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1. Einleitung und Literaturubersicht

1.1.Einleitung und Ziele

Das Schwein (Sus scrofa) gewinnt als Modellorganismus, sowohl in der biomedizinisch-
pharmazeutischen Grundlagenforschung als auch in praklinischen Studien, zunehmend an
Bedeutung. Dies ist GroRteils durch seine genetische und physiologische Ahnlichkeit zum
Menschen zu begrinden (Mair et al. 2014). Das Schwein hat groRes Potential, in weiteren
Bereichen der Immunologie und Allergologie als Groftiermodell eingesetzt zu werden, was
derzeit noch durch die geringe Verfugbarkeit spezifischer Antikérper flr diese Spezies
erschwert wird (Vernersson et al. 1997, Rupa et al. 2008). Auch in einer 2017
durchgefiihrten Studie Uber eosinophile Gastritis in gegen Erdnlsse sensibilisierten Ferkeln
scheiterte der Nachweis von spezifischem IgE an einem geeigneten Antikdrper gegen

porcines IgE zur Durchfihrung eines ELISA (Mondoulet et al. 2017).

Besonders an einem monoklonalen Antikoérper, der speziell zur Detektion von porcinem
Immunglobulin E (porcines IgE, plgE) geeignet ist, besteht groRer Bedarf, um das Schwein
zukunftig als Modell fir diverse pathophysiologische Vorgange, wie allergisches Geschehen

oder die Immunantwort auf Parasitosen, einsetzen zu kénnen (Rupa et al. 2008).

Dass IgE Typ I-Hypersensitivitatsreaktionen mediiert und somit eine tragende Rolle bei einer
Vielzahl von Erkrankungen spielt, ist mittlerweile hinreichend bekannt (Gould und Sutton
2008). Ebenso steht fest, dass IgE bei der Immunreaktion auf Parasitosen beteiligt ist,
weiters gibt es Hinweise darauf, dass es bei der Reaktion auf Tiergifte eine Rolle spielt
(Vernersson et al. 2004, Mukai et al. 2016). Seine Bedeutung bei physiologischen Prozessen
ist jedoch nicht vollstdndig geklart, und auch in Bezug auf therapeutische
Interventionsmoglichkeiten bei IgE-mediierten Erkrankungen, wie insbesondere bei Atopien
und Allergien, besteht grolRer Forschungsbedarf, woflir das Schwein als Groftiermodell
unverzichtbar ist. (Vernersson et al. 1997, van Gramberg et al. 2013). Dass es
beispielsweise im Rahmen von Futtermittelallergien beim Schwein zu erhéhten IgE-Titern
kommt, die als Marker fur eine allergische Reaktion genutzt werden kénnen, wurde bereits
nachgewiesen. Somit hat die Detektion von IgE im Serum bei Schweinemodellen fur

Hypersensitivitatsreaktionen grol3e Relevanz (Schmied et al. 2013).



Die Herstellung monoklonaler Antikbrper gegen porcines IgE wurde bisher durch
verschiedene  Umstédnde erschwert. Die bei Schweinen gemessenen IgE-
Serumkonzentrationen — selbst bei experimentell mit Parasiten infizierten Tieren oder Tieren,
die zum Zeitpunkt der Serumgewinnung eine klinische allergische Reaktion zeigten — sind zu
niedrig, um als Immunogen fir die Herstellung monoklonaler Antikdrper verwendet zu
werden. Die kommerzielle Verfligbarkeit von Antikérpern gegen porcines IgE ist somit derzeit
noch limitiert (Roe et al. 1993, Rupa et al. 2008).

Im Rahmen dieses Projektes wurden murine monoklonale Antikorper gegen porcines IgE

mittels Hybridomtechnik hergestellt.

Als Immunogen fur die Gewinnung muriner plgE-spezifischer B-Zellen wurde rekombinantes
plgE verwendet. (Auf das Immunogen wird spater naher eingegangen. Siehe: 2.2.1.

Herstellung des Immunogens und Immunisierung).

Nach HAT-Selektion und Kultivierung der Hybridome, wurden die Klone, die monoklonale

Antikorper produzieren, mithilfe eines zweistufigen Screening-Verfahrens ermittelt.

Danach wurden die aufgefundenen monoklonalen Antikérper charakterisiert. Ein Epitop-
Mapping wurde durchgeflihrt, die Kreuzreaktivitat mit anderen Immunglobulinklassen wurde
geprift, und in weiteren Schritten wurde ihre Verwendbarkeit fir verschiedene gangige

immunologische Methoden ermittelt.

1.1.1. Hypothesen

Die gewonnenen monoklonalen Antikérper sind in der Lage, ein Epitop auf porcinem IgE zu

erkennen.

Die von unterschiedlichen Klonen produzierten Antikérper haben das Potential,

unterschiedliche Epitope zu erkennen.

Porcines IgE ist mit diesen monoklonalen Antikdrpern darstellbar.



1.2.Immunglobulin E (IgE)
1.2.1. Ursprung und Struktur

Immunglobulin E (IgE) ist eine Immunglobulinklasse, die erstmals in den sechziger Jahren
des vorigen Jahrhunderts als eine bis dahin unbekannte flnfte Immunglobulinklasse des
Menschen beschrieben wurde (Ishizaka et al. 1966, Bennich et al. 1968). Vermutlich
evolvierte IgE als Teil eines Effektormechanismus gegen Parasitosen. Heute ist es jedoch in
erster Linie fur seine Beteiligung an Hypersensitivitatsreaktionen Typ | bekannt (Gould und
Sutton 2008, Sutton und Davies 2015).

Die Entdeckung von IgE resultierte rasch in einem neuen Verstandnis von allergischen
Reaktionen, sowie deren klinischem Erscheinungsbild (Symptome) und ihrer Therapie. Vor
allem im Kontext von Futtermittel- und Nahrungsmittelallergien gewann IgE in den letzten

Jahren erneut an Bedeutung (Platts-Mills et al. 2016).

Wie auch Immunglobulin G (IgG) ist IgE eine Immunglobulinklasse, die bislang nur bei
Saugetieren nachgewiesen wurde. Es gibt keine Hinweise darauf, dass IgG oder IgE bei
Vogeln, Reptilien oder Amphibien auftreten (Warr et al. 1995). Das avidre Immunglobulin Y
(IgY) stimmt mit IgE in seiner Struktur (und Anzahl der konstanten Regionen der schweren
Kette) Uberein. IgY ist bei Vogeln die Antikdrperklasse mit der hdchsten Serumkonzentration,
und in diversen Aspekten seiner Funktion — wie beispielsweise Komplementaktivierung und
Opsonisierung — mit IgG vergleichbar (Lundqyvist et al. 2006). IgY kann andererseits auch die
Sensibilisierung gegen ein Antigen vermitteln und ist an Hypersensitivitatsreaktionen
beteiligt. Somit vereint IgY die Eigenschaften der Saugetier-lmmunglobulinklassen IgG und
IgE, und es wird angenommen, dass es sich dabei um deren evolutionaren Vorganger
handelt, der sich im Laufe der Entwicklung gespalten hat (Faith und Clem 1973, Warr et al.
1995).

Das fiur IgE kodierende Gen ist evolutionar hoch konserviert (Hellman 1993). Die
Aminosauresequenzen der IgE-Molekile verschiedener Spezies zeigen eine
Ubereinstimmung von bis zu 61 %. Die Ahnlichkeit zu IgM — also dem Immunglobulin, das

als am starksten konserviert gilt — betragt etwa 25 % (Navarro et al. 1995).

IgE ist ein Glykoprotein mit einer GroRe von etwa 190 kDa. Im Vergleich zu anderen
Immunglobuinen ist der Grad der Glycosylierung sehr hoch (Navarro et al. 1995, Rupa et al.

2008). Es besteht aus zwei leichten und zwei schweren Ketten, und entspricht damit in



seiner Grundstruktur den anderen Immunglobulinen (Abb. 1). Von seinem (anzunehmend)
nachsten Verwandten IgG unterscheidet es sich jedoch durch diverse Charakteristika. So
weist IgE (wie auch IgM und der evolutionare Vorganger IgY) mit CH4 eine zusatzliche
konstante Domane der schweren Kette auf. Eine hinge-Region fehlt (Warr et al. 1995, Sutton
et al. 2019).
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Abb. 1: Schematische Darstellung eines IgE-Molekiils. Es weist dieselbe Vier-Ketten-Struktur wie
andere Immunglobuline auf, wobei die schweren Ketten aus vier konstanten Domanen bestehen
(Sutton et al. 2019).

1.2.2. Bildung

Immunglobuline bilden die humorale Komponente des adaptiven Immunsystems und werden
von Plasmazellen gebildet. Diese sind die Effektorzellen, die nach Aktivierung von B-
Lymphozyten durch Antigenkontakt gebildet werden und in weiterer Folge spezifische
Antikorper herstellen. Zur Produktion von IgE durch aktivierte B-Zellen kommt es erst nach
einem Klassenwechsel (beim Menschen in erster Linie von IgG1 zu IgE), der nur unter
bestimmten Bedingungen stattfindet. Dieser Klassenwechsel findet in Lymphknoten oder
Lymphfollikeln statt (Murphy und Weaver 2017).



Der Klassenwechsel von IgG oder IgM zu IgE ist T-Zell abhangig (Geha et al. 2003). Daftr
muss zuerst eine naive CD4" T-Zelle einem Zytokinmilieu ausgesetzt sein, das die
Differenzierung in Ty2-Zellen fordert. Ty2-Zellen entstehen in erster Linie in der Gegenwart
von Interleukin (IL)-4, IL-5, IL-9 und IL-13. Die Produktion dieser Zytokine uberwiegt
beispielsweise in der Haut und im Bereich respiratorischer und gastrointestinaler
Schleimhaute. Damit Uberwiegt ein Milieu an den potentiellen Eintrittspforten flr
multizellulare Parasiten und Allergene, das die Differenzierung in Ty2-Zellen, und in weiterer
Folge die Bildung von IgE, beginstigt. Ty2-Zellen produzieren IL-4 und IL-13, welche den
aktivierten B-Zellen als erstes Signal fur den Klassenwechsel zu IgE dienen und gleichzeitig
die Ty2-Antwort weiter fordern. Als zweites Signal kommt es zu einer Interaktion zwischen
dem CDA40-Liganden auf der Ty2-Zell-Oberflache und CD40 auf der aktivierten B-Zelle.
Dieses kostimulatorische Signal wird fir jeden Antikérper-Klassenwechsel benétigt (Murphy
und Weaver 2017).

Es gibt Hinweise darauf, dass unter bestimmten Bedingungen ein Klassenwechsel ohne
Beteiligung von Ty2-Zellen stattfinden kann, wobei noch nicht ganz geklart ist, unter welchen
Umstanden es dazu kommt. So sind diverse Signalwege zum IgE-Klassenwechsel
beschrieben, die IL-4 in Verbindung mit Kortikosteroiden, die Transkriptionsfaktoren
BAFF/APRIL oder C4BP (Komplementbindendes Protein 4) involvieren, aber von einer T-
Zell-Antwort unabhangig sind (Geha et al. 2003).

IgE-produzierende Plasmazellen scheinen relativ kurzlebig zu sein. So sind 35 Tage nach
Kontakt mit einem Allergen nur noch 1 % der Ausgangspopulation an IgE" Plasmazellen im
Knochenmark nachweisbar. Es wurden allerdings B-Gedachtniszellen nachgewiesen, die bei
wiederkehrendem Kontakt mit dem Antigen offenbar einen sofortigen Klassenwechsel von

IgG1 zu IgE durchfiihren kénnen (Talay et al. 2012).



1.2.3. Rezeptoren

Um Funktion und pathophysiologische Bedeutung von IgE genauer betrachten zu konnen,

muss auf die Interaktion von IgE mit seinen Rezeptoren eingegangen werden.
Es gibt zwei Typen von IgE-Rezeptoren: FceRI und FceRII/CD23.

FceRI ist ein hoch affiner Rezeptor der zur Immunglobulin-Superfamilie zahlt, und
hauptsachlich von Mastzellen und basophilen Granulozyten exprimiert wird (Murphy und
Weaver 2017), aber auch von verschiedenen anderen Zelltypen, wie beispielsweise diversen
antigenprasentierenden  Zellen  (dendritische  Zellen, Monozyten, @ Makrophagen,
Langerhans’sche Zellen), sowie neutrophilen und eosinophilen Granulozyten (Murphy und
Weaver 2017). Beim Menschen wurde dieser Rezeptortyp auch auf respiratorischen und

intestinalen Epithelzellen und glatten Muskelzellen nachgewiesen (Sutton und Davies 2015).

FceRI besteht aus zwei extrazellularen Domanen, einer Transmembranregion und einer
intrazellularen Region, die von vier Polypeptidketten: a, B, sowie zwei y-Ketten gebildet
werden (Abb. 2). Die extrazellulare Region besteht aus zwei Doméanen der Immunglobulin-
Superfamilie (a(1) und a(2)), gebildet von der a-Kette des Rezeptors. Diese extrazellulare
Region hat die Kapazitat, IgE zu binden. Die B-Kette und die beiden y-Ketten bilden
intrazellular je ein ITAM (tyrosine-based activation motif), welches die Signaltransduktion ins
Zellinnere vermittelt. Die B-Kette durchquert die Membran viermal, die a-Kette und die beiden
y-Ketten je einmal (Sutton und Davies 2015, Sutton et al. 2019).

Der von Mastzellen und basophilen Granulozyten exprimierte FceRl ist ein Tetramer aus vier
Polypeptidketten. Auf anderen Zelltypen wurden jedoch FceRI-Rezeptoren nachgewiesen,
welche keine B-Kette aufweisen. Die Funktion der B-Kette ist noch nicht geklart. Es wird
vermutet, dass sie die Signaltransduktion verstarkt oder eine Rolle bei der Regulation der

FceRI-Oberflachenexpression spielt (Sutton et al. 2019).



Abb. 2: Schematische Darstellung des vollstandigen FceRI-Rezeptors (Sutton et al. 2019).

Bei anderen Immunglobulinen findet die Interaktion mit dem Rezeptor erst nach
Antigenbindung (also in Form von Antigen-Antikbrper-Komplexen) statt. IgE stellt in dieser
Hinsicht eine Ausnahme dar, da es auch in Abwesenheit des Antigens an seinen hochaffinen
Rezeptor FceRI bindet und somit grofteils an der Oberflaiche von FceRI-exprimierenden

Zellen gebunden vorliegt (Murphy und Weaver 2017).

