Aus dem Institut fiir Erndhrungsmedizin
der Universitat zu Liibeck
Direktor: Prof. Dr. med. Christian Sina

Allergenspezifische Immuntherapie (SIT)
induziert sialylierte immunsuppressive

IgG-Antikorper

Inauguraldissertation
zur
Erlangung der Doktorwiirde

der Universitat zu Lubeck

Aus der Sektion Naturwissenschaften

vorgelegt von
Juliane Hobusch

aus Berlin

Libeck, 17. Januar 2017



1. Berichterstatter: Prof. Dr. rer. nat. Marc Ehlers
2. Berichterstatter: Prof. Tamas Laskay, PhD
Priifungsvorsitzender: Prof. Dr. rer. nat. Rainer Duden

Tag der miindlichen Priifung: 13.12.2017



,The conception that antibodies, which should protect against disease,
are also responsible for disease, sounds at first absurd.”
Clemens von Pirquet (1906)

Meinen Eltern



Inhaltsverzeichnis

Zusammenfassung
Abstract

1 Einleitung

1.1 Das Immunsystem . . . . . . . .. . e
1.1.1 Das angeborene Immunsystem . . . . . . . . . ... ... L
1.1.2 Das adaptive Immunsystem . . . . . . ... ... Lo
1.2 Allergische Erkrankungen . . . . . . . . . . . . . ... ... e
1.2.1 Birkenpollenallergie . . . . . . . . . . . ...
1.2.2 Pathophysiologie einer Typ-1-Allergie (Soforttyp) . . . . . . . ... ... ...
1.2.3 Spezifische Immuntherapie. . . . . . . . . .. ... oL
1.3 Immunglobuline. . . . . . . . . L
1.3.1 Struktur von Immunglobulinen . . . . . .. .. ... o oo
1.3.2 Immunglobulin G. . . . . .. . ...
1.3.3 IgG Fe-Glykosylierung . . . . . . . . . .. .
1.4 Zielstellung . . . . .« . oL e
Material
2.1 Chemikalien . . . . . . . . .
2.2 Puffer und Losungen . . . . . . . ..o
2.3 AntikOrper . . . ...
2.4 Verbrauchsmaterialien . . . . . . .. . ..
2.5 Gerdte . . ...
2.6 Software . . . . . . e
Methoden
3.1 Spezifische Immuntherapie . . . . . . . . . .. ... ...
3.1.1 Patienten . . . . . . ..
3.1.2 Studiendesign . . . . . . . ... e
3.1.3 Klinische Evaluation . . . . . . . . ... ... .
3.1.4 Plasmagewinnung . . . . . . . . .. ... e
3.2 Immunglobulinserologie mittels ELISA . . . . . .. .. .. ... ... ... .. ...
3.3 Glykananalyse von Bet v1 spezifischen IgG . . . . . . ... ... ... ... .....
3.3.1 Aufreinigung von IgG iiber Protein G Sepharose . . . .. .. ... ... ...
3.3.2 Kopplung von Antigen an Sepharosematrix . . . .. ... ... ... .....
3.3.3 Aufreinigung Bet v 1-spezifischer IgG-Ak . . . . . ... ... ... ... ....
3.3.4 Enzymatische Deglycosylierung des IgG-Fc¢ N-Glykane . . . . . . ... .. ..
3.3.5 Enzymatische Modifikation von IgG . . . . . . . .. ... oL
3.3.6 Glykan-Analyse . . . . . . . . ..
3.4 Neutrophile Granulozyten . . . . . . .. .. .. .

3.4.1 Aufreinigung von Neutrophilen Granulozyten aus humanem Vollblut . . . . .

10
14

15
15
16
17
17
18
18



3.4.2 Préaperation von immobilisierten Immunkomplexen . . . . . . . . ... .. .. 24

3.4.3 Detektion von Reaktiven Sauerstoffspezies . . . . . . . . ... ... ... ... 25

3.5 Statistische Analysen . . . . . . . . . . 25

4 Ergebnisse 26

4.1 Wirkung der spezifischen Immuntherapie (SIT) auf Birkenpollenallergiker . . . . . . 26

4.1.1 Klinische Parameter . . . . . . . .. .. .. o 26

4.1.2 Verédnderung der Bet v 1-spezifischen Antikorpertiter im Verlauf der SIT . . . 28

4.2 Aufreinung von Betv l-spezifischem IgG . . . . . . . ... ... ... ... ... ... 30

4.3 Glykoanalyse der Bet v 1-spezifischen IgG . . . . . .. ... ... ... ... ..., 32
4.4  Glykosylierung der SIT-IgG beeinflussen die ROS-Produktion in humanen neutro-

philen Granulozyten . . . . . . . . ... 34

5 Diskussion 38
5.1 IgE und IgG Subklasse Antikoérperantworten in unbehandelten und SIT-behandelten

Patienten . . . . . . . L 38

5.2  Einfluss der SIT auf die Glykosylierung der Antigenspezifischen IgG . . . . . . . .. 39

5.3 Einfluss der Sialylierung auf die Aktivitdt von Effektorzellen . . . . . . . .. . .. .. 41

5.4 Fazit und Ausblick . . . . . ... 43

Literatur X

Abbildungen und Tabellen Xl

Abkiirzungsverzeichnis X1l

Anhang XIv

Danksagung XViI



ZUSAMMENFASSUNG 1

Zusammenfassung

In den letzten Jahrzehnten stieg die Inzidenz allergischer Erkrankungen, besonders in industria-
lisierten Léndern, deutlich an. Die Uberempfindlichkeitsreaktion gegeniiber Aeroallergenen wie
Pollen, Tierhaarepithelien und Hausstaubmilben manifestiert sich {iber die Produktion Allergen-
spezifischer IgE-Antikorper (Ak). Diese konnen bei erneutem Allergenkontakt eine Aktivierung
von Mastzellen und anderen Effektorzellen auslosen, welche Symptome wie allergische Rhinitis
(Heuschnupfen) und Asthma bronchiale verursachen. Derzeit stellt die Spezifische Immuntherapie
(SIT) die einzige Behandlungsoption dar, mit der die Immunantwort nachhaltig moduliert wird.
Der Wirkmechanismus der SIT ist bis heute noch nicht vollstdndig gekléart. Es wurde gezeigt, dass
durch eine SIT die Produktion von Allergen-spezifischen IgG-Ak induziert wird. Es wird angenom-
men, dass diese IgG-Ak eine blockierende Wirkung auf die IgE-vermittelte Inflammation besitzen.
Jedoch besteht bei hoher Antigendosis die Gefahr einer IgG-vermittelten Anaphylaxie.

Die N-Glykosylierung im Fc-Teil von IgG-Ak determiniert dessen inflammatorisches Potential. Aga-
lakotosysierte (nicht-galaktosylierte und nicht-sialylierte) IgG-Ak werden mit inflammatorischen
Erkrankungen wie rheumatoider Arthritis in Verbindung gebracht. Galaktosylierte und zusétzlich
terminal sialylierte IgG-Ak werden hingegen als essentiell fiir die anti-inflammatorische Wirkung
des intravenosem IgG (IVIg, gepooltes Serum-IgG von gesunden Spendern zur Behandlung von
Autoimmunerkrankungen) beschrieben. Die Glykosylierung wird durch das vorherrschende Milieu,
z.B. durch verschiedene Adjuvantien, bei Antigenkontakt bestimmt. Bisher ist noch nicht bekannt,
wie sich die Fe-Glykosylierung von allergenspezifischen IgG-Ak im Verlaufe einer SIT und im Ver-
gleich zu unbehandelten Patienten verindert und welchen Einfluss sie auf die Effektorzellen der
allergischen Reaktion hat.

In dieser Arbeit wurde eine Kohorte gut charakterisierter Birkenpollenallergiker untersucht, welche
eine konventionelle dreijahrige SIT mit Alum als Adjuvants erhalten haben. Im Vergleich dazu
wurden unbehandelte Patienten analysiert. Aus dem Serum bzw. Plasma dieser Patienten wurde
Bet v1 (Hauptallergen der Birke)-spezifisches IgG-Ak aufgereinigt, deren Fe-Glykan mit Endogly-
kosidase S enzymatisch abgespalten und mittels HPLC analysiert. Abschlieflend wurde der Einfluss
der Glykosylierung von Bet v 1-spezifischen IgG-Ak auf die Aktivierung von neutrophilen Granulo-
zyten untersucht.

Es konnte gezeigt werden, dass das Bet v 1-spezifische IgG-Ak von unbehandelten Birkenpollenaller-
gikern bereits einen hohen Anteil an sialylierten IgG, vergleichbar mit IVIg, aufweisen. Im Verlaufe
der SIT steigt der Serumtiter an Bet v 1-spezifischem IgG, besonders IgG1 und IgG4. Diese wéh-
rend der SIT produzierten IgG-Ak sind ebenfalls zu einem héhen Prozentsatz sialyliert, was {iber
den Verlauf der SIT konstant bleibt. In einem Assay zur Neutrophilenaktivierung wurde gezeigt,
dass in vitro-desialyliertes Bet v 1-spezifisches Patienten-IgG eine signifikant erhéhtes Potential zur
Neutrophilenaktivierung aufwies als die native Form derselben Antikorper.

Diese Ergebnisse zeigen, dass eine SIT sialylierte IgG-Ak induzieren sollte, damit die Gefahr einer
IgG-vermittelten Anaphylaxie minimiert wird. Derzeit werden zahl reiche neue SIT-Protokolle mit
unterschiedlichen Adjuvantien erprobt. Die hier dargestellten Ergebnisse fithren zu dem Schluss,
dass in Zukunft die Glykosylierung der induzierten IgG-Antikoérper verifiziert werden sollte, um die

Gefahr einer IgG-vermittelten Anaphylaxie zu minimieren.
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Abstract

The incidence of allergic reactions showed an alarming increase in the last decades. Sensitivity
against air-bourne allergens like pollen, animal dander and house dust mite leads to the production
of allergen specific IgE antibodies (Abs). Upon second allergen contact these Abs activate mast
cells, basophils and other effector cells resulting in symptoms like rhinoconjunctivitis and bronchial
asthma.

The only treatment option currently available is the Specific Immunotherapy (SIT) which leads to
a sustained modulation of the immune response. The SIT mechanism is not yet fully understood.
However, it has been shown that SIT induces the production of allergen specific IgG Abs, mainly
IgG1 and IgG4. These IgGs have been discussed as blocking Abs to the IgE-mediated inflammation.
Yet, high titers of allergen specific IgG might lead to IgG-mediated anaphylactic reactions.

It has been shown that the pro- or anti-inflammatory potential of IgG Abs is determined by the
Fc N-glycosylation. IgG Abs lacking terminal galactosylation and sialylation are connected to in-
flammatory diseases like rheumatoid arthritis. In contrast, terminal sialylation is essential for the
anti-inflammatory activity of intravenous IgG (IVIg). The glycosylation of IgG differs with the
pre-dominant milieu, e.g. with different adjuvants along with the antigen presentation. To date, it
is not known how the Fc glycosylation of allergen specific IgG develops in the course of a SIT as
well as in comparison to untreated patients. Furthermore, it is not known whether the glycosylation
influences effector cells of allergic reactions.

In this study, a cohort of well-characterized birch pollen allergy patients, who recieved three years
of SIT, as well as untreated allergy patients, were analyzed. Bet v1 (major birch pollen allergen)-
specific IgG was purified from patient serum or plasma, glycans were enzymatically cleaved by
endoglycosidase S and analyzed via HPLC. In the next step the influence of the glycosylation of
Bet v 1-specific IgG Abs on the activation of neutrophil granulocytes was analysed. It could be
shown that even Bet v 1-specific IgG Abs of untreated birch pollen patient contain a high percen-
tage of sialylated IgG Abs which is comparable with IVIg. During SIT Bet v 1-specific IgG Abs,
especially IgG1 and IgG4 are elevated. These Abs produced in the course of SIT also show a high
content of sialylation which remains stable during SIT. In vitro desialylated Bet v 1-specific patient
IgG showed a significantilly increased potential to activate neutrophil granulocytes compared to
the native variant of the same antibodies.

These observations show the importance of Fc-Glycosylation of allergen specific IgG for the to-
lerance induction by SIT. This suggests that adjuvants used to promote IgG production during
allergen-specific immunotherapy (SIT), especially novel therapy forms, should be selected for their
ability to induce sialylated IgG Abs. Otherwise tolerance induction might turn into activation of

an inflammatory inmmune response or even anaphylaxis.
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1 Einleitung

1.1 Das Immunsystem

Taglich wird unser Organismus mit einer Vielzahl von Pathogenen und Fremdstoffen konfrontiert.
Unserem Immunsystem ist es zu verdanken, dass Infektionen zu einem grofien Teil beseitigt werden,
oft ohne, dass wir es bemerken. Dabei ist es essentiell, dass das Immunsystem zwischen pathogenen
und harmlosen Strukturen unterscheiden kann.

Das Immunsystem besteht aus zelluldren und humoralen Komponenten. Die Zellen des Immunsys-
tems entstehen durch die Hamatopoese, welche im Knochenmark stattfindet. Man unterscheidet
zwischen Zellen der myeloiden Linie, aus denen sich die meisten Zellen des angeborenen Immun-
systems entwickeln, und der lymphoiden Linie, aus denen die Zellen des adaptiven Immunsystems

differenzieren (1).

1.1.1 Das angeborene Immunsystem

Bereits Minuten nach einer Infektion mit Pathogenen werden die Zellen des angeborenen Immun-
systems aktiv. Sie sorgen je nach Erreger und Pathogenlast fiir eine Auflésung oder, falls dies
nicht moglich ist, fiir eine Einddmmung der Infektion. Die Effektorzellen und -mechanismen der
angeborenen Immunitét wirken unspezifisch durch die Erkennung von Pathogen-assoziierten mole-
kularen Mustern (PAMP, Pathogen-associated molecular pattern), wie z.B. Zellwandstrukturen von

Bakterien oder Nukleinsduren von Viren (1).

1.1.2 Das adaptive Immunsystem

Im Gegensatz zum angeborenen Immunsystem basiert das adaptive Immunsystem auf einem um-
fangreichen Spektrum an Rezeptoren, die durch somatische Mechanismen wéhrend der Ontogenese
entstehen. T- und B-Lymphozyten exprimieren ein breites Repertoire an Rezeptoren mit zufélligen
Spezifitdten gegen die verschiedensten Strukturen. T- und B-Zellen mit Rezeptoren, die korperei-
gene Strukturen erkennen, werden wéhrend der Ontogenese eliminiert.

T-Zellen unterscheidet man in CD8+ zytotoxische und CD4+ T-Helferzellen, die iiber verschiedene
Formen der Antigenprasentation stimuliert werden. Intrazelluldr infizierte Zellen prasentieren Pep-
tide aus dem Zytoplasma tiber Haupthistokompatibilitdtskomplex (MHC, major histocompatibility
complex) Klasse I Molekiile auf ihrer Oberfliche. Diese werden durch den T-Zell-Rezeptor (TCR,
T cell receptor) auf zytotoxischen CD8" Zellen mit der entsprechenden Spezifitéit erkannt, was zur
Aktivierung der Zelle und anschlieender Freisetzung von zytotoxischen Substanzen fiihrt. Extra-
zelluldre Antigen werden durch Antigen-prasentierende Zellen (APCs, antigen-presenting cells) wie
dendritische Zellen (DCs, dendritic cells) aufgenommen, prozessiert und die resultierenden Peptide
iiber MHC Klasse II Molekiile prisentiert. Die Peptide werden von TCR auf naiven CD41 T-Zellen
mit der entsprechenden Spezifitdt erkannt. Diese differenzieren abhédngig von kostimulatorischen
Signalen in verschiedene T-Helferzellen (regulatorische T-Zellen, Ty 1, T2 oder Ty 17 ete.). Tref-
fen diese Antigen-spezifischen T-Helferzellen auf eine B-Zelle mit einem B-Zell-Rezeptor (BCR,
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B cell receptor) gleicher Spezifitiat so wird tiber T-Zell-vermittelte Zytokine die Proliferation der
B-Zellen sowie die Differenzierung in Antikérper-produzierende Plasmazellen bzw. Gedéchtnis-B-
Zellen induziert. Unter physiologischen Bedingungen richten sich diese spezifischen Zellantworten
gegen pathogene Strukturen. Jedoch konnen auch ungewollte Reaktionen, entweder gegen kor-

pereigene Strukturen (Autoimmunitit) oder gegen harmlose Umweltantigene (Allergien) auftreten

(1).

