.43 zeigt das
Konstrukt CHIR-AB1-IgECH2-4 nach SDS-PAGE-Analyse und anschlieflender Coo-
massie-Farbung bzw. Immunblot.

4.5.2 Spezifitat von CHIR-AB1-hulgECy2-4 fur IgY

Die aus dem Haushuhn stammende Variante CHIR-AB1 des beschriebenen Leu-
kozytenrezeptors besitzt bekanntermafien eine Spezifitit und hohe Affinitat fiir
aviane Immunglobuline des Typs Y. Daher wurde in den vorangestellten initialen

Experimenten zur Beurteilung der Expression hinsichtlich Qualitdt und Quanti-
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Abbildung 4.43: Analytische SDS-PAGE des chimiren Konstruktes CHIR-AB1-hulgECy2-4 (CHIR-Fce) mit nach-
folgender/m Coomassie-Firbung bzw. Immunblot nach Reinigung und Isolierung mittels IMAC aus den Zell-
kulturiiberstinden. Nach Reinigung und Dialyse wurde das Produkt in nicht-reduzierendem bzw. reduzierendem
Probenpuffer in einem 10 %igen Acrylamid-Gel in Tris-Tricin-haltigem Puffer gelelektrophoretisch getrennt. Anschlie-
Bend erfolgte eine (A) Coomassie-Farbung bzw. (B) ein Immunblot mit hulgE-sepzifischem Antikdrper und Detektion
mit NBT/BCIP in AP-Detektionspuffer. Als Standard wurden die Proteinmarker (A) PageRuler™ Unstained Protein
Ladder und (B) PageRuler™ Prestained Protein Ladder verwendet. red. = reduziert.
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Abbildung 4.44: ELISA-Analyse zur Untersuchung der Spezifitit des chimiren CHIR-AB1-hulgECy2-4 fiir Im-
munglobulinisotypen unterschiedlicher Herkunft. Die Vertiefungen einer ELISA-Platte wurden mit je 30 uL der
jeweiligen Antikorper (jeweils 25 ng/mL) belegt und mit 2% BSA in PBS blockiert. Anschlieend erfolgte die Inku-
bation mit je 30 pnL Kulturiiberstand der CHIR-AB1-hulgEC2-4-Produktion. Als sekundérer Antikorper wurde der
AP-konjugierte monoklonale anti-hulgE eingesetzt (1:1000 in 2% BSA/PBS). Die Detektion erfolgte durch Umsatz
von pNPP und Messung der Absorption bei 405 nm. Zur Kontrolle wurden 2 % BSA in PBS verwendet.
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tat das chimére Rezeptorkonstrukt dem Zwecke entsprechend auf der Zielstruk-
tur IgY getestet. Ob das in dieser Arbeit dargestellte bivalente Fusionskonstrukt
aus CHIR-AB1 und humanem Fce ebenfalls reine Spezifitit fiir IgY aufweist, soll-
te in einem Spezifititstest demonstriert werden. Immunglobuline unterschiedli-
cher Spezies und unterschiedlicher Isotypen — darunter auch humane IgG, IgA
und IgM — wurden auf der Oberfliche einer ELISA-Platte immobilisiert und mit
HEK-Zellkulturiiberstand von CHIR-AB1-hulgEC2-4 inkubiert. Die Abbildung
4.44 zeigt die aus diesem Test erhaltenen Ergebnisse und bestatigt die ausschlief3li-
che Spezifitat fiir IgY; Isotypen der Inmunglobuline muriner, leporider oder capri-

ner Herkunft wurden nicht erkannt.

4.5.3 Affinitat von CHIR-AB1-hulgECy2-4

In einer SPR-spektroskopischen Analyse wurden die apparente Dissoziationskon-
stante sowie die zugehorigen kinetischen Parameter bestimmt (Die Messungen
wurden durch Unterstiitzung von Dr. Klaus Wiehler, SierraSensors GmbH, Ham-
burg durchgefiihrt). Mit einer Kp von 1.89 x 1071 M liegt dieser Wert im pico-
molaren Bereich und eine Grofienordnung iiber dem fiir den avianen Rezeptor
CHIR-ABI berichteten Kp (vgl. Abb. 4.45) [158].

4.5.4 Anwendung von CHIR-AB1-hulgECH2-4 im Festphasenassay

Eine weitere ELISA-Analyse sollte dann die Anwendbarkeit der Kombination aus
allergenspezifischen, hier Bet v 1a-spezifischen IgY und IgY-spezifischem IgE-Substi-
tut zeigen. Hierzu wurde das zuvor exprimierte Einzelallergen Bet v 1a-MBP immo-
bilisiert und mit einer vorinkubierten Mischung aus spezifischen IgY und dem Kon-
strukt CHIR-AB1-hulgECH2-4 belegt. Die Konzentration der eingesetzten IgY wur-
de hierbei seriell verdiinnt, wahrend die Konzentration des CHIR-hulgE-Konstruk-
tes konstant gehalten wurde. Die Detektion erfolgte mit dem monoklonalen human-
IgE-spezifischen und AP-konjugierten Sekundéarantikorper. Abbildung 4.46 zeigt
den hierbei erhaltenen Reaktivitidtsverlauf.

In Analogie zu dem vorangegangenen ELISA wurde erneut eine serielle Verdiin-
nungsreihe des CHIR-AB1-hulgECy2-4 bei konstanter Konzentration der allergen-
spezifischen IgY durchgefiihrt. Der erhaltene konzentrationsabhidngige Reaktivi-
tatsverlauf ist in Abbildung 4.47 gezeigt. Zusammenfassend lasst sich anhand die-
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Abbildung 4.45: SPR-spektroskopische Analyse von CHIR-AB1-hulgECy2-4.Das IgY-spezifische CHIR-AB1-huFce-
Konstrukt wurde in einer seriellen Konzentrationsreihe (s. Legende) in einem SPR-2-Geridt gemessen (A). Als Flussrate
wurden 25 pL./min gewahlt, die Assoziationsdauer betrug 2 min und die Dissoziationszeit 5.5 min. Der Sensorchip
wurde mit naiven IgY belegt. Zur Referenzierung der Sensorgramme wurde parallel gegen eine unbelegte Flusszelle
gemessen. Gezeigt sind die referenzierten Differenzspekiren beider Messzellen. In schwarz dargestellt, sind die mit
Hilfe der Software TraceDrawer erhaltenen Regressionskurven bei Zugrundelegen eines LANGMUIR schen Absorptions-
verhaltens (1:1-Bindungsmodell). (B) Die daraus resultierenden Geschwindigkeitskonstanten k, und k; ergeben die
Dissoziationskonstante Kp.
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Abbildung 4.46: ELISA-Analyse zur Untersuchung der Reaktivitit des CHIR-AB1-hulgECy2-4-Konstruktes bei
variierter IgY-Konzentration. Die Vertiefungen einer ELISA-Platte wurden mit je 30 uL (100 pg/mL) Bet v 1a-MBP
belegt und mit 1% PVA in PBS blockiert. Anschlieflend erfolgte die Inkubation mit je 30 pL einer zuvor praparierten
Mischung aus CHIR-AB1-hulgEC;2-4 gleichbleibender Konzentration und allergenspezifischen IgY variierender Kon-
zentration (x-Achse: Angaben in pg/mL). Als tertidrer Antikorper wurde der AP-konjugierte monoklonale anti-hulgE
eingesetzt (1:1000 in 1% PVA/PBS). Die Detektion erfolgte durch Umsatz von pNPP und Messung der Absorption
bei 405 nm. Zur Kontrolle wurde 1% PVA in PBS verwendet.
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Abbildung 4.47: ELISA-Analyse zur Untersuchung der Reaktivitit des CHIR-AB1-hulgECy2-4-Konstruktes
(CHIR-Fce) bei variierter Konzentration. Die Vertiefungen einer ELISA-Platte wurden mit je 30 uL (100 pg/mL)
Bet v 1a-MBP belegt und mit 1 % PVA in PBS blockiert. AnschliefSend erfolgte die Inkubation mit je 30 pL einer zuvor
praparierten Mischung aus CHIR-AB1-hulgEC;2-4 variierender Konzentration (x-Achse: Angaben in pg/mL) und
allergenspezifischen IgY konstanter Konzentration. Als tertidrer Antikorper wurde der AP-konjugierte monoklonale

anti-hulgE eingesetzt (1:1000 in 1% PVA/PBS). Die Detektion erfolgte durch Umsatz mit pNPP und Messung der
Absorption bei 405 nm. Zur Kontrolle wurde 1% PVA in PBS verwendet.

ser ELISA-Experimente feststellen, dass das chimére Fusionskonstrukt aus avianem
Rezeptor und konstantem Fce-Part als Assayreagenz in Verbindung mit avianen
Immunglobulinen funktionell ist. Des Weiteren konnte beobachtet werden, dass
das IgE-Substitut auch in hohen Verdiinnungen, d. h. in geringen Konzentrationen

zuverldssige Signale liefert.

Der Einsatz polyklonaler Antikoérper in der immunologischen Diagnostik ist eine
Grundvoraussetzung zur Abdeckung der potentiellen Bandbreite moglicher aller-
genspezifischer Paratope auf humanen Immunglobulinen der Klasse IgE. Daneben
existieren fiir eine komponentenaufgeloste Diagnostik auch monoklonale (huma-
ne) Antikorper, die urspriinglich ebenfalls auf humane Immunglobuline zuriickzu-
fithren sind. Diese mittels der Hybridomtechnologie, anschlieflender Reklonierung
und Adaption an die jeweilige Assayspezifitit und rekombinanter Produktion er-
haltenen Antikorper konnen zur genauen Untersuchung auf Einzelkomponenten
eines komplexen allergenen Gemisches wie beispielsweise Pollenextrakte, Nah-
rungsmittelallergene etc. in allergologisch-diagnostischen Systemen als Referenz
eingesetzt werden. Parallel zur Substitution humaner polyklonaler IgE-Seren durch
polyklonale via Immunisierung generierter IgY konnen ebenfalls monoklonale IgY
mit mafigeschneiderter Spezifitit Verwendung finden. Ein in diesem Kontext und
im Rahmen der vorliegenden Dissertation im Arbeitskreis mittels Hybridomtech-

nologie und Reklonierung erzeugter Antikorper ist der Bet v 1a-spezifische IgY 2-14.
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Abbildung 4.48: ELISA-Analyse zur Untersuchung der Reaktivitit des monoklonalen Bet v 1la-spezifischen IgY
2-14 in serieller Verdiinnung und Kombination mit dem Konstrukt CHIR-AB1-hulgECy2-4 (CHIR-Fce). Die Ver-
tiefungen einer ELISA-Platte wurden mit 30 uL (100 pg/mL) Bet v 1a-MBP belegt und mit 1% PVA in PBS blockiert.
Anschlieflend erfolgte die Inkubation mit je 30 pL einer zuvor préparierten Mischung aus CHIR-AB1-hulgECy2-4
konstanter Konzentration und dem monoklonalen Bet v la-spezifischen IgY-Antikorper 2-14 in serieller Verdiinnung
(x-Achse: Angaben in ng/mL). Als tertidrer Antikorper wurde der AP-konjugierte monoklonale anti-hulgE eingesetzt

(1:1000 in 1 % PVA/PBS). Die Detektion erfolgte durch Umsatz mit pNPP und Messung der Absorption bei 405 nm.
Zur Kontrolle wurde 1% PVA in PBS verwendet.

Dieser monoklonale chimére Antikdrper mit murinen variablen Domé&nen der leich-
ten und schweren Kette und konstanten uv-Ketten wurde in einer ELISA-Analyse in
Verbindung mit demselben CHIR-ABI1-hulgECH2-4 getestet. Der IgY 2-14 wurde
bei konstanter Konzentration zusammen mit variierten Konzentrationen (seriel-
le Verdiinnung) des CHIR-hulgE-Konstruktes analysiert. Das Ergebnis des kon-
zentrationsabhdngigen Reaktivitdtsverlaufs ist in Abbildung 4.48 zu sehen. Auch
auf monoklonaler Ebene der IgY-Technologie konnte der Einsatz des Rezeptor-

Konstruktes demonstriert werden.

Die Anwendung der spezifischen IgY in diversen ELISA-Analysen erfolgte stets zu-
sammen mit der Verwendung des Einzelallergens Bet v 1a-MBP. Anders als bei iso-
lierten und gereinigten singuldren Proteinen stellen Proteinextrakte ein komplexes
Gemisch aus dem Zielallergen und weiteren moglicherweise storenden Bestandtei-
len dar. Da in der Praxis der allergologischen Diagnostik eine Vielzahl unterschied-
licher Extrakte zur Charakterisierung einer allergischen Symptomatik verwendet
werden, sollte im Folgenden und in Analogie ein ELISA unter Einsatz eines Ex-
traktes durchgefiihrt werden. Die Analyse der polyklonalen Bet v la-spezifischen
IgY im Zusammenspiel mit dem CHIR-AB1-hulgECy2-4 hinsichtlich der Reaktivi-
tat auf den immobilisierten Birkenextrakt (t3) unterstreicht die Spezifitit und Ein-

setzbarkeit der durch Immunisierung gewonnenen IgY (s. Abb. 4.49).
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Abbildung 4.49: ELISA-Analyse zur Untersuchung der Reaktivitit der Bet v 1a-spezifischen IgY in Kombination
mit CHIR-AB1-hulgECyH2-4 (CHIR-Fce) gegeniiber Birkenpollenextrakt (t3). Die Vertiefungen einer ELISA-Platte
wurden mit je 30 pL (50 pg/mL) Birkenpollenextrakt (t3) belegt und mit 1% PVA in PBS blockiert. AnschliefSend
erfolgte die Inkubation mit je 30 pL einer zuvor préiparierten Mischung aus CHIR-AB1-hulgEC;2-4 konstanter Kon-
zentration und den polyklonalen Bet v la-spezifischen IgY variierender Konzentration (x-Achse: Angaben in pg/mL).
Als tertidrer Antikorper wurde der AP-konjugierte, monoklonale anti-hulgE eingesetzt (1:1 000 in 1 % PVA/PBS). Die

Detektion erfolgte durch Umsatz mit pNPP und Messung der Absorption bei 405 nm. Zur Kontrolle wurde 1% PVA
in PBS verwendet.

In den vorangehenden Kapiteln wurde durch Verwendung Bet v la-spezifischer
polyklonaler IgY in Kombination mit dem chiméren IgY-spezifischen Konstrukt
die Einsatzmoglichkeit zur Generierung neuer Standardreagenzien am Modell der
inhalativen Birkenpollenallergie aufgezeigt. Dass sich dieses Konzept auch auf an-
dere Bereiche der Allergologie ausdehnen ldsst, sollte in einer weiteren Analyse fiir

den Bereich der Nahrungsmittelallergie gezeigt werden.

Zu diesem Zweck wurden kommerziell erhiltliche polyklonale aviane Antikorper,
die durch Immunisierung mit der Glutenfraktion von Weizen erhalten wurden, zu-
sammen mit dem chiméren Fcu-spezifischen IgECy2-4 hinsichtlich ihrer Reaktivitét
auf die wasserlosliche Weizenproteinfraktion nach OsBorRN untersucht. Die Daten
beider ELISA-Analysen, in der bei konstanter Konzentration einer der beiden Kom-
ponenten entweder die (A) IgY-Konzentration oder (B) die CHIR-AB1-hulgEC2-
4-Konzentration variiert wurde, sind in Abbildung 4.50 gezeigt.

4.5.5 Weitere Formate rekombinanter, verklirzter humaner
Fc-Fragmente mit Spezifitat fur IgY/FcY

Im Gegensatz zu den vorgestellten Konzepten zur Kopplung von Antikérpern, ins-
besondere zur Verkniipfung der allergenspezifischen Einheit mit einer assaykom-
patiblen Detektionseinheit, die eine chemische Modifikation der spezifischen avia-
nen Immunglobuline erforderlich machen und fiir jede allergologisch-diagnostische
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Abbildung 4.50: ELISA-Analyse zur Untersuchung der Reaktivitit polyklonaler Weizenextrakt-spezifischer IgY
in Kombination mit CHIR-AB1-hulgECy2-4 gegeniiber Weizenextrakt. Die Vertiefungen einer ELISA-Platte wur-
den mit je 30 pL Weizenextrakt (Fraktion I nach OsBORN) belegt und mit 1% PVA in PBS blockiert. AnschlieBend
erfolgte die Inkubation mit je 30 pL einer zuvor praparierten Mischung aus CHIR-AB1-hulgECy2-4 und polyklo-
naler Weizenextrakt-spezifischer IgY. Hierzu wurden bei konstanter Konzentration eines der beiden Komponenten
entweder die Konzentration (A) der spezifischen IgY oder (B) des chiméiren IgE-Konstruktes variiert (x-Achse: An-
gaben in pg/mL). Als tertidrer Antikorper wurde der AP-konjugierte, monoklonale anti-hulgE eingesetzt (1:1 000
in 1% PVA/PBS). Die Detektion erfolgte durch Umsatz mit pNPP und Messung der Absorption bei 405 nm. Zur
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Kontrolle wurde 1% PVA in PBS verwendet.

Anwendung zugeschnitten werden miissen, liegt die Besonderheit des CHIR-hulgE
Ch2-4-Konstruktes und damit allgemein eines CHIR-AB1-huFc-Konstruktes in der
genetischen Kopplung. Diese ermoglicht auf einfache Weise, durch molekularbio-
logische Methoden zur Reklonierung und Expression den humanen Fce-Part durch
jeden anderen Isotyp auszutauschen und so die Anwendung spezifischer IgY auch
fiir andere Fragestellungen der Allergologie und dariiber hinaus fiir die Autoim-
munologie und Infektiologie zu realisieren. In dieser Arbeit wurden neben dem
bisher erwdhnten CHIR-AB1-hulgECH2-4 auch andere humane Isotypen kloniert
und im Mammalia-System produziert. Eine Ubersicht iiber die CHIR-AB1-Fusions-
konstrukte mit den humanen Fc-Doménen der Antikorper IgGy, IgGy, IgM, IgA;

und IgA; ist im Anhang gezeigt.
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4.5 Darstellung assaykompatibler Immunglobulinkonjugate durch genetische Fusion

Amplifikation der schweren konstanten Ketten humaner Antikérperisotypen

Zur Klonierung der Fc-Fragmente der humanen Antikérper erfolgte zunédchst die
Amplifikation der entsprechenden DNA-Sequenzen mit Hilfe sequenzspezifischer
Oligonukleotide unter Einfiihrung der Schnittstellen Sgs I und Xba I bzw. Mss I*°
und Anhédngen eines His-Tags. Als Template wurden Vektoren eingesetzt, die be-
reits in der Arbeitsgruppe vorlagen und die humanen schweren Ketten der kon-
stanten Antikorperdomédnen besaflen. Die erzeugten Amplifikate wurden gelelek-
trophoretisch analysiert und anschlieffend mit dem Fermentas GeneJET"Gel Extrac-

tion Kit isoliert.

Klonierung chimarer, IgY-spezifischer huFc-Fragmente

Als Zielvektor fiir die Insertion der zuvor amplifizierten und isolierten Fc-Fragmen-
te humanen Ursprungs wurde der Vektor pcDNA3.1+/Zeo-CHIR-AB1-hulgECy2-
4 (s. Abschnitt 4.5.1) eingesetzt. Sowohl der Zielvektor als auch die humanen Fc-
Fragmente wurden mit den jeweiligen Restriktionsendonukleasen inkubiert. Nach
Entfernen des Fce-Parts und Isolierung des geschnittenen Vektors, wurde im fol-
genden Schritt je eines der anderen Fragmente insertiert. Die Subklonierung und
Insertion des Fragmentes im korrekten Leserahmen wurde durch Sequenzierung
bestétigt (s. Anhang).

Expression der CHIR-AB1-huFc-Konstrukte

In Analogie zu dem CHIR-AB1-hulgE-Fusionskonstrukt wurden auch hier HEK-
293-Zellen als Expressionssystem eingesetzt, um ebenfalls die Faltung und authen-
tische Glycosylierung sicherzustellen. Fiir die Produktion der chimdren Antikor-
perkonstrukte wurden HEK-293-Zellen mit der jeweiligen Plasmid-DNA transfi-
ziert und positive Transfektanden durch Inkubation mit dem Antibiotikum Zeocin
selektiert. Drei Tage nach erfolgter Transfektion konnte im Zellkulturiiberstand die
transiente Expression fiir alle Konstrukte aufler dem IgA;-Analogon durch eine
ELISA-Analyse nachgewiesen werden (s. Abb. 4.51 (A)). Die transfizierten Zellen

wurden zur Stabilisierung und damit zur Integration des Zielgens in das zelleigene

9Isochizomer: Asc I
0Tsochizomer: Pme I
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Abbildung 4.51: ELISA-Analyse zur Untersuchung der Produktion chimirer CHIR-Fc-Konstrukte transient bzw.
stabil exprimierender HEK-293-Zellen. Die Vertiefungen einer ELISA-Platte wurden mit je 30 pL naiver IgY
(100 pg/mL) belegt und mit 1% PVA in PBS blockiert. Anschlielend erfolgte die Inkubation mit je 30 pL der Kul-
turtiberstande (A) transient bzw. (B) stabil exprimierender HEK-293-Zellen. Als sekunddre Antikorper wurden anti-
hulgG-AP (Sigma, 1:20000 in 1% PBVA/PBS), anti-hulgM-AP (Sigma, 1:10000 in 1% PVA/PBS) und anti-hulgA-AP
(Sigma, 1:5000 in 1% PVA/PBS) eingesetzt. Die Detektion erfolgte durch Umsatz von pNPP und Messung der Ab-
sorption bei 405 nm. Zur Kontrolle wurde 1 % PVA in PBS verwendet.