Bei Bindung von Antigenen oder Allergenen kommt es zur Quervernetzung von FceRI-
gebundenem IgE auf der Zelloberflache und dadurch zu den mit einer allergischen Reaktion
verbundenen pathophysiologischen Konsequenzen (siehe: 1.2.4. Funktion und
pathophysiologische Bedeutung). Hohe IgE-Spiegel resultieren in einer Hochregulation
von FceRI auf Mastzellen, wodurch die Sensitivitat gegentiber dem Allergen verstarkt wird
(Murphy und Weaver 2017). Die Rolle der FceRI-IgE-Interaktion  bei
Hypersensitivitatsreaktionen ist somit gut bekannt, seine Bedeutung bei der Immunantwort

auf Parasiten ist jedoch noch nicht ganz geklart (Vernersson et al. 2004).

FceRIl (oder CD23) ist ein Rezeptor mit geringerer Affinitat fir IgE. Er zahlt zur Familie der

C-Typ-Lektin-Rezeptoren und ist auf vielen Zelltypen vertreten, wie beispielsweise B-Zellen,



aktivierten T-Zellen und dendritischen Zellen (Murphy und Weaver 2017). Auch auf
respiratorischen und gastrointestinalen Epithelzellen wurde FceRII/CD23 nachgewiesen.
FceRII/CD23 existiert sowohl in einer geldsten (sCD23) als auch in einer
membrangebundenen Form (mCD23) (Sutton und Davies 2019). Die Funktion von
FceRII/CD23 ist nicht restlos geklart und variiert stark je nach exprimierendem Zelltyp. Es
kann aber davon ausgegangen werden, dass der Rezeptor einerseits eine wesentliche Rolle
in der IgE-Homobostase spielt, und andererseits bei der Antigenprasentation sowie der
Transzytose von Antigenen im Respirations- und Gastrointestinaltrakt involviert ist (Gould
und Sutton 2008, Murphy und Weaver 2017, Sutton und Davies 2019). Hine et al.
beschrieben 2010 den Nachweis von FceRIlI/CD23-RNA-Transkripten in Milchdrisen-
Epithelzellen von Schafen. Dies weist darauf hin, dass FceRII/CD23 am Transport von IgE
ins Kolostrum, beziehungsweise in die Milch wahrend der gesamten Laktation beteiligt ist

und somit auch bei der passiven Immunisierung der Jungtiere eine Rolle spielen kdnnte.

1.2.4. Funktion und pathophysiologische Bedeutung

GrolRe Bedeutung kommt IgE im Kontext von Typ I-Hypersensitivitatsreaktionen zu, nicht
zuletzt, weil die Pravalenz von Allergien, vor allem in der westlichen Welt, in den letzten

Jahrzehnten immer weiter ansteigt (Romagnani 2004).

Typ |-Hypersensitivitatsreaktionen werden durch IgE mediiert. Dabei kommt es beim
Erstkontakt mit einem Antigen zu einer sogenannten Sensibilisierung, bei der IgE-Antikérper
gegen das Antigen gebildet werden. Dies beinhaltet einen Immunglobulin-Klassenwechsel,
wie oben beschrieben. Als Atopie bezeichnet man die Pradisposition flir eine solche

Sensibilisierung gegen ein Umweltantigen (Murphy und Weaver 2017).

Kommt ein sensibilisiertes Individuum erneut mit dem Antigen in Kontakt, bindet dieses an
IgE, das nach dem Erstkontakt gebildet wurde und bereits an den FceRI auf der Oberflache
von Mastzellen und basophilen Granulozyten gebunden ist (Abb. 3). Dadurch kommt es zu
einer Quervernetzung der Rezeptormolekile, was zu einer schlagartigen Degranulation der
Mastzellen fihrt, wobei vasoaktive Stoffe (Histamin und Heparin), sowie diverse Enzyme mit
Proteasewirkung aus den Granula freigesetzt werden (Gould und Sutton 2008, Murphy und
Weaver 2017).



Gleichzeitig mit der Freisetzung der Granula werden Prostaglandine, Leukotriene und
plattchenaktivierender Faktor neu synthetisiert und die Zytokin- und Chemokintranskription
aktiviert. Dadurch kommt es lokal zu einer Entziindungsreaktion mit den entsprechenden
Symptomen (Oettgen und Geha 2001, Murphy und Weaver 2017) und der Einwanderung
weiterer Immunzellen an den Entziindungsort (Hellman et al. 2017). Die klinischen
Symptome einer Hypersensitivitatsreaktion ergeben sich als direkte Konsequenz dieser

pathophysiologischen Kettenreaktion.
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Abb. 3: Schematische Darstellung einer allergischen Immunreaktion (Hellman et al. 2017). Das
Antigen wird von antigenprasentierenden Zellen aufgenommen und naiven T-Zellen prasentiert, die in
einem passenden Zytokinmilieu zu Ty2-Zellen werden. Diese produzieren IL-4 und IL-13, welche den
Klassenwechsel zu IgE vorantreiben. Nach Sensibilisierung bindet IgE an seine Rezeptoren an der
Oberflache von Mastzellen und basophilen Granulozyten und weitern Zelltypen, die fakultativ FceRlI
exprimieren. Es kommt in der Folge zur Quervernetzung des Rezeptors und dadurch zu einer
Ausschittung der Mediatoren aus den Granula, sowie spezifischer Genexpression, wobei wieder
vermehrt Tp2-Zytokine gebildet werden. Bei andauernder Allergenexposition entsteht eine
Entzindungsreaktion und mit entsprechenden klinischen Konsequenzen.
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Mastzellen sind vor allem in Haut und Schleimhaut zu finden. Ihre physiologische Funktion
und Bedeutung liegt in der Auslosung einer Entzundungsreaktion, besonders bei
Parasitenbefall. Daher sind die klinischen Symptome und Folgen einer allergischen Reaktion
nicht nur von der Dosis des Antigens, sondern auch in hohem Mal3e von der Eintrittspforte
abhangig (Murphy und Weaver 2017).

So fuhrt eine Hypersensitivitatsreaktion im Respirationstrakt in erster Linie zu
Bronchokonstriktion, einem Anstieg der Schleimproduktion und der Bildung eines
Bronchialédems (Oettgen und Geha 2001). Im Gastrointestinaltrakt, beispielsweise im
Kontext von Nahrungs- oder Futtermittelallergien, kommt es in erster Linie zu einer
Steigerung der Peristaltik und der Schleimsekretion. Blutgefalle reagieren mit einem Anstieg
der Permeabilitat, es kommt zu erhdhtem Lymphfluss zu regionalen Lymphknoten. In der
Peripherie kommt es durch die Permeabilitatssteigerung zu einem Versacken von Flissigkeit
im extravaskularen Raum, welche zu einem Blutdruckabfall fihren. Dieser und die
Odembildung, hauptséchlich in Subcutis oder Submucosa, kénnen zum anaphylaktischen
Schock fiihren (Murphy und Weaver 2017).

Die urspriingliche Funktion der IgE-Antwort und der darauf folgenden Entziindungskaskade
ist hochstwahrscheinlich die rasche Elimination von Parasiten auf der Schleimhaut (Gould
und Sutton 2008, Murphy und Weaver 2017).

Besonders die Reaktion auf multizelluldre Parasiten wie Helminthen geht mit einer durch
Th2-Zellen mediierten Immunreaktion und erhdhten IgE-Titern einher. Sowohl
antigenspezifisches, als auch unspezifisches IgE sind im Rahmen von Parasitosen erhoht
(Mukai et al. 2016, Anthony et al. 2007). Die Funktion von IgE bei der Immunantwort auf
Parasiten ist nicht vollstandig geklart (Anthony et al. 2007). Es kann aber davon
ausgegangen werden, dass eine Quervernetzung von FceRI-gebundenem IgE auf der
Oberflache von Mastzellen zu einer Entziindungskaskade flhrt, die die Elimination des

Parasiten beglinstigt (Anthony et al. 2007, Murphy und Weaver 2017).

Es gibt auch Hinweise darauf, dass das unspezifische IgE, das bei der Immunantwort auf
multizellulare Parasiten gebildet wird, eher einen Schutzmechanismus fur den Parasiten als
fur den Wirt darstellt. Das ist dadurch begriindet, dass das unspezifische IgE, das bei einer
Parasitose initial gebildet wird, das spater gebildete antigen-spezifische IgE an seinen

Rezeptoren kompetitiv hemmt (Pritchard 1993).
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Die physiologische Funktion von IgE scheint auch bei der Reaktion auf Tiergifte eine Rolle zu
spielen (Mukai et al. 2016). Dabei handelt es sich nicht nur um schwere allergische
Reaktionen bis hin zur Anaphylaxie, sondern es gibt auch Hinweise auf einen IgE-
abhangigen Mechanismus der Resistenzbildung. So konnte beispielsweise gezeigt werden,
dass Mause nach erfolgter Sensibilisierung mit Bienengift, bei Reexposition eine schnellere

humorale Immunantwort und eine héhere Uberlebensrate aufwiesen (Marichal et al. 2013).

IgE-mediierte Immunreaktionen, unabhangig von der Art des verursachenden Antigens, sind
gewissermallen selbst erhaltend. Mastzellen und basophile Granulozyten, die durch
Quervernetzung des gebundenen Antigens aktiviert wurden, exprimieren den CDA40-
Liganden und produzieren IL-4. Damit treiben sie aktiv den Immunglobulin-Klassenwechsel

zu IgE voran (Murphy und Weaver 2017).

Die IgE-Serumkonzentration unterliegt starken situationsbedingten Schwankungen. So ist im
Falle einer klinischen allergischen Reaktion der IgE-Titer auf das bis zu zehnfache erhdht.
Bei Menschen mit einer Parasitose wurden bereits tausendfach erhohte IgE-Titer

nachgewiesen, jedoch zeigen sich starke individuelle Unterschiede (Lawrence et al. 2017).

Wahrend vor allem beim Menschen viel Uber Funktion und Konzentration von IgE bei
verschiedenen Erkrankungen bekannt ist, und auch bei Hunden, Katzen und Pferden vor
allem bei Allergien Parallen zur humanen Pathophysiologie gefunden wurden, ist das Wissen

Uber Funktion und Konzentration von IgE beim Schwein noch sehr sparlich.
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1.3. Monoklonale Antikorper
1.3.1. Definition

Bei einer Immunreaktion in vivo wird eine polyklonale humorale Immunantwort gegen ein
Antigen ausgeldst. Das bedeutet, dass die von verschiedenen B-Lymphozyten gebildeten
Immunglobuline fiir unterschiedliche Epitope des Antigens spezifisch sind und diese meist
auch mit unterschiedlicher Affinitdt erkennen. Polyklonale Antisera variieren somit, je
nachdem, welches Individuum zur Gewinnung genutzt wurde. Selbst Antisera von genetisch
identen Tieren, die mit demselben Immunogen in Kontakt gekommen sind, zeigen
Unterschiede beziglich Spezifitat und Aviditat. Monoklonale Antikérper dagegen binden an
ein definiertes Epitop mit konstanter Affinitat, da sie von einer einzigen B-Zelle abstammen
(National Research Council 1999, Murphy und Weaver 2017).

Monoklonale  Antikérper (monoclonal antibodies, mAb) gehéren heute zum
Standardrepertoire fur serologische Assays, die serologische Diagnostik, sowie die Therapie

diverser Erkrankungen (Murphy und Weaver 2017).

1.3.2. Herstellung

Kohler und Milstein gelang es erstmals 1975, mAb definierter Spezifitat herzustellen. Daflr
gewannen sie Milzzellen von immunisierten BALB/c-Mausen und flihrten eine Sendai-Virus-
induzierte Fusion mit Maus-Myelomzellen durch. Die so hybridisierten Zellen hatten die
Kapazitat, unendlich zu proliferieren und einzelne Klone produzierten mAb gegen das

Immunogen.

Nach der Fusion der B-Zelle mit der Myelomzelle erfolgt eine Selektion der Zellen, mit dem
Ziel, nur die B-Zell-Myelom-Hybride (Hybridome) weiter zu kultivieren. Dafiir wird ein Medium
mit Hypoxanthin, Aminopterin und Thymidin (HAT-Medium) verwendet, in dem die nicht
fusionierten Myelomzellen nicht Uberleben kdnnen, da Folsdure durch Aminopterin
antagonisiert wird, und sie durch einen Enzymdefekt Hypoxanthin nicht zur Purinsynthese
nutzen kdnnen. Auch nicht fusionierte B-Zellen sind nicht fahig, langerfristig im Kulturmedium
zu Uberleben. Somit werden nach der HAT-Selektion nur fusionierte Zellen weiterkultiviert.
Da jede Hybridomzelle von einer einzelnen B-Zelle abstammt, missen die Zellen vereinzelt

und einzeln kultiviert werden. Nur Abkdmmlinge derselben Hybridomzelle erzeugen
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Antikorper, die in Struktur, Affinitat und Spezifitat identisch sind und somit exakt dasselbe
Epitop erkennen (Kdhler und Milstein 1975, Murphy und Weaver 2017).

Diese Technik revolutionierte den Einsatz von Antikérpern in Forschung, Industrie und
angewandter Medizin. Sie wird als Hybridomtechnik bezeichnet und bis heute routinemaRig
angewendet (Murphy und Weaver 2017). Der grundsatzliche Ablauf hat sich seit der

erstmaligen Beschreibung kaum verandert (Abb. 4).

Gewinnung ‘Myelomzellen
der Milzzellen My

Hybridomzellkultur

(Aszitesfliissigkeit)

Abb. 4: Produktion monoklonaler Antikorper mittels Hybridomtechnik.

Nach Gewinnung der Hybridomzellen und Identifikation der Klone, die mAb produzieren, gibt
es zwei Mdglichkeiten flr deren Expansion. Einerseits kann die weitere Kultivierung in vitro

stattfinden, was in etwa 90% der Falle mdglich und zu bevorzugen ist. Andererseits kbnnen
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Hybridomzellen in die Bauchhohle von Mausen injiziert und die mAb aus deren
Aszitesflissigkeit isoliert werden. Die Aszites-Methode hat zwar diverse Vorteile, wird aber
aus Tierschutzgrinden nur mehr in Ausnahmeféllen angewendet. Aszitesflissigkeit enthalt
im  Regelfall hoéhere Antikorperkonzentrationen als die in vitro gewonnenen
Zellkulturiberstande. Auflerdem konnen Glykosylierungsmuster von in vitro gewonnen
Antikdrpern abweichen, was in einer Anderung in Affinitdt und Bindungskapazitat resultiert.
Aulerdem gibt es einzelne Hybridomzellinien — wie etwa Rattenhybridome — die in vitro

schwer kultivierbar sind (National Research Council 1999).