1.2 Allergische Erkrankungen

Der erstmals von Clemens von Pirquet verwendete Begriff | Allergie beschreibt eine Erkrankung,
bei der normalerweise harmlose Substanzen (Allergene) vom Immunsystem als immunogen und
potentiell gefihrlich eingestuft und bekampft werden (2). In entwickelten Léndern wird eine ste-
tig steigende Préavalenz allergischer Erkrankungen registriert. Sie beinhalten allergische Rhinitis
(Heuschupfen), atopische Dermatitis (Ekzeme), allergisches oder atopisches Asthma und Nahrungs-
mittelallergien. Bei einigen Patienten kommt es bereits wenige Minuten nach Allergenkontakt zu

fatalen systemischen Reaktionen (Anaphylaxien) (3).

1.2.1 Birkenpollenallergie

Die Pravalenz von Pollenallergien allgemein wird in Europa auf bis zu 40 % geschatzt, abhingig
vom jeweiligen Land (4). Allergien gegen die Pollen der Hange-Birke (Betula pendula, auch B. ver-
rucosa) machen einen betrichtlichen Teil der Pollenallergien aus. In Deutschland zeigt etwa 16 %
der Bevolkerung eine Sensibilisierung gegen Birkenpollen, vergleichbar mit anderen mitteleuropéi-
schen Léndern (5).

Birkenpollen enthalten mehrere Allergene, von denen Betv1 das Hauptallergen darstellt (6; 7).
Dieses Protein aus der Gruppe PR (pathogenisis related)-10 Proteinklasse besteht aus 159 Ami-
nosauren, besitzt ein Molekulargewicht von 17kDa und weist enzymatische Aktivitat auf (8). Sei-
ne dreidimensionale Struktur besteht aus drei «-Helices, welche in ein antiparalleles p-Faltblatt
aus sieben B-Strangen eingebettet ist (9). Etwa 96 % der Birkenpollenallergiker produzieren IgE-
Antikérper gegen Bet v 1 (7). Patienten mit Birkenpollenallergie entwickeln des Weiteren hiufig ein
orales Allergiesyndrom durch eine IgE-vermittelte Kreuzreaktion mit Hauptallergene aus Apfeln,

Soja, Birnen, Kirschen und Aprikosen (10).

1.2.2 Pathophysiologie einer Typ-1-Allergie (Soforttyp)

Die in dieser Arbeit untersuchte Birkenpollenallergie gehort zu den Typ-1-Sofortreaktionen. Bei
diesem Allergietyp reagiert das Immunsystem empfindlich auf harmlose Umweltantigene wie Pol-
len, Tierhaare, Hausstaub, Insektengifte oder Arzneimittel. Charakteristisch fiir diese Allergieform
ist die Produktion Allergen-spezifischer IgE-Antikérper wihrend der Sensibilisierung. Bei erneutem
Allergenkontakt kommt es nach wenigen Minuten zu einer allergischen Reaktion, welche zu Rhi-

nokonjunktivitis, Asthma bronchiale, Urtikaria, Erbrechen und/oder Diarrhoe fithren kann (11).
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In den letzten Jahrzehnten kam es in den Industriestaaten zu einer Zunahme der Prévalenz von
Typ-1-Allergien. Mittlerweile leiden 25 % der Bevolkerung in den meisten Industriestaaten an einer
solchen Allergie (5; 11).

Allergene gelangen iiber unterschiedliche Wege in unseren Organismus, z.B. iiber die Atemwege, den
Darm, Schleimhéaute, verletzte Haut, Insektenstiche oder als Medikament. Normalerweise fithrt dies
zur Bildung von regulatorischen T-Zellen und zu einer Toleranzinduktion. Bei Allergikern kommt
es bei Allegenkontakt jedoch zur Senisibilisierung (Abb. 1). Was genau eine Sensibilisierung gegen
ein bestimmtes Antigen auslost ist bisher noch unklar.

Die Préasentation des Allergens durch APCs fithrt zu einer disregulierten T p2-Polarisierung. Die
resultierende Produktion von T2 Zytokinen wie Interleukin (IL)-4, IL-5 und IL-13 fiihrt zu einem
Klassenwechsel zu e-Immunglobulinen und somit zur Entstehung IgE-produzierender B-Zellen. Das
IgE bindet an den hochaffinen FceRezeptor I (FceRI) auf Mastzellen und Basophilen, was zu einer
Sensitivierung dieser Effektorzellen fiihrt (5; 11).

Allergen
Atemwegslumen .

Drainierender Lymphknoten/ lokale Mukosa

Epithelzellen
Allergen-...

Allergenaufnahme
und Prozessierung durch
Dendritische Zellen

Y

Migration in Lymphknoten
Jaéged Notch

-4 Ligand

IL-13
Mastzelle PEve,

ry <« riy g
~( )¢ IgE Produktion \( *(

A

FceRI

Glatte Muskelzellen der Atemwege

/

Abbildung 1: Sensitivierungsphase einer allergischen Erkrankung in den Atemwegen. Uber die Atemwe-
ge aufgenommenes Allergen passiert das Lungenepithel und wird von gewebsstdndigen Dendritischen Zellen (DCs)
abgefangen, und prozessiert. Nach Migration in den drainierenden Lymphknoten prasentiert die DC Allergenpep-
tide, welche durch naive T-Zellen erkannt werden, die anschlieBend in Tg2-Zellen differenzieren und B-Zellen zur
Produktion von Allergen-spezifischem IgE stimulieren. Dieses wird vom hochaffinen Fce-Rezeptorl (FceRI) auf ge-
websstdndigen Mastzellen gebunden. Modifiziert nach (11).

Bei einem erneuten Allergenkontakt werden die Mastzellen durch die Kreuzvernetzung von IgE-
FceRI-Komplexen aktiviert, was zur Freisetzung vorgefertigter Mediatoren und zu einem Anstieg
der Zytokin- und Chemokinproduktion fithrt (Abb. 2). Die Sekretion von Entziindungsmediatoren
wie Histamin, Leukotrein B4 (LTBy) resultiert in Brochokonstriktion, Vasodilatation, erhohter

Gefapermeabilitat und erhéhter Mukusproduktion.
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Abbildung 2: Effektorphase einer allergischen Erkrankung. Erneuter Allergenkontakt fithrt zur Degranulie-
rung von sensibilisierten Mastzellen. Freigesetze Enziindungsmediatoren vermitteln die Rekrutierung und Aktivierung
von Immunzellen (Eosinophile, Neutrophile, Tz 2-Zellen), sowie einer erhohte Mukusproduktion, Vasodilatation und
Bronchokonstriktion. Modifiziert nach (11; 12)

Weiterhin werden in der spéten Phase der allergischen Reaktion durch die Produktion von Zytoki-
nen, Chemokinen und Wachstumsfaktoren wie Tumor-Nekrose Faktor (TNF)-c«, Interleukin(IL)-8
und Granulozyten-Monozyten-Kolonie-stimulierender Faktor (GM-CSF) andere Immunzellen (T-

Zellen, Eosinophile, Neutrophile) aus dem Blutstrom rekrutiert und aktiviert (11; 13).

1.2.3 Spezifische Immuntherapie

Die subkutane Spezifische Immuntherapie (SIT) zur Behandlung von Allergien wurde erstmalig
1911 von Noon und Freeman angewandt (14; 15). Sie ist bis dato die einzige urséchliche Behand-
lungsoption gegen allergische Erkrankungen, die die Immunantwort des Patienten moduliert und
eine langfristige periphere Toleranz gegen das Antigen induziert (16). Weiterhin wird durch eine SIT
das Risiko der Entwicklung von Asthma bei Rhinitis-Patienten und die Sensibilisierung gegen wei-
tere Antigene bei monosensitivierten Individuen reduziert (17; 18). Obwohl die Mechanismen noch
nicht vollstandig untersucht sind, ist bekannt dass eine SIT das Immunsystem vielschichtig modu-
liert: Die Therapie fiihrt zu einer Verringerung der Aktivierung und Degranulierung, sowie einer
Reduktion der Anzahl von Mastzellen und Basophilen im Gewebe. Des Weiteren werden Antigen-
spezifische regulatorische T- und B-Zellen induziert, was im weiteren Verlauf zu einer Modulation
der Antikoérperantwort von IgE weg in Richtung IgG4 fithrt (Abb. 3)(19).




EINLEITUNG 7
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reduzierte
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Abbildung 3: Mechanismus der Spezifischen Immuntherapie. Allergenkontakt unter Toleranzbedingungen
fithren zu einer Induktion von regulatorischen T- und B-Zellen welche iiber I1L-10 und TGF-f die T g2-vermittelte
allergische Inflammation inhibieren, sowie die Produktion von Allergen-spezifischen IgG induzieren. Modifiziert nach
(20)

Trotz noch hoher IgE-Titer fithrt die SIT bereits zu Beginn zu einer verringerten Degranulierung
von Mastzellen und Basophilen, was auf eine generelle Desensiblisierung dieser Zellen hinweist (21).
Es wurde auch gezeigt, dass IL-10 inhibierend auf die IgE-vermittelte Mastzellaktivierung, sowie
die Freisetzung von Entziindungsmediatoren wirkt (22).

Weiterhin wurde eine Verringerung der Basophilenaktivitdt und IgE-vermittelter Degranulierung
dem Riickgang der Allergiesymptomatik in Verbindung gebracht und wurde kiirzlich als méglicher
Biomarker fiir die Toleranzentwicklung durch eine SIT diskutiert (23; 24; 25). Nach einigen Mona-
ten nach Beginn der Therapie kommt es zudem zu einer Reduktion der gewebsstiandigen Mastzellen
und Eosinophilen, welche in einer verringerten Hautreaktivitat auf des Allergen resultiert (26).

Es wird vermutet, dass eine SIT das Verhiltnis der Allergen-spezifischen T-Zellen von einer CD4 ™
T-Helferzell (T f7)2-dominierten zu einer Tz 1-dominierten Immunantwort verschiebt, sowie die Bil-
dung von IL-10-produzierenden regulatorischen T- und B-Zellen induziert (13; 19; 26; 27; 28).

Anhand einer gut charakterisierten SIT-Studie, deren Proben auch in der vorliegenden Arbeit ver-
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wendet wurden, wurde gezeigt, dass im ersten Jahr einer SIT eine transiente Induktion von IL-10-
produzierenden Allergen-spezifischen regulatorischen T-Zellen (T 1) hervorgerufen wird (28; 29).
Die Produktion von IL-10 durch regulatorische T- und B-Zellen fiihrt zu einem Klassenwechsel
von IgE zu IgG4 (30; 31; 32), der Titer an Allergen-spezifischem IgG4 steigt hierbei um das 10
bis 100-fache (13; 19; 26; 33). Diese IgG4 koénnen die IgE-vermittelte Mastzellaktivierung und
die daraus resultierende Histaminausschiittung inhibieren; zum Einen iiber Antigenmaskierung
und zum Anderen durch Kreuzvernetzung des inhibitorischen IgG-Rezeptor FcyRIIb mit FceRI
(25; 34; 35; 36; 37; 38).

1.3 Immunglobuline

Zur effektiven Verteidigung gegen eine grofle Bandbreite von Pathogenen entwickelten sich die T-
und B-Lymphozyten des adaptiven Immunsystems, welche spezifisch auf eine Vielzahl von Antige-
nen reagieren. T-Zellen erkennen Antigene als Peptide iiber ihren TCR. B-Zellen erkennen das Anti-
gen iiber ihren BCR, welcher aus einem membrangebundenen Immunglobulin besteht. Des Weiteren
werden Immunglobuline der gleichen Spezifitdt von terminal differenzierten B-Zellen (Plasmazellen)
als Antikorper sekretiert. Jede B-Zelle produziert nur eine einzige Spezifitdt an Immunglobulinen.
Die Bindung der Antikérper an ihr spezifisches Antigen erfolgt {iber nicht-kovalente Wechselwir-

kungen, wie elektrostatische Anziehung, Wasserstoftbriickenbindungen und van-der-Waals-Kréfte

(1).

1.3.1 Struktur von Immunglobulinen

Das Immunglobulin(Ig)-Molekiil wird in eine variable (V-) Region und in eine konstante (C-) Re-
gion unterteilt. Die V-Region bildet die Antigen-bindende Einheit des Ig. Die Variabilitat in dieser
Region erlaubt den unterschiedlichen Antikérpern an verschiedene spezifische Antigene zu binden.
Im Gegensatz dazu besitzt die C-Region eine stark konservierte Struktur, welche fiir die Interakti-
on mit Effektormolekiilen, wie Rezeptoren auf Immunzellen, zustidndig ist. Aufgrund der C-Region
werden fiinf Klassen von Immunglobulinen unterschieden: IgM, IgD, IgG (1-4), IgA (1-2) und IgE.
Die allgemeine Struktur von Antikérpern wird hier beispielhaft am IgG erlautert.

IgG besteht, dhnlich wie die anderen Immunglobuline, aus vier Polypeptidketten, darunter je zwei
identische y schwere Ketten (HC, heavy chain, 50 kDa) und zwei k oder A leichte Ketten (LC, light
chain, 25kDa), welche durch Disulfidbriicken miteinander verbunden sind. Jede schwere Kette be-
steht aus einer N-Terminalen variablen Doméne (VH) und drei konstanten Doménen (CH;, CHa,
CHjs). Die leichten Ketten besitzen je eine variable (VL) und eine konstante Doméne (CL). Da beide
schweren bzw. leichten Ketten jeweils identisch sind, besitzt das Immunglobulin zwei variable Regio-
nen mit derselben Spezifitdt. Weiterhin wird das Immunglobulinmolekiil in das Antigen-bindende
Fab-Fragment (LC+VC,CH;) sowie in das Rezeptor-bindende Fc-Fragment (CHa, CH3) unterteilt
(Abb. 4)
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Abbildung 4: Strukur von Immunglobulinen. A: Beispielhafte Kristallstruktur eines IgG-Molekiils (39). B: Sche-
matische Darstellung der Doméanenstruktur eines IgG-Molekiils inklusive seiner Fc-N-Glykosylierung. C: konstante
Region (orange), V: variable Region (rot), L: leichte Kette, H: schwere Kette, blau: N-Glykosylierung in CHz-Doméne.
Modifiziert nach (1)

Die Sperzifitat eines Antikorpers ist abhéngig von der Aminosiure(AS)-Sequenz der Antigenbinde-
stelle in seiner variablen V-Region. Durch die somatische V(D)J-Rekombination im Knochenmark
wird die Sequenz der V-Region aus zwei (bei der leichten Kette) oder drei Gensegmenttypen (bei
der schweren Kette) zusammengesetzt. Diese Gensegmente existieren in multiplen Kopien, die je-
weils unterschiedliche Sequenzen aufweisen. Im Zuge der Verbindung der einzelnen Gensegmente
kommt es zu Addition und Subtraktion einzelner Nukleotide. Hinzu kommt eine Diversitdt die auf
die Kombination verschiedener leichter und schwerer Ketten zuriickzufithren ist. Nach Aktivierung
der B-Zelle wird die Sequenz auflerdem iiber die somatische Hypermutation auf DNA-Ebene mu-
tiert. Das daraus resultierende Repertoire, welches von Antikoérpern erkannt werden, wird auf 10!