Genom weiter unter Zeocin-Selektion kultiviert. In den Kulturiiberstanden erfolg-
reich stabilisierter HEK-293-Transfektanden konnten die unterschiedlichen chima-
ren Fusionskonstrukte mit humanFc-spezifischen Antikdrpern ebenfalls in einem
ELISA-Experiment nachgewiesen werden (s. Abb. 4.51 B). Wahrend der Zellkulti-

vierung wurden die Uberstinde gesammelt und bei 4 °C gelagert.

Reinigung der CHIR-AB1-huFc-Konstrukte

Die Produktionseffizienz des hulgG-analogen Konstruktes lag mit 20 png/mL in der
gleichen Grofienordnung wie die von CHIR-AB1-hulgEC2-4 und konnte ebenfalls
aus den vereinigten Zellkulturiiberstinden der HEK-293-Produktion mit Hilfe der
His-Tag-vermittelten Affinititschromatographie (Ni-IMAC) isoliert und gereinigt
werden (vgl. auch Abschnitt 4.5.1). Entsprechende Fraktionen, die das Zielprotein
enthielten, wurden vereinigt und gegen PBS dialysiert. Abbildung 4.52 zeigt die
gelelektrophoretische Analyse mittels SDS-PAGE unter nicht-reduzierenden bzw.
reduzierenden Bedingungen und anschliefender Coomassie-Farbung bzw. Immun-
blot. Die Kulturiiberstinde der iibrigen Konstrukte wurden lediglich fiir die oben
gezeigten ELISA-Analysen verwendet. Die vorliegenden Konzentrationen scheinen
im Vergleich zu den IgE- und IgG;-Analoga sehr niedrig zu sein, so dass eine gel-

elektrophoretische Charakterisierung nicht vorgenommen wurde.
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Abbildung 4.52: Analytische SDS-PAGE des chimiren Konstruktes CHIR-AB1-hulgG;Cy2+3 (CHIR-Fcyq) mit
nachfolgender/m Coomassie-Fiarbung bzw. Immunblot nach Reinigung und Isolierung mittels IMAC aus den
Zellkulturiiberstinden. Nach Reinigung und Dialyse wurde das Produkt in nicht-reduzierendem bzw. reduzieren-
dem Probenpuffer in einem 10 %igen Acrylamid-Gel in Tris-Tricin-haltigem Puffer gelelektrophoretisch getrennt. An-
schliefend erfolgte eine (A) Coomassie-Farbung bzw. (B) ein Immunblot mit hulgG-sepzifischem Antikérper und
Detektion mit NBT/BCIP in AP-Detektionspuffer. Als Standard wurden die Proteinmarker (A) PageRuler™ Unstained
Protein Ladder bzw. (B) PageRulerTVI Prestained Protein Ladder verwendet. red. = reduziert.
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Abbildung 4.53: ELISA-Analyse zur Untersuchung der Reaktivitit des monoklonalen Bet v a-spezifischen IgY 2-
14 in serieller Verdiinnung. Die Vertiefungen einer ELISA-Platte wurden mit je 30 uL (100 pg/mL) Bet v 1a-MBP
belegt und mit 1% PVA in PBS blockiert. AnschliefSend erfolgte die Inkubation mit je 30 pL einer zuvor praparierten
Mischung aus CHIR-AB1-hulgG;Cp2+3 konstanter Konzentration und dem monoklonalen Bet v 1a-spezifischen IgY-
Antikorper 2-14 in serieller Verdiinnung (x-Achse: Angaben in pg/mL). Als tertidgrer Antikorper wurde der AP-
konjugierte monoklonale anti-hulgE eingesetzt (1:1000 in 1% PVA/PBS). Die Detektion erfolgte durch Umsatz mit
PNPP und Messung der Absorption bei 405 nm. Zur Kontrolle wurde 1 % PVA in PBS verwendet.
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In Analogie zu CHIR-AB1-hulgECy2-4 sollte in einer ELISA-Analyse die Anwen-
dung des CHIR-AB1-hulgG;Cy2+3 in Kombination mit dem Bet v 1a-spezifischen
IgY 2-14 auf monoklonaler Ebene getestet werden. In einer seriellen Verdiinnungs-
reihe des spezifischen IgY in Kombination mit dem in konstanter Konzentration
vorliegenden CHIR-AB1-hulgGCz2+3 wurde die Reaktivitdt gegentiber immobi-
lisertem Bet v 1a-MBP untersucht. Die Abbildung 4.53 zeigt den aus dem ELISA-
Experiment erhaltenen Reaktivitdtsverlauf. Das IgG-analoge Konstrukt konnte er-
wartungsgemafl mit spezifischem IgY im ELISA-System angewendet werden.

Im Kontext der heparininduzierten Thrombozytopenie Typ II konnten die durch
Immunisierung erhaltenen PF4/DS-10-spezifischen, polyklonalen IgY durch Kom-
bination mit CHIR-AB1-hulgGiCy2+3 in einem IgGi-spezifischen ELISA unter-
sucht werden. Der auf der Oberflache der ELISA-Platte immobilisierte und fiir das
Auftreten spezifischer Autoantikdrper verantwortliche Komplex aus Pldttchenfak-
tor 4 und Dextransulfat konnte zwar durch ein zuvor inkubiertes Gemisch aus
PF4/DS-10-spezifischen IgY und dem Rezeptorkonstrukt durch IgG-isotypspezi-
fische Detektion mit einem anti-hulgG-Antikorper nachgewiesen werden (s. Abb.
4.54 A), jedoch war selbst das mit hochsten IgY-Konzentration korrespondierende
Signal duflerst schwach. Zudem wurde die Giite dieses Experimentes durch den
Mangel unzureichend affiner und in geringer Konzentration vorliegender spezifi-
scher IgY limitiert. Dieser Problematik konnte mit einer sequentiellen Anwendung
spezifischer IgY und CHIR-AB1-hulgG;Cy2+3 begegnet werden, wobei zwischen
den Inkubationsschritten ein Waschschritt zur Entfernung sehr schwach bzw. unge-
bundener IgY erfolgte. Die nachfolgende Inkubation mit dem CHIR-Fcy;-Konstrukt
ermoglichte dann die Bindung an ausschliefilich iiber das Allergen zuvor immobi-
lisierte IgY (s. Abb. 4.54 B). Im Vergleich war der Verlauf der Signalintensitdten
beider ELISA-Experimente sehr stark ausgeprédgt und zeigte, dass durch Vorinku-
bation spezifischer IgY mit dem Fcu-spezifischen Antikorper ein nicht unbetrachtli-
cher Teil von letzterem durch unspezifische und/oder niedrig-affine IgY gebunden
und hierdurch dem Assay der indirekten Interaktion mit dem Allergen entzogen
wurden.
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Abbildung 4.54: ELISA-Analyse zur Untersuchung der Reaktivitit PF4/DS-10-spezifischer IgY in Kombination mit
CHIR-AB1-hulgG;Cy2+3. Die Vertiefungen einer ELISA-Platte wurden mit je 30 pL eines Komplexes aus PF4 und
dem Dextransulfat DS-10 (100 ng/mL) belegt und mit 2 % BSA in PBS blockiert. Anschlielend erfolgte die Inkubation
mit einem (A) Gemisch aus oder einer (B) sequentiellen Inkubation mit spezifischen IgY in seriell verdiinnter Konzen-
tration (x-Achse: Angaben in pg/mL) und dem produzierten CHIR-AB1-hulgG;Cp2+3 konstanter Konzentration. Als
Tertidrantikorper wurde der hulgG-spezifische, AP-konjugierte anti-hulgG eingesetzt (1:20000 in 1 % PVA/PBS). Die
Detektion erfolgte durch Umsatz von pNPP und Messung der Absorption bei 405 nm. Zur Kontrolle wurde 1% PVA
in PBS verwendet.
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5 Diskussion

Die klinische Diagnostik ist fiir viele Arzte und einige andere im Gesundheitswesen
Tatige zu einem unerlésslichen Hilfsmittel zur ndheren Untersuchung und Aufkla-
rung vielféltiger Symptomatiken und Verdachtsdiagnosen avanciert. Im Kontext
der allergologischen, autoimmunologischen oder auch infektiologischen Diagnos-
tik existiert eine grofie Palette unterschiedlicher Methoden, unter denen sich neben
rein qualitativen auch quantitative Bestimmungen finden. Zur absoluten Quantifi-
zierung und zur Gewdhrleistung der Vergleichbarkeit der Messergebnisse unterein-
ander werden in quantifizierenden serologischen Assays stets Referenzmaterialien
verwendet. Durch den Einsatz eines definierten Referenzmaterials soll garantiert
werden, dass serologische Befunde stets auf eine zuvor festgelegte Skala bezogen
und vergleichbar werden. Auf internationaler Ebene definiert die Weltgesundheits-
organisation in Bezug auf die vier humanen Antikorperisotypen IgG, IgM, IgA
und IgE sogenannte Referenzseren, die aus humanen Einzelseren in konstanter
Quantitdt durch Referenzlaboratorien zusammengestellt und fiir den Anwender
zur Verftigung gestellt werden [60, 63]. Dartiberhinaus regelt die Bundesarztekam-
mer auf nationaler Ebene (Deutschland) die Qualitdtssicherung im diagnostischen
Laboratorium durch besondere Richtlinien (RiLiBAK), die fiir alle laboratoriums-
medizinisch arbeitenden Arzte und Arztinnen obligatorisch sind. Damit beschréankt
sich die Einhaltung und Anwendung dieser Richtlinien nicht nur auf die Fachérz-
te der Laboratoriumsmedizin und deren Praxen, sondern auf alle, die innerhalb
ihrer Praxen im Rahmen der medizinischen Patientenversorgung Untersuchungen
durchfiihren, auswerten und interpretieren [62]. Zusétzlich soll durch die Teilnah-

me an Ringversuchen eine externe und zertifizierte Qualitdtskontrolle erfolgen [62].

Dennoch erwéchst fiir die In-vitro-Diagnostik hinsichtlich der Bestimmung des spe-
zifischen IgE-Spiegels eine Problematik. Wahrend die absolute Quantifizierung des
unspezifischen Gesamt-IgE mit Hilfe der durch die WHO festgelegten Referenzse-
ren erfolgt, wird die sIgE-Konzentration via heterologer Interpolation, d.h. durch
Bezug auf eine mit Gesamt-IgE-Mengen korrelierenden Eichkurve ermittelt. Die
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Methoden zur Bestimmung des Gesamt-IgE und des spezifischen IgE weichen je-
doch, wie bereits einleitend dargestellt, voneinander ab, so dass eine authentische
Quantifizierung des sIgE im eigentlichen Sinne nicht moglich ist. Aus diesem Grun-
de erscheint die Verwendung neuer Reagenzien als Standard bei der Bestimmung
spezifischer IgE-Antikorper erstrebenswert. Die Bedeutung dieser Reagenzien als
Referenzmaterial mit definierter Spezifitit liegt nicht zuletzt auch darin begriindet,
dass insbesondere im Bereich der Allergologie immer mehr Antigene auf rekom-
binanter Basis Einzug in die spezifische In vitro-Diagnostik gehalten haben [159-
161].

Der Einsatz humaner IgE-Poolseren konnte hier den Ausweg aus der beschriebenen
Problematik bedeuten, da diese hinsichtlich Spezifitdt und Quantitat charakterisiert
werden konnen. Die Nachteile humaner Poolseren sind allerdings zum einen die
mangelnde Reproduzierbarkeit einer konstanten Qualitdt. Zum anderen wird die
Frage aufgeworfen, mit welchem Poolserum die insgesamt moglichen Spezifita-
ten gegeniiber bestimmten Antigenen tiberhaupt abgedeckt werden kann. Humane
Seren sind daher gerade in Hinblick auf IgE-Seren mit seltenen Spezifititen bzw.
anders bedingter limitierter Verfiigbarkeit nachteilig. Hier bietet die Generierung
polyklonaler spezifischer Antikdrper durch Immunisierung von Tieren einen viel-
versprechenden Ansatz, humane Poolseren zu ersetzen. Insbesondere die Attrak-
tivitat der Immunisierung des domestizierten Huhns (Gallus gallus domesticus) zur

Produktion polyklonaler Antikodrper steht hier im Vordergrund.

Im Rahmen dieser Arbeit konnten zunédchst fiir das Modell der Bet v 1a-spezifischen
Allergie als klassischer Vertreter allergischer Erkrankungen und fiir den Bereich au-
toimmunologischer Defekte am Beispiel der heparininduzierten Thrombozytopenie
Typ II polyklonale aviane Antikorper generiert und isoliert werden. Diese standen
dann Spezifitat und Affinitit betreffend fiir die weitere Analyse und Charakterisie-
rung zur Verfiigung. Auf Basis der IgY-Technologie konnten dann im zweiten Teil
dieser Arbeit Konzepte zur Adaption avianer polyklonaler Antikdrper im Einklang

mit der Kompatibilitédt isotypspezifischer Assays evaluiert und realisiert werden.
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5.1 Rekombinante Darstellung und Reinigung allergener
Zielproteine

Zum Zwecke der Immunisierungen wurden kommerziell erhéltliches Bet v 1a bzw.
ein rekombinant hergestellter Komplex aus Plattchenfaktor 4 und Dextransulfat
eingesetzt. Die Charakterisierung der auf diese Weise erhaltenen polyklonalen An-
tikorper sollte dann mit den rekombinanten Varianten dieser Antigene und mit im
Kontext der allergischen Erkrankung durch Birkenpollen relevanten kreuzreakti-
ven Allergenen erfolgen. In dieser Arbeit wurden das Birkenpollenmajorallergen
Bet v 1a [162] und zwei darauf basierende verkiirzte Versionen sowie die dazu ho-
mologen und ebenfalls zur Familie der PR10-Proteine (Bet v 1-Familie) gehtrenden
Allergene des Apfels (Malus domestica) Mal d 1 [163] und der Sojabohne (Glyci-
ne max) Gly m 4 [164] prokaryotisch produziert. Mit Ausnahme des Sojaproteins
Gly m 4, dessen 16sliche cytoplasmatische Expression bekannt ist, wurden die All-
ergene N-terminal mit dem Maltose bindenden Protein fusioniert. C-terminal wur-
de zusétzlich ein Histidin-Tag fiir die Reinigung tiber Ni-NTA-Matrix angefiigt. Die
Fusion mit MBP bringt einige Vorteile gegeniiber den freien nicht-fusionierten Pro-
teinen mit sich. Durch die unmittelbare Nachbarschaft der ribosomalen Bindungs-
stelle im 5’-Bereich des MBP codierenden Gens wird eine effiziente Initiierung der
Translation erreicht, welche in sehr hohen Ausbeuten der MBP-Fusionsproteine im
Cytoplasma von E. coli resultiert [165]. Ein weiterer, wenn nicht sogar bedeutende-
rer Vorteil von MBP-Fusionsproteinen ist die Loslichkeit vermittelnde Eigenschatft.
Proteine, die nicht fusioniert unter konventionellen Expressionsbedingungen un-
16slich akkumuliert werden, konnten durch die Fusion mit MBP oftmals in 19sli-
cher Form und korrekter Faltung erhalten werden [166, 167]. In vorangehenden
Arbeiten im Arbeitskreis konnten die Allergene Bet v 1a und Mal d 1 bereits cyto-
plasmatisch in E. coli zwar erfolgreich, jedoch unldslich produziert werden. Die Ex-
pression der genannten Allergene als MBP-Fusionskonstrukte ergab in sehr hoher
Konzentration vorliegende und vor allem 16sliche Proteine, die unter nativen, nicht
denaturienden Bedingungen gereinigt werden konnten. Als Matrix fiir die Isolation
der Zielproteine aus der E. coli-Kultur wurde die als Bestandteil der nattirlichen,
pflanzlichen Stirke vorkommende Amylose verwendet. Dieses einige hundert Mo-
nomere umfassende und aus o-1,4-glykosidisch verkniipften p-Glucose-Einheiten
bestehende Polymer diente als Interaktionspartner des Maltose bindenden Prote-
ins. Die Ablosung des Fusionsproteins von der Matrix gelang durch Einsatz freier
Maltose, die einen besseren Bindungspartner als die Amylose fiir MBP darstellt.
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Die mittels Reinigung iiber Amylose erhaltenen Fusionsproteine wurden dartiber
hinaus durch eine sich anschlieffende tiber immobilisierte Nickelmetallionen ver-
mittelte Affinidtschromatographie weiter gereinigt. Diese auch kurz als Ni-IMAC
bezeichnete Methode nutzt die Bindungseigenschaften divalenter Kationen, vor-
nehmlich Nickel, gegeniiber dem heterocyclischen basischen Molekiil Imidazol.
Letzteres ist Bestandteil der Seitenkette der Aminosdure Histidin und ermoglicht
die Reinigung mit einem His-Tag versehener Proteine. Durch rekombinante Pro-
duktion und nachfolgende Reinigung tiber zwei unterschiedliche Affinitdtschro-
matographien konnten die Allergene Bet v 1a-MBP, Mal d 1-MBP, Bet v 1a*-MBP,
Bet v 1a*-MBP E149G und Gly m 4 (unfusioniert) erhalten und fiir die nachfolgen-
den Experimente erfolgreich eingesetzt werden.

5.2 Spezifische und polyklonale aviane Antikorper

Waéhrend (rekombinante) monoklonale Antikdrper auf Grund ihrer definierten Spe-
zifitat zwar den Vorteil besitzen, zielgenaue Untersuchungen von Antigen-Antikor-
per-Wechselwirkungen wie beispielsweise in der komponentenaufgelosten allergo-
logischen Diagnostik zu erlauben, steht hinter deren Entwicklung jedoch ein kom-
pliziertes wie auch zeit- und kostenaufwindiges Ineinandergreifen unterschiedli-
cher molekularbiologischer Methoden wie der Hybridomtechnologie, dem Phagen-
Display oder anderen Klonierungs-, Expressions- und Screeningstechniken [168,
169]. In vielen Methoden der allergologischen, autoimmunologischen oder infek-
tiologischen Diagnostik ist die Eigenschaft der Monoklonalitdt eines Antikorpers
und die damit einhergehende Monospezifitit allerdings nicht von Relevanz. Viel-
mehr soll hier im Zusammmenhang geeigneter Referenzmaterialien jede potenti-
ell auftretende oder existierende Spezifitdt eines Patienten mit einbezogen werden
konnen. Der Einsatz humaner Poolseren ist aus den einfithrend genannten Griin-
den jedoch nicht optimal. Dieses Problem auf der Grundlage monoklonaler rekom-
binanter Antikdrper zu bewiltigen, ist ob des technischen und finanziellen Auf-
wandes nahezu unmdglich und nicht praktikabel. Im Gegensatz zu monoklonalen
Antikorpern bieten hier polyklonale Antikérper den entscheidenden Vorteil, da sie
mit wenig Aufwand durch die Immunisierung geeigneter Labortiere zu erhalten
sind [95].
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5.2.1 Generierung polyklonaler avianer Antikorper durch
Immunisierung

Die Bereitstellung polyklonaler Antikorper fiir die Anwendung in der immuno-
logischen Diagnostik setzt voraus, dass der fiir eine Immunisierung eingesetzte
Organismus auf die Exposition mit dem Zielantigen mit der Produktion hoch spe-
zifischer und hoch affiner Antikorper reagiert. Der Erfolg der Immunisierung hangt
dabei sowohl von der Wahl des zur Immunisierung einzusetzenden Tieres als auch
von dem gewdhlten Immunisierungsprotokoll ab [95].

In der vorliegenden Arbeit wurde das domestizierte Haushuhn (Gallus gallus dome-
sticus) als Wirtsorganismus fiir die externe Inmunisierung gewéhlt. Das Huhn zeigt
fiir diese Zwecke einige Vorteile gegeniiber den konventionell eingesetzten Tieren
wie Kaninchen [170, 171] und Maus [172, 173] oder den nur in wenigen Einzelfal-
len zu bevorzugenden Tieren wie Ratte [174, 175], Hamster [176, 177] oder Meer-
schweinchen [178]. Hierzu z&dhlt einerseits, dass ein nicht unbetrichtlicher Anteil
der avianen IgY in das Eigelb transferiert wird und aus diesem mittels etablierter
Methoden isoliert werden kann [112]. AufSerdem ist bekannt, dass aviane Antikor-
per im Gegensatz zu denen in Mammalia produzierten weder das Komplementsys-
tem von Mammalia aktivieren noch an mammalidre Komponenten des Serums wie
Fc-Rezeptoren oder den Rheumatoiden Faktor binden [112] und die Moglichkeit

von nachteiligen Interferenzen in immunologischen Assays minimieren.