Grundsatzlich wird die Gewinnung von monoklonalen Antikdrpern aus Zellkulturliberstanden
bevorzugt, da die Zahl der genutzten Tiere dadurch reduziert wird, und die in vitro-
Kultivierung der Zellen deutlich weniger logistischen Aufwand erfordert (Campbell 1984,

National Research Council 1999).

Der Zeithorizont fur die Herstellung von mAb — von der Immunisierung der Spendertiere bis
zur |solation — variiert je nach Protokoll. In der Literatur wird von mindestens 40 Tagen
ausgegangen, wobei eine Durchflusszytometrie-basierte Screening-Methode den Prozess
beschleunigt (Akagi et al. 2018, Kuhne et al. 2014).
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1.4. Anti-IgE
1.4.1. Anwendung

Antikérper gegen IgE haben vielféltige Anwendungsmdglichkeiten, sowohl in der
Grundlagenforschung, als auch in der Entwicklung von diagnostischen Tests und als

Therapeutika.
1.4.1.1. Anti-IgE als Sekundarantikorper

Fir serologische Assays, mit denen Serum-IgE quantifiziert werden kann, werden anti-IgE
Antikorper bendtigt. Diese Tests kdénnen zur Charakterisierung sowie zur Diagnose

allergischer Reaktionen und bei Erkrankungen wie Parasitosen genutzt werden.

Verfahren, flir die monoklonale Sekundar-Antikorper routinemafig genutzt werden sind
beispielsweise ELISA, Radio-Allergo-Sorbent-Tests (RAST) und Western Blot (Wachholz et
al. 2005). Eines der Hauptprobleme bei der Anwendung von anti-lgE-Antikérpern bei diesen
Methoden — speziell wenn es sich bei den zu untersuchenden Proben um native
Serumproben handelt — ist die potentielle Kreuzreaktivitdt mit 1gG, dessen Serum-
Konzentration die von IgE um ein Vielfaches Ubersteigt (Wachholz et al. 2005). Dies
verdeutlicht, dass in erster Linie mAb mit genau definierter Spezifitat fir diese Anwendungen

bendtigt werden.

1.4.1.2. Anti-IgE als Therapeutikum

Die therapeutische Anwendung von anti-IgE in der Allergie-Therapie basiert in erster Linie

auf einer Neutralisierung von freiem IgE im Serum (Blut) (Hu et al. 2018).

Antikérper gegen menschliches IgE fir therapeutische Zwecke sind vielfach verfligbar und
etabliert. So wird in der Humanmedizin das zugelassene Medikament Omalizumab (Xolair®,
Novartis, Basel, Schweiz) — ein rekombinanter humanisierter monoklonaler anti-IgE-
Antikorper des Isotyps IgG1 — seit fast 20 Jahren vor allem in der Therapie von schwerem
Asthma eingesetzt (Soler 2001). Omalizumab bindet an eine Region der schweren Kette
(CH3) und blockiert damit die Interaktion von freiem IgE mit dem FceRI-Rezeptor. Bereits an
Zelloberflachen gebundenes IgE wird dadurch nicht blockiert. Die Omalizumab-Therapie

resultiert auch in einer effektiven Verminderung der FceRI-Rezeptordichte auf Mastzellen,
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sodass kaum mehr IgE an Mastzellen binden kann (MacGlashan Jr et al. 1997, Stokes
2017).

Ahnliche zum Zweck der therapeutischen Verwendung generierte anti-lgE-Préparate, wie
Ligelizumab oder CMABOO7, befinden sich derzeit in verschiedenen Stufen der klinischen
Evaluierung (Hu et al. 2018). Praparate wie Omalizumab haben das Potential, auch
aufderhalb der Asthmatherapie zum Einsatz zu kommen. So ist es auch flr die Therapie von
chronischer Urticaria zugelassen, und es gibt Hinweise darauf, dass es bei der Behandlung
von allergischer Rhinitis, atopischer Dermatitis und Nahrungsmittelallergien indiziert sein
kdnnte (Stokes 2017).

Ein ahnlicher Ansatz ist der Einsatz von rekombinantem FceRl als Therapeutikum.
Rekombinante Formen des Rezeptors — beziehungsweise seiner extrazelluldren Domanen —
haben, geldst im Serum, die Kapazitat, die Fc-Region von freiem IgE zu binden und somit
die Mastzelldegranulation und Zytokinsekretion durch basophile Granulozyten zu verhindern
(Platzer et al. 2011). In in vivo-Modellen von cutaner Anaphylaxie wurde dies bereits
erfolgreich getestet. Auch wurde bestatigt, dass durch den Einsatz von rekombinantem
FceRI eine direkte Abnahme der IgE-Produktion bewirkt werden kann (Yanagihara et al.
1994, Platzer et al. 2011).

1.4.2. Herstellung

MAb wurden bisher nicht nur gegen menschliches IgE hergestellt, sondern auch gegen IgE
unterschiedlicher Spezies, wie beispielsweise Ratten (Rup 1989) und Rinder (Thatcher und
Gershwin 1988). Diese mAb wurden in erster Linie mit der Intention hergestellt, als
Sekundarantikorper fur die Forschung an Hypersensitivitdtsreaktionen verwendet zu werden.

Sie werden nicht fur therapeutische Zwecke genutzt.

MAb gegen canines IgE wurden von DeBoer et al. 1993 mithilfe von murinen
Hybridomzelllinien generiert — ebenfalls mit der Intention, diese flr serologische Assays zur
Charakterisierung allergischer Reaktionen bei Hunden zu verwenden. Zur Immunisierung der
Mause zur B-Zell-Gewinnung wurden hier ,gepoolte“ Serumproben verwendet. Diese
stammten sowohl von Tieren, die experimentell mit Parasiten infiziert worden waren, als

auch von Patiententieren, die klinische Anzeichen einer Atopie zeigten. Diese Serumproben
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wurden jeweils in eine IgE- und eine IgG-reiche Fraktion geteilt und zur Immunisierung von
Mausen genutzt. Nach B-Zell-Gewinnung und Fusion der Hybridome, erfolgte die
Kultivierung der Hybridomzellen in der Aszites-Flissigkeit von BALB/c-Mausen. Die
Ergebnisse dieses Projekts zeigen deutlich potentielle Schwierigkeiten auf, die bei der
Gewinnung von monoklonalem anti-IgE infolge einer Immunisierung mit aus Serum
isoliertem IgE auftreten konnen. Es stellte sich als sehr schwierig heraus, bei der
Prazipitation und Reinigung des Immunogens IgE von IgG zu trennen. Die IgE-reiche
Fraktion fUr die Herstellung des IgE-Immunogens enthielt schlussendlich einen hohen IgG-
Anteil (>90 %), und nur ein geringer Teil der gewonnenen mAb erkannte IgE am Ende
spezifisch. Die generierten anti-lgE-Antikorper variierten deutlich in ihrer Affinitat (DeBoer et
al. 1993).

Der Hund hat ebenfalls groRes Potential als Allergiemodell und zeigt beispielsweise in der
Expression von FceRI auf Zelloberflachen im Rahmen allergischer Immunreaktionen deutlich

groliere Analogie zum Menschen, als etwa Mause und Ratten (Hammerberg 2009).

Gegen felines IgE wurden bereits von Talbott und Strausser 1977 polyklonale Antisera
hergestellt. Dafur wurden Kaninchen mit einer IgG-IgE-Fraktion aus Katzenserum
immunisiert, es handelte sich bei den gewonnenen Antikdrpern somit nicht um reines anti-
IgE. MAb gegen felines IgE sind zwar kommerziell erhaltlich, es ist jedoch keine Literatur
Uber deren Herstellung oder intendierte Verwendung erhaltlich. Bei Katzen ist anti-IgE vor
allem im Kontext von Futtermittelallergien, atopischen Hauterkrankungen und
respiratorischen Erkrankungen relevant, wobei es hier sowohl in der Forschung, als auch in

der Diagnostik eine Rolle spielen kénnte (Reinero 2009).

Antikérper gegen porcines IgE wurden ebenfalls bereits hergestellt, allerdings ist bislang nur
die Gewinnung polyklonaler Antisera beschrieben (Roe et al. 1993, Rupa et al. 2008). So
wurde etwa von Roe et al. 1993, nach Induktion einer allergischen Reaktion mittels Ascaris
suum-Antigen, IgE aus dem Serum von Ferkeln isoliert. Mit dem gereinigten Serum-IgE
wurden Kaninchen immunisiert, um so polyklonale Antisera zu gewinnen und zu
charakterisieren. Unter anderem wurde im Rahmen der Charakterisierung dieser Antisera
beobachtet, dass das so hergestellte anti-IgE menschliches IgE im Western Blot detektieren

konnte.

Ein weiterer Versuch polyklonales anti-plgE herzustellen wurde von Rupa et al. 2008

beschrieben, wobei hier Erdnuss-Antigen zur Induktion der IgE-Antwort bei Schweinen
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eingesetzt wurde. Mit aus deren Serum isolietem IgE wurden ebenfalls Kaninchen
immunisiert, und diese zur Gewinnung polyklonaler Antisera verwendet. Hier wurde gezeigt,
dass Antikoérper gegen murines und menschliches IgE die Kapazitat haben, auch porcines

IgE zu erkennen.

Trotz der Verfugbarkeit dieser Daten sind Antikbrper gegen porcines IgE bislang nur
beschrankt kommerziell erhaltlich (Rupa et al. 2009). Versuche, polyklonales anti-pIgE fur
die Anwendung in serologischen Assays zu reinigen und zu etablieren, waren bislang nicht

erfolgreich (Vernersson et al. 1997).
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1.5.Workflow dieses Projekts

Fur die Herstellung der mAb, die in dieser Diplomarbeit beschrieben werden, wurde ein
rekombinantes plgE-Konstrukt flr die Immunisierung von Mausen zur Gewinnung der

spezifischen B-Zellen verwendet.

Das fur die schwere Kette des porcinen IgE-Molekiils kodierende Gen wurde von Vernersson
et al. 1997 sequenziert und die Sequenz von 567 Aminosauren verodffentlicht. Far die
Gewinnung und Klonierung dieser Sequenz wurden Schweine mit Ascaris suum-Antigen
immunisiert. cDNA aus Milz und Lymphknoten wurde isoliert und mittels Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) amplifiziert. Die benétigten Primer wurden auf der Basis der
Nukleotidsequenzen stark konservierter Regionen der IgE e-Kette anderer Spezies generiert
(Vernersson et al. 1997). Diese Herangehensweise war bereits bei der Sequenzierung des
IgE-Molekils anderer Spezies erfolgreich — beispielsweise bei equinem IgE (Navarro et al.
1995). Die Domanen 2 — 4 der konstanten Region der e-Kette des plgE-Molekils wurden am
N-terminalen Ende mit einem sechsfachen HIS-Tag versehen (6xHIS-tagged pIgE) und
mithilfe eines Bakulovektors in Insektenzellen eingebracht, die darauf das entsprechende

Protein exprimierten (Vernersson et al. 1997).

Fir dieses Projekt fungierte diese so ermittelte Sequenz (Vernersson et al. 1997), ebenfalls
versehen mit einem N-terminalen 6xHIS-Tag, als Grundlage fir die Erstellung eines
Plasmidvektors, durch den das Immunogen fir die Gewinnung mAb gegen porcines IgE von
HEK-EBNA-Zellen exprimiert werden konnte. Das rekombinante Produkt wurde ins
Zellkulturmedium abgegeben und mittels Nickel IMAC (immobilized metal-chelat

chromatography) gereinigt und angereichert.

Die weiteren Schritte der Herstellung entsprechen der klassischen Vorgehensweise zur
Immunisierung, Fusion und Kultivierung von Hybridomzellen, wobei fir das Screening der
Hybridome die zuvor beschriebene Sequenz (Vernersson et al. 1997) mit einem FLAG®-Tag
versehen fir die transiente Transfektion von HEK-Zellen genutzt wurde (siehe: 2. Material
und Methoden). Das Screening erfolgte in zwei Stufen. Ein Dot-Blot wurde verwendet um
jene Klone zu identifizieren, die in der Lage waren Immunglobuline zu bilden. Diese wurden
in einem zweiten Schritt (Screen auf FLAG®-plgE-HEK 293T-Zellen mittels
Durchflusszytometrie) auf Spezifitdt geprift. Der praktische Teil dieser Diplomarbeit
umfasste die Kultivierung und das Screening der Klone auf Produktion von mAb, sowie

diverse Charakterisierungsschritte (Abb. 5).
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Immunisierung
von Balb/c-Mzusen
mit rekombinantem plgE

Fusion der murinen
B-Zellen mit SP2/0-Zellen

Transiente Transfektion
von HEK-293T-Zellen
mit rekombinantem pIgE

praktischer Umfang
dieser Arbei

weitere
Charakterisierung

V

Abb. 5: Workflow dieses Projekts.
MAb gegen porcines IgE wurden mittels Hybridomtechnik hergestellt, wobei ein zweistufiges

Verfahren fir das Screening der Klone angewendet wurde. Jene Klone, bei denen im
Zellkulturiberstand im Dot-Blot eine Produktion von Immunglobulinen nachgewiesen werden konnte,

wurden auf FLAG®-IgE produzierenden HEK 293T Zellen auf Spezifitdt fir plgE mittels
Durchflusszytometrie getestet.
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2. Material und Methoden

2.1. Materialien und Reagenzien

Die folgenden Tabellen enthalten eine vollstandige Auflistung aller Materialien, Reagenzien
und Kits (Tab. 1), Sekundarantikérper (Tab. 2) und Gerate (Tab. 3), die im Rahmen des

praktischen Teils dieser Diplomarbeit verwendet wurden. In Tab. 4 ist die Zusammensetzung

aller verwendeten Medien, Puffer und Lésungen angegeben.