Antigene geschatzt (1).

1.3.2 Immunglobulin G

Immunglobulin G (IgG) ist das haufigste Protein in humanem Serum, es macht 10-20 % des Plasma-
proteins aus. IgG wird in vier Subklassen eingeteilt, 1gG1, IgG2, IgG3 und IgG4. Obwohl sie eine
Ahnlichkeit der Aminosiuresequenz von 90 % aufweisen, unterscheiden die einzelnen Subklassen
sich stark in Bildung von Immunkomplexen, Komplementaktivierung, Aktivierung von Effektorzel-

len, Halbwertszeit und Plazentagéngigkeit und Bindung an Fcy-Rezeptoren (Tab. 1)(40).




EINLEITUNG

10

Tabelle 1: Eigenschaften humaner IgG-Subklassen nach (40)

IgG1 IgG2 IgG3 IgG4
Allgemein
Molekulargewicht (kDa) 146 146 170 146
Serumlevel (g/1) 6,98 3,8 0,51 0,56
Halbwertszeit (Tage) 21 21 7 21
Komplementaktivierung ++ + 44+ -
Rezeptorbindung
FeyRI A4+ - A 4+
FeyRIla +++ +/++ ++++ ++
FeyRIIb + - ++ +
FeyRIlc + - 4 4+
FeyRllla ++/+++ (+) ++++ (+)
FeyRIIIb +++ - bt _
FcRn +++ +++ ++/+++ +++

1.3.3 1gG Fc-Glykosylierung

Der Fc-Teil von IgG-Antikérpern weist an jeder der beiden schweren Ketten in der CHs-Doméne
am Asparagin 297 (Asn297) eine einzelne konservierte N-Glykosylierungsstelle auf. An dieser Stel-
le befindet sich eine verzweigte heptamere Glyko-Grundstruktur bestehend aus 3 Mannosen und
4 N-Acetylglucosaminen (GlcNAc). Diese Kernstruktur kann durch eine Fukose, ein ,bisecting*
GlcNAc, sowie durch terminale Galaktose und Sialinsdure modifiziert werden (Abb. 5)(41). Dies
resultiert in einer hohen Varabilitdt der Glykanstrukur. Dadurch kénnen iiber 30 verschiedene Gly-
kanstrukturen entstehen (42).

Abbildung 5 zeigt verschiedene beispielhafte Glykosylierungsmuster, die in humanem Serum IgG
zu finden sind. Diese werden im Folgenden als agalaktosyliert (GO0), galaktosyliert (G1/G2) bzw.
sialyliert (S1/S2) bezeichnet. Fiir die Glykoanalysen in der vorliegenden Arbeit wurde Endoglyko-
sidase S (EndoS) fir die enzymatische Abspaltung der Glykanstrukturen vom Antikorperprotein
verwendet. Dieses aus Streptococcus pyogenes stammende Enzym hydrosyliert selektiv den Chito-
biosekern von IgG-Fe-Glykanen (43). In der nachfolgenden Analyse werden Informationen tiber die
Héaufigkeit des ,bisecting* GlcNAcs sowie die terminale Galaktosylierung und Sialylierung gene-
riert. Unter Verwendung von EndoS geht jedoch die Information iiber den Grad der Fukosylierung
verloren (Abb. 5).
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Abbildung 5: Fc-Glykosylierung von IgG-Molekiilen. An der N-Glykosylierungsstelle Asparagin 297 (Asn297)
befindet sich ein Oligosaccharid mit einer heptameren Grundstruktur aus 3 Mannosen und 4 N-Acetylglucosaminen
(GIcNAc). Diese kann durch die Anheftung eines ,bisecting® GlcNAcs, eines Fukoserests sowie terminaler Galaktose
(G)- und Sialindurereste (S) modifiziert werden. Modifiziert nach (44).

Die Glykosylierung des IgG-Fc-Teils ist entscheidend fiir die Bindung des IgGs an Fcy-Rezeptoren.
Durch die verzweigte Struktur des Glykan faltet sich ein Arm der Glykans («1,6) entlang des
Aminoséureriickrads der CHs Doméne, wobei der andere Arm («l,3) in die hydrophobe Tasche
zwischen den CHy Doménen der beiden schweren Ketten hineinreicht und mit dem «1,3-Arm der
gegeniiberliegenden schweren Kette interagiert. Durch die Fiillung der hydrophoben Tasche zwi-
schen den schweren Ketten wird die interdoméne Flexibilitdt limitiert und somit eine ,offene®
Konformation erhalten, die essentiell fiir die Bindung an klassische Typ I FcyRs ist. Eine komplet-
te Deglykosylierung resultiert in einer verdnderten Konformation der beiden schweren Ketten, was
die FeyR-Bindung verhindert und die Effektorfunktion in wvivo verhindert (45; 41). Auch die Art
der Fc-Glykosylierung beeinflusst die Interaktion zwischen IgG und Rezeptoren. Terminale Sialy-
lierung resultiert in einer konformationellen Verdnderung der CHy-Doméne, so dass vorzugsweise
Typ IT (C-Typ-Lektin)- Rezeptoren wie DC-SIGN (SIGN-R1 in der Maus), gebunden werden. Die
Affinitat zu Typ I FcRs wird reduziert (42; 46; 47).

Das Gesamt-IgG-Glykanmuster von gesunden Individuen bleibt unter Gleichgewichtsbedingungen
relativ stabil (etwa 30 % sind GO, und 15-20 % sialyliert). Allerdings werden bei Auftreten von pro-
inflammatorischen Prozessen, wie einer Autoimmunerkrankung, drastische Verdnderungen im Gly-
kosylierungsmuster beobachtet. So wurde bei rheumatoider Arthritis eine Reduktion von galakto-
syliertem und sialyliertem IgG festgestellt (48; 49; 50). Ahnliche Ergebnisse ergab die Beobachtung
von Patienten mit Morbus Crohn, Systemischer Lupus Erythematodes, Vaskulitis, Spondylarthro-
pathie (51; 52; 53; 54). Verbessert sich das pro-inflammatorische Milieu bei Autoimmunerkrankten,
wie im Falle einer Schwangerschaft weiblicher Patienten oder bei Therapie mit Methotrexat oder
TNF-a-blockierenden Agenzien, so steigt der Prozentsatz an galaktosylierten IgG-Ak in Korrelati-
on mit der Verbesserung des Krankheitsbildes wieder an (55; 56; 57; 58).

Die Inzidenz, inflammatorische Erkrankungen wie rheumatoider Arthritis zu entwickeln, steigt mit

zunehmendem Alter. Auch das Glykosylierungsmuster weist Verdnderungen mit steigendem Al-




EINLEITUNG 12

ter auf. So wurde in verschiedenen Studien gezeigt, dass mit zunehmenden Alter der Anteil an
agalaktosyliertem IgG zunimmt (59; 60; 61). Dieser Anstieg erreicht jedoch nicht das Level an aga-
laktosyliertem IgG, welches bei Patienten mit inflammatorischen Erkrankungen zu finden ist, bei
denen der Anteil an GO mehr als 50 % betragen kann.

Die unterschiedlichen Glykosylierungsmuster von IgG wurden auch in Hinblick auf die therapeu-
tische Anwendung dieser Antikérper untersucht. So weisen afukosylierte Antikérper eine héhe-
re Affinitdt zu dem klassischen aktivierenden FcyRIIla auf und zeigen eine héhere Aktivitdt in
Antikorper-vermittelter Zytotoxizitat (ADCC, antibody-dependent cytotozicity)(62). Die Wirkung
von terminaler Galaktose ist bisher umstritten. Wéhrend galaktosylierte Antikérper in einigen
Modellen eine erhéhte inflammatorische Wirkung aufwiesen, zeigten sie in anderen Modellen eine
anti-inflammatorische Wirkungsweise (63; 64; 65; 66).

Klarer ist das Bild fiir terminal sialylierte Antikorper. Kaneko et al. (2006) konnten nachweisen,
dass die anti-inflammatorische Wirkung des intravenosen IgG (IVIg) abhéngig von der Anwesen-
heit terminaler Sialinsduren ist (42). IVIg, welches urspriinglich zur Substitutionsbehandlung bei
Immunglobulindefizienzen entwickelt wurde, wird aus dem Plasma tausender Spender aufgerei-
nigt. Mittlerweile wird IVIg ebenfalls zur Behandlung verschiedener inflammatorischer Autoim-
munerkrankungen wie Immunthrombozytopenie (ITP), Kawasaki-Syndrom, chronischer inflamma-
torischer demyelinisierender Polyneuropathie (CIDP), Bullosen Hautautoimmunerkrankungen etc.
verwendet (67).

In Mausexperimenten konnte bereits gezeigt werden, dass sialylierte murine antigenspezifische I[gG1-
Ak inflammatorische Immunantworten inhibieren kénnen, méglicherweise vermittelt iiber Glykan-
bindende Rezeptoren der C-Typ-Lektin-Familie wie SIGN-R1 oder DCIR (44; 68; 69; 70; 47;
71).

Uber den Mechanismus, wie genau verschieden glykosylierte Antikérper entstehen, ist noch nicht
viel bekannt. Allgemein ist das vorherrschende Milieu entscheidend fiir die Glykosylierung de no-
vo gebildeter IgGs. Erfolgt der Antigenkontakt in Kombination mit einem pro-inflammatorischen
Stimulus, so weisen die Antigen-spezifischen Plasmazellen eine geringe Expression der «2,6-Sialyl-
transferase aus, jenes Enzyms, das flir die terminale Sialylierung von IgG verantwortlich ist. Folg-
lich sind die produzierten Antigen-spezifischen IgGs gering sialyliert. Erfolgt der Kontakt mit dem
Antigen jedoch unter Toleranzbedingungen ohne pro-inflammatorischen Kostimulus, so weisen die
Antigen-spezifischen Plasmazellen eine erhéhte «2,6-Sialyltransferase-Expression auf, was zu einem
erhohtem Anteil an sialylierten antigenspezifischen IgGs fithrt (69).

Es wird vermutet, dass naive T-Zellen je nach inflammatorischem Milieu in Regulatorische T-Zellen
(Tyegs) oder inflammatorische T-Zellen, wie Ty1 oder Ty17 differenzieren und mit der Sekreti-
on anti- bzw. pro-inflammatorischer Zytokine die Expression der Transferasen in den Antigen-
spezifischen Plasmazellen beeinflussen (Abb. 6). Wie genau dieser Mechanismus aussieht, bleibt zu

erforschen.
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Abbildung 6: Vermuteter Mechanismus der Entstehung verschieden glykosylierter Antikorpern Er-
folgt die Antigenprisentation unter pro-inflammatorischen Bedingungen, so werden inflammatorische T-Zellen in-
duziert. Diese interagieren mit B-Zellen, welche zu Plasmazellen differenzieren, die eine geringe Expression von
«2,6-Sialyltransferase aufweisen. Die sekretierten Antikorper sind gering galaktosyliert und sialyliert. Erfolgt die
Antigenexpression hingegen unter Toleranzbedingungen so werden regulatorische T-Zellen (Tregs) induziert. Die
interagierenden B-Zellen differenzieren zu Plasmazellen, welche eine erhthte Expression von «2,6-Sialyltransferase
aufweisen. Die produzierten Antikérper besitzen einen hohen Anteil an Galaktose und Sialinsdure auf. Modifiziert
nach (44).

Bei der Anwendung einer SIT konnte man sich dieses Wissen zunutze machen. Ziel einer SIT ist
es durch ansteigende Allergendosierung unter nicht-inflammatorischen Bedingungen eine Toleranz
zu induzieren. Hierfiir werden in den unterschiedlichen SIT-Protokollen unterschiedliche Adjuvan-
tien benutzt. Studien an OVA-immunisierten Mausen haben gezeigt, dass verschiedene Aduvantien
unterschiedlich glykosylierte antigen-spezifische Antikérper induzieren kénnen (69; 70). Wahrend
eine Immunisierung des Antigens mit Alum, einem géngigen Bestandteil in SIT-Protokollen, eine
hohe Sialylierung der Antikérper induziert hat, hatte die Immunisierung in Verbindung mit Freud’s
Adjuvants, komplett (CFA, complete Freud’s Adjuvant) eine geringe Sialylierung zur Folge. Bisher
wurden im Zusammenhang mit IgG-Fc-Glykosylierung zwei SIT-Patienten beschrieben, welche drei
Jahre erfolgreich mit Birkenpollenextrakt plus Alumn therapiert wurden (Allergovit; Allergophar-
ma). Die untersuchten Allergen-spezifische IgG Antikorper dieser Patienten wiesen eine sialylierte
niedrig inflammatorische Glykosylierung dahnlich wie IVIg auf (69); die Verifizierung dieser vorlaufi-
gen Daten, die Analyse weiterer Patienten, die Untersuchung der Glykosylierung {iber die Therapie-

zeit und der tatséchliche Einfluss der IgG Glykosylierung steht noch aus.
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1.4 Zielstellung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden unbehandelte Birkenpollenallergiker und eine gut charakterisierte
Kohorte an Birkenpollenallergikern untersucht, welche {iber drei Jahre eine subkutane SIT mit ei-
nem Alumn-versetzten Birkenpollenextrakt erhalten haben (27; 28). Hier sollte untersucht werden,
in welchem Umfang die SIT die humorale Antwort gegeniiber des Allergens moduliert, insbesondere
sollten hier die Bet v 1-spezifischen IgE-, IgG-, sowie IgG-Subklassen-Titer untersucht werden.

Es sollte weiterhin analysiert werden, wie sich die Fe-Glykosylierung in Verlaufe der SIT im Ver-
gleich zu unbehandelten Allergikern entwickelt. Zu diesem Zweck sollte aus dem Serum bzw. Plasma
der Birkenpollenpatienten Bet v 1-spezifisches IgG aufgereinigt, das Glykan enzymatisch verdaut
und anschlieflend mittels Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC, high performance li-
quid chromatography) untersucht werden. Bei Immunisierungen spielen die verwendeten Adjuvatien
eine entschiedene Rolle bei Generierung von verschieden glykosylierten Antikérpern. Neben bereits
etablierten Adjuvantien wie Alumn werden in den letzten Jahren diverse andere Zusatzstoffe fiir
SIT-Protokolle erforscht (19; 72; 73).