5.2.2 Isolierung polyklonaler IgY

Aus der Immunisierung mit dem Birkenpollenallergen Bet v la konnten die in
zwei Hithnern produzierten IgY mittels Ammoniumsulfatpréazipitation gereinigt
werden. Die gelelektrophoretische Analyse durch SDS-PAGE und anschliefsender
Coomassie-Farbung zeigte die Reinheit der isolierten Antikorperfraktionen, deren
Spezifitit immunologisch bestitigt wurde. Die Untersuchung zeigte zudem, dass
unter nicht denaturierenden Bedingungen ein apparentes Molekulargewicht von
tiber 200 kDa zu beobachten war. Dieses Resultat scheint zundchst mit dem mas-
senspektrometrisch ermittelten Molekulargewicht von ca. 168 kDa nicht {ibereinzu-
stimmen [179], tiberrascht jedoch nicht unter Berticksichtigung des Laufverhaltens
von Proteinen in Acrylamidgelen unter denaturierenden Bedingungen, welches

zusdtzlich durch kovalent verbundene Kohlenhydratstrukturen am Protein [180]
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beeinflusst wird. In Abhédngigkeit des Acrylamidgehaltes zeigte sich in einer von
Axita und NAkAr durchgefiihrten SDS-PAGE ein dhnliches Laufverhalten, dem ein
apparentes Molekulargewicht von 180 000 kDa entsprach [123] und mit den hier er-

haltenen Daten im Einklang stand.

5.2.3 Spezifitat der polyklonalen avianen Antikorper

Die Generierung spezifischer Antikorper durch Immunisierung liefert stets poly-
klonale Antikorper mit unterschiedlichen Spezifitdten und variierenden Affinitdten
in Bezug auf das eingesetzte Antigen/Allergen. Dabei hdangt die Effizienz hinsicht-
lich Qualitdt und Quantitdt nicht nur von dem gewdhlten Organismus, sondern
auch mafsgeblich von dem zu Immunisierungszwecken verwendeten Antigen ab.
Antigene Proteine, die auf Grund ihrer phylogenetischen Verwandschaft zu einem
bestimmten Organismus eine mittlere bis starke Homologie mit den Wirtsproteinen
aufweisen, resultieren moglicherweise wegen einer induzierten immunologischen
Toleranz nicht mit der Bildung hochspezifischer und hochaffiner Antikorper [95].
In dieser Hinsicht hat sich insbesondere im Zusammenhang mit Mammaliaprotei-
nen das domestizierte Haushuhn als vorteilhaft erwiesen [115]. Auch wenn fiir das
hier gewdhlte Modell der Birkenpollenallergie eine sich auf die Effzienz der Immu-
nisierung negativ auswirkende Homologie mit avianen Proteinen ausgeschlossen
werden konnte, ist der vorstehend genannte Aspekt natiirlich bei der Generierung
polyklonaler spezifischer Antikorper fiir die immunologische Diagnostik zu be-

riicksichtigen.

In einer ersten Analyse mit Hilfe eines ELISA konnte gezeigt werden, dass die
zuvor isolierten avianen IgY spezifisch fiir das zur Immunisierung eingesetzte All-
ergen Bet v 1a-MBP waren. Entsprechende Kontrollen unter Verwendung naiver
IgY aus Hiihnern, die keine artifiziell induzierte Immunisierung erfahren haben,
und mit IgY, die vor Beginn der Immunisierung gesammelt wurden, zeigten we-
der eine Reaktivitdt auf Bet v 1a-MBP noch auf das als Loslichkeit vermittelndes
Fusionsprotein dienende MBP. In Analogie konnte auch die Spezifitdt der aus der
alternativen Immunisierung resultierenden IgY* festgestellt werden. Der Vergleich
der postimmunen IgY-Fraktionen untereinander zeigte, dass die jeweils hochsten
Konzentrationen spezifischer Antikorper mit dem Zeitpunkt der Antigeninjektion
korrelierte. Eier, die unmittelbar nach einem Boost gesammelt wurden, enthielten
mehr spezifische IgY, als die zwischen den Boosts liegenden Fraktionen. Die in zeit-
lichen Abstdanden erfolgten wiederholten Injektionen des Zielimmunogens sollten
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im Verlauf einer effektiven Immunisierung sicherstellen, dass fiir die Induktion der
immunologischen Antwort und damit deren Aufrechterhaltung ausreichend Pro-
tein vorhanden war. Nur durch eine fortwahrende Stimulation durch das Antigen
kann die immunologische Antikérperproduktion auf einem maximalen Niveau be-
stehen. Im Falle der Immunisierung von Huhn 029 konnte die maximale Reaktivitat
der Bet v la-spezifischen IgY der ersten postimmunen Phase nach erneuter Anti-
geninjektion wiedergewonnen werden (postimmun4*). Dieser Anstieg des spezifi-
schen Antikorpertiters konnte fiir das Huhn 030 nicht erreicht werden.

Da die in der Regel fiir die Inmunisierung eingesetzten Immunogene meist meh-
rere Epitope aufweisen, zeigen die mit dieser Methode gewonnenen polyklonalen
Antikorper meist auch eine Polyspezifitdt. Diese bezieht sich nicht nur auf die Spe-
zifitdt des verwendeten Antigens, sondern kann insbesondere auch homologe bzw.
verwandte Proteine mit dhnlichen Epitopmustern betreffen [181-183]. In diesem
Zusammenhang wurden die Reaktivititen der generierten Bet v la-spezifischen
avianen Antikorper gegeniiber dem Apfelmajorallergen Mal d 1 und dem Sojapro-
tein Gly m 4 untersucht. Beide Allergene gehoren zu der Familie der Bet v 1- oder
PR10-Proteine [184, 185] und weisen Homologien von bis zu 60 % auf (s. Anhang, S.
195). Die Homologie dieser Allergene spiegelt sich auch auf Ebene der Sekundér-
und Tertidrstruktur wider. Ein Vergleich der dreidimensionalen Strukturmodelle
von Bet v 1a [186], Mal d 1 und Gly m 4 [187] zeigt die hohe Ahnlichkeit in Struk-
tur und Oberflichenladungsdichte. Als Kosequenz dieser Eigenschaften sollte sich
eine Kreuzreaktivitdt der Bet v la-spezifischen IgY fiir Mal d 1 und Gly m 4 zeigen
lassen und die Polyklonalitdt der Antikdrper unterstreichen.

In einem Immunblot lief3 sich die immunologische Erkennung der potentiell kreuz-
reaktiven Allergene durch die aus der Immunisierung hervorgegangenen IgY be-
obachten. Die Intensitdt der Detektion von Gly m 4 fiel jedoch schwiécher aus,
wahrend das Apfelallergen Mal d 1-MBP in einer mit Bet v 1a-MBP vergleichba-
ren Intensitidt detektiert werden konnte. Diese Beobachtung liefd sich auch in einer
nicht denaturierenden Analyse mittels der ELISA-Methode bestdtigen. So konnte
die Reaktivitdt der avianen IgY auf Mal d 1-MBP in vergleichbarer Starke mit der
Bet v 1la-MBP-Reaktivitdt gemessen werden. Die Reaktivitdt auf Gly m 4 betrug
in dieser Analyse nur etwa 60 % in Bezug auf Bet v 1a-MBP. Aus den Ergebnis-
sen muss angenommen werden, dass die verringerte Reaktivitdt der polyklona-
len IgY gegeniiber dem Sojaallergen auf die niedrigere Homologie von Gly m 4
mit Bet v 1a (49 %) im Vergleich zur Homologie von Mal d 1 mit dem Birkenpol-
lenallergen (56 %) zurtickzufiihren ist. Die schwache Erkennung von Gly m 4 ist
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nicht notwendigerweise mit dem Unterschied konformationeller und kontinuierli-
cher Epitope zu begriinden, da sowohl in einer nativen als auch denaturierenden
Analyse die in Relation zu Bet v 1a verminderte Detektion von Gly m 4 beobachtet

wurde.

Fiir weitere Aussagen zur Spezifitiat der IgY wire in weiteren Studien eine Epi-
topanalyse wiinschenswert. Hier konnten die tatsdchlich erkannten Strukturen der
Allergene identifiziert und auf Ahnlichkeit iiberpriift sowie Kreuzreaktivitdten an-
derer Allergene erkldrt werden. Im Kontext der immunolgischen Epitoperkennung
durch humane Antikdrper des Typs E und unter dem Aspekt der phylogenetischen
Distanz der avianen Spezies zum Menschen wére eine solche Analyse ebenfalls
sehr interessant, da auf diese Weise detaillierte Einblicke in das sogenannte epitope
sharing humaner und avianer Antikorper realisierbar wiren. Dennoch muss be-
riicksichtigt werden, dass eine erschopfende, umfassende Epitopuntersuchung zur
Beantwortung der Frage, ob und welche humanen Epitope durch polyklonale, aus
Immunisierungen hervorgehende aviane Immunglobuline erkannt werden, kaum
realisierbar scheint. Im hiesigen Arbeitskreis konnte bereits ein origindres Epitop
des Majorallergens Bet v 1a durch Verwendung eines auf eine spezifische Spender-
bibliothek zuriickgehenden humanen IgE-Antikdrpers und Klonierung verkiirzter
Varianten des betrachteten Allergens identifiziert werden [151]. Mittels Immuno-
blot und ELISA konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die polyklonalen IgY
die verkiirzte Variante, die das durch HECKER et al. bestimmte humane Epitop um-
fasst, erkennen. Auch die mutierte Bet v 1a-Variante, die zum vollstandigen Verlust
des durch den humanen Antikorper erkannten Epitops fiihrte [151], wurde durch
die polyklonalen avianen Antikorper gebunden. Diese initialen Ergebnisse zeigen
die Polyspezifitdt avianer IgY und deren Potential, allergologisch relevante humane
Epitope zu erkennen.

5.2.4 Effekt des Blockierungsreagenzes auf die
Antikorper-Antigen-Bindung

Immunologische Methoden zur Untersuchung der Antikorper-Antigen-Wechsel-
wirkung, die wie der indirekte ELISA auf einer immobilisierten Festphase basie-
ren, setzen stets ein geeignetes Blockierungsreagenz zur Vermeidung unspezifi-
scher Bindungen an nicht besetzte Bindungsstellen der Polystyroloberflache vor-
aus. Die Wahl des Blockierungsreagenzes hangt dabei nicht nur von der Effektivitat
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ab, freie Bindungsstellen dauerhaft nach der Belegung zu blockieren, sondern auch
von der Eigenschaft, mit weiteren Komponenten des Assays zu interferieren [153].
Die beiden meist verbreiteten und effektivsten Reagenzien zur Blockierung sind
das bovine Serumalbumin und das als Bestandteil der Milch vorkommende Casein;
d.h. Proteine in gepufferter Losung. Bei der Analyse von Allergenen insbesondere
von Nahrungsallergenen im spezifischen ELISA kann es zu Stérungen kommen,
so dass auf alternative Reagenzien zuriickgegriffen werden muss. Nicht-proteindse
Reagenzien konnten hier sicherlich den Vorteil haben, da die Wahrscheinlichkeit ei-
ner Kreuzreaktivitdt nur minimal, wenn nicht sogar ausgeschlossen sein sollte. Eine
allgemeine Kategorisierung zur Verfiigung stehender Blockierungsmittel hinsicht-
lich Effektivitdt existiert jedoch nicht, und die Wahl von BSA und Casein erfolgt
meist der bekannten Effektivitidt und Einfachheit halber [188].

Fiir die hier durchgefiihrten Experimente wurde auf das Polymer Polyvinylalkohol
(PVA) [152] zuriickgegriffen, das in einer die Effektivitit und Anwendung unter-
schiedlicher Blockierungsreagenzien untersuchenden Studie [153] neben BSA und
Casein als das effektivste und Unspezifititen minimierende Reagenz ermittelt wur-
de. Erwartungsgemaif} konnte bei der Anwendung der polyklonalen Bet v 1a-spezi-
tischen IgY in einem indirekten ELISA kein Unterschied in der Reaktivitit bei Ver-
wendung der Blockierungsreagenzien PVA bzw. BSA festgestellt und somit der
Einsatz von PVA als addquater Ersatz fiir BSA bestitigt werden. Die in Analo-
gie durchgefiihrten ELISA-Analysen zur Reaktivitit der spezifischen IgY* und der
PF4/DS-10-spezifischen IgY ergaben wider Erwarten einen sich signifikant unter-
scheidenden Reaktivitdtsverlauf. Dieser Effekt kann nicht notwendigerweise und
ausschliefSlich auf die Eigenschaft des Polyvinylalkohols, unspezifische Bindungen
zu reduzieren (moglicherweise in stirkerem Mafie als BSA), zurtickgefiihrt werden.
Denn wire dies tatsdchlich der Fall, so miisste angenommen werden, dass diejeni-
gen Molekiile in den IgY-Prdparationen, die die unspezifische Bindung bedingen, in
Abhiéngigkeit der Immunisierung generiert wiirden. Und dann sollten sich bei der
Analyse der Bet v la-spezifischen IgY beider Immunisierungen auch unterschied-
liche Hintergrundreaktivitdten beobachten lassen. Dies ist allerdings nicht der Fall.
Zusétzlich konnte hier durch Kontrollanalysen gezeigt werden, dass naive IgY, die
lediglich das natiirliche Immunrepertoire des Tieres widerspiegeln, keine Reakti-
vitaten auf das Allergen bzw. das Maltose bindende Protein zeigten. Aus diesen
Uberlegungen heraus wurde vermutet, dass die beobachteten Reaktivititsverldu-
fe der durch Immunisierungen generierten polyklonalen Antikdrper vielmehr auf
die Affinitdt zuriickzufiihren sind und Polyvinylalkohol als Blockierungsreagenz
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niederaffinere IgY durch bisher nicht spezifizierte Wechselwirkungen abschirmt.
Welchen Einfluss der amphipathische Charakter von PVA tatsédchlich auf die Re-
duktion unspezifischer Bindungen und eine eventuell parallele Interferenz mit dem
immobilisierten Antigen hat, miisste in weiterfithrenden Untersuchungen gezeigt
werden. Wenn die gezeigte verminderte Reaktivitdt der spezifischen IgY bei Ver-
wendung von PVA anstelle von BSA sich nur durch die Affinitdt erkldren liefie,
sollte es moglich sein, erstmals ein System zur (semi-)quantitativen Bewertung der
Affinitaten polyklonaler und durch Immunisierung generierter Antikorper auf der
Basis eines Enzymimmunoassays und der Verwendung zweier unterschiedlicher

Blockierungsreagenzien zu realisieren.

5.2.5 Interaktion und Affinitat der polyklonalen avianen Antikorper

Da die Immunisierung von Tieren zur Produktion polyklonaler Antikérper neben
einer moglichst hohen Spezifitiat auch eine hohe Affinitit zum Ziel hat, sollte im
weiteren Verlauf eine Moglichkeit zur Bestimmung der Affinitdt der polyklonalen
Antikorper gefunden werden. Zudem sollten anhand einer geeigneten Affinitdts-
messung weitere Erkenntnisse zu dem Phianomen des Effektes des Blockierungsrea-
genzes PVA auf die Reaktivitdt der IgY gewonnen werden. Weiter sollte untersucht
werden, in welcher Weise die Affinitdt polyklonaler Antikdrper durch Anreiche-
rung der spezifischen AKs durch immunaffinitdtschromatographische Methoden

verbessert und damit erhoht werden konnte.

Wihrend fiir monoklonale heterotetramere Antikorper auf Grund ihrer singuldren
Spezifitat zwei Affinitdtskonstanten resultieren, die der bivalenten Charakteristik
Rechnung tragen, konnen bei Vorliegen einer polyklonalen Antikdrperpraparation
nur zwei apparente dem Durchschnitt entsprechende Konstanten bestimmt wer-
den. Apparente Konstanten charakterisieren lediglich die Probe als Kollektiv; eine
Aussage in Bezug auf die Finzelantikorper kann nicht getroffen werden. Die Af-
finititen der in dieser Arbeit verwendeten avianen Antikorper mit Spezifitat fiir
Bet v 1la bzw. PF4/DS-10 sollten mit Hilfe der biophysikalischen Methode der
Oberflachenplasmonenresonanzspektroskopie (SPR-Spektroskopie) bestimmt wer-
den. Da diese Methode die Wechselwirkung von Antigen und Antikdrper mit Hilfe
eines Sensorchips analysiert, auf dem einer der beiden Interaktionspartner kovalent
(direkt) oder quasikovalent (indirekt) immobilisiert vorliegt [189], und dieser nach
jeder Messung regeneriert werden muss, sollte im Vorfeld via Interaktionsanalyse

die Bindung zwischen Bet v 1a-MBP und den spezifischen IgY untersucht werden.
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Interaktionsanalyse Antikorper — Antigen

Die Analyse der Interaktion zwischen dem Allergen Bet v 1a-MBP und den spezifi-
schen IgY der Immunisierung diente der Evaluation unterschiedlicher Reagenzien
zum effektiven Losen der Antigen-Antikorper-Bindung, wie sie fiir eine Affinitéts-
chromatographie bzw. fiir die SPR-Spektroskopie relevant ist. Hierbei sollte darauf
geachtet werden, dass die optimalen Bedingungen einerseits eine sehr gute Auf-
hebung der Wechselwirkung und andererseits den vollstindigen Funktionalitédtser-
halt von Paratop und Epitop gewihrleisteten.

Weit verbreitet und fiir einige Anwendungen bereits etabliert ist die Ablosung spe-
zifischer Antikorper durch sogenannten pH-shift [190]. Am Beispiel der Bet v 1a-
spezifischen IgY konnte mittels ELISA-Analyse gezeigt werden, dass immobilisier-
tes Bet v 1a-MBP, das auf der Polystyroloberfliche mit Puffern unterschiedlicher
pH-Werte inkubiert wurde, zu keiner deutlichen Minderung der Signalintensitat
nach Bindung durch die Bet v la-spezifischen IgY fiihrte. Diese Beobachtung liefs
den Schluss zu, dass immobilisiertes Protein wahrend der Inkubation in verschie-
denen pH-Milieus (2.5 bis 10) weder von der Polystyroloberfliche gelost wurde
noch durch extreme pH-Wert-Verlagerung eine zum Verlust der Epitopfunktio-
nalitdt fithrende Konformationsanderung erfuhr. Wurden jedoch die spezifischen
IgY vor der Bindung an das auf der Polystyroloberfliche gebundene Antigen mit
den gleichen Puffern im zuvor gewéhlten pH-Bereich inkubiert und anschliefiend
neutralisiert, so musste eine drastische Abnahme der Reaktivitit unterhalb eines
pH-Wertes von 3.5 festgestellt werden. Im Vergleich zu dhnlichen Studien konnte
ebenfalls eine deutliche Destabilisierung avianer IgY festgestellt werden [191, 192].
Andere Studien hingegen zeigten wiederum, dass eine Elution spezifischer IgY
selbst bei pH-Werten von 2.8 erfolgreich verliefen [190]; dies konnte aber in dieser
Arbeit nicht bestdtigt werden. Die Austestung basischer Puffer zeigte bereits die
abnehmende Stabilitdt des Allergens mit steigendem pH-Wert, so dass insgesamt
der Ansatz, die Interaktion von Antigen und Antikorper durch pH-shift aufzuhe-
ben, verworfen werden musste. Eine alternative Methode wurde in der Kombinati-
on der Anderung der Ionenstirke und chaotroper Effekte gesehen, da diese meist
unter sehr milden Bedingungen durchgefiihrt werden kann [193]. Chaotrope Rea-
genzien besitzen die Eigenschaft, die Struktur des Wassers aufzubrechen und auf
diese Weise hydrophobe Wechselwirkungen zu destabilisieren. Infolgedessen kon-
nen auch die Sekundarstruktur und hohere Strukturen von Proteinen (reversibel)

destabilisiert werden. Die Verwendung divalenter Kationen wie Magnesium und
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Calcium in MgCl, und CaCl; als effektive Eluenten antigengebundener Antikorper
wurde berichtet [194-196], wobei der Erfolg auf mehrere Faktoren zuriickzufiihren
schien. Neben der Erhohung der Ionenstdarke wird mit einer 2-3 M Losung von
MgCl, eine 4-6 M Konzentration an Chloridionen erzielt, die bereits hoch genug
ist, chaotrope Effekte zu zeigen. Zweitens ist der chaotrope Effekt divalenter Ka-
tionen stdrker als der von beispielsweise Natrium und Kalium und bei derartigen
Konzentrationen grofser, um fiir die Antigen-Antikorper-Bindung relevant zu sein
[197]. Dartiber hinaus tritt bei hoch konzentrierten Losungen von Magnesiumchlo-
rid zusétzlich ein den pH-Wert senkender Effekt ein [196].