Tab. 1: Materialien, Reagenzien und Kits

Tab. 1a: Hybridomzellkultur

Sigma-Aldrich Handels GmbH,
Fetal calf serum (FCS) Wien. Osterreich
Glucose Sigma-Aldrich Handels GmbH,
Wien, Osterreich
HAT (Hypoxanthin, Aminopterin, Thymidin) Media | Sigma-Aldrich Handels GmbH,
Supplement (50x) Hybri-Max™ Wien, Osterreich
HT (Hypoxanthin, Thymidin) Media Supplement (50x) | Sigma-Aldrich Handels GmbH,

Hybri-Max™

Wien, Osterreich

Murines Interleukin-6 (IL-6)

Sigma-Aldrich Handels GmbH,
Wien, Osterreich

. PAN-Biotech, Aidenbach,
Natrium-Pyruvat (Na-Pyruvat) Deutschland

Nicht-essentielle Aminosauren (neAS) PAN-Biotech, Aidenbach,
Deutschland

PAN-Biotech, Aidenbach,

Penicillin/Streptomycin

Deutschland

Phenolrot

Sigma-Aldrich Handels GmbH,
Wien, Osterreich

RPMI 1640

PAN-Biotech,
Deutschland

Aidenbach,

Zellkulturplatten (96-Well flat bottom, 24-Well, 12-Well,
6-Well)

Greiner Bio-one, Kremsmiunster
Osterreich

B-Mercaptoethanol

Sigma-Aldrich Handels GmbH,
Wien, Osterreich
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Tab. 1b: Dot-Blot und Western Blot

5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphat (BCIP)

Sigma-Aldrich Handels GmbH, Osterreich

Chemilumineszenzsubstratlésung
Cyangen Westar nC2.0

LabConsulting, Vésendorf, Osterreich

Dimethylformamid (DMF)

Sigma-Aldrich Handels GmbH, Osterreich

Ethanol 96%

VWR International, Wien, Osterreich

Magnesiumchlorid (MgCl.)

Merck, Darmstadt, Deutschland

Natriumchorid (NaCl)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Nitro blue tetrazolium chloride (NBT)

Sigma-Aldrich Handels GmbH, Osterreich

Polyvinyliden-Difluorid-Membran (PVDF) 0,45
pm

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Rotilab-Blottingpapier

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Salzsaure (HCI) 5 mol/l

Merck, Darmstadt, Deutschland

Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris)

Scharlau, Barcelona, Spanien

Tween 20 (Polysorb)

Merck, Darmstadt, Deutschland

Xpress Blotting Puffer

Serva, Heidelberg, Deutschland

Tab. 1c: Durchflusszytometrie

BD Cytofix/Cytoperm™-Kit
fixation/permeabilisation solution

und

BD Perm/Wash™ Buffer (10x stock; 1:10 in
ddH,0)

Becton Dickinson GmbH, Franklin
Lakes, CA, USA

CASYiton

OLS-OMNI
Deutschland

Life Science, Bremen,

Falcon®-Tubes (4 ml)

VWR International, Wien, Osterreich

Mikrotiterplatten mit Rundboden

Greiner Kremsmiunster,

Osterreich

Bio-one,

Phosphate Buffered Saline (PBS)

PAN-Biotech, Aidenbach, Deutschland
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Tab. 1d: ELISA

15-mer-Peptide

EMC Microcollections, Tlbingen,
Deutschland

Bovines Serumalbumin (BSA) Fraktion V

PAN-Biotech, Aidenbach, Deutschland

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Sigma-Aldrich Handels GmbH, Wien,
Osterreich

Natrium-Acetat

Merck, VWR International, Wien,
Osterreich

Natriumcarbonat (Na,CO3)

Merck, VWR International, Wien,
Osterreich

Natriumhydrogencarbonat (NaHCO;)

Merck, VWR International, Wien,
Osterreich

Nunc-Immuno™ MicroWell™
96 well solid plates

Thermo-Fisher Scientific, Wien,
Osterreich

Phosphate buffered saline (PBS)
(1 xund 10 x)

PAN-Biotech, Aidenbach, Deutschland

Porcines IgM

Fitzgerald;
THP Medical Products, Wien, Osterreich

Porcines IgG

Fitzgerald;
THP Medical Products, Wien, Osterreich

Schwefelsaure (H.SO4)

Merck, Darmstadt, Deutschland

Streptavidin-Horse radish peroxidase (SA-HRP,

Roche)

Sigma-Aldrich Handels GmbH, Wien,

Osterreich

Tetramethylbenzidin (TMB)

Sigma-Aldrich Handels GmbH, Wien,
Osterreich

Tween 20 (Polysorb)

Merck, Darmstadt, Deutschland

Wasserstoffperoxid (H.05)

Merck, Darmstadt, Deutschland

Zitronensaure 5 %

Merck, Darmstadt, Deutschland
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Tab. 1e: Immunprazipitation

6x HIS-tagged plgE

eigener Bestand

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)

Merck, Darmstadt, Deutschland

IgG1 Isotyp Kontrollantikdrper

Dianova, Hamburg, Deutschland

NaCl

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Phosphate buffered saline 1 x (PBS)

PAN-Biotech, Aidenbach, Deutschland

Protein G Surebeads™ (Magnetic beads)

Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA
USA

Surebeads™ Magnetic Rack

Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA
USA

Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris)

§char|au, VWR International, Wien,
Osterreich

Tween 20 (Polysorb)

Merck, Darmstadt, Deutschland

Tab. 1f: Elektrophorese

Acrylamid/Bisacrylamid (AA/BA)

Serva, Heidelberg, Deutschland

Ammoniumpersulfat

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Bromphenolblau

Iylerck, VWR International, Wien,
Osterreich

Laufpuffer (10x Tris/Tricine/SDS Running
Buffer)

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

Proteinmarker PeqlV

VWR International, Wien, Osterreich

Sodiumdodecylsulfat (SDS) 10 %

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Tetramethylethylenediamin (TEMED)

GE Health Care, Chicago, IL, USA

Trenngelpuffer (Resolving Gel Buffer)

Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA,
USA
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Tab. 2: kommerzielle Antikorper und Streptavidin

Tab. 2a: Dot-Blot

Goat-a-mouse-IgG(H+L)-alkalische
Phosphatase (AP)

1: 30000 in TBS-Blocking-Puffer

Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA

Tab 2b: Durchflusszytometrie

a-FLAG™ (mouse-IgG1)

Sigma-Aldrich Handels GmbH, Wien, Osterreich

a-mouse-lgG(H&L chain)-PE
1:150 in BD Perm/Wash™ Buffer

Southern Biotech, Birmingham, AL, USA

a-mouse-lgG1-PE
1:200 in BD Perm/Wash™ Buffer

Southern Biotech, Birmingham, AL, USA

a-mouse-lgG2a-A647
1:200 in BD Perm/Wash™ Buffer

Jackson ImmunoResearch Laboratories, West
Grove, PA, USA

a-mouse-lgG2b-BV421
1:300 in BD Perm/Wash™ Buffer

Jackson ImmunoResearch Laboratories, West
Grove, PA, USA

a-mouse-lgM-PE
1:50 in BD Perm/\WWash™ Buffer

Southern Biotech, Birmingham, AL, USA

Streptavidin-Alexa647

Ipvitrogen, Thermo-Fisher  Scientific, Wien,
Osterreich

Streptavidin-PE

Ipvitrogen, Thermo-Fisher Scientific, Wien,
Osterreich

Tab. 2c: ELISA

anti-mouse-lgG-biotin

Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME, USA

anti-porcine IgM-HRP

Bethyl, Sanova, Wien, Osterreich

anti-porcine IgG-HRP

Bethyl, Sanova, Wien, Osterreich

Tab. 2d: Immunprazipitation

anti 6xHIS-Tag-HRP

Abcam, Cambridge, UK
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Tab. 3: Gerate und Auswerte-Software

Blotter
Hoefer SemiPhor™

Serva, Heidelberg, Deutschland

Durchflusszytometer
BD FACSCanto™ Il mit FACS-Diva Software

Becton Dickinson, Franklin Lakes, CA, USA

Elektrophoreseeinheit
Hoefer SE 250 Vertical
Protein Electrophoresis Unit

Serva, Heidelberg, Deutschland

ELISA-Reader
Sunrise absorbance microplate reader
mit Magellan® Auswerte-Software

Tecan, Gréding, Osterreich

GelgieRstand fiir vier Minigele
Hoefer SE 250

Serva, Heidelberg, Deutschland

Inkubator
HeraCell™ 150i

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

Kamerasystem
G-Box Chemi XRQ

LabConsulting, Vésendorf, Osterreich

Mikrotiterplatten Schiittler
Titramax 100

Heidolph Instruments GmbH & CO. KG
Schwabach, Deutschland

Rotationsmischer
Tube Rotator

VWR International, Wien, Osterreich

Spannungsquelle
PowerPac™ Universal

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

Zellzahlgerat
CASY Cell Counter & Analyzer

OLS-OMNI Life Science, Bremen,
Deutschland

Zentrifuge
Heraeus™ Multifuge™ 1S-R

Heraeus, Hanau, Deutschland
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Tab. 4: Medien, Puffer und Losungen

Tab. 4a: Hybridomzellkultur

Zellkulturmedium

RPMI 1640 + Penicillin/Streptomycin
20 % (v/v) FCS

1 % (w/v) Glucose

1 % (w/v) neAS

1 % Natrium-Pyruvat
B-Mercaptoethanol 20 umol

murines IL-6 100 U/ml

1 % (v/v) HAT/HT Media-Supplement,
rekonstituiert aus Lyophilisat

Einfriermedium

50 % (v/v) FCS
40 % (v/v) RPMI
10 % (v/v) DMSO

Tab. 4b: Dot-Blot

5x TBS (Tris buffered saline)

Tris 1 mol/l

NaCl 2,5 mol/l

in ddeO

pH 7,5 mit HCI (1 mol/l)

1x TBS (Tris buffered saline)

5x TBS 1:5 in ddH,0O

TBS-Blocking-Puffer

100 ml 5x TBS
250 ml NaCl 1 M
5 ml Tween 20
ddH,O ad 500 ml

TTBS (Tris buffered saline + Tween 20)

5x TBS 1:5 in ddH,0O
0,1 % (v/v) Tween 20

AP-Puffer (Puffer fiir BCIP/NBT)

NaCl 100 mmol/l

MgCl, 5 mmol/Il

100 mmol/l Tris

in ddH,O

pH 9,5 bei Raumtemperatur
mit HCI 5 mol/l

BCIP-Stock

0.5 g BICP
10 ml DMF (Dimethylformamid)

NBT-Stock

0.5g NBT
10 ml 70 % (v/v) DMF in ddH,0

Substrat fiir AP-Reaktion

15 ml AP-Puffer
100 pl NBT-Stock
50 ul BCIP-Stock
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Tab. 4c: ELISA

Assay-Puffer

PBS 1x
0,1 % (w/v) BSA
0,05 % (v/v) Tween20

Blocking-Puffer

PBS 1x
0,1 % (w/v) BSA

Coating Puffer

Na,CO3; 15 mmol/l
NaHCO3; 30 mmol/l

ELISA-Waschpuffer

500 ml PBS 10x
1 ml Tween 20
4500 ml ddH,O

Substratlésung

15 ml Substratpuffer fir TMB
250 pl TMB-Stock
50 IJI H202

Substratpuffer fir TMB

0,68 g Natrium-Acetat
500 ml ddH,0O
pH 5 (mit Zitronensaure 5 %)

TMB-Stock (0,4 %)

0,2g TMB

(lichtgeschiitzt gelagert) 50 ml DMSO

Tab. 4d: Immunprazipitation

PBS-T (Phosphate buffered saline + PBS 1x

Tween 20) 0,1 % (v/v) Tween 20
I NaCl 0,15 mol/
EDTA 1 mmol/l

RIPA-Puffer

Tris 10 mmol/I
ddH,0O ad 100 ml
pH 7,4 bei Raumtemperatur mit HCI 1 mol/l

Elektrophorese

4x Sammelgelpuffer

0,5 mol/l Tris
ddH,0O
pH 6,8 mit HCI 5 mol/l bei Raumtemperatur

Ladepuffer

2,5 ml Sammelgelpuffer 4x

4 ml SDS 10 % (w/v)

2 ml Glycerin

1 ml Bromphenolblau 0,2 % (w/v)

ddH,0 ad 10 ml
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2.2.Methoden

2.2.1. Herstellung des Immunogens und Immunisierung

Aufgrund der niedrigen IgE-Serumkonzentration im Blut von Schweinen ist eine direkte
Isolierung von IgE aus dem Serum zur Herstellung des Immunogens problematisch (Rupa et
al. 2008).

Fir dieses Projekt wurde ein rekombinantes porcines IgE-Konstrukt als Immunogen
verwendet. Daflr wurde ein Plasmidvektor mit dem rekombinanten Konstrukt der konstanten
Region der schweren Kette (CH2-CH3-CH4) hergestellt. Die Sequenz der kodierenden
Region wurde von Vernersson et al. 1997 Ubernommen (Abb. 6). Das rekombinante
Konstrukt war mit einem sechsfachen Poly-Histidin-Tag versehen (HIS-Tag; 6xHIS-tagged
plgE) und wurde daraufhin flir eine transiente Transfektion von HEK-EBNA-Zellen
verwendet. Aus dem Zellkulturiberstand dieser Transfektanten wurde das Immunogen

gewonnen.

6x
S His CH2 CH3 CH4

— B \\\ZZZAY 4

cCcC cc¢cC Cc C Cc
"C c

Signal seq.
Cleavage

Abb. 6: Schematische Darstellung der codierenden Region des rekombinanten Konstrukts
(Vernersson et al. 1997). Der Pfeil signalisiert die Stelle fiir die Entfernung der Signalsequenz.
Cysteinreste, die Disulphidbriickenbindungen innerhalb der Kette bzw. mit anderen Ketten eingehen,
werden als C dargestellt.

Als Spenderorganismen fiir die murinen B-Zellen zur Gewinnung der Hybridome dienten
Wildtyp-BALB/c-Mause. Fir die Gewinnung der Hybridomzellen erfolgte eine Fusion der aus

der Milz gewonnenen murinen B-Zellen mit SP2/0-Zellen.
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Die Immunisierung, B-Zell-Gewinnung und Fusion erfolgte bereits im Jahr 2009. Fur die
vorliegende Arbeit wurden die bereits fusionierten Hybridomzellen zur Verfigung gestellt.
Der praktische Teil dieser Diplomarbeit begann mit deren Kultur, sowie der Testung der
einzelnen Klone auf Immunglobulin-Produktion und umfasste dariber hinaus diverse
Charakterisierungsschritte (Abb. 5).