Auch aus diesem Grund soll in dieser Arbeit die Frage beleuchtet werden, inwiefern die Glyko-
sylierung der bei einer SIT entstandenen Bet v 1-spezifischen IgG einen Einfluss auf die Aktivie-
rung von Effektorzellen aufweist. Zu diesem Zweck sollte die Glykosylierung des IgG aus dem
Serum von den hier untersuchten SIT-Patienten in wvitro enzymatisch modifiziert werden. Immun-
komplexe aus Bet v1 und den verschieden glykosylierten SIT-IgG sollten in einem Neutrophilen-
Aktivierungsassay analysiert werden. Die Untersuchungen sollten zeigen, wie wichtig die Induktion
eines hohen Sialylierungsgrades der gebildeten Allergen-spezifischen IgG-Ak ist. Es wird vermutet,
dass eine geringe Sialylierung einen negativen Einfluss auf die Toleranzinduktion der SIT nehmen

konnte.
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2 Material

2.1 Chemikalien

Substanz

Hersteller (Firmensitz)

10x PBS, steril
[3-Mercaptoethanol

Bet v 1, rekombinant
Bovines Serumalbumnin (BSA)
CNBr-activated Sepharose
BD Opteia (TMB Substrat)
Carbonat/Bicarbonat-Puffer
EDTA

D-Glucose

Dulbeco’s buffered saline (DPBS)
Endoglykosidase S (EndoS)
Ethanol

FCS, hitzeinaktiviert
[-Galaktosidase

Gelatine

Glycin

H2SO4

HCI, 25 %

HEPES

Histopaque 1119
Histopaque 1077
Isopropanol, 70 %
L-Glutamin

NaCl

NaHCO3

NaOH

Penicillin /Streptomycin
Percoll

PMA

Polyethylenglykol (PEG)
Protein G resin

RPMI 1640 Medium
Sialidase A

Trizma base (Tris)
Trypanblau-Losung, 0,4 %
Tween 20

Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Allergopharma (Reinbek, Deutschland)
GE Healthcare (Little Chalfont, UK)
GE Healthcare (Little Chalfont, UK)
BD Bioscience (San Diego , CA, USA)
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Merck Biosciences, (Darmstadt, Deutschland)

LifeTechnologies (Darmstadt, Deutschland)
Zur Verfiigung gestellt von Mattias Collin
Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
LifeTechnologies (Darmstadt, Deutschland)
Prozyme (Hayward, CA, USA)
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Merck (Darmstadt, Deutschland)

Merck (Darmstadt, Deutschland)

Merck (Darmstadt, Deutschland)
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

Otto Fischar (Saarbriicken, Deutschland)
LifeTechnologies (Darmstadt, Deutschland)
Merck (Darmstadt, Germany)

Merck (Darmstadt, Deutschland)

Merck (Darmstadt, Deutschland)
LifeTechnologies (Darmstadt, Deutschland)
GE Healthcare (Little Chalfont, UK)
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Merck (Darmstadt, Germany)

GE Healthcare (Little Chalfont, UK)
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Prozyme (Hayward, CA, USA)
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
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2.2 Puffer und Losungen

Losung Zusammensetzung
CNBr-Sepharose- 0,2M NaHCOg
Kopplungspuffer pH 8,3 1M NaCl

CNBr-Sepharose-
Waschpuffer sauer pH 4,0

0,1 M Na-Acetat
0,5M NaCl

CNBr-Sepharose-
Waschpuffer alkalisch pH 8,0

0,1 M Tris-HC1
0,5M NaCl

ELISA-Kopplungpuffer

50 mM Carbonat/Bicarbonat-Puffer

ELISA-Waschpuffer

10v/v% 10xPBS
0,05v/v% Tween-20

ELISA-Blockpuffer

10v/v% 10xPBS
3w/v% BSA

0,1 w/v% Gelatine
3mM EDTA

20 % EtOH in PBS
(Lagerpuffer fiir Saulen)

10v/v% 10xPBS
20v/v% Ethanol

10xPBS pH 7,2

1,38 M NaCl

26,8 mM KCI
101,4mM NasHPO4
17,6 mM KHoPOy4

RPMI-Komplettmedium

RPMI 1640 Medium

4 mM L-Glutamin

100 U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
10mM HEPES

50 uM (-Mercaptoethanol
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2.3 Antikorper

Antigen Wirt/Isotyp ~ Klon Kopplung Hersteller (Firmensitz)

human IgG murin IgG2a  HP-6017 - Bethyl Laboratories (Montgomery, USA)
human IgGl  murin IgG2b  HP-6001 - Bethyl Laboratories (Montgomery, USA)
human IgG2  murin IgG1 HP-6014 - Bethyl Laboratories (Montgomery, USA)
human IgG3  murin IgG1 HP-6050 - Bethyl Laboratories (Montgomery, USA)
human IgG4  murin IgG1 HP-6025 HRP Bethyl Laboratories (Montgomery, USA)
human IgE Ziege polyconal HRP Bethyl Laboratories (Montgomery, USA)
murin IgG1 Ziege polyconal HRP Bethyl Laboratories (Montgomery, USA)
murin IgG2a  Ziege polyconal HRP Bethyl Laboratories (Montgomery, USA)
murin IgG2b  Ziege polyconal HRP Bethyl Laboratories (Montgomery, USA)

2.4 Verbrauchsmaterialien

Produkt

Hersteller (Firmensitz)

Dialyseschlauch Cellulose
EDTA-Monovetten
FACS-Rohrchen 5 ml

Falcon 15, 50 ml (Poypropylen)

Mikrotiterplatten (hochbindend) 96 Well
Petrischalen 10 cm
Pipetten 5, 10, 25 ml

Pipettenspitzen 10, 100, 1000 ul

Pre-Seperation Filter

ReaktionsgefiBe 0,5/ 1,5/ 2ml

Serum-Monovetten

Transferpipetten, 3,5 ml
Zellkulturplatten (6, 12, 24, 96 Well)

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Sarstedt (Niimbrecht, Deutschland)

BD Bioscience (San Diego , CA, USA)
Sarstedt (Niimbrecht, Deutschland)
Corning Incorporate (Corning, NY, USA)

Greiner bio-one (Frickenhausen, Deutschland)

Greiner bio-one (Frickenhausen, Deutschland)
Sarstedt (Niimbrecht, Deutschland)

Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach, Deutschland)
Sarstedt (Niimbrecht, Deutschland)

Sarstedt (Niimbrecht, Deutschland)

Sarstedt (Niimbrecht, Deutschland)

Greiner bio-one (Frickenhausen, Deutschland)
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2.5 Geriate

Produkt

Hersteller (Firmensitz)

Analyse-Waage

Autoklav

AutoFlow NU-5510 CO2 Incubator
Benchtop analyzer LSRII

Einkanal Pipetten Discovery
Einkanal Pipetten Eppendorf Research
FLUOstar Omega

Heracell 1501 Co2 Incubator
Mehrkanal Pipetten
Mikrozentrifuge Ministar
NanoDrop-1000

Neubauer Zéhlkammer
Pipettierhilfe pipetus

NanoPure

Sterile Werkbank

Vakuumpumpe Vacusafe 158310
Vortex-Genie 2

Wipptisch WT12

Zentrifuge 5424R

Zentrifuge 5810R

Sartorius (Gottingen, Deutschland)

Webeco matchana group (Selmsdorf, Deutschland)
NuAir (Plymouth, MN, USA)

BD (Heidelberg, Deutschland)

HTL Lab Solution (Warschau, Polen)

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

BMG Labtech (Ortenberg, Deutschland)

Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA)
VWR (Radnor, PA, USA)

VWR (Radnor, PA, USA)

peglab Biotechnologie GmbH (Erlangen, Deutschland)
Karl Hecht (Sondheim, Deutschland)

Hirschmann Laborgerite (Eberstadt, Deutschland)
Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA)
NuAire (Plymouth, MN, USA)

Integra Bioscience (Zizers, Schweiz)

Scientific Industries (Bohemia, NY, USA)
Biometra (Gottingen, Deutschland)

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

2.6 Software

Programm

Hersteller

Omega

Photoshop Elements 4
Tllustrator CS5
GraphPad Prism 6

BMG Labtech (Ortenberg, Deutschland)
Adobe (Minchen, Deutschland)
Adobe (Minchen, Deutschland)
GraphPad Software (La Jolla, CA, USA)
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3 Methoden

3.1 Spezifische Immuntherapie

Die Planung und Durchfiihrung der spezifischen Immuntherapie (SIT) erfolgte durch die Klinik
fiir Dermatologie und Allergologie der Philipps-Universitdt Marburg (Abteilung Allergologie). Im
Zuge der durchgefithrten Studie zu den zelluliren Mechanismen der Toleranzinduktion wahrend
einer spezifischen Immuntherapie (27; 28) wurde freundlicherweise Plasma von Birkenpollenaller-
gikern fiir die Untersuchungen in dieser Arbeit bereitgestellt. Details zur Behandlung sind in der
Dissertation von Dr. Christian M6bs zu finden (29)

Des Weiteren wurden freundlicherweise Serumproben von unbehandelten Birkenpollenallergikern
von Prof. Uta Jappe aus der Abteilung Klinische und Molekulare Allergologie des Forschungzen-

trums Borstel bereitgestellt.

3.1.1 Patienten

Aus dem in (28) beschriebenen Kollektiv wurde das Plasma von 11 SIT-Patienten im Alter zwischen
21 und 61 Jahren (Durchschnitt: 41 Jahre) fiir die vorliegende Arbeit verwendet. Sieben Probanden
innerhalb dieser Gruppe waren weiblich. Bei allen Patienten wurde eine klinisch relevante Typ-
1-Allergie gegen Birkenpollen mit méBiger bis schwerer saisonaler Rhinokonjunktivitis und/oder
Asthma bronchiale diagnostiziert.

Vor Einschluss in die Studie wurde von jedem Patienten ein schriftliches Einverstdndnis zur Teilnah-
me an den wissenschaftlichen Untersuchungen eingeholt, welche von der Ethikkommission der Medi-

zinischen Fakultat der Philipps-Universitat Marburg genehmigt worden waren.

3.1.2 Studiendesign

Die Patienten wurden nach den internationalen Richtlinien und einem standardisiertem Dosierungs-
schema mit Birkenpollenallergen(BPA)-Extrakt behandelt. Das Praparat wurde den Patienten in
der Allergieambulanz der Klinik fiir Dermatologie und Allergologie der Philipps-Univeristdt Mar-
burg verabreicht. Der Therapiebeginn erfolgte auflerhalb der Birkenpollensaison mit einer Aufdosie-
rungsphase. Das Allergenpriaparat (ALK-depot SQ) wurde in ansteigenden Dosen wochentlich bis
zu einer Erhaltungsdosis vom 100.000 SQ (standartisierte Qualitéits)-Einheiten subkutan appliziert.
Die SIT wurde mit einer monatlichen Erhaltungsdosis iiber drei Jahre fortgesetzt.

Wiéhrend der dreijdhrigen Behandlung wurden regelméflig klinische Parameter sowie die klinischen
Beschwerden dokumentiert. Des Weiteren wurde zu definierten Zeitpunkten wahrend und auflerhalb

der Pollenflugsaison Blut fiir in vitro und ex vivo- Analysen entnommen.
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3.1.3 Klinische Evaluation

Die klinische Evaluation der SIT-Patienten erfolgte durch das medizinische und technische Personal

der Allergieambulanz der Klinik fiir Dermatologie und Allergologie der Universitdt Marburg.

Klinischer Symptomscore

Fir den klinischen Syptomscore wurde das subjektive Allergieempfinden der Patienen auf einer
numerischen Skala (1-7) beurteilt. Dabei entsprach der Schweregrad der allergischen Symptome
folgenden Werten: 1- ,iiberhaupt nicht krank*; 2-“Grenzfall allergischer Erkrankung*; 3-“nur leicht
krank“, 4-“méBig krank®, 5-“deutlich krank®; 6-“schwer krank“; 7-“extrem schwer krank“. Die Be-
wertung der Symptome durch die Patienten erfolgte zu Zeitpunkten der saisonalen Pollenexposition
vor (m-6) und wéhrend der SIT (m6, m18, m30).

Hautpricktest

Die Hautreaktivitiat der Patienten gegeniiber dem Allergen (Hautpricktest) wurde auBerhalb der
Birkenpollensaison direkt vor Beginn der SIT (m0) und im jahrlichen Abstand wéhrend der Be-
handlung wiederholt (m12, m24, m36). Eine BPA-haltige Losung wurde auf den volarseitigen Un-
terarm des Patienten getropft und mit einer Pricklanzette durch die Losung in die Epidermis
gestochen, ohne einen Blutaustritt zu verursachen. Nach 5 Minuten wurde die Losung abgetupft
und nach weiteren 15 Minuten die Hautreaktion beurteilt. Die Interpretation erfolgte mittels ei-
ner Positiv- (0,1% Histamin) und einer Negativkontrolle (0,9% NaCl). Die numerische Beurteilung
wurde anhand der Grofile der Rotung (Erythem) und Quaddelbildung (Urtikaria) durchgefiihrt
(Tab. 2).

Tabelle 2: Numerische Beurteilung des Hautpricktest. Beurteilung der R6tung und der Quaddelbildung relativ
zu den Kontrollen

0 negativ keine Quaddel, R6tung im Durchmesser nicht grofler als 3mm,
gleiche Reaktion wie bei der Negativkontrolle

0,5 fraglich positiv angedeutete Quaddel von 1-2mm, Rétung im Durchmesser 3-4mm

1 positiv Quaddel mindestens 3mm, Rétung im Durchmesser mindestens 5mm,
der Quaddeldurchmesser ist kleiner als bei der Histaminquaddel

2 positiv Quaddel mindestens 3mm, Rétung im Durchmesser mindestens 5mm,
der Quaddeldurchmesser entspricht der Histaminquaddel

3 positiv Quaddel mindestens 3mm, Rétung im Durchmesser mindestens 5mm,
der Quaddeldurchmesser ist grofier als bei der Histaminquaddel

4 positiv Quaddel mindestens 3mm, Rétung im Durchmesser mindestens 5mm,
der Quaddeldurchmesser ist grofier als bei der Histaminquaddel

und weist zusédtzlich Pseudopodien auf
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3.1.4 Plasmagewinnung

Die Entnahme von Vollblut erfolgte unter Zugabe von Citrat-Phosphat-Dextrose-Adenin (CPDA)
als Antikoagulatanz. Das CPDA-Blut der Patienten wurde bei 350xg fiir 10 min bei 4 °C zentrifu-

giert. Das Blutplasma wurde abgenommen und bei -20 °C gelagert.

3.2 Immunglobulinserologie mittels ELISA

Die Menge an Serum-Immunglobulinen im Verlauf der SIT wurde mit einem Sandwich-ELISA
bestimmt. Zunéchst wurde eine hochbindende Mikrotiterplatte mit 10 ug/ml Antigen in ELISA-
Kopplungspuffer bei 4 °C tiber Nacht beschichtet (2,5 LF/ml fiir Tetanustoxoid). Nach Herauswa-
schen iiberschiissigen Antigens wurden unspezifische Bindungsstellen fiir 1h bei Raumtemperatur
mit Blockpuffer geblockt. Daraufhin wurde das Serum 1:10 bis 1:100 in Blockpuffer verdiinnt und 1
Stunde bei Raumtemperatur in der Mikrotiterplatte inkubiert. Nach mehrmaligem Waschen wurden
die Platten-gebundenen Proben mit den in Tabelle 3 angegebenen Antikérpern 1h bei Raumtem-

peratur inkubiert.

Tabelle 3: Detektionsantikorper fiir Serologie. Kombinationen zum Nachweis verschiedener Immunglobulini-
sotypen und -subklassen (Klon, Isotyp des Primér-bzw. Detektionsantikorpers), HRP: horseradish perozidase

Primérantikorper Detektionsantikorper
Mausochuman IgG (HP-6017, mIgG2a) ZiegeaMaus-IgG2a-HRP
Mausochuman IgG1 (HP-6001, mIgG2b) ZiegeaMaus-IgG2b-HRP
Mausochuman IgG2 (HP-6014, mIgG1) ZiegeaMaus-IgG1-HRP
Mausochuman IgG3 (HP-6050, mIgG1) ZiegeaMaus-IgG1-HRP

- Mausachuman IgG4-HRP (HP-6025)
- Ziegeochuman Igk-HRP

Im Anschluss an weitere Waschvorgénge wurden je 100 ul der TMB-Substratlosung (Reagenz A und
B zu gleichen Teilen) pro Well hinzugegeben. Nach Zugabe von 50 ul Stopplosung (0,5 M H2SOy4)
wurde die Absorption der Proben im Fluostar Omega bei 450 nm gemessen (Referenzwellenlénge:
570 nm).
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3.3 Glykananalyse von Betv1 spezifischen IgG
3.3.1 Aufreinigung von IgG iiber Protein G Sepharose

Protein G, ein Protein aus der Zellwand von Streptokokken, weist eine selektive Affinitéat fiir [gG auf,
wodurch es fiir dessen affinitdtschromatigraphisch Aufreinigung genutzt werden kann. Plasma bzw.
Serum von Birkenpollenpatienten wurde iiber Protein G gekoppelte Sepharose (GE Healthcare) ge-
leitet. AnschlieBend wurden unspezifisch gebundene Serumbestandteile mit PBS herausgewaschen.
Die saure Elution des IgG erfolgte mittels 0,1 M Glycin pH 2,8. Zur sofortigen Neutralisation wur-
den die Fraktionen in 1M Tris-HCl pH9 aufgefangen (10 Teile 0,1 M Glycin, 1 Teil 1 M Tris).
Die Konzentration des IgG wurde mittels Nanodrop bestimmt. Anschliefend wurde gegen PBS

umgepuffert.