Im Rahmen der Interaktionsanalyse wurde in dieser Arbeit daher der Effekt unter-
schiedlicher Konzentrationen wéssriger magnesiumchloridhaltiger Losungen am
Beispiel der Bet v la-spezifischen IgY untersucht. ELISA-Analysen haben gezeigt,
dass eine 4.5 M Losung von Magnesiumchlorid die Bindung der spezifischen IgY
an das korrespondierende Allergen unterdriickt. Aviane spezifische IgY, die zuvor
bei gleicher Konzentration mit Magnesiumchlorid inkubiert und anschliefsend ge-
gen neutralen Puffer dialysiert wurden, zeigten dieselbe Reaktivitit auf Bet v 1a
wie unbehandelte IgY. Zudem hatte die MgCl,-Konzentration keinen nachteiligen
Einfluss auf die Funktionalitdt des Allergens (Daten nicht gezeigt). Niedrigere Kon-
zentrationen an Magnesiumchlorid in einem Bereich von 2.0 M bis 4.0 M erzielten
den gleichen Effekt wie eine 4.5 M Losung. Wurde die Konzentration auf 1.0 M ge-
senkt, konnte ein im Vergleich nur geringer Anstieg der Signalintensitdat beobachtet
werden. Bet v 1a-spezifische IgY, die nicht in Anwesenheit von MgCl,, sondern erst
nach Bindung an das immobilisierte Allergen mit unterschiedlichen Konzentratio-
nen MgCl, gewaschen wurden, zeigten einen deutlich anderen Reaktivitdtsverlauf
im ELISA. Erst eine 4.5 M Losung von Magnesiumchlorid konnte durch Ablésung
spezifischer IgY die Reaktivitit um tiber 80 % reduzieren. Hohere Konzentratio-
nen Magnesiumchlorid wurden wegen der stark zunehmenden Viskositdt und der
daraus resultierenden eingeschriankten Anwendbarkeit wegen nicht weiter getestet.
Zudem wird bereits mit einer 5.7 M Losung die Loslichkeit des Magnesiumchlo-
rids erreicht und die Gefahr der Prazipitation in Anwesenheit weiterer Molekiile
erhoht.

Mit den hier durchgefiihrten Interaktionsnalysen zur Antikérper-Antigen-Bindung
wurde Magnesiumchlorid als effektives Reagenz zur Elution antigengebundener

Antikorper unter milden Bedingungen evaluiert.
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Bestimmung der Affinitat polyklonaler Antikérper durch SPR-Spektroskopie

Fiir die Beurteilung der Anwendbarkeit polyklonaler IgY in der immunologischen
Diagnostik ist die Frage nach der Affinitdt von Interesse. Hierbei darf jedoch nicht
vergessen werden, dass die Affinitdt polyklonaler Antikorper nicht tatsdchlich ge-
messen werden kann, da diese der Polyklonalitdt wegen nicht nur ein Epitop er-
kennen. Im Gegensatz dazu kann die Affinitdt monoklonaler Antikorper, die sich
auf die singuldre Antikérper-Antigen-Bindung bezieht, bestimmt werden und kor-
reliert direkt mit der Bindungsstidrke. Die als apparente Affinitdt bezeichnete Ei-
genschaft polyklonaler Antikorper bezieht sich eher auf die Aviditdt, welche die
Kombination der einzelnen Affinitdten und Valenzen jedes monoklonalen Antikor-
pers im Kollektiv beschreibt. In Abhdngigkeit des Antigens konnen IgY ein mono-
oder bivalentes Bindungsverhalten zeigen, aus dem bei niedriger Affinitdt dennoch

eine hohe Bindungsstarke resultieren kann.

Zur Einschitzung der apparenten Affinitit der durch Immunisierung erhaltenen
Bet v la-spezifischen Antikorper wurde diese mit Hilfe der Oberflachenplasmo-
nenresonanzspektroskopie bestimmt. Die Messungen ergaben fiir die in der ersten
Immunisierung generierten Bet v 1a-spezifischen IgY die kinetischen Parameter fiir
die Assoziation und Dissoziation mit k, = 2.29-10% M s! und k; = 3.57-1074sL.
Die daraus errechnete Dissoziationskonstante betrug Kp = 156 nM, womit die
Antikorper im mittleren bis hochaffinen Bereich lagen. Fiir die polyklonale IgY?#-
Fraktion der zweiten Immunisierung konnte kein Assoziations- und Dissoziations-
verhalten gemessen werden, dessen Auswertung zu realistischen kinetischen Para-

meterwerten gefiihrt hatte.

Zur Beurteilung der angewandten Spektroskopie-Methode zur Abschidtzung der
mittleren Affinitat polyklonaler Antikdrper miissen zwei Hauptaspekte betrachtet
werden. Erstens muss die Methode per se und die entsprechende Durchfiihrung
analysiert werden. Zweitens miissen die erhaltenen Resultate aus Sicht der Immu-
nisierung interpretiert werden. Bei Interaktionsanalysen der Antigen-Antikorper-
Bindung wird oftmals die Kopplung des zu untersuchenden Antikorpers auf der
Chipoberflache empfohlen, um den Effekt der bivalenten Wechselwirkung zu ver-
meiden [198] und die Auswertung der Daten zu vereinfachen. Fiir die Durchfiih-
rung wurde hier jedoch zweckmafsigerweise das Allergen kovalent auf dem Sen-
sorchip immobilisiert, da polyklonale Antikérper vermessen wurden. Die Kopp-
lung des Antigens war in diesem Falle vorzuziehen, da es sich nur um ein definier-
tes Protein handelte und Unterschiede fiir die Messung lediglich in der Belegungs-
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dichte auftreten sollten. Im Gegensatz dazu ist die Zusammensetzung polyklonaler
Antikorper nicht definiert und eine Immobilisierung wiirde auch zur Belegung der

Chipoberflache mit unspezifischen IgY fiihren.

Die Bestimmung von Affinitdten in der SPR-Spektroskopie erlaubt zwei Methoden
der Berechnung. Einerseits kann die Analyse auf Grund des Gleichgewichtszu-
stands der Antigen-Antikdrper-Bindung ermittelt werden. Der zweite Weg fiihrt
tiber die Berechnung der kinetischen Parameter fiir die Assoziation und Dissozia-
tion. In den durchgefiihrten Messungen konnte das Gleichgewicht wéhrend des
Assoziationsvorgangs der spezifischen IgY an Bet v 1a nicht erreicht werden, wo-
raufhin die Analyse der kinetischen Parameter erfolgte. Die Berechnung der ki-
netischen Parameter und damit der apparenten Dissoziationskonstante aus den
erhaltenen Sensorgrammen erfolgte computergestiitzt und durch nicht-lineare Re-
gression auf Basis eines LANGMUIR'schen Absorptionsverhaltens. Die Giite einer
Regression kann durch Berechnung des x?-Wertes beurteilt werden und liegt bei
absoluter Ubereinstimmung der Messwerte mit der ermittelten Funktion bei 1. Der
aus den Daten errechnete x?>-Wert betrug fiir die Regression unter Annahme eines
1:1-Bindungsmodells 2.19. Eine ebenfalls durchgefiihrte Regressionsanalyse fiir ein
bivalentes Bindungsmodell bewirkte keine Optimierung des x2-Wertes (Daten nicht
gezeigt). Die Auswertung zeigte also, dass die erhaltenen Daten der Interaktions-
analyse fiir die Bindung der polyklonalen spezifischen IgY an Bet v 1a-MBP eher
einem monovalenten Verhalten entsprachen. Ob wihrend einer SPR-Messung mo-
novalente oder bivalente Bindungsverhalten auftreten, hangt von mehreren Fakto-
ren ab: zum einen von der Belegungsdichte auf dem Sensor-Chip, zum anderen von
der eingesetzten Konzentration des Analyten. Allgemein ladsst sich bei hohen Ana-
lytkonzentrationen eher eine monovalente Bindung beobachten, da die Antikorper
um das jeweilige Epitop konkurrieren. Diese Tendenz kann durch eine niedrige Be-
ladungsdichte mit dem Allergen noch verstarkt werden. Werden hingegen niedrige
Konzentrationen das Analyten verwendet, ist die Konkurrenz um die Bindungsstel-
le geringer und die Wahrscheinlichkeit fiir das Auftreten eines bivalenten Modus
grofler. Analog wird dieser Effekt durch eine hohere Belegungsdichte gefordert.
Eine exakte Vorhersage des Bindungsmodus ist allerdings nicht moglich. Ebenso

konnen auch Kombinationen mono- wie auch bivalenter Bindung auftreten.

Die polyklonalen Antikdrper wurden in einer Konzentration von bis zu 1000 nM
eingesetzt, was bei einer Flussrate von 25 pL/min einer Teilchenzahl von 15-10'2
entsprach. Pro Minute konkurrierten demnach ungefahr 15-10'2 Antikérper um

die Epitope des Allergens, wodurch der iiberwiegende Effekt des monovalenten
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Modus erkldrt werden kann. Die hohen Analytkonzentrationen sind darin begriin-
det, dass bei Analyse eines polyklonalen Antikdrpergemisches nur ein Teil spezi-
tisch und ausreichend affin fiir die Bindung an das Allergen ist. Niedrigere Analyt-
konzentrationen konnten zwar den beobachteten Effekt des refraktiven Index durch
die Probe und die im Sensorgramm auftretenden Signalspriinge zu Beginn und En-
de der Assoziationsphase reduzieren, jedoch wiirde auch das Messsignal insgesamt
abnehmen. Im schlechtesten Falle konnten keine auswertbaren Bindungskurven er-
halten werden. In den durchgefiihrten Experimenten der SPR-Spektroskopie konn-
te dies fiir die Bet v la-spezifischen polyklonalen IgY* der zweiten Immunisierung
beobachtet werden. Trotz der 10fach hoheren Konzentration der Antikdrper konnte
keine Bindung beobachtet werden. Die PF4/DS-10-spezifischen IgY wurden daher
nicht mittels SPR-Spektroskopie untersucht. Im Vergleich harmonieren die durch
Oberflachenplasmonenresonanzspektroskopie erhaltenen Resultate mit den Ergeb-

nissen der ELISA-Analysen bei Verwendung der Blockierungsreagenzien PVA und
BSA.

Mancherorts wird von der niedrigen Affinitdt avianer antigenspezifischer Antikor-
per berichtet. Dessen ungeachtet konnen jedoch, wenn das zur Immunisierung ein-
gesetzte Antigen auf Grund der Phylogenie des Huhns eine geringere Verwand-
schaft aufweist als zu Mammalia Antikdrper mit einer breiteren Multivalenz er-
halten werden [95]. In Sdugetieren wird die ausgesprochen hohe Antikdrperdiver-
sitdt hauptsdchlich durch die Rekombination der Vi und Vi codierenden Gen-
segmente sowie durch anschlieflende somatische Hypermutation erzeugt. Im Ge-
gensatz zu Mammalia weisen Hiihner einzig ein funktionelles Vy- bzw. Vi-Gen
auf. Daneben existieren allerdings einige Pseudo-V-Gene, denen die regulatorische
Transkriptions- und Signalsequnez fehlen. Die Antikorperdiversitiat wird im avia-
nen Immunsystem durch Genkonversion und dariiber hinaus - den Sdugetieren
dhnlich - durch Kombination der V-Segmente mit J-Abschnitten und durch soma-
tische Punktmutation erreicht [85, 95]. Hierdurch kénnen Hiihner oftmals polyklo-
nale Antikorper generieren, die auch andere als die durch Mammalia-Antikorper
erkannten Epitope binden.

Mit Hilfe der Interaktionsanalysen durch Ausnutzung der Oberflichenplasmonen-
resonanz wurde gezeigt, dass die SPR-Spektroskopie nur eingeschrankt zur Ab-
schdtzung der Affinitdt spezifischer polyklonaler Antikdrper anwendbar ist. Ver-
minderte Reaktivitdtsphanomene, die durch Einsatz von PVA und BSA als Blockie-
rungsreagenzien gemessen werden konnten und anhand derer qualitative Aussa-

gen iiber die Affinititen gemacht wurden, konnten nur im Fall der mittel- bis
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hochaffinen Bet v 1a-spezifischen IgY durch SPR-Messungen bestitigt werden. Dies
zeigt, dass sich die Abschitzung der Affinitdten polyklonaler Antikorperpréapara-
tionen mittels SPR-Spektroskopie dann schwierig gestaltet, wenn eine Mindestaffi-

nitat nicht erreicht wird.

Affinitatschromatographie mit polyklonalen IgY

Mit Hilfe einer Affinitdtschromatographie unter Verwendung des rekombinant pro-
duzierten Bet v 1a-MBP sollte versucht werden, die spezifisch generierten polyklo-
nalen IgY hinsichtlich ihrer Affinitdt anzureichern und damit die apparente Affi-
nitdt zu verbessern. Zwar konnte mit dem fiir affinitdtsbasierte Chromatographie-
methoden konzipierte Affi-Gel® eine Bet v la-spezifische Matrix hergestellt werden
und die Immobilisierung des Allergens durch einen Enzymimunnoassay bestatigt
werden, jedoch konnte keine Anreicherung spezifischer und affiner IgY beobachtet
werden. In den Elutionsfraktionen wurden Bet v la-spezifische IgY nachgewie-
sen und mit Hilfe der SPR-Spektroskopie untersucht. Die analysierten Fraktionen
verhielten sich bzgl. Assoziation jedoch vergleichbar mit den aus der zweiten Im-
muniserung mit Bet v la erhaltenen IgY. Bei unterschiedlichen Konzentrationen
konnten keine auswertbaren Sensorgrammdaten erhalten werden. Zur Elution der
gebundenen Antikorper wurde 4.5 M Magnesiumchlorid verwendet, das sich im
ELISA und in der SPR-Analyse als effektives Reagenz zur Losung der Antikorper-
Antigen-Bindung herausgestellt hatte. Moglicherweise ist unter den Bedingungen
der hier durchgefiihrten Affinititschromatographie eine vollstindige Ablosung der
Antikorper von der Matrix nicht realisierbar gewesen, da der beschriebene kom-
binierte Effekt des Magnesiumchlorid nicht ausreichend wirksam ist. Im Gegen-
satz zur Elution, bei der die MgCly-haltige Losung die Sdulenmatrix passiert, wird
der interaktionsunterdriickende Effekt im ELISA durch die Waschschritte bzw. in
der SPR-Methode durch den kontinuierlichen Fluss der Losung eventuell verstarkt.
Desweiteren ist eine Aussage iiber die tatsachlich kovalent immobilisierte und fiir
die Wechselwirkung mit den Antikdrpern zur Verfiigung stehenden Antigenmo-
lekiile nicht moglich. Die Messung der Proteinkonzentration vor und nach Immo-
bilisierung auf der Matrix reicht allein nicht zur Beurteilung dieses Problems aus.
In weiteren Experimenten miisste man die Generierung der spezifischen Chroma-
tographiematrix wiederholen. Neben Konzentrationsbestimmungen vor und nach
Kopplung sollte man auch die Stabilitdt der Matrix und die kovalente Kniipfung

untersuchen. Eventuell konnten noch weitere Elutionsreagenzien gesucht werden,
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wobei die Verwendung saurer und basischer Puffer mit Vorsicht in Betracht zu
ziehen ist. Wahrend die Etablierung zuverldssiger IgY-spezifischer Chromatogra-
phiemethoden in Analogie zu der Protein A- und G-Reinigung anderer Isotypen
bereits vorangeschritten ist [199], bleibt die allergenspezifische Chromatographie
stets eine Herausforderung.

5.3 Aviane Immunglobuline fir die immunologische
Diagnostik

Die Verwendung polyklonaler Antikorper in der immunologischen Diagnostik, die
Zunahme verschirfter Gesetze und Richtlinien zum Schutze des Tieres und der
Mangel an addquaten Standardreagenzien haben zu dem Interesse am Huhn als
Lieferant polyklonaler Antikorper gefiihrt. In dem zweiten Abschnitt der vorliegen-
den Arbeit sollten Konzepte zur Adaption der avianen IgY an die in der Allergo-
logie, Autoimmunologie und Infektiologie relevanten humanen Isotypspezifititen
entwickelt werden.

5.3.1 Chemische Kopplung von Antikorpern

Eine Moglichkeit, allgemein Proteine und damit auch Antikdrper kovalent mit-
einander zu verkniipfen, ist die chemische Kopplung [200]. Unter den zur Verfii-
gung stehenden Reaktionsmechanismen fiir die kovalente Kopplung werden eini-
ge durch die funktionellen Gruppen der Primdrsequenz eines Proteins bestimmt,
die ohne die vorangehende Generierung fuktioneller Gruppen auskommen. Hierzu
zdhlen Methoden, die die Reaktivitdt der inhdrenten Amino-, Carboxyl-, Hydroxyl-
oder Thiol-Gruppen ausnutzen. Aminosduren, die diese Funktionalitét in ihren Sei-
tenketten besitzen, sind beispielsweise Cysteine mit ihrer 3-Thiolgruppe, Serin und
Threonin mit einer Hydroxylgruppe, Aspartat und Gluatamat mit einer Carboxyl-
gruppe und Lysin mit einer e-Aminogruppe. Letztere haben den Vorteil, auf Grund
der vier zwischen dem Stereozentrum und der endstdndigen Aminogruppe befind-

lichen Methyleneinheiten, meist gut zugéanglich zu sein.
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Aminoreaktive Kopplung durch Glutardialdehyd

Die kovalente Verkniipfung zweier Aminogruppen konnte bereits durch die Ver-
wendung des homobifunktionellen Reagenzes Glutardialdehyd [201-203] gezeigt
werden. Dieses Reagenz besitzt zwei terminale Carbonylfunktionen, die unter Aus-
bildung einer Iminbriicke durch Nucleophile angegriffen werden konnen. Der Vor-
teil der Reaktion besteht in der einfachen Durchfithrung der Kopplung, da vor
Zugabe des Glutardialdehyds die zu koppelnden Proteine nur in Losung und bei

geeignetem pH-Wert vorgelegt werden miissen [200].

Zur Untersuchung der Kopplungseffizienz von Antikdrpern durch Glutardialde-
hyd wurden aviane Immunglobuline des Typs Y verwendet. Die IgY wurden in
unterschiedlichen Konzentrationen von GDA inkubiert und die Reaktion gelelek-
trophoretisch analysiert. Die SDS-PAGE-Analyse zeigte, dass sowohl in neutralem
Milieu (pH 7.5) als auch bei basischem pH-Wert (pH 10) Konjugate der Antikorper
erhalten werden konnten. Erwartungsgemafs wurde im Vergleich zu eher neutra-
len Bedingungen bei basischem pH-Wert das Auftreten oligomerisierter Antikorper
bei niedrigeren Konzentrationen des Aldehyds beobachtet. Der apparente isoelek-
trische Punkt avianer IgY liegt zwischen 5.7 und 7.4 [154]. Antikorper, die mit
ihrem isoelektrischen Punkt nahe an dem durch den Puffer bestimmten pH-Wert
liegen, erscheinen nach aufien hin neutral geladen. In Analogie zu der Struktur
von Betain liegen die Carboxylgruppen als negativ geladene Carboxylate und die
Aminogruppen als positiv geladene Ammoniumionen vor. Lysinreste, deren Sei-
tenketten in protonierter Form vorliegen, besitzen keine Nucleophilie mehr und
gehen im Sinne eines nucleophilen Angriffs keine Reaktion mit dem Carbonylkoh-
lenstoffatom des Glutardialdehyds mehr ein. Durch die Erhohung des pH-Wertes
liefs sich eine hohere Kopplungseffizienz der Antikorper erhalten, was zeigt, dass
der Bicarbonatpuffer besser fiir die Kopplung geeignet war. In beiden Fallen wur-
den durch die kovalente Verkniipfung zwei Oligomerisierungsprodukte erhalten,
von denen das mit der hoheren gelelektrophoretischen Mobilitdt dem Dimer zwei-
er IgY gleichkommen und der gewiinschten Verkniipfung zweier Immunglobuline
entsprechen konnte. Welche Zusammensetzung dieses Konjugat tatsdchlich besitzt,
bleibt in weiteren Experimenten zu kldren. Hinsichtlich des zweiten Produktes, das
in wesentlich grofseren Mengen entstand, handelt es sich um ein Konjugat bzw.
mehrere Konjugate, die die Verkniipfung mehrerer Antikdrper umfassen. Zudem
zeigte sich bereits das Auftreten von Insolubilisierungsphdnomenen und der in
der SDS-PAGE nicht mehr messbaren Mobilitdt dieser Konjugate. Die Verwendung
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von Glutardialdehyd zur Markierung von Antikdrpern mit den Enzymen Meer-
rettichperoxidase und Alkalische Phosphatase sind in der Literatur als effizientes
Reagenz unter Erhalt eines Grofiteils der immunologischen Funktionalitdt und en-
zymatischen Aktivitdt beschrieben worden [204-206]. Allerdings wurde auch be-
richtet, dass durch diese Art der Kopplung Prézipitate auftreten [204], die folglich
nicht mehr zum Einsatz in unterschiedlichen Assays herangezogen werden kon-
nen. Die kovalenten Kopplungsprodukte konnen unter bestimmten Bedingungen
wie der Anwesenheit interferierender Nucleophile meist eine verminderte Stabili-
tat aufweisen [200]. Dieser auf die Iminbriicke zuriickzufiihrende Instabilitat wird
h&ufig mit sich anschliefSfenden Behandlungen mit reduzierenden Reagenzien wie
Natriumborhydrid, Natriumcyanoborhydrid [207] und sogar Ascorbinsdure [208]
begegnet und beruht auf der Reduktion der Iminbindung zur der stabileren Amin-
bindung. Die Wahl des Reduktionsreagenzes ist dennoch fiir jeden Antikorper hin-
sichtlich der Stabilitdt zu testen [207]. Im Gegensatz dazu wurden allerdings auch
via Glutardialdehyd verkniipfte Proteine untersucht, deren Stabilitdt nicht allein
durch Iminbriicken erkldart werden konnte, sondern auch durch o,$-ungesittigte
Glutardialdehydpolymere [201-203]. Im Jahr 2004 konnten von MIGNEAULT et al.
der pH-abhédngige Mechanismus fiir das Auftreten von Glutardialdehyd und po-
tentiellen Varianten in Losung aufgeklart werden [209]. Die in dieser Arbeit darge-
stellten Konjugate wurden fiir die Analysen nicht zuvor reduziert, und es konnten
gelelektrophoretisch keine Instabilitdten beobachtet werden.