2.2.2. Hybridomzellkultur

Nach vorsichtigem Auftauen der kryokonservierten Hybridomzellen bis auf 0 °C,
anschlieBendem Uberfiihren in vorgewarmtes Kulturmedium (ohne Zusétze), Pelletieren und
Zahlen, erfolgte die Aussaat in 96-Well-Flachboden-Zellkulturplatten zu je 5000 Zellen pro
Well (Vertiefung) in 200 ul Kulturmedium. Innerhalb der ersten Tage nach der Aussaat
wurden die einzelnen Wells auf Klonalitat Gberprift. Fir die Gewinnung der
Zellkulturiberstande und die Testung einzelner Klone wurden die Zellen bei 37 °C und 5 %
CO, Uber 2-5 Wochen Kkultiviert, da die Vermehrungsrate der einzelnen Klone sehr

unterschiedlich war. Bei den Subklonierungen war ein rascheres Wachstum zu beobachten.

Initial wurde bei jeder Aussaat ein HAT-haltiges Medium verwendet, welches nach erfolgter
HAT-Selektion der Hybridomzellen durch ein HT-Supplement getauscht wurde. Die

vollstandige Zusammensetzung des Zellkulturmediums ist in Tab. 4a angegeben.

Die Auswahl der Klone, deren Zellkulturiberstande auf das Vorhandensein von
Immunglobulinen getestet wurden, erfolgte gemal® der Wachstumsrate des Klons und

Farbumschlag des Indikators (Phenolrot) im Kulturmedium.

Bei Bedarf wurden einzelne Wells subkloniert, um Monoklonalitat sicher zu stellen oder um
zu verhindern, dass immunglobulinproduzierende Zellen von unproduktiven Zellen
Uberwachsen wurden. Bei einer Subklonierung wurde eine Zellsuspension mit einer
Konzentration von 0,5 Zellen pro Einheit (= pro Well) hergestellt. Fir jede Subklonierung
wurden 3-4 96-Well Mikrotiterplatten verwendet. Die restlichen Zellen wurden
kryokonserviert. Die Subklone wurden Kkultiviert und dem nachfolgend beschriebenen

zweistufigen Verfahren zufolge einzeln getestet.

Geerntete Zellkulturiiberstande wurden bei 4 °C gelagert.
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2.2.3. Screening der Hybridome

Die Klone, die tatsachlich einen mAb gegen porcines IgE herstellten, wurden mithilfe eines

zweistufigen Verfahrens identifiziert.

Zuerst wurde in einem Dot-Blot ermittelt, ob Immunglobuline im Zellkulturiberstand eines
Klons nachweisbar waren. Dafir wurde ein mit alkalischer Phosphatase gekoppelter Anti-

Maus-Antikorper zur Detektion eingesetzt (siehe 2.2.3.1. Dot-Blot).

Klone, die im Dot-Blot ein positives Ergebnis zeigten und somit Antikdrper produzierten,
wurden im nachsten Schritt in der Durchflusszytometrie auf HEK 293T-Zellen getestet,
welche porcines IgE intrazelluldr exprimierten (FLAG®-plgE-HEK 293T). Somit konnte
ermittelt werden, ob der mAb, den ein bestimmter Klon produzierte, tatsachlich in der Lage
war, ein Epitop auf dem Immunogen zu erkennen.

Positive Klone wurden hochgesetzt und weiterkultiviert, beziehungsweise in Gefriermedium

Uberfihrt und in Aliquots zu 1 ml bei -150 °C kryokonserviert.

2.2.3.1. Dot-Blot

Fir den Dot-Blot wurde eine PVDF-Membran in Ethanol vorkonstituiert, anschlielfend zehn

Minuten in ddH,O equilibriert und blasenfrei auf angefeuchtetes Filterpapier gelegt.
Dann erfolgte das Auftragen der Zellkulturiiberstande auf die Membran (je 20 ul).

AnschlieRend folgte ein 30-mindtiger Blocking-Schritt, fir den die Membran in TBS-basierten
Blocking-Puffer tberfuhrt wurde. Wie bei anderen Immunoblot-Verfahren, dient das Blocken
dazu, Bindungsstellen abzusattigen und somit unerwinschte Hintergrundsignale zu
reduzieren, beziehungsweise zu verhindern, dass der Detektionsantikbrper unspezifisch
bindet (Mahmood und Yang 2012).

Nach dem Blocken folgte der Detektionsschritt durch den mit alkalischer Phosphatase
gekoppelten Antikdrper, der die leichte und schwere Kette muriner Immunglobuline erkennt
(Goat-a-mouse-IgG(H+L)-AP) und somit direkt nachwies, ob ein Zellkulturiberstand

Immunglobuline enthielt oder nicht. Nach 90-minutiger Inkubation und drei Waschschritten
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mit TTBS erfolgte die Substratreaktion mit BCIP und NBT. Dabei wurde das Substrat durch
die alkalische Phosphatase umgesetzt. Die Starke der Farbreaktion auf der Membran

korreliert mit dem Ausmal} der Antikbrperproduktion des jeweiligen Klons.

Anhand der Prasenz und Starke der Farbreaktion wurden die Klone ausgewahlt, die im

nachsten Nachweisschritt weiter analysiert wurden.

2.2.3.2. Transiente Transfektion von HEK 293T-Zellen

Fir die nachste Stufe des Screening-Verfahrens — um die Klone zu identifizieren, die Anti-
plgE-Antikorper erzeugten — wurden zunachst HEK 293T-Zellen transient mit dem

Immunogen transfiziert.

Fir die Erstellung des Plasmids wurde dieselbe Sequenz (pIlgE, CH2-CH3-CH4) verwendet,
die bereits zur Herstellung des Immunogens genutzt wurde (Vernersson et al. 1997). Fur die
Transfektion der HEK 293T-Zellen wurde jedoch der 6xHIS-Tag durch einen FLAG®Tag
ersetzt. Dabei handelt es sich um ein Polypeptid-Tag mit der Sequenz DYKDDDDK und
einer GréRe von 1012 Da (Einhauer und Jungbauer 2001). Durch Detektion des FLAG®Tag
mittels eines mAb konnte bei durchflusszytometrischer Analyse die erfolgreiche Transfektion

der HEK-Zellen bestatigt werden. Es wurde eine Transfektionsrate von etwa 30 % ermittelt.

Nach erfolgter Transfektion wurden die FLAG®pIgE-HEK 293T-Zellen in Aliquots zu je
2 x 10’/ ml in Einfrierrdhrchen (Kryo-Tubes) mit Einfriermedium (berfiihrt und bei -150 °C
gelagert.

Fur den praktischen Teil dieser Diplomarbeit wurden die Transfektanten in dieser Form zur

Verfigung gestellt. Die Transfektion selbst war in der praktischen Arbeit nicht enthalten.
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2.2.3.3. Screening der Klone auf FLAG®pIgE-HEK 293T-Zellen

Fir die Analyse der im Dot-Blot positiv getesteten Klone an den FLAG®pIgE-HEK 293T-
Zellen wurden Transfektanten vorsichtig bis auf 0 °C aufgetaut (ein kleiner Eisklumpen soll
noch sichtbar sein) und anschliefend in je 10 ml auf 37 °C vorgewarmtes PBS pro Kryo-
Tube Uberflihrt. Danach wurden die Zellen bei 1300 rpm und 4 °C pelletiert, in 3 ml PBS
resuspendiert und mithilfe eines Zellzahlgerats (Casy) gezahlt. Die erwlinschte Zellzahl fur
jede Probe lag bei 3,5 x 10° Zellen, konnte aber bei Bedarf auf bis zu 1 x 10° Zellen reduziert
werden. Danach wurde wieder pelletiert und — gemaR der ermittelten Zellzahl und der Anzahl

der Proben — in PBS resuspendiert.

Die Markierung der Proben fir die Durchflusszytometrie erfolgte in 96-Well-Mikrotiterplatten
mit Rundboden. Pro Well wurden 25 ul der Zellsuspension verteilt. Das Protokoll fir die

Markierung umfasste drei Schritte.

a) Fixierung und Permeabilisierung

Da die FLAG®plgE-HEK 293T-Zellen das Epitop intrazellular exprimieren, mussten sie fixiert
und permeabilisiert werden, um das plgE-Konstrukt und den FLAG®-Tag den Antikdrpern

zuganglich zu machen.

Dafir wurde ein Fixierungs- und Permeabilisierungskit (BD Cytofix/Cytoperm™) verwendet.
Nach Zugabe der Fixationslésung (100 pl/Well) wurde 20 Minuten bei 4 °C inkubiert. Danach
folgten zwei Waschschritte mit Waschpuffer (BD Perm/Wash™ Buffer). Fir jeden
Waschschritt wurden 200 pl Waschpuffer pro Well verwendet, es wurde bei 1500 rpm flr vier

Minuten zentrifugiert, der Uberstand abgekippt und die Zellen resuspendiert.

Fir alle weiteren Waschschritte in diesem Protokoll wurde derselbe Waschpuffer verwendet,

um die Zellen im fixierten und permeabiliserten Zustand zu erhalten.

b) Primarantikorper

Die Zellkulturtiberstande der einzelnen Klone der Hybridomzellkultur — beziehungsweise die
potentiell darin enthaltenen mAb gegen pIgE — entsprachen in diesem Protokoll dem
Primarantikérper. Es wurden 20 ul Probe (Zellkulturiberstand) pro Well zu den Zellen
hinzugefligt. Danach folgten ein Inkubationsschritt (20 Minuten bei 4 °C) und erneut zwei

Waschschritte, wie oben beschrieben.
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Als Kontrolle auf positive Transfektion wurde der FLAG®-Tag bei jeder Messung ebenfalls
detektiert. Dafiir wurde ein spezifischer Anti-FLAG®-Antikdrper als Primarantikérper

verwendet.

c) Sekundéarantikorper

Im nachsten Schritt wurden die fluorochromkonjugierten Sekundarantikérper hinzugeflgt.
Diese wurden in der zuvor ermittelten Arbeitsverdiinnung verwendet (Tab. 2b). Die
Verdinnung erfolgte in Waschpuffer und es wurden 10 uyl der Verdinnung pro Well

hinzugefugt.

Fir das Screening wurde in erster Linie ein Phycoerythrin (PE)-konjugierter Antikorper
verwendet, der die leichte und schwere Kette muriner IgG-Molekiile erkennt (Anti-lgG(H&L
chain)-PE). Dieser Sekundarantikdrper war auch fiir die Detektion des Anti-FLAG®-

Antikorpers einsetzbar.

Wurde ein positiver Klon aufgefunden, wurde der Zellkulturiiberstand erneut auf den
transfizierten HEK-Zellen analysiert. Als Sekundarantikérper wurden jedoch mit
unterschiedlichen Fluorochromen gekoppelte, isotypenspezifische Antikérper verwendet
(Tab. 2b), somit eine Isotypenbestimmung durchgefihrt und der mAb einer Antikdrperklasse
(IgG1, 1gG2a, IgG2b, IgM) zugeordnet.

Nach Hinzufligen der jeweiligen Sekundarantikdrper folgte ein weiterer Inkubationsschritt

(20 Minuten bei 4 °C), und zwei Waschschritte, wie oben beschrieben.

Danach wurden die Zellen in 250 pyl Waschpuffer resuspendiert, in Rundboden-Réhrchen

(Falcon®Tubes) tiberfilhrt, auf Eis und vor Licht geschiitzt auf die Messung vorbereitet.

Die Erhebung der Daten erfolgte an einem Durchflusszytometer des Modells BD
FACSCanto™ II. Fir die Erhebung der Daten wurde die FACSDiva™-Software verwendet.

Die weitere Darstellung der Daten erfolgte mittels FlowJo™-Software (FlowJo LLC, USA).
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2.2.4. Charakterisierung der monoklonalen Antikorper

Die identifizierten anti-plgE-mAb wurden in einem Epitop-Mapping mithilfe von jeweils mit
funf Aminosauren Uberlappenden 15-mer-Peptiden auf das Bindungsmotiv getestet. Zuerst
wurde mithilfe dieser Peptide die Fahigkeit der mAb, lineare Epitope zu erkennen, im ELISA
evaluiert. Aufbauend auf diese Ergebnisse wurde ein Blocking-Assay in der

Durchflusszytometrie durchgefihrt.

2.241. 15-mer-Peptide

Die Sequenz der 32 uUberlappenden 15-mer-Peptide entspricht der des Immunogens
(Vernersson et al. 1997). Die Peptide wurden in Iyophilisierter Form von EMC
microcollections (Tubingen, Deutschland) bezogen, zunachst in Dimethylsulfoxid (DMSO)
geldst, um eine Konzentration von 5 mg/ml jedes Peptids zu erhalten (Die Menge jedes
Peptids war auf dem jeweiligen Gefald vermerkt). Diese Peptid-Stocks wurden bei -80 °C
gelagert. Die Aminosauresequenzen der einzelnen Peptide sind in Tab. 5 aufgelistet. Die
Peptide wurden von 1-32 durchnummeriert und die Nummerierung fiir alle nachfolgenden

Anwendungen tUbernommen.
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Tab. 5: Aminosauresequenzen der liberlappenden 15-mer-Peptide

Nummer Sequenz

1 CTKNFTDPSLRFFYS
2 RFFYSSCDPHGDAQA
3 GDAQATIHLRCYISG
4 CYISGYTPGKMKVTW
5 MKVTWLVDGQEDRNL
6 EDRNLFSYTAPDQLE
7 PDQLEGKLASTYSEV
8 TYSEVNITQGQWASQ
9 QWASQITYTCQVSYY
10 QVSYYGFIYEKHALR
1 KHALRCTAESEPRGV
12 EPRGVSAYLSPPTPL
13 PPTPLDLYVHKSPKL
14 KSPKLTCLVVDLASS
15 DLASSENVNLLWSRE
16 LWSRENKGGVILPPP
17 ILPPPGPPVIKPQFN
18 KPQFNGTFSATSTLP
19 TSTLPVNVSDWIEGE
20 WIEGETYYCNVTHPD
21 VTHPDLPKPILRSIS
22 LRSISKGPGKRVTPE
23 RVTPEVYVLWSPDEL
24 SPDELKKGRLTLTCL
25 TLTCLIQNFFPADIS
26 PADISVLWLRNDAPV
27 NDAPVQADRHSTTRP
28 STTRPHKASDSLPSF
29 SLPSFFVYSRLVVSQ
30 LVVSQSDWEQNKFAC
31 NKFACEVIHEALPGS
32 ALPGSRTLQKEVSKNPGK
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2.2.4.2. Lineares Epitop-Mapping im ELISA

Die Erkennung linearer Epitope durch die entsprechenden mAb wurde mithilfe der 15-mer-
Peptide im ELISA evaluiert.