3.3.2 Kopplung von Antigen an Sepharosematrix

Zur affinitdtschromatographischen Aufreinigung Bet v 1-spezifischer IgG wurde CNBr-aktivierte Se-
pharose mit Bet v 1 gekoppelt. Fiir ein Bettvolumen von 1 ml gekoppelter Sepharose wurde 0,33 g
CNBr-aktivierte Sepharose in 1mM HCI resuspendiert und in eine Chromatographiesiule transfe-
riert. Die Sepharose wurde mit 60 ml 1 mM HCI gewaschen und anschlieBend mit 2-4mg Betv1
in Kopplungspuffer 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Nicht gebundenes Antigen wurde mit 5ml
Kopplungspuffer herausgewaschen. Uberschiissige reaktive Gruppen wurden mit Blockpuffer 2h
bei Raumtemperatur abgeséttigt. Im Anschluss wurde die Sepharose alternierend mit saurem und
leicht alkalischem Puffer gewaschen. Die fertigen Sdulen wurden in 20 % Ethanol in PBS bei 4°C
gelagert.

3.3.3 Aufreinigung Bet v 1-spezifischer 1gG-Ak

Die Aufreinigung Antigen-spezifischer IgG erfolgte analog zur Aufreinigung von Gesamt-Serum-IgG.

Zur Verbesserung der Reinheit der Antigen-spezifischen IgGs wurde das Eluat der Aufreingung wie-
derholt Gber die Antigen-spezifische Sdule aufgereinigt.

Zur Validierung der Antigen-spezifischen Aufreinigung wurde ein Bet v 1- und Tetanustoxoid-spezifischer
ELISA durchgefiihrt. Mittels Tetanustoxoid wurde die Verunreinigung mit unspezifischen IgG kon-
trolliert. Laut einer Untersuchung des Robert-Koch-Instituts sind 96 % der Erwachsenen in Deutsch-
land mindestens einmal gegen Tetanus geimpft worden (74). Im Serum bzw. Plasma aller verwende-

ten Patienten konnten spezifische IgG gegen Tetanustoxoid nachgewiesen werden.

3.3.4 Enzymatische Deglycosylierung des IgG-Fc N-Glykane

Nachdem die Antikérper zum zweiten Mal gebunden hatten, wurde die Sdule zunéchst mit 1xPBS
und anschlieend mit 0,2xPBS gewaschen. Die an die Sdulenmatrix gebundenen Antikérper wurden
mit 10 pg/ml Endoglycosidase S (Endo S) eine Stunde bei 37 °C behandelt. Dieses von Steptococcus
pyrogenes sekretierte Enzym hydrolysiert spezifisch die 3-1,4-di-N-Acethylchitobiose Struktur des
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Asparagin-gekoppelten Glykans von IgG-Antikérpern (43). Nach der Inkubation wurde die Glykan-
EndoS-Lésung aus der Sdule aufgefangen und bei -20 °C bis zur Analyse gelagert. Der an der Séule
verbliebene Antikérper wurde analog zur Protein G Sepharose eluiert.

Alternativ wurde 100 pg aufgereinigtes IgG mit 2,5 ug EndoS ebefalls 1 h bei 37 °C verdaut.

3.3.5 Enzymatische Modifikation von IgG

Zur Generierung verschiedenen glykosylierter Varianten eines Antikérpers konnte dieser in vitro im
Anteil der Sialinsdure und Galaktose verdndert werden.

Die Desialylierung erfolgte mit der Sialidase A von Prozyme. Pro Milligramm Antikérper wurden
10mU Sialidase hinzugegeben. Der Puffer wurde aus dem mitgelieferten 5x Reaction Buffer B her-
gestellt. Die Inkubation erfolgte 48 h bei 37 °C.

Die Degalaktosylierung erfolgte mit der p-Galaktosidase von Prozyme. Pro Milligramm Antikorper
wurden 20 mU Enzym hinzugegeben. Da die Galaktosidase nur terminale Galaktose schneidet, wur-
den zusétzlich 10mU Sialidase hinzugefiigt. Der Puffer wurde aus dem mitgelieferten 5xReaction
Buffer B hergestellt. Die Inkubation erfolgte 48 h bei 37°C.

3.3.6 Glykan-Analyse

Die Analyse der IgG-Fc-Glykosylierung erfolge mittels Hochdruck-Flussigchromatographie (HPLC,
high pressure liquid chromatography). Die Analysen an der HPLC wurden freundlicherweise von
dem naturwissenschaftlichen Doktoranden Yannik Bartsch aus unserer Arbeitsgruppe in Liibeck
durchgefiihrt und ausgewertet.

Fir die HPLC-Analyse wurden die Glykane aus Abschnitt 3.3.4 mittels Graphitsdulen von Pro-
teinen und Verunreinigungen getrennt. Anschliefend wurden die Glykane mit 2-Aminobezamid

markiert und an der HPLC gemessen (75).

3.4 Neutrophile Granulozyten
3.4.1 Aufreinigung von Neutrophilen Granulozyten aus humanem Vollblut

Die Isolation von Leukozyten aus hepariniertem Vollblut erfolgte mittels Dichtegradientenzentri-
fungation. Fiir die Aufreinigung von 25 ml Vollblut wurden 12,5 ml Histopaque 1119 vorgelegt und
mit 12,5 ml Histopaque 1077 vorsichtig tiberschichtet. Anschlielend wurde das Blut auf den Gra-
dienten geschichtet. Der Dichtegradient wurde 35 min bei 220xg und Raumtemperatur zentrifu-

giert.
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Abbildung 7: Dichtegrandienten zur Aufreinigung von Leukozyten. Schematische Darstellung des Histo-
paquegradienten (A) und des Percollgradienten (B) nach Zentrifugation. PBMC, Peripheral mononuclear blood cells;
PMN, Polymorph nuclear cells

Die Granulozyten, auch polymorph-nukledre Zellen (PMN, polymorph nuclear neutrophils), wur-
den aus der Interphase zwischen Histopaque 1077 und Histopaque 1119 entnommen (Abb. 7A).Die
PMN-Suspension wurde mit PBS auf 50 ml aufgefillt, bei 330xg 10 min abzentrifugiert und der
Uberstand verworfen.

Das Zellpellet wurde in 2 ml RPMI-Komplettmedium aufgenommen und auf einen diskontinuierli-
chen Percoll-Gradienten geschichtet. Fiir den Gradienten wurden Percolllosungen in den Konzen-
trationen 85 %, 80 %, 75 %, 70 % und 65 % mit Medium angesetzt und in absteigender Konzen-
tration tibereinander geschichtet (85-70% je 2ml, 65% 3ml). Das Percoll wurde zuvor 10:1 mit
10x PBS angesetzt, um eine isotonische Losung zu erhalten. Der Gradient wurde 25 min bei 800xg
zentrifugiert, wodurch sich die Granulozyten in den Interphasen zwischen den verschiedenen Per-
collschichten sammeln (Abb. 7B). Die Granulozyenringe zwischen 85 % und 75 % Percoll wurden
entnommen und in 50ml PBS gewaschen (330xg, 10min). Die Zellen wurden im Assaymedium
resuspendiert. Die Konzentration einer Zellsuspension wurde mittels einer Trypanblaufirbung be-
stimmt. Dazu wurden 10 pul Zellsuspension mit 60 pl Medium und 30 ul Trypanblaulésung versetzt,
was einer Verdiinnung von 1:10 entspricht. Mittels Neubauerzédhlkammer wurde anschlieend die
Zellzahl bestimmt.

3.4.2 Praperation von immobilisierten Immunkomplexen

Plattengebundene Immunkomplexe wurden unter der Verwendung von Allergiker-IgG und dem Bir-
kenpollenallergen Bet v 1 gebildet. Die Bindung von 10 pg/ml Bet v 1 in Beschichtungspuffer an 96-
Well Lumitrac 600 Platten (ROS-Detektion) oder Fluotrac 600 (NET-Detektion) erfolgte eine Stun-
de bei 37°C. Uberschiissiges Antigen wurde durch Waschen mit ELISA-Waschpuffer entfernt. An-
schlieBend wurden mit ELISA-Blockpuffer fiir eine Stunde bei 37 °C unspezifische Bindestellen abge-
sattigt. Wenn nicht anders angegeben, erfolgte dann die Inkubation mit 1 mg/ml Allergiker-IgG fiir

18 Stunden bei 37°C. Zum Schluss wurden die Platten zweimal gewaschen.
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3.4.3 Detektion von Reaktiven Sauerstoffspezies

Neutrophile Granulozyten produzieren nach einer Aktivierung, z.B. mit PMA, intra- und extrazellu-
lare reaktive Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS). Intrazelluldre ROS kénnen auerdem
in den Extrazelluldrraum diffundieren. Derzeit sind verschiedene Methoden zur in vitro Detektion
sowohl intra- als auch extrazellulirer ROS verfiigbar. Intrazellulire ROS koénnen mittels Dihy-
drorhodaminl23 detektiert werden. Im Gegensatz dazu konnen extrazellulire ROS mithilfe von
Cytochrom C oder Lucigenin nachgewiesen werden. In der vorliegenden Arbeit wurde die Quantifi-
zierung mit Luminol gewéhlt, mit der sowohl intra- als auch extrazellulire ROS detektiert werden,
welche durch die Myeloperoxidase produziert werden (76).

Neutrophile Granulozyten wurden auf eine Konzentration von 2-10% Zellen/ml in Chemilumineszenz-
Medium eingestellt. Die Zellen wurden mit 0,6 mM Luminol versetz und in die Immunkomplex-
beschichteten Platten transferiert. Die Chemilumineszenz wurde mittels des Fluostar Omega {iber

1h jede Minute bei 37°C gemessen.

3.5 Statistische Analysen

Wenn nicht anders gekennzeichnet wurden die Daten als Mittelwert + Standardfehler des Mittel-
werts (SEM, standard error of mean) dargestellt. Der Vergleich der longitudinalen Daten erfolgte
in Relation zum Beginn der Therapie (m0) mittels des zweiseitigen Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-
Tests (Signifikanzniveau «=0,05). Die Analyse der Daten der ROS-Produktion in Neutrophilen
erfolgt tiber die Fliche unter der Kurve (AUC, area under the curve) unter Verwendung des Stu-
dent’s t-Test (Signifikanzniveau «=0,05). Die statistische Analyse der Daten erfolgte mit Hilfe von
GraphPad Prism.
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4 Ergebnisse

In dieser Arbeit sollten Serumproben aus einer gut charakterisierten Birkenpollen-SIT-Kohorte so-
wie unbehandelte Birkenpollenallergiker untersucht werden. Es sollte zunéchst eine klinische und
serologische Charakterisierung der Proben vorgenommen werden. Anschlieflend sollte aus dem Se-
rum sowohl Gesamt- als auch Bet v 1-spezifisches IgG aufgereinigt werden. Mittels HPLC sollten
diese IgG hinsichtlich ihrer Fc-Glykosylierung analysiert werden. In einem in vitro humanen Neu-
trophilenassay sollte anschlieend untersucht werden, welchen Einfluss die IgG Fe-Glykosylierung

auf die Aktivierung von Neutrophilen ausiibt.

4.1 Wirkung der spezifischen Immuntherapie (SIT) auf Birkenpollenallergiker

Die untersuchten Patienten wurden hinsichtlich klinischer und serologischer Parameter untersucht.
Die Gruppe der behandelten Patienten umfasste 11 Birkenpollenallergiker, welche, u.a. im Rahmen
einer Studie an der Universitatsklinik fir Dermatologie und Allergologie Marburg (27; 28), eine
dreijéhrige SIT erhalten haben. Die Patienten erhielten das Alumn-haltige ALK-Depot SQ (ALK-
abello). Vergleichend dazu wurden Serumproben von 15 unbehandelten Birkenpollenallergikern
entweder innerhalb oder auierhalb der Pollensaison analysiert. Diese Proben wurden von Prof. Dr.
Uta Jappe aus der Abteilung Klinische und Molekulare Allergologie des Forschungzentrums Borstel
bereitgestellt.

4.1.1 Klinische Parameter

Die klinische Evaluation der SIT-Patienten, welche einen standardisierten Fragebogen sowie Anti-
kérpernachweise und einen Hautpricktest umfassten, erfolgte durch das medizinische und technische
Personal der Allergieambulanz der Klinik fiir Dermatologie und Allergologie der Universitdt Mar-
burg. Die klinische Charakteristik der analysierten Patienten sind Tabelle 4 zu entnehmen.Die
Studie umfasste 11 Patienten im Alter von 21 bis 61 Jahren. Die Patienten wiesen nicht nur einen
deutlichen Titer an Gesamt-IgE auf, sie zeigten auch IgE spezifisch gegen Birkenpollenallergenex-
trakt (BPA) sowie gegen Betv 1, dem Hauptallergen der Birke.

Tabelle 4: Klinische Charakteristika der SIT-Patienten vor Beginn der Spezifischen Immuntherapie.
Messung der IgE-Titer mittels ImmunoCap. Daten als Mittelwert dargestellt.

n=11 Spannweite
Geschlecht (m/w) 4/7
Alter 41 21-61
Gesamt-IgE (kUA /1) vor Beginn der Therapie 140,9 14,9-600,0
Birkenpollen-spezifisches IgE (kUA/1) vor Beginn der Therapie 8,6 0,49-41,3

Bet v 1-spezifisches IgE (kUA /1) vor Beginn der Therapie 9,2 0,48-42.9
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Zur klinischen Evaluation wurden der klinische Symptomscore sowie das Ergebnis des Hautprick-
tests herangezogen. Alle analysierten Patienten wiesen vor Beginn der Therapie einen deutlichen
Symptomscore und eine deutliche Reaktion auf Allergenapplikation im Hautpricktest auf (Abb. 8).
Bereits wahrend der ersten sechs Monate nach Beginn der Behandlung verbesserte sich das subjek-
tive Allgemeinbefinden der Patienten (Score) signifikant, im Schnitt von 5 (,,deutlich krank*) zu 3
(,nur leicht krank®) (Abb. 8A). Des Weiteren konnte 12 Monate nach Beginn der SIT eine signifikant
verringerte Reaktivitat im Hautpricktest festgestellt werden (Abb. 8B).
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Abbildung 8: Eine spezifische Immuntherapie resultierte in verringerter Reaktivitdt der Allergiker
auf Birkenpollen. A: Klinischer Symptomscore innerhalb der Birkenpollenflugsaison. Mittels standardisiertem Fra-
gebogen erfolgte eine subjektive Beurteilung des Schweregrads der Erkrankung der Patienten iiber den Verlauf der
SIT. Dabei entsprach der Schweregrad der allergischen Symptome folgenden Werten: 1- ,iiberhaupt nicht krank*;
2-“Grenzfall allergischer Erkrankung®; 3-“nur leicht krank, 4-“méaBig krank“, 5-“deutlich krank*; 6-“schwer krank*;
7-“extrem schwer krank® Die Analysen wurden jeweils vor der SIT (m-6) und im Verlauf der SIT (m6, m18, m30)
jahrlich innerhalb der Pollenflugsaison durchgefiihrt. B: Hautpricktest auflerhalb der Pollenflugsaison. Die Reakti-
vitdt auf Birkenpollenextrakt wurde vor Beginn (m0) und im Verlauf der SIT (m12, m24, m36) jahrlich aulerhalb
der Pollensaison untersucht. Dargestellt sind individuelle Datenpunkte, sowie der Mittelwert &= SEM. *: p<0,05, **:
p<0,01.