Zusammenfassend musste fiir die hier angewandte Glutardialdehyd-Kopplung fest-
gestellt werden, dass trotz der Effizienz diese Methode nur eingeschrankt zur ko-
valenten Verkniipfung von Antikdrpern geeignet erscheint. Das Verhiltnis auftre-
tender Konjugate ist in Betracht des Reaktionsverlaufes nicht vorhersagbar und die
Reaktion dementsprechend schwierig zu steuern. Zudem kann auch eine Beein-

trachtigung der Paratopfunktionalitét stattfinden.

Glycolspaltung nach MALAPRADE und aminoreaktive Kopplung

Als alternativer Ansatz zur Glutardialdehyd-Methode wurde die Glycolspaltung
nach MALAPRADE und die anschlieflende aminoreaktive Kopplung der Antikor-
per untersucht. Die Glycolspaltung bietet den Vorteil, selektiv die Fc-residenten
Kohlenhydratstrukturen durch Umsatz mit Periodat in einer Oxidationsreaktion
zu spalten und Aldehydgruppen zu generieren [129, 130]. Da aviane Organismen
dhnlich den Mammalia ebenfalls Glycostrukturen im Fc-Bereich der produzierten
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Antikorper tragen [210, 211], wurde hier die Moglichkeit gesehen, IgY durch oxi-
dative Spaltung der Glycane einer aminoreaktiven Kopplung mit einem weiteren

Antikorper zugéanglich zu machen.

Im selben Kontext der Adaption avianer Antikorper fiir immunologisch relevante
Assayspezifititen wurden in dieser Arbeit polyklonale IgY durch oxidative Spal-
tung mit Natrium-meta-periodat modifiziert. Die Kontrolle der Spaltung und damit
der Nachweis von Aldehydgruppen gelingt allgemein durch die Verwendung des
Reagenzes 4-Amino-3-hydrazino-5-mercapto-1,2,4-triazol (Purpald®), das durch Re-
aktion mit einer Aldehydgruppe in Anwesenheit von Luftsauerstoff das Derivat
eines im visuellen Bereich absorbierenden Triazoltetrazins bildet [212, 213]. Die
hier oxidierten IgY konnten jedoch nicht mit diesem Reagenz nachgewiesen wer-
den, da mit den eingesetzten und {iiblicherweise verwendeten Antikdrperkonzen-
trationen von unter 1 mg/mL die Nachweisgrenze des spezifischen und sensiti-
ven Reagenzes von 10* M deutlich unterschritten wurde [212]. Eine Erhéhung
der Antikorperkonzentration wiirde eventuell die Detektion ermdglichen, scheint
aber zur Untersuchung der IgY-Spaltung nicht zweckmaflig. Die Kontrolle wurde
auf der Ebene der Kopplungsprodukte vorgenommen, da eine Verkniipfung der
Antikorper nur nach erfolgreicher Glycolspaltung moglich sein sollte. Nach gel-
elektrophoretischer Analyse sowie Proteinfarbung und Immunblot konnte die Ver-
kniipfung der Antikérper durch Glycolspaltung und anschlieffender Iminbildung
beobachtet werden. Zudem konnte erfolgreich gezeigt werden, dass die im Ge-
gensatz zur Glutardialdehyd-Methode erhaltenen Konjugate keinen Insolubilisie-
rungseffekt zeigten. Auf Basis der elektrophoretischen Mobilitdt wurde vermutet,
dass die Kopplungsprodukte dem Dimer zweier Antikorper entsprechen konnten.
Des Weiteren wurde die hohere Effizienz der Kopplung erfolgreich gezeigt, die ob
des isoelektrischen Bereiches avianer IgY in basischerem Milieu besser ablief. Die
vollstindige Umsetzung der freien Antikorper zu einem Konjugat gelang jedoch
nicht. Der mogliche Widerspruch intensiver gefarbter Coomassiebanden fiir die
Antikorperkonjugate als fiir die freien IgY-Molekiile im Vergleich zu den im Immu-
noblot erhaltenen umgekehrten Bandenintensititen, konnte auf die Modifizierung
am Fc-Part und den damit einhergehenden Verlust des Glycotops und/oder ei-
ner konformationellen Anderung zuriickgehen. Ob der verwendete sekundire und
Fcu-spezifische Antikorper durch Verlust der urspriinglichen Kohlenhydratstruktur

weniger sensitiv reagiert, ist nicht bekannt.

Insgesamt konnte mit dem Konzept der Antikérperverkniipfung durch Kombinati-
on der oxidativen Glycolspaltung und aminoreaktiver Kopplung ein der Glutardi-
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aldehyd-Methode iiberlegener Ansatz entwickelt werden. Durch selektive Generie-
rung der Aldehydgruppen im Fc-Bereich konnen spezifische IgY ohne die Gefahr
des Verlustes der Paratopfunktionalitit modifiziert werden und mit der zweiten
Komponente, d. h. mit den humanen Isotypen iiber deren Aminogruppen kovalent
verkniipft werden. Die bei der Glutardialdehyd-Methode nachteilige Konstellati-
on, dass zwei Antikorper des gleichen Isotyps miteinander verbunden werden,
besteht auch hier, jedoch sollte die Wahrscheinlichkeit durch die reaktive termi-
nale Carbonylgruppe an nur einem der beiden Komponenten und durch den im
Vergleich im Uberschuss vorhandenen Aminofunktionen der anderen Komponente
minimiert werden. In weiteren Untersuchungen sollte man die Effizienz der voll-
standigen kovalenten Verkniipfung optimieren. Ebenso konnte der stabilisierende
Effekt durch Reduktion der Imin- zur sekunddren Aminbindung analysiert werden.

5.3.2 Hapten-Derivatisierung allergenspezifischer Antikorper

Neben den Methoden zur kovalenten Verkniipfung von Proteinen besteht die Mog-
lichkeit, Allergenspezifitat durch IgY mit der Isotypspezifitit fiir humane Immun-
globuline zu verbinden, auch in der Modifizierung durch Haptene. Mit einem hap-
tenspezifischen humanen Antikorper, z. B. humaner IgE im allergologischen Kon-
text, konnen dann die spezifischen polyklonalen IgY gebunden und die Assaykom-
patibilitdt erreicht werden. Haptene besitzen den Vorteil, vergleichbar den Antige-
nen ebenfalls spezifisch durch Antikdrper erkannt zu werden [214-216]. Der ent-
scheidende Unterschied der Haptene zu Antigenen, auf Grund ihrer Grofie keine
Quervernetzung zu bewirken und keine immunologische Antwort zu initiieren, ist
fiir das hier verfolgte Ziel von keiner Relevanz. Vielmehr ist die Grofe ein entschei-
dender Vorteil der Haptene, da sie den zu modifizierenden Antikdrper weniger in
Konformation und Funktionalitdt beeintrachtigen sollten.

Eines der kleinsten bekannten Haptene ist der Explosivsprengstoff TNT (2,4,6-Tri-
nitrotoluol), der seiner Eigenschaft als Umweltschadstoff wegen im Interesse der
Spurenanalytik steht. Im Bereich der immunologischen Analytik konnten — unter
anderem auch im hiesigen Arbeitskreis — bereits sensitive und hochaffine Antikor-
per gegen dieses Hapten und seine Analoga TNP (2,4,6-Trinitrophenyl) und DNP
(2,4-Dinitrophenyl) selektiert werden [217-219]. Der hier verfolgte Ansatz der Ver-
kniipfung avianer allergenspezifischer IgY und humaner IgE-Antikorper sollte hier
durch Hapten-Modifizierung der polyklonalen IgY untersucht werden.

163



5 Diskussion

Die aus der Immunisierung erhaltenen Bet v la-spezifischen IgY wurden erfolg-
reich mit dem Reagenz 2,4,6-Trinitrobenzolsulfonsdure umgesetzt, welches im me-
chanistischen Sinne einer nucleophilen Substitutionsreaktion die TNT-analoge Tri-
nitrophenyl-Gruppe in das Protein einfiihrte. Es konnte gezeigt werden, das TNP-
markierte IgY in einem direkten ELISA sowohl isotypspezifisch durch anti-IgY
als auch haptenspezifisch durch einen im Arbeitskreis bereits vorliegenden TNP-
spezifischen Antikorper detektiert wurden. In einem indirekten ELISA mit dem im-
mobilisierten Allergen Bet v 1a-MBP wurde allerdings der Verlust der allergenspe-
zifischen Reaktivitdt nach entsprechender Hapten-Modifizierung festgestellt. TNP-
markierte IgY konnten in diesem indirekten ELISA haptenspezifisch nicht nachge-
wiesen werden. Die Detektion mit dem anti-IgY-Antikorper erfolgte auch nur sehr
schwach. Auf Grund dieses Resultats wurde angenommen, dass das unselektive,
da nur aminoreaktive Reagenz TNBS zu einem nachteiligen Effekt auf die Paratop-
funktionalitdt selbst oder die Interaktion des Antikdrpers mit dem Allergen fiihrte.
Moglicherweise kommt die Hydrophobizitdt der TNP-Gruppe so stark zum Tra-
gen, als dass die Bindung zum Allergen verhindert wird. Welcher Natur dieser
Effekt ist, miisste in weiteren Experimenten untersucht werden. Trotz Verlust der
Allergenbindung muss sich die hydrophobe Eigenschaft der Trinitrophenylgruppe
nicht zwingend auf die Fahigkeit auswirken, an die Oberflache der Mikrotiterplat-
te zu binden. Durch den fiir ELISA-Mikrotiterplatten hdufig verwendeten Kunst-
stoff Polystyrol sind ndmlich vorwiegend hydrophobe Wechselwirkungen fiir die
Proteinimmobilisierung wichtig [220-222].

Die bereits bei der chemischen Kopplung von Antikdrpern angewandte Methode
der oxidativen Glycolspaltung erlaubt durch die Generierung reaktiver Carbonyl-
gruppen auch die aminoreaktive Modifizierung mit Haptenen. Mit diesem Kon-
zept der Haptenmarkierung sollte der Vorteil der Fc-selektiven TNPylierung der
polyklonalen Antikorper evaluiert werden. Anstelle des zuvor verwendeten Sul-
fonsdurederivats TNBS musste ein Reagenz eingesetzt werden, dass nicht amino-
reaktiv ist, sondern selbst die Aminogruppe fiir die nucleophile Addition an die
Carbonylgruppe enthélt. Zu diesem Zweck sollte das TNBS mit dem bifunktionel-
len Reagenz 1,10-Decandiamin umgesetzt werden, um das TNP-Derivat N-(2,4,6-
Trinitrophenyl)-1,10,decandiamin (TNPA) zu erhalten. Die erfolgreiche Synthese
von TNPA wurde massenspektrometrisch bestitigt. Das unerwiinschte Nebenpro-
dukt des doppelt modifizierten Diamins wurde sogar mit weniger als 2 % gebildet.
Die polyklonalen Bet v la-spezifischen Antikdrper wurden dann mit dem TNPA
nach vorangehender Glycolspaltung modifiziert. Ein Vergleich zwischen den un-
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markierten und den TNP-modifizierten allergenspezifischen Antikdrpern zeigte,
dass ein Teil der IgY nicht oder nur sehr schwach markiert wurden, obwohl das
TNPA in grolem Uberschuss eingesetzt wurde. Der Erfolg der Fc-selektiven Hap-
tenmarkierung konnte dennoch im ELISA gezeigt werden. Sowohl in der direkten
als auch in der indirekten ELISA-Analyse konnten die isotypspezifische und die
haptenspezifische Detektion unter Erhalt der Allergenspezifitat beobachtet werden.
Dartiber hinaus gelang die Haptenmarkierung auch in Anwesenheit der hiufig als
konservierende Zusitze verwendeten Reagenzien BSA und Natriumazid.

5.3.3 Kopplung durch Streptavidin-Biotin-Interaktion

Parallel zu den dargestellten Konzepten der chemischen Modifikation und der
Haptenmarkierung zur Verkniipfung der Allergenspezifitit (IgY) mit der Assays-
pezifitidt (hulgE etc. ) wurde die Interaktion von Biotin und Streptavidin unter-
sucht. Wahrend die chemische Kopplung von Proteinen zu einer kovalenten Bin-
dung fithrt, wird mit der Methode der Haptenmodifizierung lediglich das Hap-
ten kovalent an das Protein gebunden; die entscheidende Verbindung von IgY
und humanem Immunglobulin basiert dann auf einer nicht-kovalenten, sondern
durch van-der-Waals-Krifte, ionischen Kraften und Wasserstoffbriickenbindungen
hervorgerufenen Antigenerkennung. Zwischen der chemischen und der Hapten-
modifizierung nimmt die Bindung der Biotin-Streptavidin-Interaktion eine Sonder-
stellung ein, da es sich bei dieser zwar um eine nicht-kovalente, aber wegen ihrer
Dissoziationskonstante von 4 x 10~* M um eine sehr starke, quasi-kovalente Bin-
dung handelt [155]. Die Kopplung biotinylierter Antikérper sollte sich daher iiber
die stabile Vernetzung durch Streptavidin realisieren lassen.

Das Anfiigen des Vitamins Biotin an die allergenspezifischen polyklonalen und die
humanen Antikorper erfolgte auf zwei Weisen, bei denen ebenfalls eine unselek-
tive sowie eine Fc-selektive Modifizierung unterschieden werden konnte. Die un-
selektive Biotinylierung nutzte das photoinduzierbare Reagenz TFPA-PEG3-Biotin,
das in C-H- und N-H-Bindungen insertiert. Antikorper, die mit diesem Biotiny-
lierungsreagenz umgesetzt wurden, zeigten in direkten ELISA-Analysen sowohl
eine isotypspezifische als auch eine durch Extravidin vermittelte biotinspezifische
Detektion. Die weiteren Untersuchungen im direkten ELISA entweder mit immo-
bilisiertem Bet v 1a-MBP oder Streptavidin bestdtigten die erfolgreiche Funktiona-
lisierung durch Biotin unter Erhalt der Spezifitit.
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Die selektive Biotinylierung wurde in Analogie zur selektiven Haptenmodifizie-
rung durchgefiihrt: durch Kombination der oxidativen Glycolspaltung nach MALA-
PRADE und anschlieffender Reaktion mit einem nucleophilen Biotinderivat. Als Bio-
tinderivat wurde das (+)-Biotin-e-aminocapronsdurehydrazid (BACH) verwendet,
das im Gegensatz zu Aminen eine noch hohere Nucleophilie durch den o-Effekt
besitzt [223, 224]. Die polyklonalen Bet v la-spezifischen IgY und polyklonale hu-
mane IgG wurden nach vorangehender Glycolspaltung mit dem BACH-Reagenz
umgesetzt und der Erfolg der Biotinylierung im direkten sowie indirekten ELI-
SA gezeigt. Sowohl die isotypspezifische als auch die biotinspezifische Reaktivitat
konnte deutlich beobachtet werden.

In einer abschliefenden ELISA-Analyse sollte die Anwendung der biotinylierten
Komponenten in Kombination mit Streptavidin als Quervernetzer demonstriert
werden. Hierzu wurden die Reaktivitdten in einem sequentiellen bzw. parallelen
Ansatz tiberpriift. Die mittels unselektiver Biotinylierung durch das photoinduzier-
bare Reagenz erhaltenen Antikorper konnten weder in der sequentiellen noch in
der simultanen Anwendung hinsichtlich ihrer Bindung an das immobilisierte Aller-
gen positiv getestet werden. Obwohl die zuvor durchgefiihrten Studien den Erfolg
der Biotinylierung unter Erhalt der Paratopfunktionalitét bestétigten, konnte durch
Zugabe von Streptavidin kein allergenspezifisches und als humaner Isotyp detek-
tierbares Reagenz erhalten werden. Die durch selektiv im Fc-Bereich biotinylierten
Antikorper zeigten sowohl nach sequentieller als auch in der simultanen Anwen-
dung beider Komponenten eine Reaktivitdt auf immobilisiertes Bet v 1a. Zudem
konnte erfolgreich dargestellt werden, dass eine hohere Streptavidin-Konzentration
in dem hier betrachteten Bereich in beiden Féllen zu einer Steigerung der Signal-
intensitdt fithrte. Da die Anzahl der im Fc-Bereich generierten Aldehydgruppen
nicht bestimmbar ist, konnten beziiglich der Biotinmolekiildichte auf dem Anti-
korper keine Aussagen getroffen werden. Daher ist eine genaue Bestimmung der
zur effektiven Kopplung der Antikorper fithrenden Streptavidinmenge nicht mog-
lich. Bei Anwendung des vorgestellten Konzeptes zur Adaption spezifischer po-
lyklonaler IgY an einen entsprechenden Assay ist fiir jede Charge biotinylierter
Komponenten die einzusetzende Streptavidinkonzentration auszutesten, wobei un-
terschiedliche Szenarien der Kopplung auftreten kénnen: zu wenig Streptavidin
wiirde in erster Linie zur maximal erreichbaren Reaktivitat fithren, da nicht al-
le Komponenten miteinander verkniipft wiirden. Eine niedrige Konzentration ist
jedoch in der Hinsicht vorteilhaft, als dass sichergestellt werden muss, dass All-
ergenspezifitit sowie Isotypspezifitdt tatsdchlich miteinander gekoppelt werden.
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Hohere Konzentrationen wiirden zwar bis zu einem bestimmten kritischen Wert
in einer Reaktivitatssteigerung resultieren, dann aber die Effizienz der Quervernet-
zung wieder vermindern, da den jeweiligen Biotinresten mehr und mehr Strepta-
vidinmolekiile gegeniiberstehen. Im Idealfall sollten je vier Molekiile Biotin den
vier Bindungsstellen eines Streptavidinmolekiils gegentiberstehen [155]. Inwieweit
alle Bindungsstellen des Streptavidins tatsdchlich von den an den Antikorpern ko-
valent gebundenen Biotinmolekiilen besetzt werden, hdangt nicht zuletzt auch von
den sterischen Verhiltnissen benachbarter Antikérper ab.

5.4 Chimare Antikorperkonstrukte mit Spezifitat fur IgY

Die aufgezeigten Moglichkeiten der Verkniipfung allergenspezifischer polyklonaler
IgY mit den assayrelevanten humanen Isotypen basierten entweder auf der direk-
ten Kopplung durch chemische Modifikation oder auf der indirekten Kopplung
durch Haptenmodifizierungen in Kombination mit haptenspezifischen Antikor-
pern. Ungeachtet der Effizienz jedes einzelnen Verfahrens und des Funktionalitats-
erhalts beinhalteten alle Methoden die direkte Modifikation der einzusetzenden
Komponenten. Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein weiteres vielversprechendes
Konzept zur Umgehung des Modifikationsschrittes entwickelt und evaluiert. Die
Ebene des Proteins verlassend, wurde dieses Konzept auf der Stufe der geneti-
schen Information angegangen. Ziel war es, die Isotypspezifitdit am Beispiel des
allergologisch relevanten humanen IgE und eine Spezifitit fiir den Fc-Teil der IgY
genetisch zu fusionieren. Der von VIERTLBOCK erstmals im Huhn identifizierte und
beschriebene Fcu-Rezeptor CHIR-AB1 bindet hochaffin und spezifisch an die Cy3-
und Cy4-Domaénen avianer IgY [158, 225].