Dafir wurden ELISA-Platten mit je 1 ug Peptid pro Well/50 yl ddH,O beschichtet (Coating).
Es wurden Doppelproben flir jedes Peptid angesetzt. Als Positivkontrolle diente das
urspringliche Immunogen (6xHIS-tagged plgE), als Negativkontrolle ddH,O. Fir das Coating
wurde die Peptidldésung in den Wells bei 37 °C eingetrocknet. Nach erfolgtem Coating folgten
ein Blocking-Schritt mit 250 pl Blocking-Puffer pro Well und zwei Waschschritte mit ELISA-

Waschpuffer, danach wurden die Proben (Zellkulturiiberstande) aufgetragen.

Die in den zuvor positiv getesteten Zellkulturiiberstanden vorhandenen mAb fungierten als
Primarantikorper. Diese erkannten entsprechend ihrer Spezifitat unterschiedliche Abschnitte
der Aminosauresequenz des Immunogens — und damit unterschiedliche 15-mer-Peptide — in

unterschiedlichem Ausmal?.

Nach Auftragen der Proben (Zellkulturiberstande der Klone 16B1, 23C9, 38D3 und 18A5;
100 pl/Well) erfolgte eine einstiindige Inkubation bei Raumtemperatur, danach vier

Waschschritte.

Als Sekundarantikérper wurde ein biotinylierter Anti-Maus-IgG-Antikérper (a-ms-IgG-biot) in
der Verdinnung 1:50.000 verwendet. Nach erneuter einstlindiger Inkubation bei
Raumtemperatur und vier weiteren Waschschritten erfolgte die Detektion des Biotins durch
ein Streptavidin-HRP-Konjugat (100 ul pro Well, 1:5.000 in Assay Puffer). Nach 45-minutiger

Inkubation bei Raumtemperatur folgten vier weitere Waschschritte.

Fir die HRP-Substratreaktion mit Tetramethylbenzidrin (TMB) wurde die Substratlésung
vorbereitet (siehe Tab. 4) und 200 ul pro Well hinzugefliigt. Danach folgte eine
lichtgeschitzte Inkubation bei Raumtemperatur fir etwa 20 Minuten. Daraufhin wurde die

Farbreaktion mit 25 pl Schwefelsaure (1 mol/l) pro Well abgestoppt.

Die Messung der optischen Dichte erfolgte bei einer Wellenlange von 450 nm mithilfe eines
ELISA-Readers (Sunrise absorbance microplate reader). Die optische Dichte in den
einzelnen Wells war proportional zur Anzahl der mAb, die die Sequenz des jeweiligen
Peptids als Epitop erkannten. Somit konnten fir jeden mAb diejenigen Peptide ermittelt

werden, deren Sequenz die gréRte Ubereinstimmung mit dem Epitop hatten.
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2.2.4.3. Blocking Assay

Dieser basiert auf dem Prinzip, dass die Bindungsstelle des mAb durch das Peptid, das das
Epitop représentiert, maskiert wird und der mAb somit das von den FLAG®plgE-HEK 293T-

Zellen exprimierte Immunogen nicht mehr erkennt.

Dafir wurde zuerst die ideale Konzentration der Zellkulturiiberstdnde einzelner (bereits
positiv getesteter) Klone zur Evaluierung der Epitoperkennung ermittelt. Dies erfolgte durch
Titration positiver Proben und Ermittlung der Minimalkonzentration, bei der in der

Durchflusszytometrie noch ein deutlich positives Ergebnis zu sehen war.

Die entsprechend verdinnten mAb Proben wurden fir den Blocking Assay, gemal dem
zuvor erfolgten Epitop-Mapping, mit im ELISA ermittelten 15-mer-Peptiden vorinkubiert.
Dafir wurden jeweils ansteigende Peptidkonzentrationen verwendet (0,04 mg/ml, 0,2 mg/ml
und 1 mg/ml). Die Markierung und Messung der Proben auf FLAG®plgE-HEK 293T-Zellen
erfolgte nach Vorinkubation mit den Peptiden fiir eine Stunde bei Raumtemperatur nach
demselben Protokoll wie unter 2.2.3.3. Screening der Klone auf FLAG®plgE-HEK 293T-

Zellen beschrieben.

Als Sekundarantikérper wurde flir den Blocking Assay ein PE-konjugierter anti-Maus-lgG1-

Antikérper (a-ms-lgG1-PE) verwendet.

2.2.44. Kompetitions-Assay

Um zu evaluieren, wie die vorliegenden mAb am Epitop interagieren, beziehungsweise ob
sie in der Lage sind, sich gegenseitig zu blockieren, wurde ein Kompetitions-Assay in der

Durchflusszytometrie durchgefihrt.

Dafir mussten die mAb gereinigt, konzentriert und biotinyliert werden. Diese Arbeiten, sowie
die Ermittlung der idealen Verdiinnung der biotinylierten Antikdrper durch Titration, war nicht
im praktischen Umfang dieser Arbeit enthalten und die so vorbereiteten Antikérper wurden

fur diese Anwendung zu Verfigung gestellt (siehe auch: 3.2.3. Biotinylierung).

Fir den Kompetitions-Assay wurden zunachst die nicht-biotinylierten mAb (Klone 16B1,
23C9 und 38D3) in vier Konzentrationen vorbereitet (50 ng, 500 ng, 5.000 ng, 50.000 ng).
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Alle drei mAb wurden untersucht, ob sie sich selbst, beziehungsweise die mAb der anderen

beiden Klone, an der Bindung an FLAG®plgE blockieren konnten.

Damit biotinylierte- und nicht-biotinylierte Antikérper am intrazelluldr von den FLAG®plIgE-
HEK 293T-Zellen exprimierte Epitop konkurrieren konnten, wurden beide mAb (biotinyliert

und nicht-biotinyliert) als Primarantikrper zeitgleich hinzugefugt.

Die Detektion basierte auf der Erkennung des intrazellular am Epitop gebundenen
biotinylierten mAb durch Streptavidin-PE.

Abgesehen davon erfolgte die Markierung der Proben fir die Durchflusszytometrie nach
demselben Protokoll und mithilfe derselben Reagenzien und Gerate, wie unter 2.2.3.3.
Screening der Klone auf FLAG® plgE-HEK 293T-Zellen beschrieben.

2.2.4.5. Test auf Kreuzreaktivitat (ELISA)

Der Test auf Kreuzreaktivitat mit porcinem IgM und IgG wurde im ELISA durchgeflihrt. Daflr
erfolgte das Coating mit Verdinnungsreihen (1:2,5) von porcinem IgM und IgG, beginnend
mit 10 ug/ml, jeweils 100 pl/Well in Duplikaten bei 4° C Gber Nacht. Verglichen wurde die
Bindung mit 6x-HIS-tagged-plgE, das in denselben Verdinnungsstufen zum Coaten

verwendet wurde.

Nach dem Coating folgten ein Blocking-Schritt und vier Waschschritte. AnschlieRend wurden
die Zellkulturiiberstande der Klone, sowie jeweils spezifisches anti-plgM beziehungsweise

anti-plgG als Referenz hinzugefigt.

Alle weiteren Wasch- und Detektionsschritte wurden, wie bereits unter 2.2.4.2. Lineares

Epitop-Mapping im ELISA beschrieben, durchgeflihrt.
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2.2.4.6. Immunprazipitation

Um festzustellen, ob das Immunogen (6x HIS-tagged plgE) mithilfe der gewonnenen mAb

darstellbar ist, wurde es unter deren Verwendung prazipitiert.

Dafir wurden je 100 pl Protein G-Surebeads™ — Magnetic Beads pro Probe in 1,5 ml
Reaktionsgefalte (RG) vorgelegt und zweimal mit PBS-T, das auch fir alle folgenden
Waschschritte verwendet wurde, gewaschen. Dann erfolgte die Anlagerung der mAb, aus
den Zellkulturiberstanden der positiv getesteten Klone. Fir diesen Schritt wurden je 150 pl
konzentrierter Zellkulturiiberstand der Klone 16B1, 23C9 und 38D3 hinzugefligt. Parallel

wurde eine IgG1-Isotypenkontrolle mitgefuhrt.

Nach 45-mindtiger Inkubation auf dem Rotationsmischer, Entfernen des Uberstandes und
zwei weiteren Waschschritten wurde zu allen RG 150 ul des in PBS-T auf 0,5 pyg/ml 1:20
verdinnten 6x-HIS-tagged plgE zugegeben und 45 Minuten lang auf dem Rotationsmischer
inkubiert. Nach zwei Waschschritten folgte die Elution des prazipitierten Antigens. Dafilr
wurden die Beads fir finf Minuten bei 95 °C mit SDS-Ladepuffer inkubiert.

Danach wurde der Uberstand abgenommen und in frische RG transferiert.

Die Darstellung und Analyse des prazipitieren Antigens erfolgte mittels Natriumdodecylsulfat-

Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) und Western Blot.
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2.24.7. Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zunachst wurde der Gelgie3stand fir Minigele vorbereitet und das Trenn- und Sammelgel

gegossen. Die Zusammensetzung der Gele ist in Tab. 6 aufgefiihrt.

Tab. 6: SDS-PAGE: Gelzusammensetzung

Trenngel (10%) Sammelgel (4%)

Menge in ml fir vier Gele

40% AA/BA (29:1) 6,25 0,5

4x Trenngelpuffer bzw. 4x

Sammelgelpuffer 625 125
10% SDS 0,25 0,05
ddH,O 12,11 3,15
Ammoniumpersulfat 0,13 0,05
TEMED 0,01 0,005
Gesamtvolumen 25 5

Die fertigen Gele wurden in einer Elektrophoreseeinheit (SE 250 Vertical Protein
Electrophoresis Unit) platziert und 10 pl der zuvor gewonnenen Proben wurden in die
entsprechenden Taschen des Gels pipettiert. In die erste Tasche des Gels wurden 3 pl
Proteinmarker (PeqlV) appliziert, um das Prazipitat nach der Auftrennung anhand seiner

Grofle einordnen zu konnen.

Das Auftrennen der Proben im elektrischen Feld erfolgte bei 20 mA pro Gel Uber einen

Zeitraum von 45 Minuten.

AnschlieBend wurden die Gele zur Vorbereitung auf den Blot in Xpress Blotting Puffer

10 Minuten equilibriert.
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2.2.4.8. Western Blot

Um die mittels SDS-PAGE aufgetrennten Proteine sichtbar zu machen und das Prazipitat zu

analysieren, wurden die Proteine vom Gel auf eine Membran Ubertragen (Western Blot).

Dafir wurden zuerst PVDF-Membran und Filterpapier auf die GréRe des Gels zugeschnitten,
die Membran mit Ethanol befeuchtet und 10 Minuten in Blotting Puffer inkubiert.
Anschliellend wurde auch das Filterpapier in diesem Puffer getrankt und die Transfer-Stacks
vorbereitet. Auf Seite der Anode wurden zwei Filterpapiere in den Blotter gelegt, darauf folgte
die Membran, das Gel, und zwei weitere Filterpapiere. Die Ubertragung vom Gel auf die
Membran (das Blotten) erfolgte bei 35 V Uber einen Zeitraum von 18 Minuten. Danach wurde
ein Blocking-Schritt mit TBS-Blocking-Puffer durchgefiihrt und im Anschluss mit einem gegen
den 6x-HIS-Tag (1.500 in Blocking puffer) gerichteten, mit HRP markiertem Antikérper und
nachfolgender  Chemilumineszenzreaktion das prazipitierte  6x-HIS-pIgE  mittels

Kamerasystem (G-Box) sichtbar gemacht.
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3. Ergebnisse

3.1.Screening der Hybridomzellen
3.1.1. Dot-Blot

Samtliche Klone, deren Zellkulturiiberstande im Dot-Blot eine deutlichere Farbreaktion
zeigten als die Negativkontrolle, wurden flr die Analyse in der Durchflusszytometrie
Ubernommen. Insgesamt wurden im Rahmen dieser Arbeit etwa 2880 individuelle Klone auf
deren anti-plgE-Produktion getestet. Dazu kamen die Subklone einiger ,Mother-Wells®, die

ebenfalls einzeln getestet wurden (nochmals ca. 300 wells).

Von Klonen, welche im Dot-Blot ein negatives oder ein nur in geringem Male positives
Signal zeigten, wurde ein neuer Zellkulturiberstand gewonnen und noch einmal getestet, da
davon auszugehen war, dass bei manchen Klonen das volle Ausmall der
Antikoérperproduktion erst wahrend der Kultivierung erreicht wurde. Bei wiederholtem
negativem Ergebnis wurden die Klone eliminiert und nicht in den weiteren Screening-
Vorgang aufgenommen. Abb. 7 steht beispielhaft flir den ersten Schritt im Screening

samtlicher Klone auf Immunglobulinproduktion im Dot-Blot.

25A4 25A10 25411 2502 2508 25c9 2561 25E9 25F2 25F6 26A11 2684

2687 26811 26C9 26011 2607 262 26E3 26E10 26E11 26F2 priy 27A8
781 2787 27C9 27C10 2707 27010 27E5 27F6 2F7 2779 27F11 27G6

]

267 27G3 27H3 27THS 27H 284 28A5 28A6 28A9 28C10 2807 2809
28ES 28F5 28F12 26H4 28H8 2981 2982 25C3 25C8 2903 2905 29F3

29G9 29H12 3044 30A6 3049 30B3 30B9 30812 30C3 30F3 30F5 30GS
30G11 31A5 31A9 3189 a1ca 3105 31D5 31E1 31GB 32A5 3287 3288

3289 32811 3z2c2 32c7 32C8 32C10 3287 32E8 32E12 32G9 32H8 33A10
33A11 33810 33ps 3306 33p12 33E5 33F10

Kontrolle Ke

Abb. 7: Dot-Blot; Beispielabbildung.
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3.1.2. Screening der Klone auf FLAG®pIgE-HEK 293T-Zellen

Das Screening in der Durchflusszytometrie basiert darauf, dass das intrazellular exprimierte
Epitop des transfizierten Anteils der HEK-Zellen (FLAG®plgE-HEK 293T) von mAb gegen
das Immunogen erkannt werden kann. Diese gebundenen mAb konnen wiederum durch den

PE-konjugierten Sekundarantikérper detektiert werden.