Zum Vergleich wurde ebenfalls die Analyse einer Gruppe unbehandelter Birkenpollenallergiker her-
angezogen. Wie Tabelle 5 zu entnehmen ist, wiesen auch diese Patienten einen IgE-Titer gegen BPA
und Bet v 1 auf. Einzelne Patienten, bei denen kein spezifisches IgE nachweisbar war, wiesen eine
positive Reaktion im Pricktest auf. Unbehandelte Patienten, die innerhalb der Birkenpollenflugsai-
son untersucht wurden, wiesen im Vergleich zu den Patienten auflerhalb der Saison durchschnittlich
einen leicht erhohten spezifischen IgE-Titer (BPA und Betv 1) auf (Tab. 5).
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Tabelle 5: Klinische Charakteristika unbehandelter Patienten auflerhalb und innerhalb der Saison.
Patienten, welche negativ auf Birkenpollen-/Bet v 1-spezifisches IgE getestet wurden, wiesen einen positiven Haut-
pricktest auf. Messung der IgE-Titer mittels ImmunoCap. Daten als Mittelwert (Spannweite) dargestellt.

auflerhalb der Saison innerhalb der Saison
n="7 n==y8
Geschlecht (m/w) 3/4
Alter 41,3 (17-63) 44,9 (30-56)
Gesamt-IgE (kU/I) 190,0 (41,4-539) 140,6 (23-269)
Birkenpollen-spezifisches IgE (kU/1) 15,1 (1,82-40,9) 30,4 (0-100)
Bet v 1-spezifisches IgE (kU/I) 15,2 (2,12-42,9) 33,4 (0-100)

4.1.2 Veranderung der Bet v 1-spezifischen Antikorpertiter im Verlauf der SIT

Das Plasma (SIT-Patienten) bzw. Serum (unbehandelte Patienten) der in Abschnitt 4.1.1 beschrie-
benen Patienten wurde im Folgenden hinsichtlich der Antikorpertiter zu Beginn und im Verlauf
der SIT untersucht. Die Titer der unbehandelten Patienten wurde hier erneut vergleichend unter-
sucht. Der Einfluss der SIT auf Allergen-spezifische Antikérpertiter im Plasma bzw. Serum wurde
mittels ELISA analysiert. Neben der Bestimmung der relativen Titer von Bet v 1-spezifischen IgE-
Antikérpern wurde weiterhin der relative Titer von Bet v 1-spezifischen IgG-Antikérpern, sowie die
Titer der IgG-Subklassen untersucht.
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Abbildung 9: Relativer Titer von Bet v 1-spezifischen IgE-Antikorpern. Vergleich von unbehandelten Bir-
kenpollenallergikern auflerhalb oder innerhalb der Pollenflugsaison mit Patienten unter 36-monatiger Immuntherapie.
Alle Patienten zeigen allergen-spezifische IgE-Titer. SIT fiihrt zu einer tendenziellen, jedoch nicht signifikanten Ab-
nahme der Bet v 1-spezifischen IgE-Titer. Dargestellt sind individuelle Datenpunkte (n=8-11), sowie der Mittelwert.
Graue Bereiche kennzeichnen die Pollenflugsaison. Reprasentative Darstellung fiir eine aus drei Messungen.
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Laut Jarolim et al., (1989) weisen durchschnittlich 94 % der Birkenpollenallergiker IgE-Antikorper
gegen das Hauptallergen der Birke, Bet v 1, auf (7). Auch bei den in dieser Arbeit untersuchten
Patienten konnte nicht bei allen IgE-Antikérper gegen Betv1 nachgewiesen werden. Uber den
Verlauf der Behandlung konnte keine signifikante Verdnderung des Bet v 1-spezifischen Serum-Igk-
Titers im Vergleich zum Beginn der Behandlung (m0) festgestellt werden. Es zeigt sich jedoch
die Tendenz, dass der saisonale Abstieg an Bet v 1-spezifischem IgE im Verlauf der SIT geddmpft
wird. Unbehandelte Allergiker wiesen innerhalb der Pollensaison einen tendenziell erhohten Bet v 1-
spezifischen IgE-Titer im Vergleich zu Allergikern auf, die eine SIT bekommen haben; insbesondere
in Jahr 2 und 3 der Behandlung (Abb. 9).

Es ist bekannt, dass Allergen-spezifisches IgG, insbesondere IgG4 eine wichtige Rolle bei der To-
leranzinduktion durch eine SIT spielt. Daher wurde des Weiteren der Bet v 1-spezifische IgG-Titer
der Patienten ermittelt. Bei unbehandelten Birkenpollenallergikern konnte zum gréfiten Teil nur
ein niedriger Titer an Bet v 1-spezifischen IgG Antikérper nachgewiesen werden, sowohl auflerhalb
als auch innerhalb der Saison (Abb. 10).
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Abbildung 10: Relativer Titer von Bet v 1-spezifischen IgG-Antikorpern. Vergleich von unbehandelten
Birkenpollenallergikern auflerhalb oder innerhalb der Pollenflugsaison mit Patienten unter 36-monatiger Immunthe-
rapie. SIT fiihrt zu signifikantem Anstieg des Bet v 1-spezifischen IgG-Titers in den ersten 6 Monaten nach Beginn
der Therapie. Der erhéhte IgG-Titer bleibt konstant iiber den SIT-Verlauf. Dargestellt sind individuelle Datenpunkte
(n=8-11), sowie der Mittelwert. *: p<0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001. Graue Bereiche kennzeichnen Pollenflugsaison.
Repréasentative Darstellung von einer aus drei unabhéngigen Messungen.

Bereits in den ersten sechs Monaten nach Beginn der SIT zeigten die behandelten Patienten einen
signifikanten Anstieg des Bet v 1-spezifischen IgG-Titers. Dieser blieb iiber den gesamten Verlauf
der SIT signifikant erhoht (Abb. 10).

IgG-Antikorper werden anhand struktureller und funktioneller Eigenschaften in vier Subklassen un-
terteilt. Haufig wird in der Literatur lediglich der Titer von IgG4 im Verlaufe einer SIT analysiert.
Die Analyse aller IgG-Subklassen gibt hier ein genaueren Einblick, welche Art von IgG-Antikérper
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produziert werden. Der Titer an IgG1 stieg in den ersten 12 Monaten signifikant an. Im wei-
teren Verlauf wurde der Titer an IgG1 leicht reduziert, ohne auf das Anfangsniveau abzufallen
(Abb. 11A). Fiir den blockierenden Antikoérper IgG4 konnte ein signifikanter kontinuierlicher An-
stieg des Titers iiber den gesamten Verlauf der SIT nachgewiesen werden (Abb. 11D). Der Verlauf
von IgG2 glich dem des Gesamt-IgGs (Abb. 11B). Fiir IgG3 konnte kein erhéhter Titer festgestellt
werden (Abb. 11C).

IgG1 1gG2
AA * *% *% * *% ** * B,._ * *%* *% *% * ** **%
) o 1.0
n n 3
g S 0.8/ B :
] (e . e
o & 0.61 : . .
k=) k=
- ~ 0.4
: i : . [ [
L : g 02 . . c
3 0.0 3 0.0l $—¢ + s+ + + -
;& & S £ O Q2 > S O & o S © O W& B D W0
R MERRNRIR RR & L CEITSTEFSL
27 9 & P
<& &
3 ‘.é'\
unbehandelt Monate nach Beginn der SIT unbehandelt Monate nach Beginn der SIT
C IgG3 IgG4
— D,._ *% *% *% *% *% **
2 2
s 0.8 3 0.8
S S
- 0.6 S 0.6
g g
= 0.4 = 0.4
> > 3
° 0.2 ° 0.2 .
[17] [11] .
. L. '
3 0.0+ + T T T T T T T 3 0.0 T T
S © £ O @ o O 0 o S O O & o D P
I CEHTFTSTEES e TS &S
" o9 o7 o
wé\(& ,@‘&
unbehandelt Monate nach Beginn der SIT unbehandelt Monate nach Beginn der SIT

Abbildung 11: Relativer Titer von Bet v 1-spezifischen IgG-Subklassen. Untersuchung des relativen Titers
von IgG1l (A), IgG2 (B), IgG3 (C), IgG4 (D). Vergleich von unbehandelten Birkenpollenallergikern auferhalb oder
innerhalb der Pollenflugsaison mit Patienten unter 36-monatiger Immuntherapie. SIT fithrte zu signifikantem Anstieg
in Bet v 1-spezifischen IgG1, IgG2 und IgG4. Dargestellt sind individuelle Datenpunkte (n=8-11), sowie der Mittel-
wert. *: p<0,05, **: p<0,01. Graue Bereiche kennzeichnen Pollenflugsaison. Reprisentative Darstellung von einer aus
drei unabhéngigen Messungen.

4.2 Aufreinung von Bet v 1-spezifischem IgG

Die Wirkung eines Antikorpers wird nicht nur durch seine Subklasse, sondern auch durch seine
Fc-Glykosylierung bestimmt. Fiir die Analyse des Glykosylierungsmusters von Bet v 1-spezifischem
IgG war es essentiell, und eine der grofien Herausforderung dieser Arbeit eine ausreichende Menge
an spezifischem IgG aufzureinigen. Zunéchst wurde iiber Protein-G-Sepharose das Gesamt-IgG
aufgereinigt. Anschliefend wurde durch zweimaliges Auftragen auf Bet v 1-gekoppelte Sepharose
spezifische Antikérper aufgereinigt. Beim konventionellen Protokolle wird dieses IgG eluiert, dessen

Glykan enzymatisch abgespalten und analysiert. Aufgrund des begrenzten Probenvolumens und
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der relativ geringen Menge an spezifischem IgG fiihrte dieses Vorgehen zu einer unzureichenden
Ausbeute an Glykanen von spezifischem IgG. Daher wurde im Rahmen dieser Arbeit eine alternative
Aufreinigungsmethode entwickelt, bei dem im letzten Aufreinigungsschritt an der Sdule gebundenes
spezifisches IgG direkt mit EndoS inkubiert wurde. Die dabei freiwerdenden Glykane konnten
anschlieBend mittels HPLC analysiert werden (Abb. 12).

Protein-G-Sepharose Bet v 1 gekoppelte Sepharose Bety 1
etv1-

Sepharose
Serum/Plasma Gesamt-lgG aBetv 1-IgG

! | | /
T

¢

Gesamt-IgG aBet v 1-IgG Fc-Glykan
aBetv 1-gG %. .:::Q‘O‘

Abbildung 12: Aufreinigungsprinzip zur Isolation von aBet v 1-IgG-Ak. Schematische Darstellung des
verwendeten Aufreinigungsprotokolls. Nach der Aufreinigung von Gesamt-IgG aus Patienten-Serum wurden iiber
Bet v 1-gekoppelte Sepharose in zwei Schritten Bet v 1-spezifische IgG-Ak isoliert. Nach erfolgter Bindung an die
Bet v 1-Sepharose im zweiten Schritt wurden gebundene aBet v 1-IgG-Ak mit Endoglykosidase S (EndoS) inkubiert
und das freiwerdende Fc-Glykan eluiert. Anschlielend erfolgte die Elution von aBet v 1-IgG-Ak fiir die Kontrolle der
Aufreinigung.

Die an der Sdule verbliebenen aBet v 1-IgG wurden eluiert und im ELISA auf ihre Reinheit unter-
sucht. Da alle Patienten einen deutlichen Titer an Tetanustoxoid (Tet)-spezifischen IgG aufwiesen,
konnte dies als Marker fiir eine nicht-Bet v 1-spezifische Verunreinigung in der Elution verwendet
werden (Abb. 13). Durch den ersten Schritt der Aufreinigung iiber die Protein G Sepharose ging
nur ein geringer Teil der aBet v 1-IgG-Menge verloren. Jedoch kommt es durch zwei weitere Aufrei-
nigungen iiber Bet v 1-gekoppelte Sepharose zu einen gewissen Verlust an aBet v 1-IgG (Abb. 13A).
Trotz dieser Verluste war die verbliebene Menge noch ausreichend fiir die nachfolgende Glyko-
Analyse mittels HPLC.
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Abbildung 13: Kontrolle der aBet v 1-IgG-Aufreinigung anhand von aTetanustoxoid (Tet)-IgG als
unspezifisches IgG. Untersuchung von oBet v 1- (A) und «Tet-IgG (B) zur Uberpriifung einzelner Aufreinigungs-
schritte. Verdiinnungsfaktoren geben Verdiinnung der Eluate an. Andere Proben wurden entsprechend ihres Volumens
angepasst. Reprasentativ fiir zwei Messungen.

Die Kontrolle mit Tetanustoxoid zeigte, dass im Gesamt-IgG (,,Protein-G-Sepharose Eluat“) noch
die gleiche Menge oTet-IgG vorhanden ist wie im Ausgangsserum. Bei den Eluaten der Bet v 1-
gekoppelten Sepharose wurde deutlich, dass hier kein «Tet-IgG mehr detektiert wurde. Das aTet-
IgG befindet sich im Durchlauf der ersten Bet v 1-spezifischen Aufreinigung (Abb. 13B). Somit
konnte fiir die folgende Glykan-Analyse von einer hohen Reinheit des aBet v 1-IgG ausgegangen

werden.

4.3 Glykoanalyse der Bet v 1-spezifischen IgG

Nachdem die Reinheit des aufgereinigten aBet v 1-IgG kontrolliert wurde, erfolgte die Analyse
des Fc-Glykanprofils mittels HPLC. Der Anteil an pro-inflammatorischem agalaktosyliertem IgG
(GO) betrugt in gepooltem Gesamt-IgG gesunder Spender (intravenoses IgG, IVIg) ca. 25 %. Bei
unbehandelten Patienten, sowohl innerhalb als auch auflerhalb der Saison war der GO-Anteil bei
aBet v 1-IgG vergleichbar zu IVIg. Trotz leichter Schwankungen im Bereich von 25 bis 40 % gab
es iiber den Verlauf der SIT keine signifikante Anderung des GO-Gehalts der oBetv 1-IgG (Abb.
14). Im Gesamten lag der GO-Gehalt der untersuchten Patientenproben unterhalb des GO-Gehalts,

welcher bei Autoantikorpern von Patienten mit rheumatischer Arthritis zu finden ist (49).
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Abbildung 14: Anteil an agalaktosyliertem (G0) axBet v 1-IgG bleibt unverédndert im Verlauf der SIT.
Vergleich von unbehandelten Birkenpollenallergikern auflerhalb oder innerhalb der Pollenflugsaison mit Patienten
unter 36-monatiger Immuntherapie, sowie gepooltes Gesamt-IgG von gesunden (IVIg). Mittels EndoS geschnittenes
Glykan wurde iiber HPLC analysiert. Dargestellt ist der Mittelwert+SEM von n=>5-11. Blau gestrichelte Linie zeigt
durchschnittlichen GO-Gehalt von Autoantikérpern bei Patienten mit Rheumatoider Arthritis (49). Repréasentativ fiir
zwei Messungen.

Der Gehalt an terminaler Sialinsdure ist ausschlaggebend fiir die niedrig inflammatorische Wirkung
von IgG (42). Der geringe Menge an aBet v 1-IgG, welches in unbehandelten Patienten vorhanden
ist, weist bereits einen Sialinsiduregehalt von 12 bis 15 % auf, vergleichbar mit dem Sialinsdurege-
halt von Gesamt-IgG in IVIg. Die durch die SIT induzierten aBetv 1-IgG zeigen ebenfalls einen
Sialinsduregehalt dhnlich wie IVIg (Abb. 15).
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Abbildung 15: Anteil an sialylierten oBetv1-IgG im Verlauf der SIT vergleichbar mit anti-
inflammatorischem IVIg. Vergleich von unbehandelten Birkenpollenallergikern aulerhalb oder innerhalb der Pol-
lenflugsaison mit Patienten unter 36-monatiger Immuntherapie, sowie gepooltes IgG von gesunden (IVIg). Mittels
EndoS geschnittenes Glykan wurde iiber HPLC analysiert. Dargestellt ist der Mittelwert+SEM von n=5-11. Magenta-
farbende gestrichelte Linie zeigt durchschnittlichen Sialinsdure-Gehalt von Autoantikérpern bei Patienten mit Rheu-
matoider Arthritis (49; 50). Représentativ fiir zwei Messungen.
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Der Gehalt an Galaktose und Sialinsdure in Gesamt-IgG wies eine deutliche individuelle Variation
auf (Abb. 20, [Anhang]). Trotz individueller Schwankungen wiesen jedoch alle Patienten einen
hoéheren Sialinsduregehalt im IgG auf, als dies bei Autoantikérpern bei Patienen mit rheumatischer
Arthritis der Fall ist (49; 50).