Die extrazelluldre Domé&ne des avianen Rezeptors CHIR-AB1 konnte, ausgehend
von der lienalen Gesamt-RNA, amplifiziert und in einen fiir das Mammaliasys-
tem geeigneten Expressionsvektor zur Produktion der humanen Fce-Kette kloniert
werden. In HEK-293-Zellen wurde dann die erfolgreiche Produktion des homodi-
meren, aus der CHIR-Domine und den konstanten Bereichen Cy2 bis Cy4 beste-
henden Antikodrpers erzielt. Die Reaktivitidt des Konstruktes gegen IgY unmittelbar
nach Transfektion und in Uberstinden der stabilen Zellkultur konnte erfolgreich
im indirekten ELISA beobachtet werden. Die Bindung des Rezeptorkonstruktes
sollte hierbei keine pH-Abhidngigkeit zeigen, da auch fiir den avianen Rezeptor
CHIR-AB1 in anderen Experimenten keine pH-abhidngige Bindung an IgY bzw.
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FcY gefunden wurde. Durch die hier eingesetzten Uberstinde mit einem pH-Wert
zwischen 7.5 und 8.0 konnte dies bestdtigt werden. Im Gegensatz zu CHIR-AB1
bindet ein weiterer bekannter Rezeptor im Huhn IgY in pH-abhdngiger Weise [226,
227]. Dieser dem neonatalen Fc-Rezeptor der Sdugetiere analoge und als FcRY be-
zeichnete Rezeptor ist im Eigelbsack membranstidndig und besitzt bei einem pH-
Wert von 6.0 eine nanomolare Affinitdt fiir IgY. In leicht basischem Milieu, bereits
ab pH 7.4, dissoziieren IgY von dem Rezeptor und eine Bindung ist nicht mehr
nachweisbar [120]. Als Ursache wird hierfiir im Vergleich zu FcRn ein eher konfor-
mationeller denn chemischer Effekt diskutiert [120, 228, 229]. Strukturanalysen an
FcRY und CHIR-AB1 haben gezeigt, dass trotz der hohen Spezifitat fiir IgY der Auf-
bau beider Rezeptoren sehr unterschiedlich ist. Der ausschlieSlich in funktioneller
Hinsicht den Fc-Rezeptoren der MHC-Familie in Mammalia dquivalente FcRY zeigt
eine Homologie von 55 % zu dem Phospholipase A;-Rezeptor [120]. Die Interaktion
des avianen Rezeptors CHIR-AB1 dhnelt hingegen sehr der Wechselwirkung zwi-
schen Mammalia-IgA und dem entsprechenden Rezeptor FcoRI [230]. In Analogie
zur Bindung des FcaRI-Rezeptors an die Ca2- und Ca3-Domédnen von Mammalia-
IgA [231, 232] sind die Domédnen Cu3 und Cu4 des gallinen IgY-Antikorpers an
der Interaktion mit CHIR-ABI beteiligt [230]. Das stochiometrische Verhiltnis von
Fc-Rezeptor zu Antikorper entspricht hierbei 2:1 [225]. Beide Rezeptormolekiile
sind auf dem Leukozyten-Rezeptor-Cluster (LRC) codiert, wodurch sich ihre grofse
Ahnlichkeit erkldren lidsst [158, 233].

Mit dem chimédren Konstrukt CHIR-AB1-hulgECH2-4 liegt ein potentiell bivalen-
ter Antikorper mit IgY-Spezifitat vor. Auf Grund der bekannten Eigenschaften von
CHIR-ABLI sollte fiir das chimére Fusionskonstrukt auch ein bivalentes Bindungs-
verhalten an IgY bzw. Fcu angenommen werden. In der Theorie sind zwei Bin-
dungsmodelle denkbar. Das erste Szenario beschreibt die Bindung des Rezeptor-
konstruktes an IgY mit einem stochiometrischen Verhiltnis von 1:1. D.h., dass bei
ausreichender Flexibilitit der ,Rezeptorarme” genau ein CHIR-Fc-Antikorper pro
IgY-Molekiil gebunden wird. Von Antikérpern, denen eine hinge-Region fehlt, ist
eine eingeschrankte Flexibilitdt bekannt. Das Fehlen einer solchen Region in CHIR-
ABI1-hulgECH2-4 wird in einem zweiten denkbaren Bindungsmodell berticksich-
tigt. Die resultierende Stochiometrie entsprdache dann eher einer 2:1-Bindung, bei
der ein IgY-Antikorper von zwei Rezeptorkonstrukten flankiert wiirde. Die jeweils
freien, also nicht an IgY gebundenen Rezeptormolekiile konnten an weiteren Bin-
dungen beteiligt sein, so dass eine Oligomerisierung von IgY stattfinden konnte.

Eine Oligomerisierung, die zur Bildung sehr grofler Aggregate und moglicherwei-
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se zur Prézipitation fithren wiirde, konnte in den hier durchgefiihrten Arbeiten
nicht beobachtet werden. In welcher Form der bivalente Bidungsmodus tatséch-
lich in Erscheinung tritt, miisste in weiterfithrenden Studien untersucht werden.
Durch dynamische Lichtstreuungsexperimente (DLS) oder auch Gelfiltrationschro-
matographien im Gleichgewicht kdnnte das Bindungsverhalten ndher analysiert
werden. Mit Hilfe von DLS-Messungen konnten Aussagen tiber die Grofie der ent-
stehenden Immunglobulinkonjugate getroffen werden. Die Methode zieht hierzu
die zeitliche Variation der Streuintensitdt zur Partikelgrofienbestimmung heran.
Die Gleichgewichtsgelfiltration kann Aufschluss tiber das Verhiltnis der Interak-
tionspartner geben, indem einer der zu analysierenden Substanzen bereits in dem
verwendeten Laufpuffer enthalten ist. Die eigentliche Probe besteht dann aus ei-
nem definierten Verhaltnis beider Analyten. Das Auftreten von Peaks oder Télern
im Chromatogramm ldsst schliefilich Riickschliisse auf den Bindungsmodus zu.

In anderen Studien wurden fiir den Rezeptor CHIR-AB1 Affinitdten von 5.4 nM
und 27 nM fiir die Bindung an Fcu bzw. IgY erhalten [158]. SPR-spektroskopische
Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit ergaben fiir CHIR-AB1-hulgEC2-4 eine
apparente Dissoziationskonstante von 2 x 1071 M. Die hier ermittelte apparente
Affinitat lag somit eine Groflenordnung hoher im Vergleich zu dem freien Rezep-
tor CHIR-ABI1. Die gesteigerte Affinitit wurde durch den bivalenten Effekt des
IgY-spezifischen Konstruktes erklart. Im Zusammenhang mit der Affinitdt miiss-
te fiir andere Systeme der in vitro-Diagnostik untersucht werden, ob eine mogli-
che Dissoziation des Rezeptorkonstruktes von den gebundenen IgY auftreten und
die Messung nachteilig beeinflussen kdnnte. Fiir Assaymethoden mit wesentlich
stringenteren Prozessbedingungen als im Festphasensystem konnte der potentiel-
len Schwachstelle durch die nicht-kovalente Verkniipfung von IgY und humaner
Isotypspezifitat mit Hilfe einer chemischen Modifikation zur kovalenten Stabilisie-

rung entgegengewirkt werden.

Die IgE-spezifische Quantifizierung der Zellkulturiiberstinde zeigte eine hocheffi-
ziente Produktion von 30 ng/mL Protein. Eine effektive Reinigung des IgE-Kon-
struktes wurde mit Hilfe der histidinvermittelten Affinitdtschromatographie unter
milden Bedingungen durchgefiihrt. Die Spezifitdat des neuen chimdren Antikorpers
wurde in einer ELISA-Analyse verifiziert, welche die humanen Isotypen IgG, IgM
und IgA sowie die nicht-humanen IgG-Antikorper aus Maus, Kaninchen, Schaf
und Ziege berticksichtigte. Die gezeigte ausschliefSliche Spezifitat fiir IgY ist eine
Grundvoraussetzung fiir die Anwendung polyklonaler IgY in diagnostischen Sys-
temen, um sich nachteilig auswirkende Interferenzen zu vermeiden und um den

169



5 Diskussion

Vorteil avianer Antikorper gegeniiber polyklonalen IgG zu erhalten.

In Kombination mit den Bet v la-spezifischen IgY wurde die Anwendung des chi-
médren Antikorpers in weiteren Experimenten evaluiert. Der indirekte ELISA mit
immobilisiertem Allergen Bet v 1a-MBP zeigte die erfolgreiche Applikation eines
zuvor hergestellten Gemisches aus allergenspezifischen polyklonalen IgY und chi-
maéarem IgE-Antikorper. Durch die Moglichkeit, die verwendeten Komponenten vor
dem eigentlichen Assay inkubieren zu kdonnen, wird mit diesem Konzept der Ver-
kniipfung von Allergenspezifitit und assaykompatibler Isotypspezifitdt ein origi-
ndres Substitut fiir humane Seren in der immunologischen Diagnostik bereitge-
stellt. Die Anwendbarkeit konnte mit einem Bet v la-spezifischen und aus einer
Hybridomzelllinie erhaltenen Antikorper auf monoklonaler Ebene bestitigt wer-
den. Die variable Kombination des chimédren CHIR-IgE-Fc-Konstruktes mit der
durch polyklonale IgY determinierten Spezifitit wurde dariiber hinaus in einem
Assay mit immobilisiertem Weizenextrakt erfolgreich demonstiert. Dies zeigte, dass
nicht nur fiir Einzelallergene, sondern auch fiir in der Diagnostik relevante allerge-

ne Extrakte dieses Substitut fiir IgE-Antikdrper anwendbar ist.

Der weitere Vorteil dieses Konzeptes ist vor allem auch in der variablen Gestal-
tung des chimédren Antikorpers zu sehen. Durch Austausch der Fc-Doménen kon-
nen durch einfache Reklonierung samtliche gewtiinschte Isotypspezifititen reali-
siert werden. So wurden neben IgE auch die anderen humanen Isotypen IgG, IgGy,
IgAq, IgAsund IgM mit dem avianen Rezeptor genetisch fusioniert. Neben IgE steht
auch der IgGy-Isotyp im Fokus der allergologischen Diagnostik [3, 234]. Inwiefern
die generelle Messung von IgG, gegen Nahrungsmittelallergene einen diagnosti-
schen Wert trotz der weiten Verbreitung dieses Antikorpers in der gesamten Be-
volkerung hat, wird kontrovers diskutiert [235, 236]. Das Auftreten einer starken
IgG4-Antwort auf Nahrungsmittelallergene kann jedoch mit einer ebenfalls star-
ken Ty2-induzierten Immunreaktion und Bildung von Autoantikdrpern assoziiert
und im Rahmen einer immunpathologischen Diagnostik relevant sein [237, 238]. Je
nach Art der Allergenaufnahme und unabhingig von anderen — auch angeborenen
— Faktoren sowie in Abhdngigkeit der Einwirkungsdauer eines Pathogens kann die
in eine Soforttyp-Reaktion resultierende Ty2-Polaritét in eine starker T1-dirigierte
Reaktion iibergehen. Infolge dieses Polaritdtswechsels werden dann auch Immun-
antworten mit Bildung von IgG- und IgA-Antikdrpern initiiert. IgG4-Antikorpern
wird in einigen Studien eine blockierende Funktion zugeschrieben. So konnen bei
Patienten, die im Rahmen einer spezifischen Densensibilisierungsmafsnahme (SIT)

therapiert werden, ein erhohter IgGy- Titer mit dem Erfolg der SIT korreliert wer-
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den [239]. Dieser Sachverhalt konnte jedoch in anderen Untersuchungen widerlegt
werden [240, 241]. Vielmehr konnte bei Personen mit allergischer Symptomatik ein
Anstieg der IgG4-Antikorper im Vergleich zu Nicht-Allergikern beobachtet werden
[242, 243]. Bei der Bienengiftallergie konnte eine erhohte IgG4-Konzentration im
Rahmen einer SIT moglicherweise Hinweise fiir ein niedrigeres Risiko einer akuten
Immunreaktion geben, jedoch ist die Bestimmung der IgG-Subklassenantikorper
nicht in jedem Fall ausreichend [244].

Im Kontext der infektiologischen Diagnostik sind vor allem IgG;- und IgM-Antikor-
per von Bedeutung, da anhand der zeitlichen und quantitativen Verteilung dieser
Antikorper und durch Bestimmung der IgG-Affinitdat zwischen verschiedenen For-
men und Stufen einer bestimmten Infektion unterschieden werden kann [245, 246].
Bei einer erstmaligen Infektion sind Immunglobuline des Isotyps M in pentamerer
Form die ersten der Immunabwehr dienenden Antikorper. Zu diesem Zeitpunkt
befinden sich nur wenige hochaffine IgG-Antikorper im Serum, die erst im Lau-
fe der fortschreitenden Infektion an das Pathogen durch Affinitdtserhohung an-
gepasst werden. Der Nachweis niedrigaffiner IgG-Antikorper und damit die Dia-
gnose einer frithen Infektion erfolgt durch die Bestimmung des sogenannten re-
lativen Aviditdtsindex’. Dieser Index ist fiir den jeweiligen Assay spezifisch und
hinsichtlich eines Bereiches fiir das Vorliegen einer frithen Infektion fiir viele in-
tektiologische Krankheitsbilder bestimmt worden. Alternativ bzw. zusétzlich steht
mit der Bestimmung des Verhiltnisses im Zusammenhang mit einer Infektion auf-
tretender IgM- und IgG-Antikorper eine weitere Methode zur Verfiigung, die die
Unterscheidung zwischen primédrer und sekundédrer Infektion gestattet [245]. Ty-
pische Anwendungsbereiche IgM- und IgG-spezifischer Antikorper sind beispiels-
weise Assays zur Diagnose und Analyse der Infektion mit Borrelien, dem Epstein-
Barr-Virus, Chlamydien, Erreger von Tropenkrankheiten u. a. Dartiber hinaus ist in
der Diagnostik autoimmunologischer Erkrankungen die Messung spezifischer IgG-
Reaktivitdten wichtig (z.B. Heparin-induzierte Thrombozytopenie [42]). In man-
chen Fillen wie der Rheumatoiden Arthritis (RA) ist zudem die Bestimmung reak-
tiver IgM-Antikorper eine zuverlédssige und teils auch verldsslichere Methode [247].

In allen mucosalen Geweben sind die Immunglobuline der Klasse A die dominie-
renden Antikdrper der humoralen Immunabwehr und kommen in hohen Konzen-
trationen im Blut vor. Durch die Interaktion mit dem Fca-Rezeptor werden wichtige
Effektormechanismen zur Pathogenabwehr in Gang gesetzt, wobei nicht zwischen
IgA; und IgA, unterschieden wird [248]. Eine Anderung der IgA-Serumkonzentra-

tion gegeniiber den iiblichen Normalwerten kann fiir die Diagnostik von Relevanz
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sein. IgA-Antikorper sind daher sowohl allgemein bei der Untersuchung von Im-
mundefizienzen als auch im Besonderen bei der Diagnose von z.B. Lebererkran-
kungen [249], allergischer Erkrankungen [250] und insbesondere von Storungen

der Schleimhaut-assoziierten Immunabwehr [251, 252] von Bedeutung.

Die erfolgreiche Bindung aller Konstrukte an IgY und die gleichzeitige Detekti-
on als humaner Antikdrper wurden in ELISA-Analysen gezeigt. Fiir das IgG;-
Konstrukt konnte ebenfalls eine sehr effektive Produktion festgestellt werden. Am
Beispiel des monoklonalen Bet v 1a-spezifischen IgY wurde die Funktionalitdt des
IgG-Analogons verifiziert. SchliefSlich konnte in Kombination dieses chimédren IgG
mit den polyklonalen PF4/DS-10-spezifischen IgY die Anwendung in einem indi-
rekten ELISA mit immobilisiertem PF4/DS-10-Komplex demonstriert werden. Dies
unterstreicht erneut die Vielseitigkeit eines auf genetischer Ebene fusionierten Im-
munglobulinkonjugats; durch Austausch des Fce-Parts durch eine Fcyj-Doméne
konnte das chimdre Konstrukt erfolgreich an die IgG-Spezifitit des HIT-Assays
adaptiert werden. Die Konzentrationen der {ibrigen chiméren Rezeptor-humanFc-
Varianten konnten nicht bestimmt werden, da diese fiir eine Abschédtzung in der
Proteinfarbung nicht ausreichend stark konzentriert waren. Warum die Expressi-
onsrate fiir die Isotypen IgA;, IgA,, IgG4 und IgM deutlich niedriger ausfielen,
kann unterschiedliche Griinde haben, unter denen vor allem das als Positionseffekt-
Variegation bekannte Phianomen zu nennen ist [253]. Hierbei kommt es durch
epigenetische Modifizierungen zur Anderung des Chromatinzustands. DNA, die
in Bereiche des Heterochromatins integriert wird, unterliegt tiberwiegend oder
ausschliefilich einer transkriptionellen Genstilllegung. Eine Integration in aktive
euchromatische Genabschnitte resultiert in der Regel in der transgenen Expressi-
on, erlaubt jedoch hdufig keine Langzeitexpression [253]. Die herunterregulierte
Aktivitdt des CMV-Promotors in dem pcDNA3.1/Zeo-Vektorsystem durch Methy-
lierung [254] oder Deacetylierung der Histone [255] konnte in Mammalia-Zelllinien
bereits beobachtet werden. Zur Steigerung der Expression der dargestellten chima-
ren Antikorperkonstrukte konnte in weiteren Arbeiten der Effekt protektiver cis-
regulatorischer Elemente wie beispielsweise Andockstellen (attachment sites) [256]
oder ubiquitire Chromatin 6ffnende Elemente [257] untersucht werden. Auch die
Analyse des blockierenden Effektes der Histondeacetylierung durch Natriumbuty-
rat ware denkbar [258, 259].
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5.5 Ausblick

Im Zusammenhang mit der Evaluierung verschiedener Konzepte zur Darstellung
assaykompatibler Immunglobulinkonjugate stellen die chiméren IgY-spezifischen
Rezeptorkonstrukte einen sehr vielversprechenden Ansatz zur Umgehung der Pro-
blematik humaner Poolseren als Referenzmaterial fiir die in vitro-Diagnostik dar.
In breit angelegten Studien muss nun die Anwendbarkeit in samtlichen der im-
munologischen Diagnostik zur Verfiigung stehenden Assaysystemen evaluiert und
bewertet werden. Hierbei muss auch die Korrelation eines auf diesem Rezeptor-
konstrukt und polyklonalen spezifischen Antikorpern basierenden Substituts mit

realen klinischen Proben humaner Seren analysiert werden.

Nach erfolgreicher Evaluation der Anwendung des Rezeptorkonstruktes zusam-
men mit spezifischen, polyklonalen avianen Antikérpern in den diversen Testsys-
temen schliefle sich dann der Prozess zur Neuvalidierung der kommerziell erhaltli-
chen Assaysysteme seitens der Hersteller an. Im Zuge dessen konnte dann die seit
langem geforderte und notwendige Standardisierung in der immunologischen in

vitro-Diagnostik auf nationaler wie internationaler Ebene begonnen werden.
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Zusammenfassung

Ziel der in vitro-Diagnostik ist die qualitative und quantitative Bestimmung spezi-
tischer Antikorperisotypen. Zu diesem Zweck stehen zahlreiche im Laufe der Zeit
etablierte und optimierte Systeme zur Verfiigung. Trotz der klinischen Relevanz
der in vitro-Diagnostik ist es erstaunlich, dass bis heute keine einheitliche Stan-
dardisierung vorgenommen wurde. Die Verwendung humaner Poolseren als Re-
ferenzmaterial in beispielsweise IgE-spezifischen Assaysystemen bietet zwar den
Vorteil, der Problematik heterologer Gesamt-IgE-Standardkurven bei der quantita-
tiven Bestimmung des sIgE zu entfliehen, ist allerdings in vielen Fillen mit dem
Nachteil einer erschwerten Zugénglichkeit oder Verfiigbarkeit, hoher Kosten und
variierender Qualitidt behaftet.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden auf Basis der IgY-Technologie unterschiedliche
Konzepte zur Umgehung dieser Problematik am Beispiel der Bet v 1la-induzierten
Birkenpollenallergie erarbeitet und evaluiert. Zundchst konnten durch Immunisie-
rungen von Hithnern mit dem Allergen Bet v 1a spezifische polyklonale Antikorper
erhalten und aus dem Eigelb mit Hilfe der Prazipitation isoliert werden. In Ana-
lysen zur weiteren Charakterisierung konnten im ELISA-System unterschiedliche
Effekte der Blockierungsreagenzien Polyvinylalkohol und bovines Serumalbumin
auf das Bindungsverhalten der polyklonalen IgY festgestellt werden, wodurch die
Diskriminierung der Affinitdten durch Immunisierung erhaltener Antikorper auf
qualitativer Ebene moglich war. Oberflichenplasmonenresonanzspektroskopische
Untersuchungen zur Bestimmung der apparenten Affinitdt der allergenspezifischen

IgY bestitigten die zuvor beobachteten Tendenzen.