Ein positives Signal fiir PE beim Screen auf FLAG®plgE-HEK 293T-Zellen deutet also auf
die erfolgreiche Erkennung des Epitops hin. Somit enthalten Zellkulturiiberstande der Klone,

die ein solches Signal zeigen, die gesuchten mAb.

Es konnten vier Klone identifiziert werden, die mAb gegen porcines IgE herstellten. Dabei
handelte es sich um die Klone 16B1, 18A5, 23C9 und 38D3. Dariber hinaus wurden einige
schwach, beziehungsweise fraglich positive Klone identifiziert, deren Fahigkeit, spezifisches
anti-lgE herzustellen noch nicht sicher bestatigt ist. Diese wurden kryokonserviert und bei -

150 ° gelagert und kénnen bei Bedarf aufgetaut und weiter untersucht werden.

Zellkulturiberstande sicher positiver Klone wurden titriert und erneut analysiert, um die
optimale Verdinnung fir weitere Charakterisierungsschritte zu ermitteln. Eine bildliche
Darstellung des positiven Ergebnisses der Klone 16B1, 23C9 und 38D3, beziehungsweise

der Titration, ist in den Abbildungen 12, 13 und 14 unter 3.2.2. Blocking Assay enthalten.

Die Isotypen-Bestimmung ergab, dass es sich bei drei der monoklonalen Antikdrper (Klone
16B1, 23C9 und 38D3) um die Immunglobulinklasse IgG1 handelt. Der Klon 18A5
produzierte hingegen IgM.
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3.2.Charakterisierung
3.2.1. Lineares Epitop-Mapping (ELISA)

Das lineare Epitop-Mapping anhand der 15-mer-Peptide ergab bei den Klonen 16B1 und
23C9 ein sehr ahnliches Muster. Sie erkennen in erster Linie die Peptide 3, 7, 14 und 27
(Abb. 8, Abb. 9). Daraus kann geschlossen werden, dass diese beiden Klone dasselbe
lineare Epitop erkennen. Der Klon 38D3 zeigte ein abweichendes Muster und erkennt somit
ein anderes Epitop (Abb. 10). Auch fir den Klon 18A5, der den Isotyp IgM produziert, wurde
ein lineares Epitop-Mapping durchgefihrt (Abb. 11). Hier ergab sich ebenfalls ein

spezifisches, individuelles Peptiderkennungsmuster.

Die nachfolgenden Diagramme zeigen die optische Dichte, die bei der Erkennung einzelner
Peptide im ELISA ermittelt wurde. Eine hohe optische Dichte bedeutet, dass die

entsprechende Aminosauresequenz in hohem Male erkannt wurde.

25 16B1, Subklon 4C8; IgG1

2

1,5

1

0,5

o+—+——F+——"7+—"7"—"7—"T+—"T 7T T
123456 7 8 91011121314151617 1819 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32

Abb. 8: Klon 16B1: Ergebnis des linearen Epitop-Mappings. Die 32 Peptide sind auf der x-Achse
dargestellt, die y-Achse zeigt die optische Dichte (optical density; OD), die im ELISA ermittelt wurde.
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- 23C9; IgG1
5 |
1,5 -
1
o... l!
1 45678 9101112131415161718 192021 22 23 24 25 26 27 28 29 3031 32

Abb. 9: Klon 23C9: Ergebnis des linearen Epitop-Mappings. Die 32 Peptide sind auf der x-Achse
dargestellt, die y-Achse zeigt die optische Dichte (optical density, OD), die im ELISA ermittelt wurde.

38D3; IgG1

2,5

15

0,5

0 - .......F—'l‘—!—'r—rJ—'r—'r—--

123456 7 8 91011121314151617181920212223242526272829303132

Abb. 10: Klon 38D3: Ergebnis des linearen Epitop-Mappings. Die 32 Peptide sind auf der x-Achse
dargestellt, die y-Achse zeigt die optische Dichte (optical density, OD), die im ELISA ermittelt wurde.
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Abb. 11: Klon 18A5: Ergebnis des linearen Epitop-Mappings. Die 32 Peptide sind auf der x-Achse
dargestellt, die y-Achse zeigt die optische Dichte (optical density, OD), die im ELISA ermittelt wurde.

Das positive Ergebnis fur einige Peptide (3, 7, 11), das bei allen Klonen des Isotyps 1gG1
erhalten wurde, stellte sich in nachfolgenden Versuchen, bei denen der primar-Antikdrper
(mAb) weggelassen wurde, als unspezifische Bindung des sekundar-Antikdrpers oder des

Streptavidin-Konjugats heraus.

3.2.2. Blocking Assay
Die Erkennung spezifischer Epitope wurde flr die drei gefundenen mAb mit dem Isotyp 1gG1
auf der Basis der Ergebnisse des linearen Epitop-Mappings im ELISA mittels Blocking-Assay
in der Durchflusszytometrie evaluiert. Wenn ein Peptid dem Epitop entspricht, blockiert es
die Bindungsstelle des mAb und dieser kann nicht mehr an das von den HEK-Zellen
intrazellular exprimierten 6x-HIS-pIgE binden. Wurde der Antikérper vor der Farbung von
transfizierten HEK-Zellen mit dem entsprechenden Peptid inkubiert, entspricht somit das
Fehlen eines Peaks mit hoher Fluoreszenzintensitat im Histogramm einem positiven

Ergebnis fur ein bestimmtes Peptid.
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Dabei ergab sich fur die Klone 16B1 und 23C9 — wie bereits im ELISA — ein vergleichbares
Muster, was darauf hindeutete, dass diese dasselbe Epitop, namlich Peptid 27, erkannten
(Abb. 12 und Abb. 13). Der Klon 38D3 zeigte, ebenfalls entsprechend den Ergebnissen des

linearen Epitop-Mappings, ein davon abweichendes Ergebnis, wobei sich im Blocking-Assay

eine deutliche Bindung an Peptid 6 herausstellte (Abb. 14).
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Abb. 12: Blocking Assay auf transfizierten HEK T293 Zellen von Klon 16B1/Subklon 4CS8.
Titration des Zellkulturiberstandes, um die geringst maogliche Verdinnung herauszufinden (A).
Kontrollen fir das Blocking: Zellkulturiiberstand ohne Zugaben und Einfluss des L&sungsmittels
(Dimethylsulfoxid, DMSO) fiir die Peptide in denselben Konzentrationen wie bei der Verdiinnung der
Peptide (B). Blocking der mAb-Bindung durch drei Konzentrationen ausgewahlter Peptide (C)
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Abb. 13: Blocking Assay auf transfizierten HEK T293 Zellen von Klon 23C9. Titration des
Zellkulturiberstandes, um die geringst mogliche Verdiinnung herauszufinden (A). Kontrollen fir das
Blocking: Zellkulturiiberstand ohne Zugaben und Einfluss des Losungsmittels (Dimethylsulfoxid,
DMSO) fur die Peptide in denselben Konzentrationen wie bei der Verdinnung der Peptide (B).
Blocking der mAb-Bindung durch drei Konzentrationen ausgewahlter Peptide (C).
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Abb. 14: Blocking Assay auf transfizierten HEK T293 Zellen von Klon 38D3. Blocking der mAb-
Bindung durch drei Konzentrationen ausgewahlter Peptide. Dieser Klon zeigte ein deutlich positives
Ergebnis fiir das Peptid 6.
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3.2.3. Biotinylierung

Fiar den nachfolgend beschriebenen Kompetitions-Assay und weitere Etablierungsschritte
wurden die mAb biotinyliert (Abb. 15).

Die Biotinylierung selbst war nicht im praktischen Teil dieser Arbeit enthalten und die fertigen

Produkte wurden zur Verfigung gestellt.

Biotinylierung
1:100 1:200 1:400
4B10
1:50
23C9

38D3_b4

1:640 1:320 1:160 1:80 1:40  1:20 1:10 os-Ko

Abb. 15: Biotinylierung. Positives Signal fiir Biotin in der Durchflusszytometrie mit Streptavidin-PE

und im Dot-Blot bei Detektion mit Streptavidin-HRP und nachfolgender Chemilumineszenzreaktion.
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Mittels der biotinylierten Antikdrper konnte eine weitere Evaluierung der anti-plgE-mAB
durchgefiihrt werden (Abb. 16). Das intrazellular exprimierte, rekombinante plgE ist das
einzige Molekiil der transfizierten HEK-Zellen, das auch FLAG® beinhaltet. Wenn nun mit
zwei unterschiedlichen — mit verschiedenen Fluorochromen markierten — Antikdrpern ein und
dasselbe Molekil gebunden wird, ergibt dies nach Analyse im Durchflusszytometer in der
Dot-Blot Darstellung eine Zellpopulation, die genau in der 45°- Diagonale liegt. Wie in
Abb. 16 dargestellt, traf das flr alle drei untersuchten mAb zu. Daher kann mit Sicherheit

angenommen werden, dass die entsprechenden mAb tatsachlich plgE erkennen.

FLAG®pIgE-HEK 293T HEK 0
‘ 0
16B1
23C9
38D3

a-plgE-Alexa 647

Abb. 16: Gleichzeitige Detektion von FLAG®-Tag und Biotin auf transfizierten (FLAG® plgE-HEK
293T) und nicht transfizierten HEK-293T-Zellen (HEK 0). Es wurden simultan mit a-FLAG®-PE, und
den biotinylieten mAb (Klone 16B1, 23C9 und 38D3) in Verbindung mit Streptavidin-Alexa 647
markiert.
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3.2.4. Kompetitions-Assay

Beim Kompetitions-Assay bedeutet ein positives Signal fur PE — beziehungsweise das am
intrazellularen Epitop gebundene Biotin — dass der biotinylierte mAb den konkurrierenden

nicht-biotinylierten Antikérper am Epitop verdrangen konnte (Abb. 17).

Alle drei monoklonalen Antikdrper (Klone 16B1, 23C9 und 38D3) waren in der Lage, sich mit
zunehmender Konzentration am Epitop selbst zu blockieren. Erwartungsgemaf konnten sich
auch die Klone 16B1 und 23C9 in hdheren Konzentrationen gegenseitig blockieren — diese
erkennen dasselbe Epitop, was auch schon die beiden Methoden des Epitop-Mappings

zeigten.

concentration
IJ |

0,005 mg/ml |7~

0,05 mg/ml

0,5 mg/ml

5 mg/ml

without

0,005 mg/mi

0,05 mg/ml

0,5 mg/ml

5 mg/ml

without

0,005 mg/ml
0,05 mg/ml

0,5 mg/mi

5 mg/ml

without @-m-lgG1-PE

Streptavidin-PE

Abb. 17: Ergebnis des Kompetitions-Assays. FLAG®-plgE-HEK 293T-Zellen wurden gleichzeitig
mit biotinylierten und 3 unterschiedlichen Konzentrationen der nicht-biotinylierten mAb (Klone 16B1,
23C9, 38D3) inkubiert und konkurierten somit und die Bindungsstelle. Die am intrazellular
exprimierten Epitop gebundenen biotinylierten Antikdrper wurden mit Streptavidin-PE detektiert. Die
Farbcodierung der Klone entspricht der in vorangegangenen Abbildungen (Griin = 16B1; Rot = 23C9;
Blau = 38D3).
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3.2.5. Test auf Kreuzreaktivitat

Im ELISA wurde getestet, ob die mAb der Klone 16B1, 23C9 und 38D3 mit porcinem IgG
oder IgM kreuzreagierten. Abb. 18 zeigt die ermittelte optische Dichte in Abhangigkeit von
der Konzentration der porcinen Antikorper IgM und IgG sowie das zum Vergleich
mitgeflhrten 6xHIS-pIgE. Als Referenz wurde jeweils auch mit anti-plgG beziehungsweise
anti-plgM detektiert.

Bei keinem der getesteten Klone konnte eine Kreuzreaktivitat mit porcinen Immunglobulinen

der Klassen IgG oder IgM festgestellt werden.

orcine IgM
A 201 P Lt
1.5
8 1.0
0.5 4
0.0
1 10 100 1000
pg/ml
porcine IgG
B 20
1,54
o
O 1,0 4
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rec HIS-IgE
c 2,0
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Abb. 18: Ergebnisse des Tests auf Kreuzreaktivitat. Evaluierung der Kreuzreaktivitat mit porcinem
IgM (A). Evaluierung der Kreuzreaktivitdt mit porcinem IgG (B). Reaktion der Klone auf HIS-IgE
(Immunogen) im ELISA (C).
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3.2.6. Immunprazipitation

Das 6x HIS-plgE-Konstrukt, das fur die Immunisierung der Mause verwendet wurde, konnte
von allen drei Klonen erkannt werden und war mithilfe der hergestellten mAb prazipitierbar
und darstellbar (Abb. 19).
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Abb. 19: Ergebnis der Prazipitation des Immunogens (6x HIS-tagged plgE): Immunoblot nach
SDS-PAGE auf PVDF-Membran. Das 6x HIS-IgE wurde unter Verwendung der Zellkulturiberstédnde
der Klone 16B1, 23C9 und 38D3 prazipitiert. Parallel wurde eine IgG1-Isotypenkontrolle mitgefiihrt.
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4. Diskussion

Bisher wurde nur die Herstellung polyklonaler Antisera gegen porcines IgE beschrieben (Roe
et al. 1993, Rupa et al. 2008). MAb haben gegenlber polyklonalen Antikérpern den Vorteil,
dass Affinitat und Spezifitat genau bekannt sind, und sie sich damit besser fiir standardisierte
Verfahren eignen. Dazu kommt, dass diese Antikdrper mit relativ einfachen Methoden
vervielfaltigbar sind, da Hybridomzellen eingefroren und archiviert, und zu jedem Zeitpunkt in

beliebigem Ausmal kultiviert werden kénnen (Murphy und Weaver 2017).

Fur die Herstellung von monoklonalem anti-IgE diverser Spezies wurde der Literatur zufolge
meist auf eine gereinigte IgE-Fraktion aus dem Serum von Tieren zurlickgegriffen, bei denen
zuvor eine allergische Reaktion induziert worden war. Die Herstellung von anti-IgE im
Speziellen wird aber durch gewisse Faktoren erschwert, wie beispielsweise die niedrige
Serum-IgE-Konzentration und die Schwierigkeit, die IgE-Serumfraktion von der IgG-

Serumfraktion zu trennen (DeBoer et al. 1993, Rupa et al. 2008).