Sowohl unbehandelte Patienten als auch die hier analysierten SIT Patienten, welche eine Alumn-
haltige Therapie erhalten haben wiesen keine Verdnderung im Sialinsduregehalt der aBet v 1-IgG
iiber die Zeit auf. Das nachfolgende Experiment zeigt jedoch, wie wichtig es ist, dass es das Ziel eines
SIT-Protokolls sein sollte, einen hohen Anteil an sialylierten de novo produzierten aBet v 1-IgG zu

induzieren.

4.4 Glykosylierung der SIT-IgG beeinflussen die ROS-Produktion in humanen
neutrophilen Granulozyten

Derzeit werden viele neue SIT-Protokolle mit dem Ziel der stédrkeren Induktion von Allergen-
spezifischen IgG-Ak entwickelt. Das folgende Experiment sollte untersuchen, inwiefern die Fec-
Glykosylierung der bei einer SIT induzierten IgG-Ak einen Einfluss auf das inflammatorische Po-
tential der Antikorper nimmt. Zu diesem Zweck wurden die Fc-Glykosylierung des Gesamt-IgG
von Patienten, welche Bet v 1-spezifische IgG-Ak enthalten, in wvitro modifiziert. Eine vorherige
Antigen-spezifische Aufreinigung war aufgrund des geringen Titers an aBet v 1-IgG nicht moglich.
Die verschiedenen Glykovarianten wurden in einem humanen Neutrophilen- Aktivierungsassay ana-
lysiert. Zur Untersuchung der Aktivitdt von verschieden sialylierten aBet v 1-IgG wurde per Zufall
mehrere Patientenproben ausgewéhlt. Die aufgereinigten Glykane des Gesamt-IgG dieser Patien-
ten wiesen einen Sialinsiduregehalt von ca. 15 % auf. Durch die in vitro enzymatische Desialylierung
wurde der Anteil an Glykanen, welche Sialinsédure enthielten, auf 1-5 % reduziert (Abb. 16). Der
Galaktosegehalt der Proben betrug ca. 80 % und wurde durch die enzymatische Behandlung nicht
verdndert (Abb. 22 [Anhang]).
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Um sicherzustellen, dass eventuelle funktionelle Unterschiede nicht auf unterschiedliche Affinitaten
der verschieden sialylierten IgG zuriickzufithren waren, wurde ein Affinitéts-ELISA durchgefiihrt.
Wie in Abb. 17 ersichtlich, hatte die enzymatische Desialylierung keinen Einfluss auf die Affinét
der getesteten Antikorper. Die entsprechenden Paare nativer und desialylierter Patienten-IgG zei-
gen eine vergleichbare Kapazitit, Bet v1 zu binden. Unterschiede zwischen den einzelnen Patien-

tenproben waren auf individuelle und Zeitpunkt-bezogene Differenzen im Titer von Bet v 1-IgG

zuriickzufiihren.
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Abbildung 17: Desialyierung hat keinen Einfluss auf die Affinitat der Patienten-IgG zu Betv 1. Zur
Detektion Bet v 1-spezifischer IgG wurde immobilisiertes Bet v 1 mit der angegebenen Menge an Gesamt-IgG inku-
biert. Korrespondierende native (magenta) und desialylierte Proben (gelb) zeigen vergleichbare Affinitat zum Allergen
(n=2).

Obwohl iiber neutrophile Granulozyten im Kontext von allergischen Erkrankungen noch nicht viel
bekannt ist, wurde in den letzten Jahren mit zahlreichen Indizien nachgewiesen, dass Neutro-
phile eine wesentliche Rolle in der Pathophysiologie und der Entwicklung von allergischen Er-
krankungen spielen. Daher wurden die verschieden sialylierten Patienten-IgG hinsichtlich ihrer
Kapazitdt untersucht, die Ausschiittung von reaktiven Sauerstoffspezies (reactive oxygen species,
ROS) bei neutrophilen Granulozyten zu induzieren. Zu diesem Zweck wurden normale huma-
ne neutrophile Granulozyten von gesunden Spendern mit immobilisierten Immunkomplexen aus
Bet v1 und nativem bzw. desialyliertem «Bet v 1-IgG von drei verschiedenen Patientenproben in-
kubiert.

Sowohl die Inkubation der Neutrophilen mit Bet v 1 allein (Abb. 18, schwarz) als auch mit Immun-
komplexen aus Bet v 1 und nativem Patienten IgG (magenta, 15 % Sialinsédure) resultierten in einer
minimalen Induktion der ROS-Freisetzung. Durch die enzymatische Behandlung der Patienten-IgG
mit Sialidase konnte der Sialinsduregehalt der entsprechenden desialylierten Proben auf 1-5% re-
duziert werden. Immunkomplexe aus Bet vl und dem so modifizierten Patienten-IgG zeigen ein
hohes Potential, Neutrophile zur ROS-Freisetzung zu stimulieren. Die Freisetzung erfolgt je nach
Patientenprobe nach bis zu 10 Minuten und erreicht zwischen 20 und 40 Minuten ihr Maximum
(Abb. 18).
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Abbildung 18: In wvitro-Desialylierung von Patienten-IgG fiihrt zu einer erhéhten Aktivierung von
humanen neutrophilen Granulozyten. Humane neutrophile Granulozyten von gesunden Spendern wurden mit
immobilisierten Immunkomplexen aus Bet v 1 und nativem bzw. desialyliertem Patienten-IgG inkubiert. A,C E: Mit-
tels Luminol-verstarkter Chemilumineszenz wurde die relative Menge an produzierten Reaktiven Sauerstoffspezies
(ROS) tiber 1,5h bei 37°C analysiert. B,D,F: Quantifizierung der ROS-Bildung durch die Berechnung der Fliche
unter der Kurve (AUC, area under the curve). P21scU18: Patient 21 der subkutanen SIT, Monat 18 nach Thera-
piebeginn, andere Proben analog. Représentative Darstellung von je einem Experiment (n=2) aus wenigstens zwei
Experimenten pro Probe.
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Zusammenfassend wurde gezeigt, dass der Titer an «Bet v 1-IgG, besonders IgG1 und IgG4, im Ver-
lauf der SIT ansteigt. Diese Allergen-spezifischen Antikérper weisen eine niedrig-inflammatorische
Glykosylierung auf, welche vergleichbar mit gepooltem Spender-IgG (IVIg) ist. Wurde jedoch die
Glykosylierung des Patienten-IgG in wvitro desialyliert, so konnte in einem Assay zur Neutrophi-
lenaktivierung ein hoheres inflammatorische Potential dieser modifizierten Antikorper festgestellt
werden. Dies zeigt, wie wichtig die Induktion von niedrig-inflammatorischen Allergen-spezifischer
IgG-Ak wihrend einer SIT ist. Dies sollte in der Entwicklung neuer SIT-Protokolle beachtet wer-
den, da es sonst zu einer inflammatorischen Wirkung der induzierten Allergen-spezifischen IgG-Ak

fihren kann.




DISKUSSION 38

5 Diskussion

Die Spezifische Immuntherapie (SIT) ist derzeit die einzige immunmodulatorische Behandlungs-
option bei allergischen Reaktionen gegen Aeroallergene wie Pollen. Durch diese Behandlung werden
Allergen-spezifische IgG-Antikorper (Ak) induziert. Bisher ist noch nicht bekannt, wie sich die SIT
auf die Fc-Glykosylierung und das damit verbundene inflammatorische Potential dieser Antikérper

auswirkt.

Die vorliegende Arbeit beschreibt die Allergen-spezifische IgG-Antwort in unbehandelte Birkenpol-
lernallergikern innerhalb und auflerhalb der Saison sowie in Patienten, welche iiber 3 Jahre eine
SIT bekommen haben. Die Allergen-spezifische IgG-Antwort wird weiterhin auf ihre Subklassen
untersucht. Als Kernpunkt der vorliegenden Arbeit wurden Bet v 1-spezifische IgG-Ak der unter-
suchten Patienten isoliert und ihre Fe-Glykosylierung analysiert. Weiterhin wird der Einfluss der Fe-

Glykosylierung auf das inflammatorische Potential der IgG Antikérper untersucht.

Im Gegensatz zu Allegenkarenz und symptomatischer Behandlung ist eine SIT derzeit die einzige
Moglichkeit, den allergischen Krankheitsverlauf zu modulieren (77; 78; 79; 80). Insbesondere ent-
wickeln therapierte Allergiker seltener neue Sensibilisierungen gegen andere Allergene (81; 82) und
weisen eine geringere Wahrscheinlichkeit auf, Asthma zu entwickeln (17; 18; 83; 84). Daher ist es not-
wendig, den Wirkmechanismus bereits gut etablierter, erfolgreicher Therapieanséitze zu verstehen.
Eine konventionelle subkutane SIT (SCIT) erfordert durch monatliche Injektionen tiber drei bis funf
Jahre eine hohe Komplianz der Patienten. Auch wird nur bei ca. 73 % der behandelten Patienten
eine Besserung der Allergiesymptomatik beobachtet (81). Aus diesem Grund wurden in den letz-
ten Jahren vermehrt neue Therapien zur spezifischen Behandlung von Allergien entwickelt, welche
sich unterschiedliche Allergenformen sowie verschiedene Anjuvantien zunutze machen. Ziel dieser
neuen Therapie ist es, erhohte Titer an Allergen-spezifischen IgG-Ak zu induzieren(19; 72; 73). In
diesem Zusammenhang ist unklar, welche IgG-Subklassenverteilung und welche Fe-Glykosylierung

den besten Effekt bei der Toleranzinduktion aufweist.

5.1 IgE und IgG Subklasse Antikorperantworten in unbehandelten und
SIT-behandelten Patienten

Die Seren und Plasmen der in der Studie eingeschlossenen Patienten wurden hinsichtlich der Titer
von Bet v 1-spezifischem IgE und IgG untersucht. Laut einer Studie an Bienenallergikern wurde
festgestellt, dass eine geringe Menge an Allergen, wie sie bei einzelnen oder seltenen Expositionen
vorkommt, zur Produktion von IgE fiihrt. Hohe Allergenmengen oder haufige Expositionen, wie sie
im Falle einer SIT oder wéihrend natiirlicher Toleranzentwicklung vorkommen, resultieren in der
Produktion von spezifischem IgG (85).

Die Auswirkung einer SIT auf den Titer des spezifischen Serum-IgE wird in der Literatur kon-
trovers diskutiert. In einigen Studien wird beschrieben, dass durch eine SIT nach einem zunéchst
initialen Anstieg des spezifischen IgE-Titer ein kontinuierlicher Riickgang, besonders in der Saison,
zu verzeichnen ist (78; 86; 87). Im Gegensatz dazu wurde in anderen Studien entweder kein oder

nur eine sehr geringe Verdnderung des spezifischen IgE-Titers beobachtet (88; 89).
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Zwar ist belegt, dass IgE-Antikorper eine Schliisselrolle in der Pathophysiologie allergischer Re-
aktionen des Typl einnehmen, doch auch bei den hier untersuchten Patienten konnte iiber den
Verlauf der dreijahrigen SIT keine signifikante Verdnderung im Bet v 1-spezifischen IgE Titer fest-
gestellt werden, obwohl die SIT sowohl zu einer Verbesserung des klinischen Scores als auch zu
einer verringerten Hautreaktivitdt im Pricktest gefiithrt hat. Tendenziell war eine Schwéchung des
saisonalen Anstiegs des IgE-Titers durch die SIT zu verzeichnen.

Anders als bei dem IgE konnte in der vorliegenden Studie ein kontinuierlicher Anstieg an Bet v 1-
spezifischem IgG beobachtet werden. Es konnte gezeigt werden, dass es im Verlauf der SIT zu
einer transienten Induktion von Bet v 1-spezifischem IgG1 im ersten Jahr kommt. Ab Monat 12
der Behandlung féllt der Titer wieder ab. Auch unbehandelte Patienten zeigen einen leichten An-
stieg an Bet v 1-spezifischem IgG1 innerhalb der Pollenflugsaison. Der Anstieg wihrend der ersten
Saison nach Beginn der Behandlung kénnte auf eine Reaktivierung von vorhandenen Gedécht-
niszellen zuriickzufiithren sein. Weiterhin kommt es zu einer kontinuierlichen Erhéhung des Titers
an Bet v 1-spezifischem IgG2 und vor allem Betv 1-spezifischem IgG4. Besonders IgG4 wird als
ein Toleranzantikorper angesehen, der unter dem Einfluss von IL-4 und IL-10 entsteht und den
Bet v 1-spezifischem IgG1-Ak entgegenwirken. Diese Ergebnisse entsprechen Beobachtungen frithe-
rer Studien (19; 27; 28; 30; 78; 90).

Es wird diskutiert, dass die produzierte Allergen-spezifischen IgG die IgE-vermittelte allergische
Reaktion durch Antigenmaskierung und Kreuzvernetzung von inhibitorischem FcyRIIB inhibieren
(34; 35; 91; 92). In unserem Labor konnte im Mausmodell gezeigt werden, dass murines IgG1, wel-
ches strukturell dem humanen IgG4 entspricht, eine IgE-vermittelte systemische Anaphylaxie in
Abhéangigkeit von FcyRIIB inhibiert (93). Kiirzlich wurde weiterhin gezeigt, dass die Bindung von
IgE, IgG1 und IgG4 an verschiedene Epitope von Bet v 1 unterschiedlich ist (33). Dies lasst vermu-
ten, dass Allergen-spezifische IgG, die wiahrend einer SIT entstehen, neben der Antigenmaskierung

noch andere Mechanismen zur Toleranzinduktion nutzen.

5.2 Einfluss der SIT auf die Glykosylierung der Antigenspezifischen IgG

Die immunmodulatorische Wirkung von Antikérpern wird nicht nur iiber das Fab-Fragment, wie bei
der Antigenmaskierung, vermittelt. Der Fc-Teil des Antikérpers vermittelt {iber die Bindung an Re-
zeptoren die Regulierung der Aktivitat von Immunzellen. Es ist bekannt, dass die Fc-Glykosylierung
von IgG-Antikérpern dabei einen entscheidenden Einfluss auf das pro- bzw. anti-inflammatorisches
Potential hat (42; 44; 94). Im Mausmodell wurde gezeigt, dass sialylierte murine IgG1-Ak Im-
munantworten inhibieren kénnen (44; 69; 70; 68), moglicherweise vermittelt durch inhibitorische
Signale iiber Glykan-bindende Rezeptoren der C-Typ-Lektin-Familie wie SIGN-R1 oder DCIR
(44; 47; 71). Weiterhin wurde gezeigt, dass agalaktosylierte murine IgG1-Ak ihrerseits Immun-
reaktionen auslosen (93). Beziiglich humaner IgG-Subklassen ist der Rolle der Fe-Glykosylierung

noch unklar.
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Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Fe-Glykosylierung von Bet v 1-spezifischem IgG untersucht wer-
den, welches im Laufe einer dreijahrigen SIT produziert wurde. Frithere Daten zeigten, dass die
Bet v 1-spezifischen IgG-Ak von 2 Patienten, welche im Anschluss einer erfolgreich abgeschlossene
SIT analysiert wurden, eine niedrig inflammatorische Glykosylierung vergleichbar mit IVIg und
gesunden Kontrollen aufwies (69). In der vorliegenden Studie wurde analysiert, welches Glykosy-
lierungsmuster Bet v 1-spezifischen IgG bei unbehandelten Patienten innerhalb und auflerhalb der
Saison ausweisen, sowie seine Entwicklung im Laufe einer SIT und im Vergleich zum Behandlungs-
beginn.