Nach Generierung der spezifischen, polyklonalen Antikorper wurde die Realisati-
on der fiir die human-immunologische in vitro-Diagnostik erforderlichen Adaption
evaluiert. Hierzu wurden zum einen chemische Modifikationen mit Glutardialde-
hyd bzw. durch oxidative Glycolspaltung zur kovalenten Kopplung der IgY mit hu-
manen Antikdrpern untersucht. Dariiber hinaus wurde auch eine Haptenmarkie-

rung fiir die Detektion mit spezifischen humanen Isotypen und die nicht-kovalente
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Verkniipfung durch die Biotin-Streptavidin-Interaktion analysiert. Als zielfiihren-
de Methode, da auf Modifikationen der IgY verzichtend und die Antigenspezifi-
tat erhaltend, wurde die genetische Fusion des gallinen IgY-spezifischen Rezep-
tors CHIR-AB1 mit dem humanen Fce-Teil etabliert. Dazu wurde die Sequenz des
Rezeptors CHIR-AB1 amplifiziert und mit der humanen Fce-Sequenz in dem fiir
die Expression in Mammaliazellen geeigneten Vektorsystem pcDNA3.1 fusioniert.
Durch Expression in HEK-293-Zellen konnte das chimdre Konstrukt CHIR-AB1-
hulgECy2-4 in vergleichsweise hoher Quantitit erhalten und durch Affinitédtschro-
matographie gereinigt werden. Die Untersuchung der Interaktion des Konstruktes
mit IgY durch Oberflachenplasmonenresonanzspektroskopie ergab eine apparente
Dissoziationskonstante im picomolaren Bereich. Mit Hilfe der genetischen Fusi-
on der IgY-Spezifitit mit der assayrelevanten Isotypspezifitit wurde ein bivalentes
und in seiner Affinitit dem CHIR-AB1-Rezeptor gegeniiber gesteigertes Konstrukt
erhalten. CHIR-AB1-hulgECH2-4 wurde erfolgreich in Kombination mit den zuvor
isolierten Bet v la-spezifischen IgY durch Vorinkubation in einem Festphasenassay
getestet. Ebenso konnte das Konstrukt mit polyklonalen avianen Antikdrpern mit
Spezifitat fiir den wéssrigen Allergenextrakt aus Weizen erfolgreich angewendet
werden und zeigte die generelle Ubertragbarkeit des Konstruktes auf andere Assa-

yanforderungen.

Der Vorteil des Konzeptes der genetischen Fusion gegeniiber den anderen hier
evaluierten Methoden liegt in dem Adaptionspotential des chiméren Rezeptor-
konstruktes. Durch Austausch der Fce-Sequenzen durch weitere im allergologi-
schen, autoimmunologischen oder infektiologischen Kontext stehenden humanen
Fc-Sequenzen wurden die analogen chimédren Konstrukte fiir IgGq, IgGy, IgM, IgA
und IgA; produziert. Im Zusammenhang mit der autoimmunologischen Erkran-
kung einer heparininduzierten Thrombozytopenie II wurde CHIR-AB1-hulgGi-
Cn2+3 erfolgreich mit IgY — spezifisch fiir den Komplex aus Pldttchenfaktor 4 und
heparinanalogen Dextransulfat — im Festphasenassay appliziert.

Mit den hier dargestellten chimédren IgY-spezifischen Antikorperkonstrukten wur-
de ein vielseitiges Tool fiir die Substitution humaner Poolseren zur Verfiigung ge-
stellt, das die schnelle Adaption durch einfachen Fc-Austausch und die Applikation
polyklonaler Hiithner-Antikorper erlaubt. Unter Berticksichtigung tierschutzrecht-
licher Bestrebungen zur Minimierung nachteiliger Effekte fiir das Labortier konnte
sich nach Validierung in weiteren diagnostischen Systemen die seit langem gefor-
derte Standardisierung fiir die in vitro-Diagnostik realisieren lassen.
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Abstract

Over the years, numerous different methods have been established and optimized
for in vitro diagnostics with the objective of qualitative and quantitative determina-
tion of specific immunoglobulin isotypes. However, it is astonishing that in face of
the clinical relevance of in vitro diagnostics no uniform standardization has been de-
veloped until now. The use of human pool sera as reference material for Ig-specific
assays (e.g. IgE) provides the advantage to circumvent the problems arising with
total IgE calibration curves. Nevertheless, human pool sera are associated in ma-
ny cases with drawbacks due to accessibility, availability, high costs and variable
quality.

In this work different concepts on the basis of the IgY technology were developed
and evaluated to address these unsolved problems using the example of Bet v 1a
induced birch pollen allergy. First of all Bet v 1a specific polyclonal antibodies
were generated by immunization of hens and were isolated from hen’s egg yolk by
salt precipitation. Further characterization experiments in ELISA revealed different
blocking effects of polyvinyl alcohol and bovine serum albumin on the interaction
of the polyclonal IgY, thereby allowing for qualitative discrimination of the affinity
of antibodies produced via immunization. The apparent affinity of the allergen spe-
cific IgY was determined by surface plasmon resonance spectroscopy experiments,

which confirmed the previously observed tendencies.

After generation of the specific and polyclonal antibodies several concepts for adap-
tation to human in vitro diagnostics were developed and evaluated. These concepts
included a chemical modification with glutaraldehyde and oxidative cleavage of
carbohydrate structures for covalent coupling of IgY with human immunoglobu-
lins. Moreover, the decoration with haptens for specific detection by human iso-
types and the non-covalent binding through strong interaction with streptavidin
upon biotinylation were investigated. As a most promising method the genetic fu-
sion of the galline IgY specific receptor CHIR-AB1 with the human Fce moiety
was established. The CHIR-AB1 sequence was amplified and fused to the Fce gene



Abstract

by subcloning it into the mammalian expression vector pcDNA3.1. The chimeric
CHIR-AB1-hulgECy2-4 was produced with relative high amount and purified by
affinity chromatography. Surface plasmon resonance spectroscopic measurements
determined an apparent dissociation constant in the picomolar range for the inter-
action of the construct with IgY. Thus, a bivalent and higher affine construct could
be designed by means of genetic fusion of the receptor CHIR-AB1 with the relevant
Fc part of human antibodies. CHIR-AB1-hulgECH2-4 was successfully applied as a
preincubated combination with the previously isolated Bet v 1a specific IgY in solid
phase assay. In addition the general ability for adaptation to other assay conditions
was successfully demonstrated by application of the construct combined with IgY
specific for the aqueous fraction of wheat extract.

This concept of genetic fusion is advantageous over the evaluated methods due to
its potential for easy adaptation of the chimeric receptor construct. Within the con-
text of further allergological, autoimmunological or infectiological relevant human
immunoglobulin isotypes analogues of the receptor construct for IgGy, IgGy, IgM,
IgA, and IgA, were designed. The heparin induced thrombocytopenia II served
as a model for autoimmune diseases and CHIR-AB1-hulgG;Cy2+3 in combination
with IgY specific for the complex of platelet factor 4 and heparin-like dextransulfate
were applied in solid phase assay.

In this work IgY specific chimeric antibody constructs were designed as versatile
tools for the substitution of human pool sera allowing for easy adaptation by the
exchange of Fc moieties and application of polyclonal avian chicken antibodies. In
consideration of animal health and welfare and upon validation for further diagno-
stic systems progress in the recommended and long-demanded standardization for
in vitro diagnostics might now be achieved.
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Anhang

A.1 Oligonukleotide

Alle in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurden von metabion Gesell-
schaft fiir angewandte Biotechnologie mbH (Planegg-Martinsried) synthetisiert.

Oligonukleotide zur Amplifizierung des avianen Rezeptors CHIR-AB1

01 CHIR-AB1 Smi for gatcatttaaatgtgtccagtgtctgecccaacccte
cctgte
02 CHIR-ABI1 Sgs back gatcggcgegcecatgggaccactecttggeacc

Oligonukleotide zur Amplifizierung und Klonierung von Gly m 4

03 Glym4 Hyb for actttccttgaggatggagaaaccaagtttgtgttgc
04 Glym4 Hyb back ttggtttctccatcctcaaggaaagtgatcttcttg
05 Glym4 Ncol for pETER-22 gatcccatggggtgttttcacattcgaggatg

06 Glym4 Xhol back pETER-22 gatcctcgaggttgtaatcgggatggecca

Oligonukleotide zur Amplifizierung und Klonierung von Mal d 1-MBP

07 Mald1 BamH]1 for gatcggatccatgggtgtctacacatttgag
08 Mald1 His Sall back caccccgacgcatacaaccaccatcaccacca

tcactgagtcgacgatc



Anhang

Oligonukleotide zur Klonierung des modifizierten Vektors pET-22b(+)

09 pET His V51 for
10 pET His V5 II for
11 pET His V5 1II for

12 pET DH back

ctctaccgaaaacctgtacttccagggecagg
gccatggatatcggaattaattcg
gatcccgaacccgetgetgggtctggactcta
ccgaaaacctgtacttc
gatccatatgcaccaccaccaccaccacggta
aaccgatcccgaacccgcetge

gctagggcgctggcaag

Oligonukleotide zur Amplifizierung der humanen Fc-Doméanen

13 scFv linker for

14 BGH back

15 huigmascfor

16 IgM cH4 Mssl 4xHis stop back

194

tcctcaggtggaggceggttcaggeggagg
tagaaggcacagtcgaggctg
gatcggcgcgccagtgattgecgagetgec
gatcgtttaaactcagtggtggtggtggteot
ggtagcaggtgccagetgtg



A.2 Sequenzdaten

A.2 Sequenzdaten

A.2.1 VH3-64-leader, Homo sapiens

atggaattggggctgagctgggttttccttgttgctatttttaaaggtgtccagtgt 57
M E L G L S W V F L V A I F K G V 0 ¢C

A.2.2 Chicken immunoglobulin like receptor AB1 ecd

ctgccccaaccctceccecctgtcecgectgecaccccageccagggggtgtececctgggggacactgte 60
L p QP S L S L H P S QQ G V S L G D T V
accctgcgctgccacctgcecceccgcatggcectgectgggtceccagetcectggectcaatggaact 120
T L R ¢C H L P R M A A W V Q0 L W L N G T
ctgagatttgacaaggaaaaagacaaggagcaggatgcagctgagttctcctttgctgtce 180
L R F D K E K D K E ¢ D A A E F S F A V
acaaacctggaggacgccgggacatatcagtgtcggtaccaggtgtcagagccactgtgg 240
T N L ¢ Db A G T Y 0 C R Y O V S E P L W
acatcaaatcagagtgaccccgtggagctggtgctgacaggtgccaaggagtggtcccat 300
T s N o S D P V E L V L T G A K E W S H

A.2.3 Allergene

Bet v 1a Mal d 1 Gly m 4
WHO/IUIS Bet v 1.0101 Mal d 1.0201 Gly m 4.0101
Klasse Magnoliopsida
Ordnung Rosales Fabales
Art Betula verrucosa | Malus domestica | Glycine max
GenBank Nucleotide | X15877 142952 X60043
UniProt P15494 Q40280 P26987
PDB 1BTV - 2H7K
Referenzen [186, 260, 261] | [262] [187, 263]
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Anhang

Bet v 1a

ggtgtatttaattatgagactgagaccacctctgttatcccagcagctaggctgttcaag
G v *F N Y E T E T T s v I P A A R L F K
gcctttatcctcgatggcgataatctcattccaaaggttgcacccecnageccattagcagt
A F I L D G D N L I P K V A P X A I s S
gttgaaaacattgaaggaaatggagggcctggaaccattaagaagatcagctttcccgaa
v E N T E G N G G P G T I K K I S F P E
ggcttcccectttcaagtacgtgaaggacagagttgatgaggtggaccacacaaacttcaaa
G F P F K ¥ VvV K D R V D E V D H T N F K
tacaattacagcgtgatcgagggcggtcccataggcgacacattggagaagatctccaac
Yy N ¥y S v I B 6 6 P I G D T L E K I S N
gagataaagctagtggcaacccctgatggaggatccatcttgaagatcagcaacaagtac
FE I K L v A T P D G G S I L K I S N K Y
cacaccaaaggcgaccatgaggtgaaggcagagcaggttaaggcaagtaaagaaatgggce
H T K G D H E VvV K A E Q VvV K A S K E M G
gagacacttttgagggccgttgagagctacctcttggcacactccgatgcecctacaac
E T L L R A V E S Y L L A H S D A Y N

Mal d 1

ggtgtctacacatttgagaacgagtacacctctgagattccaccaccaagattgttcaag
G vy T F E N E Yy T S E I P P P R L F K
gcctttgtcecctcgatgctgataacctcatccccaagattgcaccccaggcaatcaageat
A F V L D A DNTL I P K I A P Q A I K H
gctgagatccttggaggagacggtggccctggaaccatcaagaagatcacttttggtgaa
A E I L G G D G G P G T I K K I T F G E
ggcagccaatacggctacgtgaagcacaagatcgactcggttgacgaggcaaactactca
G S Q ¥ 6 ¥y v K. H K I Db s v D E A N Y S
tacgcctacactttgattgaaggagatgctttgacagacaccattgagaaggtctcttac
y A Yy T L I E G D A L T D T I E K V S Y
gagaccaagctggtggcatctggaagtggttccatcatcaagagtatcagccactaccac
E T K L. v A S G S G s I I K S I S H Y H
accaagggtgatgttgagaccaaggaagagcacgtcaaggctggcaaagagaaggctcat
T K 6 b v E T K E E H vV K A G K E K A H
ggtttgttcaagcttattgagagctaccttaagggccaccccgacgcatacaac
G L F K L I E S Y L K G H P D A Y N
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A.2 Sequenzdaten

Glym4

ggtgttttcacattcgaggatgaaatcaactcccctgtggctcctgectactctttacaag
G v FrF T ¥ E D E I N S P V A P A T L Y K
gccctagttacagatgccgacaacgtcatcccaaaggctcttgatteccttcaagagtgtt
AL v T D A DNV I P K A L D S F K S V
gaaaacgttgagggaaatggtggcccaggaaccatcaagaagatcactttceccttgaggat
E N V E G N G G P G T I K K I T F L E D
ggagaaaccaagtttgtgctgcacaaaatagaaagcattgatgaggcgaacttgggatat
G £ T K F v L H K I E S I D E A N L G Y
agctacagcgtggttgggggtgctgcattgccagacacggcggagaagatcacattcgac
s 'y s v v G G A A L P D T A E K I T F D
tccaaattggttgctggtcccaatggagggtctgctgggaagctcactgtcaaatacgaa
s K L v A G P N G G S A G K L T V K Y E
acaaaaggagatgctgagcccaaccaagacgaactcaaaactggaaaagccaaggctgat
T K 6 D A E P N Q D E L K T G K A K A D
gctctcttcaaggccattgaggcttaccttttggcccatcccgattacaac
AL F K A I E A Y L L A H P D Y N

Betv 1a*

aaaggcgaccatgaggtgaaggcagagcaggttaaggcaagtaaagaaatgggcgagaca
K 6 b H EV K A E Q V K A S K E M G E T
cttttgagggccgttgagagctacctcttggcacactctgatgcecctacaac

L L. R A V E S Y L L A H S D A Y N

Bet v 1a* E149G

aaaggcgaccatgaggtgaaggcagagcaggttaaggcaagtaaagaaatgggcgagaca
K 6 b H E V K A E Q VvV K A S K E M G E T
cttttgagggccgttgagagctacctcttggcacactctgatgecctacaac

L L. R AV G S Y L L A H S D A Y N

60

120

180

240

300

360

420

480

60

120

60

120
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Anhang

A.2.4 Primarsequenzalignment der Allergene

Betvia—-—Mald1

Bet v 1a GVFNYETETT SVIPARAR
Mald 1 GVYTFENEYTSETIPPPRILTEHK
* * * * *  * * * *
Bet v 1a GDNLIPEKVAPXAISSVE
Mald 1 ADNLIPEKIAPOQATILIZKEHATE
* Kk X X * % * * *  * *
Bet v 1a GTIKEKISFPEGEFPFEKYVEK
Mald 1 GTIKEKITFGEGSOQYGYVEKHTEK
* * K% *x *x % * *  x *  *x
Bet v 1a HTNFKYNYSVIEGGPTIG
Mald 1 EANYSYAYTLIEGDA ALT
* * * * * %
Bet v 1a EIKLVATPDGGSTILIKTIS
Mald 1 ETKLVAS-GSGSITIKS SI
* * * * % * X* % *
Bet v 1a HEVKAEQVEKASKEMGETLTLRA
Mald 1 VETKEEHVEKAGEKETE KAHG
* * * * * % * %
Bet v 1a L LAHSDAYN
Mald 1 LKGHPDAYN
* * * * *x %
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25

50
50

75
75

100
100

125
124

150
149

159
158



A2

Sequenzdaten

Betvia-Glym4

Bet v 1a GV
Glym4 GV

Bet v 1a GDN
Gly m 4

*
Bet v 1a G T

Gly m 4 G T

Bet v 1a HI

Gly m 4 ELPD

Bet v 1a P H
Glym 4 A E

Bet v 1a HE
Glym 4 A E

Bet v 1a
Glym4 LL

G P 49

G G 100
99

125
K Y 124

S Y 150
A Y 149

159
157

199



Anhang

Glym4-Mald1

Gly m 4 GVFTTEFE E NSPVAPA LY ALVTD 25
Mald 1 GVYTFENEYTSEIPPPRLFKAFVLD 25
*  * * * % * * * * * * * *
Gly m 4 ADNVIPK-ALDSFEKSVENVEGNGGTP 49
Mald 1 ADNLIPEKIAPQAIKHAETIILGGDGGZP 50
* *x % * * * * * * * * *x %
Glym 4 GTIKEKITFLEDGETEKFVLHEKTIESTID 74
Mald 1 GTIKKITFGEGSOQYGYVEKHEKTIDS SVD 75
* X% k% *x *x * * * * * * *x % * *
Glym4 EANLGYSYSVVGGAALPDTAEKTITTF 99
Mald 1 EANYSYAYTLIEGDALTDTIEZ KV VSY 100
* X % * * * * % * % * %
Glym4 DSKLVAGPNGGSAGKLTVEKYETZ KGD 124
Mald 1 ETKLVAS-GSGSIIKSISHYHTEKGD 124
* * * % * * * * * * *x %
Gly m 4 AEPNQDELEKTGERKAKADALFEKAIERAY 149
Mald 1 VETKEEHVKAGKEEKAHGLFEKILTIES SY 149
* * * * * * * * * * * *
Glym 4 LLAHPD-YN 157
Mald 1 LKGHPDAYN 158
* * * % *  *
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A.2 Sequenzdaten

A.2.5 Maltose bindendes Protein (MBP)

Die erste und letzte Aminosdure der MBP-Sequenz sind grau hinterlegt.

atgaaaatcgaagaaggtaaactggtaatctggattaacggcgataaaggctataacggt
M K I E E G K L v I W I N G D K G Y N G
ctcgctgaagtcggtaagaaattcgagaaagataccggaattaaagtcaccgttgagcat
L A E VvV G K K F E K b T GG I K VvV T V E H
ccggataaactggaagagaaattcccacaggttgcggcaactggcgatggccctgacatt
P D K L B E K F P O V A A T G D G P D I
atcttctgggcacacgaccgctttggtggctacgctcaatctggectgttggctgaaatce
I ¥F W A H D R F G G Y A Q S G L L A E I
accccggacaaagcgttccaggacaagctgtatcecgtttacctgggatgecgtacgttac
T p D K A F ©Q D K L Y P F T W D A V R Y
aacggcaagctgattgcttacccgatcgctgttgaagecgttatcgctgatttataacaaa
N G K L I A Y P I A V E A L S L I Y N K
gatctgctgccgaacccgccaaaaacctgggaagagatcccggecgectggataaagaactg
b . L p N P P K T W E E I P A L D K E L
aaagcgaaaggtaagagcgcgctgatgttcaacctgcaagaaccgtacttcacctggecg
K A K G K S AL M F N L Q E P Y F T W P
ctgattgctgctgacgggggttatgcgttcaagtatgaaaacggcaagtacgacattaaa
L I A A D G G Y A F K Y E N G K Y D I K
gacgtgggcgtggataacgctggcgcgaaagcgggtctgaccttcecctggttgacctgatt
p v G v D NA GA KA G L T PF L VvV D L I
aaaaacaaacacatgaatgcagacaccgattactccatcgcagaagctgcecctttaataaa
K N K H M N A DT D Y S I A E A A F N K
ggcgaaacagcgatgaccatcaacggcccgtgggcatggtccaacatcgacaccagcaaa
G & T A M T I N G P W A W S N I D T S K
gtgaattatggtgtaacggtactgccgaccttcaagggtcaaccatccaaaccgttcgtt
v N Y 6V T v L P T F K G Q P S K P F V
ggcgtgctgagcgcaggtattaacgccgccagtccgaacaaagagctggcaaaagagtte
G v L S A G I N A A S P N K E L A K E F
ctcgaaaactatctgctgactgatgaaggtctggaagcggttaataaagacaaaccgctg
L ¢ N ¥ L L T D E G L E A V N K D K P L
ggtgccgtagcgctgaagtcttacgaggaagagttggcgaaagatccacgtattgecgec
G AV A L K S Y E E E L A K D P R I A A
actatggaaaacgcccagaaaggtgaaatcatgccgaacatcccgcagatgtcecgettte