Fur das Projekt, das diese Diplomarbeit behandelt, wurde eine alternative Methode zur

Herstellung des Immunogens verwendet.

Es wurde ein rekombinantes Konstrukt der konstanten Region der schweren Kette
(Vernersson et al. 1997) mit einem 6x-HIS-Tag als Immunogen hergestellt. Die Erstellung
eines rekombinanten Konstrukts bei bekannter Sequenz des Antigens ist also geeignet, die
limitierenden Faktoren anderer Methoden zur Immunogengewinnung zu umgehen. Jedoch
wurde das Immunogen von den verwendeten Zellen (HEK-EBNA) in den Zellkulturtiberstand
abgegeben und musste angereichert und gereinigt werden. Zu diesem Zweck wurde eine
Nickel-basierte immobilized Metal lon Affinity Chromatography (IMAC) verwendet, was zu
einer guten Anreicherung fihrte. Allerdings enthielt die Praparation noch zu einem gewissen
Grad Begleitproteine, die zwar bei der Immunisierung eher von Vorteil waren, sich aber beim

Screening der Zellkulturiiberstande nachteilig auswirkten (Patzl pers. Mitteilung).

Daher wurde im Workflow dieses Projekts das Screening der Hybridome auf HEK-Zellen, die
jene Sequenz der schweren Kette des plgE-Moleklils intrazellular exprimieren, die auch als
Immunogen verwendet wurde, bevorzugt. Ein zweites rekombinantes Konstrukt wurde
hergestellt, bei dem dieselbe Sequenz des plgE (CH2-CH3-CH4) jedoch mit einem FLAG®-

Tag versehen war und die Signalsequenz zur Ausschleusung entfernt wurde. Damit wurden
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HEK 293 T-Zellen transfiziert und fir das Screening der positiven Klone verwendet. Auch in

diversen Charakterisierungsschritten fanden diese Transfektanten Verwendung.

Zu einem friheren Zeitpunkt im Projektablauf, also vor Etablierung der Durchflusszytometrie-
basierten Methode, wurde fir den Screening-Prozess das Immunogen selbst, also 6x-HIS-
tagged plgE eingesetzt und im ELISA zum Auffinden positiver Klone herangezogen. Diese
Herangehensweise erwies sich als ineffizient, da viele der von den Hybridomen produzierten
mAb im Immunogen enthaltene Begleitproteine, beziehungsweise den 6x-HIS-Tag
erkannten. Sehr viele Klone reagierten also positiv, ohne dass die so aufgefundenen mAb fir

plgE spezifisch gewesen waren (Patzl pers. Mitteilung).

Die Transfektion der HEK-Zellen und die darauf basierende Screening-Methode erwies sich
als rasche und effiziente Methode, Klone aufzufinden, die spezifische Antikérper

produzierten.

Insgesamt wurden im Rahmen dieser Arbeit etwa 2880 individuelle Klone auf anti-IgE-
Produktion getestet, dazu kamen noch diverse Subklonierungen einzelner ,Motherwells®, die
auch in das Screening-Verfahren aufgenommen wurden. Dass diese vergleichsweise hohe
Zahl an Klonen in der Auffindung von nur vier spezifischen mAb resultierte, ist aber

erfahrungsgemalf nicht ungewdhnlich.

Das Ziel dieser Arbeit war es, mAb herzustellen, die ein Epitop auf der schweren Kette des
porcinen IgE-Molekils erkennen. Mittels des Durchflusszytometrie-basierten Screenings
konnten vier Klone identifiziert werden, die entsprechende Antikérper produzieren, dabei

handelt es sich um drei Antikorper des Isotyps IgG1 und einen Antikérper des Isotyps IgM.

Mithilfe von Uberlappenden 15-mer-Peptiden, deren Sequenz dem Immunogen entspricht,
konnten die Epitope der drei IgG1 Antikérper erfolgreich ermittelt werden. Interessant war,
dass zwei der drei Antikdrper im ELISA zum Epitop-Mapping eine Spezifitat fir dasselbe
Epitop zeigten, das in der Domain CH4 lokalisiert ist, was dann im Durchflusszytometrie-
basierten Blocking Assay bestatigt wurde. Der dritte Klon wies eine andere Spezifitat auf und
erkannte ein Peptid der Domain CH2. Die Bindung der mAb an weitere Peptide im ELISA-
basierten Epitop-Mapping konnten in der Durchfluzytometrie nicht bestatigt werden. Diese
erwiesen sich in nachfolgenden ELISA-Experimenten als unspezifische Bindungen des

Sekundar-Antikérpers bzw. des Streptavidin-Konjugats.
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Dass drei der Antikdrper dem Isotyp IgG1 zuzuordnen sind, ist zumindest teilweise darauf
zurickzufuhren, dass 1gG1 die Immunglobulinsubklasse mit der hdchsten
Serumkonzentration ist (Murphy und Weaver 2017), und folglich der Grof3teil der murinen B-

Lymphozyten, die als Basis fur die Hybridomfusion dienten, diesen Subtyp produzieren.

Auflerdem ist bekannt, dass bei der Herstellung von mAb mittels Hybridomtechnik 1IgG1 der
am haufigsten erhaltene Isotyp ist — besonders wenn es sich beim zu erkennenden Antigen
um ein Protein handelt. Weiters ist beschrieben, dass, auch wenn vorwiegend der Isotyp
IgG1 aus einer Hybridomkultur isoliert wird, auch vereinzelt IgM-Antikérper ,dazwischen®
vorkommen (Apiratmateekul et al. 2009). Diese Aussagen korrelieren in hohem Malke mit

den Beobachtungen, die im Rahmen dieser Arbeit gemacht wurden.

Der gefundene und identifizierte Antikrper des Isotyps IgM ist, bedingt durch das Vorliegen
als Pentamer, eher ungeeignet, als Sekundarantikbrper fir verschiedene Methoden
eingesetzt zu werden. Er wurde daher auch nicht allen Charakterisierungsschritten
unterzogen. Dieser spezifische monoklonale Antikérper hat als IgM hochstens als Coating-
Antikorper in einem ELISA zur Detektion von IgE Molekllen Potential. Um dies zu
bestatigen, beziehungsweise ihn fir erste Anwendungen zu etablieren, missen noch weitere

Charakterisierungs- und Etablierungsschritte folgen.

Eine Hypothese dieser Arbeit lautete, dass mithilfe der hergestellten Antikérper das
Immunogen (6x HIS-tagged plgE) darstellbar ist. Diese Hypothese konnte bestatigt werden.
Das Immunogen war mithilfe der mAb prazipitierbar, und auch im ELISA konnte HIS-IgE
problemlos durch die hergestellten Antikérper detektiert werden. Dartber hinaus wurde eine
Kreuzreaktion mit porcinem IgG und IgM ausgeschlossen, wodurch bestatigt wurde, dass die
mAb porcines IgE spezifisch erkennen und nicht auch gegen andere porcine

Immunglobulinklassen gerichtet sind.

Alles weist darauf hin, dass die hergestellten mAb nach weiteren Charakterisierungs- und
Etablierungsschritten fur die Verwendung in diversen Standardverfahren geeignet sind. Die
Charakterisierung und Etablierung ist zum Zeitpunkt des Verfassens dieser Arbeit noch nicht
abgeschlossen. Es kann aber zusammenfassend gesagt werden, dass die erfolgreiche
Herstellung dieser mAb gegen porcines IgE einen wichtigen Schritt darstellt, das Schwein als
Groldtiermodell flr weitere Anwendungen in Pathogenese, Diagnostik und Therapie von

Allergien und Parasitosen zu etablieren.
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5. Zusammenfassung

Immunglobulin E (IgE) mediiert Typ I-Hypersensitivitatsreaktionen und spielt eine Rolle in der
initialen Immunantwort auf Parasiten. Speziell fir die Untersuchung und Charakterisierung
von Hypersensitivitatsreaktionen vom Typ | werden spezifische Antikdrper gegen porcines
IgE (plgE) bendtigt. Das Schwein ist flr solche Fragestellungen ein gefragter
Modellorganismus, was jedoch durch die geringe Verflgbarkeit monoklonaler Antikérper
(mAb) gegen plgE erschwert wird. Sowohl in der Human-, als auch in der
Veternarimmunologie besteht schon lange das Bestreben, monoklonale Antikdrper

(monoclonal antibodies, mAb) gegen plgE herzustellen und verfligbar zu machen.

Im Rahmen dieser Diplomarbeit wurden monoklonale Antikérper gegen plgE hergestellt und
charakterisiert. Dafur wurden BALB/c-Mause mit einem rekombinanten Konstrukt der
schweren Kette des plgE-Molekils (CH2-CH4) in der GrofRe von etwa 50 kDa, versehen mit
einem 6xHIS-Tag (HIS-IgE), immunisiert. Milz-Lymphozyten dieser Mause wurden mit
murinen Myelomzellen fusioniert und die Hybridome kultiviert. Die Klone, die anti-plgE
produzierten, wurden durch ein Durchflusszytometrie-basiertes Screeningverfahren ermittelt,
wobei die mAb bei einem Screen auf HEK 293T-Zellen, die intrazellular die mit einem
FLAG®-Tag versehene schwere Kette (CH2-CH4) exprimierten (FLAG®-plgE), auf ihre
Spezifitdt untersucht wurden. Die gewonnenen Antikdrper wurden mithilfe von in je funf
Aminosauren Uberlappenden 15-mer-Peptiden (entsprechend der plgE-Sequenz) im ELISA
weiter charakterisiert, um das von den mAb erkannte Epitop genau definieren zu kénnen.
Dieselben 15-mer-Peptide wurden auch in einem Blocking-Assay in der Durchflusszytometrie
auf FLAG®-IgE HEK 293T-Zellen verwendet. Eine etwaige Kreuzreaktivitdt mit anderen

porcinen Immunglobulinen wurde im ELISA Uberprift.

Es wurden vier monoklonale Antikérper gewonnen, die plgE spezifisch erkannten. Bei drei
Antikdrpern handelte es sich um den Isotyp IgG1, bei einem weiteren um IgM. Zwei der
IgG1-mAb erkannten dasselbe Epitop. Es konnte keine Kreuzreaktivitat mit porcinem IgG
oder IgM festgestellt werden, und das Immunogen ist mittels der drei hergestellten mAb des
Isotyps 1gG1 prazipitierbar. Die so hergestellten monoklonalen Antikdrper haben das
Potential, fur diverse immunologische Standardverfahren Verwendung zu finden und kénnten
somit dazu beitragen, dass das Schwein als Grofitiermodell in der Allergieforschung etabliert

und genutzt wird.
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6. Summary

Immunoglobuline E is the primary mediator of type | hypersensitivity and is involved in the
initial immune response to parasites. In order to examine and further characterize type |
hypersensitivity reactions, monoclonal antibodies against porcine IgE (plgE) are an essential
tool in research and diagnostics. There is huge interest in using pigs as large animal models
for allergic diseases. The lack of specific antibodies against plgE, however, limits their
application currently. Generating monoclonal antibodies (mAb) directed against plgE has

been a long lasting effort in veterinary as well as human immunology and allergology.

The subiject of this thesis was the production and characterization of mAb against pIgE. For
this purpose, BALB/c mice were immunized with 6xHIS-tagged recombinant porcine IgE
heavy chain (CH2-CH4; HIS-IgE) of about 50 kDa. Splenic lymphocytes of immunized mice
were fused with murine myeloma cells. Clones producing mAb were screened on HEK 293T
cells expressing intracellular FLAG®-tagged plgE heavy chain (CH2-CH4; FLAG®-IgE) by
flow cytometry (FCM) for specificity. Specific mAb were further characterized by ELISA with
32 15-mere peptides, overlapping in five amino acids created of the respective plgE
sequence in order to figure out the recognized epitope. The same peptides were also used in
blocking assays on FLAG®-IgE expressing HEK 293T cells by FCM. Cross-reactivity with

other porcine immunoglobulins was tested by ELISA.

This attempt resulted in the generation of four monoclonal antibodies, three of which were
classified as IgG1, the fourth as IgM. Two of the IgG1 antibodies recognized the same

epitope.

No cross reactivity with porcine IgG or IgM was detected. The three IgG1-mAb are capable

of precipitating the immunogen.

These monoclonal antibodies have potential to be used for various immunological methods
and could prove as a valuable tool for research in allergy and atopy. They might constitute an
important factor in the establishment and use of swine as a large animal model for

hypersensitivity reactions.
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AA/BA
AP
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C4BP
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DMSO
EDTA
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FCM
FCS
HAT
HEK
HIS-Tag
HIS-IgE
HT

IL-4
IMAC
ITAM
mAb
NBT
neAS
oD
PBS
PBS-T
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Acrylamid/Bisacrylamid

Alkalische Phosphatase
5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphat
bovines Serumalbumin
Komplementbindendes Protein 4
doppelt destilliertes Wasser
Dimethylformamid

Dimethylsulfoxid
Ethylendiamintetraessigsaure
enzyme-linked immunosorbent assay
flow cytometry/Durchflusszytometrie
fetal calf serum

Hypoxanthin, Aminopterin, Thymidin
human embryonic kidney
Polyhistidin-Tag

6x HIS-tagged plgE

Hypoxanthin, Thymidin
Immunglobulin

Interleukin-4

immobilized metal ion affinity chromatography
tyrosine-based activation motif
monoclonal antibody/monoklonaler Antikdrper
Nitro blue tetrazolium chloride
nicht-essentielle Aminosauren
optische Dichte

Phosphate buffered saline

Phosphate buffered saline + Tween20



PCR

PE

plgE

PVDF

RG
SA-HRP
SDS
SDS-PAGE

TBS
TEMED
TMB
Tris

TTBS
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Polymerase-Kettenreaktion
Phycoerythrin

porcines Immunglobulin E
Polyvinyliden-Difluorid
Reaktionsgefal

streptavidin horse radish peroxidase
Sodiumdodecylsulfat

Sodiumdodecylsulfat-
Polyacrylamidgelelektrophorese

Tris buffered saline
Tetramethylethylendiamin
Tetramethylbenzidin
Tris(hydroxymethyl)aminomethan

Tris buffered saline + Tween20



	Titel
	Inhaltsverzeichnis
	1. Einleitung und Literaturübersicht
	2. Material und Methoden
	3. Ergebnisse
	4. Diskussion
	5. Zusammenfassung
	6. Summary
	7. Abbildungsverzeichnis
	8. Tabellenverzeichnis
	9. Literaturverzeichnis
	10. Abkürzungsverzeichnis