Unbehandelte Birkenpollenpatienten zeigen einen niedrigen Serumtiter an Bet v 1-spezifischen IgG.
Die Analyse der Glykanstruktur zeigte, dass bereits diese geringe Menge an Allergen-spezifischem
IgG einen Sialinsduregehalt von 10-15 % ausweist, welches vergleichbar mit anti-inflammatorischem
IVIg(42; 94) ist und deutlich den Sialinsduregehalt iibersteigt, der bei Autoantikérpern von Pati-
enten mit rheumatoider Arthritis zu finden ist (49; 50). Die wéhrend der SIT de novo gebildeten
Bet v 1-spezifischen IgG zeigen ebenfalls einen hohen Anteil an Sialinséure.

Zur Verstarkung einer Immunantwort sowie zur Generierung einer Depotwirkung wird in den ak-
tuell gédngigen subkutanen SIT-Protokollen, wie auch bei den untersuchten Patienten, Alum als
Adjuvant verwendet. Um die Effizienz von Immuntherapien zu erh6hen und einen héheren Titer an
Allergen-spezifischem IgG zu erhalten, werden derzeit verschiedene neue Adjuvantien wie z.B. das
LPS-Derivat MPLA in SIT-Protokollen etabliert (19; 72; 73). Bei der Entwicklung neuer Therapien
wird immer mehr versucht, die Immunantwort sowie die Produktion von Allergen-spezifischem IgG
zu verstirken. Hierbei besteht die Gefahr, dass bei hohen Antigendosen auch aktivierende FcyRs
angeregt werden (92). Eine zu hohe Induktion von IgG birgt hier das Potential, anaphylaktische
Reaktionen auszulésen (35; 91; 92; 95; 96). In diesem Zusammenhang scheint die Glykosylierung
der produzierten IgGs entscheidend. Eine erfolgreiche SIT sollte einen hohen Anteil an sialylierten
Allergen-spezifischen IgG-Ak induzieren. In unserem Labor konnte gezeigt werden, dass sialylierte
murines IgG1 und 2b eine IgG-vermittelte Anaphylaxie inhibieren konnen (93). Ob es einen funk-
tionellen Unterschied zwischen verschieden glykosylierten human IgG1l, 2 und 4 gibt muss noch
untersucht werden.

Es ist bekannt, dass das inflammatorische Milieu bei Antigenprisentation iiber die Glykosylie-
rung der antigenspezifischen Antikorper entscheidet. So konnte in Ovalbumin (OVA)-immunisierten
Méusen gezeigt werden, dass verschiedene Adjuvantien die Fe-Glykosylierung beeinflussen (69; 70).
Die Injektion von OVA in Verbindung mit stark inflammatorischem eCFA (enhanced Complete
Freund’s Adjuvant) fihrte zu einem sehr niedrigen Anteil an sialylierten Antigen-spezifischen An-
tikdrpern, wohingegen die Injektion von OVA mit Alum, wie es in etablierten SIT-Protokollen
verwendet wird, eine hohe Sialylierung der Antikérper zur Folge hatte, vergleichbar mit der Gly-
kosylierung unter Gleichgewichtsbedingungen. Diese Beobachtungen wurden durch die korrespon-
dierende Expression der Sialyltransferasen in antigenspezifischen Plasmazellen gestiitzt(69; 70).
Vorlaufige Daten weisen darauf hin, dass auch die Verwendung von MPLA, wie es in neueren SIT-
Protokollen verwendet wird, im Mausmodell zu einem hohen Anteil an sialylierten antigenspezifi-
schen IgGs fithren (Abb. 23, Anhang). Es wird daher davon ausgegangen, dass auch bei einer SIT die
Glykosylierung der produzierten Allergen-spezifischen IgG, abhédngig vom verwendeten Adjuvant,

Einfluss auf das Potential das inflammatorische Potential der Antikérper hat.
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5.3 Einfluss der Sialylierung auf die Aktivitdt von Effektorzellen

Wiéhrend einer SIT produzierte Bet v 1-spezifische IgG-Ak weisen einen hohen Anteil an sialylier-
ten Antikérpern auf. Zur Untersuchung des Einflusses der Sialylierung der Allergen-spezifischen
IgG-Ak wurden verschieden sialylierte Bet v 1-spezifisches Patienten-IgG in einem Assay zur Neu-
trophilenaktivierung untersucht.

Obwohl iiber neutrophile Granulozyten im Kontext von allergischen Erkrankungen noch nicht viel
bekannt ist, wurde in den letzten Jahren mit zahlreichen Indizien gezeigt, dass Neutrophile eine
wesentliche Rolle in der Pathophysiologie und der Entwicklung von allergischen Erkrankungen spie-
len. Neutrophile nehmen eine Kernrolle in der Effektorphase von allergischen Hautentziindungen ein
(97; 98). Weiterhin ist bei Pollenallergiern, besonders bei Asthmapatienten nach Polleninhalation,
eine deutliche Infiltration von Neutrophilen zu beobachten, welche zur allergischen Sensitivierung
und allergischen Entziindung beitragen (99; 100; 101). Im Mausmodell wurde gezeigt, dass die
Rekrutierung von Neutrophilen in die Atemwege abhéngig von TLR4 und CXCR2 ist (101; 102).
Auch konnte nachgewiesen werden, dass Mediatoren, die von den hauptverantwortlichen Zellen
von Allergien, den Mastzellen, ausgeschiittet werden, Effektorfunktionen in murinen Neutrophi-
len fordern (103). Wurden Allergiker mit einer SIT behandelt, so konnte gezeigt werden, dass die
CD11b-Expression sowie die LPS-induzierte NF«kB-Aktivierung von Neutrophilen durch die The-
rapie reduziert wurde (104; 105).

In diesem Zusammenhang stellte sich die Frage, ob die wiahrend einer SIT produzierten Bet v 1-
spezifischen IgG-Ak abhéngig von ihrer Glykosylierung Einfluss auf die Aktivierung von neutrophi-
len Granulozyten nehmen. Zu diesem Zweck wurde Bet v 1-spezifische IgG-Ak von SIT-Patienten in
vitro enzymatisch desialyliert und im Vergleich zu ihrem korrespondierenden nativen IgG mit einer
hohen Sialylierung auf ihr Potential zur Neutrophilenaktivierung hin untersucht. Es wurde gezeigt,
dass native, hoch sialylierte Bet v 1-IgG-Ak ebenso wie Bet v 1 allein kaum zur Ausschiittung von
reaktiven Sauerstoffspezies (ROS, reactive oxygen species) von Neutrophilen fiihren, wohingegen
die in vitro-desialyierten Varianten derselben Antikorper eine massiven Aktivierung der Zellen und
ROS-Freisetzung zur Folge hatte.

Dieses Potential niedrig sialylierter IgGs, Neutrophile zu aktivieren, kénnte im Zusammenhang mit
IgG-vermittelten Anaphylaxien eine entscheidende Rolle spielen. Es ist bekannt, dass Neutrophi-
le den alternativen, IgG-vermittelten Weg einer systemischen Anaphylaxie in Méusen vermitteln
(106; 107). Zwar konnte im Menschen noch keine IgG-vermittelte Anaphylaxie direkt festgestellt
werden, jedoch deuten verschiedene klinische Indizien, wie z.B. Anaphylaxien ohne messbare Akti-
vierung von Mastzellen oder Basophilen, auf deren Existenz hin (92).

Im Mausmodell wurde gezeigt, dass besonders sialyliertes murines IgG1, welches strukturell und
funktionell dem humanen IgG4 entspricht, eine IgG2b-vermittelte Anaphylaxie inhibieren kann
(93). Anhand der vorliegenden murinen Ergebnisse ist es denkbar, dass sialylierte Bet v 1-IgG4-Ak
eine humane IgGl-vermittelte Anaphylaxie inhibieren kénnten. Bei der Entwicklung neuer SIT-
Therapien gegen Allergien sollte daher auf einen hohen Anteil an Sialylierung bei den induzierten
Allergen-spezifischen IgG-Ak geachtet werden. Sollte durch die Wahl eines pro-inflammatorischen
Adjuvants die Produktion von niedrig sialylierten Allergen-spezifischen IgG-Ak induziert werden,
so konnten diese statt einer Toleranzinduktion eine IgG-vermittelte Anaphylaxie iiber eine Neutro-

philenaktivierung auslésen (Abb. 19).
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Abbildung 19: Hypothetisches Modell der Wirkung sialylierter Allergen-spezifischer IgG, die wiahrend
einer SIT produziert werden. Findet die Antigenprésentation wie im Falle einer konventionellen SIT unter Tole-
ranzbedingungen statt, so wird ein hoher Anteil an sialylierten Allergen-spezifischen IgGs induziert. Es wird vermutet,
dass sialylierte IgG4-Ak das inflammatorische Potential von IgG1-Ak inhibieren, sodass es zu keiner Aktivierung von
Neutrophilen kommt. Unter proinflammatorischen Bedingungen entstehen niedrig sialylierte IgG-Ak, wodurch IgG4
nicht mehr inhibitorisch auf IgG1 wirken kann. Es kommt zu einer Aktivierung von Neutrophilen (ROS-Freisetzung),
was die Gefahr einer IgG-vermittelten Anaphylaxie birgt.
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5.4 Fazit und Ausblick

Es konnte gezeigt werden, dass die Bet v 1-spezifischen IgG-Ak, die wihrend einer spezifischen Im-
muntherapie produziert werden, eine niedrig inflammatorische Glykosylierung, vergleichbar zu IVIg,
aufweisen. Zwar zeigte Bet v 1-spezifisches IgG bereits vor Beginn der SIT eine solche Glykosylie-
rung, jedoch ist der Antikérpertiter sehr niedrig. Erst der durch die SIT erhéhte Bet v 1-spezifische
IgG-Titer fithrt zu einer immunregulatorischen Wirkung der Antikérper.

Wie wichtig eine niedrig inflammatorische Glykosylierung der Bet v 1-spezifischen IgG ist, zeigen
in vitro-Versuche mit neutrophilen Granulozyten. Werden die terminalen Sialinséurereste entfernt,
so fihrt dies zu einem pro-inflammatorischen Potential des Antikérpers. In zukiinftigen Experi-
menten sollte der Einfluss der Fc-Glykosylierungen von Allergen-spezifischem IgG1 und IgG4 un-
tersucht werden. Weiterhin sollte in Zukunft die Wirkung von verschieden glykosylierten Allergen-
spezifischen IgG-Ak auf andere Effektorzellen allergischer Erkrankungen, sowie deren Wirkme-
chanismus analysiert werden. Besonders in der Entwicklung neuer Allergietherapien mit starkeren
Adjuvantien sollte die Glykosylierung der in der Therapie produzierten Antikorper kontrolliert wer-
den, um eine inflammatorische Immunantwort zu vermeiden. Moglicherweise war die Entwicklung
der konventionellen SIT-Therapie mit Alum ein Gliicksfall hinsichtlich sowohl der IgG-Subklassen-
verteilung und der Fc-Glykosylierung. Zukiinftige Therapien sollten in diesen Punkten der konven-

tionellen Therapie nachempfunden werden.
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GM-CSF granulocyte-macrophage colony stimulating factor
H509 Wasserstoffperoxid

H5S0O, Schwefelsdure

HC schwere Kette, heavy chain

HCI Salzséure

HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-piperazinyl)-ethansulfonsdure
HPLC high pressure liquid chromatography

HRP Meerrettichperoxidase (horse radish peroxidase)

Ig Immunglobulin

1L Interleukin

ITP Immunthrombozytopenie

IVIg Intevendses Immunglobulin

KCl Kaliumchlorid

LC leichte Kette, light chain

MALDI-TOF  Matriz Assisted Laser Desorption Ionisation-Time Of Flight
MHC Haupthistokompatibilitdtskomplex (major histocompatibility complez)
NaCl Natriumchlorid

NaHCOs3 Natriumhydrogencarbonat

NalNg Natriumazid

NaOH Natriumhydroxid

Og-~ Superoxid-Anion

oCl~ Hypochlorid-Anion

PAF platelet-activating factor

PBMC periphal blood mononuclear cells

PBS Phosphate Saline Buffer

PEG Polyethylenglycol

PMA Phorbol-12-myristat-13-acetat

PMN polymorph nuclear cells

RPMI Roswell Park Memorial Institute

ROS reaktive Saustoffspezies (reactive ozygen species)




ABKURZUNGSVERZEICHNIS XIII

RT Raumtemperatur

SD Standardabweichung (standard deviation)

SEM Standardfehler des Mittelwerts (standard error of the mean)
SIGN-R1 specific intercellular adhesion molecule-3-grabbing nonintegrin-related 1
SIT Spezifische Immuntherapie

SQ-Einheiten standartisierte Qualitdtseinheiten

Tab. Tabelle

TCR T-Zell-Rezeptor (T cell receptor)

TNF-« Tumor-Nekrose-Faktor o

TLR Toll-like receptor

TMB 3,37,5,5"-Tetramethylbenzidin

v/v % Volumenprozent

w/v % Gewichtsprozent
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Anhang

Glykoanalysen
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Abbildung 20: Glykoanalyse von SIT-Patienten. Vergleich der Glykoanalysen von Bet v1-spezifischem IgG
(links) zu Gesamt-Serum-IgG (rechts) von Patienten unter 36-monatiger Immuntherapie. Mittels EndoS geschnittenes
Glykan wurde iiber HPLC analysiert. Reprasentativ fiir zwei Messungen.
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Abbildung 21: Glykoanalyse unbehandelter Birkenpollenallergikern Vergleich der Glykoanalysen von
Bet v1-spezifischem IgG (A) zu Gesamt-Serum-IgG (B) von unbehandelten Birkenpollenallergikern innerhalb und
auAYerhalb der Pollenflugsaison, sowie gepooltes IgG von gesunden (IVIg). Mittels EndoS geschnittenes Glykan
wurde tiber HPLC analysiert. Repréasentativ fiir zwei Messungen.
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Abbildung 22: Glykoanalyse in vitro-modifizierter Patienten-IgG-Proben. Enzymatische Behandlung von
Gesamt-IgG aus Serum von SIT-Patienten zu verschiedenen Zeitpunkten wahrend der Therapie. Reprasentativ fir
zwei Messungen.
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Alle Glykane GO Sialylierung
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Abbildung 23: Verschiedene Adjuvantien induzieren verschieden glykosylierte IgG-Antikérper in Mau-
sen. Induktion von verschieden glykosylierten OVA-spezifischen IgG-Antikérpern mit verschiedenen Adjuvantien.
C57/BL6-Méusen wurde intraperitoneal (i.p.) 100 pg OVA plus eCFA (n=10), Alum (n=5) oder MPLA (n=5)
injeziert. An Tag 14 wurden unbehandelte und behandelte Méuse geblutet und das Fe-Glykosylierungsprofil von
Gesamt-IgG bei unbehandelten und OVA-spezifischem IgG bei behandelten Mausen analysiert. Daten dargestellt als
Mittelwert+SEM. Reprasentativ fiir 2 unabhéngige Experimente. Durchgefiihrt von Yannic Bartsch.
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Abbildung 24: Kreuzreaktivitiat der verwendeten Detektionsantikorper fiir IgG Subklassen An die Platte
gekoppelte IgG1, IgG2 oder IgG4-Antikoper in der gekennzeichneten Menge wurden jeweils mit algG1, algG2, algG4
inkubiert. Der Detektionsantikérper gegen IgG2 zeigt leichte Kreuzreaktivitit gegentiber IgG4. Fir algG1 und algG4
konnte keine Kreuzreaktivitat festgestellt werden
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