T M B N A Q K G E I M P N I P QO M S A F
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Anhang

tggtatgccgtgcgtactgcggtgatcaacgccgccagcggtecgtcagactgtcgatgaa
w Yy A V R T A V I N A A S G R O T VvV D E
gccctgaaagacgcgcagactaattcgagctcgaacaacaacaacaataacaataacaac
AL K D A O T N S S S N N N NN N N N N
aacctcgggatcgagggaaggatttcagaattcggatcctctagagtcgacctgcaggeca
N L G I E G R I S E F G S S R V D L Q A
agcttggcactggccgtcgttttacaacgtcgtgactgggaaaaccctggcgttacccaa
s L. AL A V V L. 0 R R D W E N P G V T O
cttaatcgccttgcagcacatccccectttecgeccagectggegtaatagcgaagaggcccgce
L N R L. AN A H P P F A S W R N S E E A R
accgatcgcccttcccaacagttgcgcagectgaatggcgaatggcagettggetgtttt
T D R P S 0 0 L R S L N G E W @ L G C F
ggcgga
G G

A.2.6 CHIR-AB1-huFc-Konstrukte

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

Gezeigt sind jeweils die letzten fiinf Aminosduren des avianen Rezeptors und der

Ubergang in den Fc-Part der schweren Ketten humaner Antikérperisotypen. Erste

und letzte Aminosdure des Fc-Parts sind grau hinterlegt.

humanFceCH2-4

aaggagtggtcccatggcgcgcccaccgtgaagatcttacagtcgtecctgcgacggcggce
K 8 W S H G A P T V K I L @ S S C D G G
gggcacttccccccgaccatccagectectgtgectegtcectectgggtacaccccagggact
G H P P P T I © L L C L V S G Y T P G T
atcaacatcacctggctggaggacgggcaggtcatggacgtggacttgtccaccgectcect
I N I T W L. £ D G @ vM™M D V D L S T A S
accacgcaggagggtgagctggcctccacacaaagcgagctcaccctcagccagaagcac
T T ¢ BE G E L A s T ¢ S E L T L S Q K H
tggctgtcagaccgcacctacacctgccaggtcacctatcaaggtcacacctttgaggac
w L S D R T Yy T C @ v T Y O G H T F E D
agcaccaagaagtgtgcagattccaacccgagaggggtgagcgcecctacctaagccggcecce
s T K K ¢ A b S N P R GV S A Y L S R P
agcccgttcgacctgttcatccgcaagtcgcecccacgatcacctgtcectggtggtggacctg
s p ¥ D L F I R K s Pp T I T C L V V D L
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A.2 Sequenzdaten

gcacccagcaaggggaccgtgaacctgacctggtcccgggccagtgggaagectgtgaac
A P S K G T VN L T W S R A S G K P V N
cactccaccagaaaggaggagaagcagcgcaatggcacgttaaccgtcacgtccaccecctg
H S T R K E E K 9 R N G T L T v T S T L
ccggtgggcacccgagactggatcgagggggagacctaccagtgcagggtgacccaccce
p v G T R D W I E G E T Y @ C¢C R Vv T H P
cacctgcccagggccctcatgecggtceccacgaccaagaccagecggeccgegtgetgecceg
H L P R AL M R S T T K T S G P R A A P
gaagtctatgcgtttgcgacgccggagtggccggggageccgggacaagcgcaccctegece
E VY A F A T P E W P G S R D K R T L A
tgcctgatccagaacttcatgcctgaggacatctcggtgcagtggctgcacaacgaggtyg
c . 1 ¢ N F M P E D I S V Q W L H N E V
cagctcccggacgcccggcacagcacgacgcageccccgcaagaccaagggeteeggette
Q L.p D A R H S T T @ P R K T K G S G F
ttcgtcttcagccgecctggaggtgaccagggccgaatgggagcagaaagatgagttcatce
F V F S R L E VvV T R A E W E Q0 K D E F I
tgccgtgcagtccatgaggcagcgagcccctcacagaccgteccagecgageggtgtetgta
c R AV H E A A S P S Q T V Q R A V S V
aatcccggtaaacaccatcaccac

N P G K H H H H

humanFcy1CH2+3

aaggagtggtcccatggcgcgcccaaatcttgtgacaaaactcacacatgcccaccgtge
K E w S H G A P K S C D K T H T C P P C
ccagcacctgaactcctggggggaccgtcagtcttcecctcttcecccecccaaaacccaaggac
P A P E L L G G P S V F L F P P K P K D
accctcatgatctcccggacccecctgaggtcacatgecgtggtggtggacgtgagccacgaa
T .. M 1 S R T P E V T C Vv v vV D V S H E
gaccctgaggtcaagttcaactggtacgtggacggcgtggaggtgcataatgccaagaca
b p E V X F N W Y V D G V E V H N A K T
aagccgcgggaggagcagtacaacagcacgtaccgtgtggtcagegtecctcaccgtectg
K p R E E Q ¥ N S T Y R V V S V L T V L
caccaggactggctgaatggcaaggagtacaagtgcaaggtctccaacaaagccctccca
H ¢ b w L N G K E ¥ K ¢C K v S N K A L P
gcccccatcgagaaaaccatctccaaagccaaagggcagccccgagaaccacaggtgtac

A P I E K T I S K A K G Q P R E P QO V Y
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Anhang

accctgcccccatccecgggatgagectgaccaagaaccaggtcagectgacctgectggte
T L. P S R D E L T K N Q©Q V S L T C L V

aaaggcttctatcccagcgacatcgccgtggagtgggagagcaatgggcagceccggagaac
K 6 ¥ vy p s DI A V EW E S N G Q P E N

aactacaagaccacgcctccecgtgctggactccgacggctcecttettectctacagcaag
N Y K T T P P V L D S D G S F F L Y S K

ctcaccgtggacaagagcaggtggcagcaggggaacgtcttctcatgctcecgtgatgeat
L T v Db K S R W QQ 0 G N V F S5 C S V M H
gaggctctgcacaaccactacacgcagaagagcctctcectgtctceccgggtaaacaccac
FE A L H N H Y T ¢ K S L s L S P G K H H

caccaccac

H H H

humanFcy;CH2+3

aaggagtggtcccatggcgcgcccagcaacaccaaggtggacaggagagttgagtccaaa
K EwW S H G A P S N T K V D R R V E S K
tatggtcccccatgcecccatcatgecccagcacctgagttecctggggggaccatcagtcectte
y G p P C P S C P A P E F L G G P S V F
ctgttccccecccaaaacccaaggacactctcatgatctcececcggaccecctgaggtcacgtge
L # P P K P K D T L M I S R T P E V T C
gtggtggtggacgtgagccaggaagaccccgagatccagttcaactggtacgtggatgge
v v v D VvV S Q E D P E I Q F N W Y V D G
gtggaggtgcataatgccaagacaaggccgcgggaggagcagttcaacagcacgtaccgt
v B v H N A K T R P R E E Q F N S T Y R
gtggtcggcgtcctcaccgtcctgcaccaggactggctgaacggcaaggagtacaagtge
v v 6 v L. T v L H ¢ D w L N G K E Y K C
aaggtctccaacaaaggcctcccecgtcectccatcgagaaaaccatctccaaagccaaaggg
K vws N K GG L P s S I E K T I S K A K G
cagccccgagagccacaggtgtacaccctgceccccatcccaggaggagatgaccaagaac
Q p R E P Q0 V Y T L P P S Q E E M T K N
caggtcagcctgacctgcctggtcaaaggcttctaccccagecgacatcgecgtggagtgg
Q vs L. T ¢ L v K G F Yy P s D I A V E W
gagagcaatgggcagccggagaacaactacaagaccacgcctccececgtgetggactceccecgac
FE S N G @ P E N N Y K T T P P VvV L D S D
ggctccttcttectctacagcaggctaaccgtggacaagagcaggtggcaggaggggagt
G S F F L ¥ S R L T v D K S R W Q E G S
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A.2 Sequenzdaten

gtcttctcatgctccgtgatgcatgaggctctgcacaaccactacacacagaagagccte
v . S C S V M H E A L H N H Y T Q K S L
tccctgtctctgggtaaacatcaccaccat

s L s L G K H H H H

humanFcpCy2-4

gccaaggagtggtcccatggcgcgccagtgattgccgagctgecctcecccaaagtgagegte
A K E W S H G A P V I A E L P P K V S V
ttcgtcccaccccgecgacggcecttecttcagcaaccceccgcaagtccaagctcatectgecag
F V P P R D G F F S N P R K S K L I C 0
gccacgggtttcagtcccecggcagattcaggtgtecctggectgecgcgaggggaagcaggtyg
A T G F S P R Q0 I Q0 V S W L R E G K 0O V
gggtctggcgtcaccacggaccaggtgcaggctgaggccaaagagtctgggecccacgacce
G s 6 v T T D QQ VvV Q A E A K E S G P T T
tacaaggtgaccagtacactgaccatcaaagagagcgactggctcagccagagcatgttc
y K v T s T L T I K E S D W L S Q S M F
acctgccgcgtggatcacaggggcecctgaccttccagcagaatgcecgtectceccatgtgtgte
T ¢ R v D H R G L T F Q Q N A S S M C V
cccgatcaagacacagccatccgggtcttcecgeccatcccecccatectttgecageatecte
P b o DT A I RV F A I P P S F A S I L
ctcaccaagtccaccaagttgacctgcctggtcacagacctgaccacctatgacagecgtg
r. T K s T K L T ¢ L v T D L T T Y D S V
accatctcctggacccgccagaatggcgaagctgtgaaaacccacaccaacatctceccecgag
T I S W T R Q N G E A VvV K T H T N I S E
agccaccccaatgccactttcagcgccgtgggtgaggccagcacctceccgaggatgactgg
S H P N A T F S A V G E A S T s E D D W
aattccggggagaggttcacgtgcaccgtgacccacacagacctgccecctecgceccactgaag
N S G E R F T C T V T H T D L P S P L K
cagaccatctcccggcecccaagggggtggccecctgcacaggeccgatgtctacttgetgeca
@Q T T s R Pp K GV A L H R P D V Y L L P
ccagcccgggagcagctgaacctgcgggagtcecggeccaccatcacgtgecctggtgacgggce
P AR £E 0 L N L R E s A T I T C L Vv T G
ttctctccecgeggacgtecttegtgcagtggatgcagagggggcageccttgtecceccggag
F S P A D V F V Q W M Q0 R G O P L S P E
aagtatgtgaccagcgccccaatgcecctgageccccaggeccccaggecggtacttegeccac
K vy v T s A P M P E P Q A P G R Y F A H
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Anhang

agcatcctgaccgtgtccgaagaggaatggaacacgggggagacctacacctgecgtggtg
s I L. T Vv S E E E W N T G E T Y T C V V
gcccatgaggccctgcecccaacagggtcaccgagaggaccgtggacaagtccaccggtaaa
A H E A L P N R V T E R T V D K S T G K
cccaccctgtacaacgtgtccecctggtcatgtccgacacagctggcacctgctaccaccac
P T L ¥y N V S L v M S D T A G T C Y H H
caccaccaccac

H H H H

humanFco.{CH2+3

aaggagtggtcccatggcgcgcccgttccctcaactccacctaccccatectcececctcecatge
K E W S H G A P V P s T P P T P S P S C
tgccacccccgactgtcactgcaccgaccggcecctcgaggacctgcectecttaggttcagag
c H p R L S L H R P A L E D L L L G S E
gcgaacctcacgtgcacactgaccggcctgagagatgcctcaggtgtcaccttcacctgg
AN L T C T L T G L R D A S G V T F T W
acaccctcaagtggaaagagcgctgttcaaggaccacctgagecgtgacctctgtggetge
T p S S G K S A VvV Q G p P E R D L C G C
tacagcgtgtccagtgtcctgccgggctgecgeccgagccatggaaccatgggaagaccttce
y s v s s v L p G C A E P W N H G K T F
acttgcactgctgcctaccccgagtccaagaccccecgctaaccgceccaccctcectcaaaatcece
T ¢ T A A Y P E S K T P L T A T L S K S
ggaaacacattccggcccgaggtccacctgcectgcecgecgeccgtcggaggagectggeecctyg
G N T P R P E V H L L P P P S E E L A L
aacgagctggtgacgctgacgtgcctggcacgcggcttcageccccaaggacgtgectggtt
N E L VvV T . T C L A R G F S P K D V L V
cgctggctgcaggggtcacaggagctgccccgcecgagaagtacctgacttgggcatcecceccgg
R w L.0 G S ¢ E L P R E K Y L T W A S R
caggagcccagccagggcaccaccaccttcecgectgtgaccagcatactgcgegtggcagcec
Q 8B p s O G T T T F A Vv T s I L R V A A
gaggactggaagaagggggacaccttctcctgcatggtgggccacgaggccctgeecgetyg
FE D W K K 6 b T F s C M V G H E A L P L
gccttcacacagaagaccatcgaccgcttggcgggtaaacccacccatgtcaatgtgtcet
A T Q K T I D R L A G K P T H V N V S
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A.2 Sequenzdaten

gttgtcatggcggaggtggacggcacctgctaccatcaccaccat
v v M A E VvV D G T C Y H H H H

humanFco,,CH2+3

aaggagtggtcccatggcgcgccecctgeccgagttcceccceccacctcecceccccecatgetgecacccee
K 8B W S H G A P C R V P P P P P C C H P
cgactgtcgctgcaccgaccggccctcgaggacctgctcttaggttcagaagcgaaccte
R L s L H R P A L E D L L L G S E A N L
acgtgcacactgaccggcctgagagatgcctctggtgccaccttcacctggacgecctca
T ¢ T L. T 66 L R D A S G A T F T W T P S
agtgggaagagcgctgttcaaggaccacctgagcgtgacctctgtggctgctacagegtg
s G K s AV Q G P P E R D L C G C Y S V
tccagtgtcctgecctggectgtgecccageccatggaaccatggggagaccttcacctgecact
s s v L P G C A Q P W N H G E T F T C T
gctgcccaccccgagttgaagaccccactaaccgccaacatcacaaaatccggaaacaca
A A H P E L K T P L T A N I T K S G N T
ttccggcecccgaggtccacctgcectgeccgecgecgtcggaggagectggeccctgaacgagetg
F R P E V H L L P P P S E E L A L N E L
gtgacgctgacgtgcctggcacgtggcttcageccccaaggatgtgectggttecgetggetyg
v T L T ¢ L A R G F S P K D V L V R W L
caggggtcacaggagctgccccgcgagaagtacctgacttgggcatcccggcaggagcce
Q 6 s 9 E L P R E K Y L. T W A S R Q E P
agccagggcaccaccaccttcgctgtgaccagcatactgcgecgtggcageccgaggactgg
s o 6 T T T * A V T s I L R V A A E D W
aagaagggggacaccttctcctgcatggtgggccacgaggccctgeccgectggecttcaca
K K 66 b T /F S C M V G H E AL P L A F T
cagaagaccatcgaccgcttggcgggtaaacccacccatgtcaatgtgtctgttgtcatg
Q K T I D R L A G K P T H V N V S V V M
gcggaggtggacggcacctcctgceccatcaccaccat
A E V D GG T C Y H H H H
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Anhang

A.3 Vergleich zwischen humanen Antikorpern und den

CHIR-AB1-huFc-Konstrukten
CHIeRC—dABl
hinge
Cy2

19G; 19G,C2-3

— N-Glycosylierungsstelle = CDR

Abbildung A.1: Schematische Darstellung des humanen Antikorpers IgG; im Vergleich zu CHIR-ABI-
hulgG;Cy2-3. Dargestellt sind die schweren (H) und leichten (L) Doménen der konstanten (C) bzw. variablen (V)
Ketten der Immunglobuline. Dariiber hinaus sind die N-Glycosylierungsstellen sowie die hypervariablen Bereiche

(CDR) gekennzeichnet.
CHIR-AB1
ecd
AChl hinge
hinge c.2
C.3

I9G, 19G,AC,1

— N-Glycosylierungsstelle = CDR

Abbildung A.2: Schematische Darstellung des humanen Antikérpers IgGs im Vergleich zu CHIR-ABI1-
hulgG4 A Cyl. Dargestellt sind die schweren (H) und leichten (L) Doméanen der konstanten (C) bzw. variablen (V)
Ketten der Immunglobuline. Dartiber hinaus sind die N-Glycosylierungsstellen sowie die hypervariablen Bereiche
(CDR) gekennzeichnet.
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A.3 Vergleich zwischen humanen Antikorpern und den CHIR-AB1-huFc-Konstrukten

VH
Vv, Cyl CHIR-AB1
N -
C.
C,2 C.2
._>—< >—<_. ._>—< >—<_.
Cy3 Cy3
=l — —
Cé C4
IgM IgMC,,2-4

— N-Glycosylierungsstelle = CDR

Abbildung A.3: Schematische Darstellung des humanen Antikérpers IgM im Vergleich zu CHIR-ABI-
hulgMCy2-4. Dargestellt sind die schweren (H) und leichten (L) Doménen der konstanten (C) bzw. variablen (V)
Ketten der Immunglobuline. Dariiber hinaus sind die N-Glycosylierungsstellen sowie die hypervariablen Bereiche
(CDR) gekennzeichnet.

CHIR-AB1
ecd
hinge
C.2
C,3
IgA, IgA,C,2-3
— N-Glycosylierungsstelle = CDR

— O-Glycosylierungsstelle

Abbildung A.4: Schematische Darstellung des humanen Antikorpers IgAjim Vergleich zu CHIR-ABI-
hulgA;Cy2-3. Dargestellt sind die schweren (H) und leichten (L) Doménen der konstanten (C) bzw. variablen (V)
Ketten der Immunglobuline. Dariiber hinaus sind die N- und O-Glycosylierungsstellen sowie die hypervariablen
Bereiche (CDR) gekennzeichnet.
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Anhang

CHIR-AB1
ecd

C.3

IgA, 19A,C,2-3

— N-Glycosylierungsstelle = CDR

Abbildung A.5: Schematische Darstellung des humanen Antikorpers IgAim Vergleich zu CHIR-ABI-
hulgA,Cy2-3. Dargestellt sind die schweren (H) und leichten (L) Doméanen der konstanten (C) bzw. variablen (V)
Ketten der Immunglobuline. Dartiber hinaus sind die N-Glycosylierungsstellen sowie die hypervariablen Bereiche
(CDR) gekennzeichnet.
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A.4 Vektorkarten
A.4 Vektorkarten

unodwy

PBR322 o

Abbildung A.6: Darstellung der in dieser Arbeit verwendeten, kommerziell erhidltlichen Vektoren

211



Anhang

A.5 Ein- und Dreibuchstabencode der proteinogenen

Aminosauren

Aminosdure Dreibuchstabencode Einbuchstabencode
L-Alanin Ala A
L-Arginin Arg R
L-Asparagin Asn N
L-Asparaginsdure Asp D
L-Cystein Cys C
L-Glutamin GIn Q
L-Glutaminsdure Glu E
L-Glycin Gly G
L-Histidin His H
L-Isoleucin Ile I
L-Leucin Leu L
L-Lysin Lys K
L-Methionin Met M
L-Phenylalanin Phe F
L-Prolin Pro P
L-Serin Ser S
L-Threonin Thr T
L-Tryptophan Trp W
L-Tyrosin Tyr Y
L-Valin Val \Y

Tabelle A.1: Ein- und Dreibuchstabencode der proteinogenen Aminosduren

A.6 Entsorgung

Alle in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden den jeweiligen H- und P-
Satzen entsprechend gehandhabt und geméafs Gefahrstoffverordnung (GefStoffV)
entsorgt.

Ethidiumbromid-haltige Abfélle wurden in gesonderten Behéltern gesammelt und
der Entsorgung zugefiihrt.
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A.6 Entsorqung

Der Umgang mit humanen Zellen wurde ausschliefllich auf Laboratorien der Si-
cherheitsstufe S1 nach §7 GenTG beschrankt. In S1-Laboratorien angefallene Abfal-
le insbesondere durch gentechnisch verdnderte Organismen kontaminierte Abfélle
wurden vor der Entsorgung vorzugsweise in einem Autoklaven durch Einleiten

gespannten Wasserdampfes sterilisiert (120 °C, 5 bar, 20 min).
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Anhang
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