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1 EINLEITUNG

1.1 Einfiihrung: die Immunantwort auf Nahrungsantigene

Substanzen, die eine spezifische Immunantwort auslosen, werden Antigene genannt. Sie sind
normalerweise nicht Bestandteil unseres Korpers. Verschiedene Molekiile konnen antigen
wirken, was vor allem eine Anpassung des Immunsystems an die Vielfalt an
Mikroorganismen darstellt. Ein reifes und ausgewogenes Immunsystem gewéhrt einen
ausreichenden Schutz vor pathogenen Mikroorganismen und eine angemessene Toleranz
gegeniiber Selbststrukturen. Ungleichgewichte aufgrund unreifer oder gestorter Funktionen

des Immunsystems fithren zu einer Immunschwéche oder Autoimmunitit.

Folgende Effekte konnen auftreten, wenn das Immunsystem oral und damit auch intestinal

mit Nahrungs- oder anderen Fremdantigenen konfrontiert wird:

1) Es kommt zur Induktion einer geddmpften systemischen Immunantwort, der sogenannten

oralen Toleranz.

2) Es kommt zur Sensibilisierung des Immunsystems, die die Grundlage immunologischer
Uberempfindlichkeitsreaktionen bildet (Strobel, 1992).

Die Mehrzahl der Bevdlkerung weist eine lebenslange klinische und immunologische
Toleranz gegen Nahrungsantigene und die Mikroorganismen ihrer eigenen Darmflora auf
(Strobel et al., 1998). Vorraussetzung fiir diese orale Toleranz ist eine angemessene

erworbene (adaptive) Immunitét gegeniiber Fremdantigenen.

Eine Besonderheit bildet das Immunsystem des Neugeborenen, dessen Immunantwort in
quantitativer und qualitativer Hinsicht noch unreif ist. Der Mangel intrauteriner Stimulationen
hemmt die Ausbildung einer lokalen Immunabwehr. Nach der Geburt wird der
Gastrointestinaltrakt des Neugeborenen mit einem vielfdltigen, mikrobiellen und
nahrungsabhidngigen Antigenangebot konfrontiert, welches in den ersten Lebensmonaten
vorrangig aus der Muttermilch aber auch aus anderen Quellen stammen kann. Der
Intestinaltrakt nimmt daher bei der Reifung des Immunsystems eine wesentliche Stellung ein
(Strobel et al., 1998). Die Muttermilch gleicht die Schwichen des Immunsystems aus und
fordert zugleich die Reifung des Immunsystems des Neugeborenen. Bei Sduglingen, die mit
Ersatznahrungen, vor allem mit denen auf Kuhmilchbasis, gefiittert werden, kommt es
hiufiger zu der Ausldsung einer Uberempfindlichkeitsreaktion oder Allergie als bei gestillten
Kindern. Vermutlich sind es die artspezifischen Zusammensetzungen und das Vorkommen
von bestimmter Milchproteine, die zum einen die Induktion einer Toleranz, zum anderen eine
Uberempfindlichkeitsreaktion bewirken. Sialinsiuren haben wahrscheinlich verschiedene
Funktionen bei physiologischen Interaktionen in der Muttermilch, deren Mechanismen
vielfach noch nicht gekldrt sind. Das Sialinsdure-bindende Protein CD22 ist eines der

Molekiile, die an der Modulation der B-Zell-abhidngigen Immunantwort beteiligt sind.
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1.2 Das spezifische Immunsystem und die Immunantwort der B-Zellen

1.2.1  B-Zellen als Teil des spezifischen adaptiven Immunsystems

Der Begriff ,,erworbene (adaptive) Immunitét™ resultiert aus der Fahigkeit des spezifischen
Immunsystems, Antigene gezielt zu erkennen und ein ,,immunologisches Gedéchtnis® nach
Antigenkontakt zu entwickeln, um beim nédchsten Kontakt schneller und effizienter reagieren
zu konnen. Grundlage dieser spezifischen, adaptiven Immunantwort sind immunkompetente
Zellen (Lymphozyten), die Antigene erkennen konnen. Die sich aufgrund dieses
Antigenkontakts spezialisierenden Zellen sind die T-Zellen (Reifungsort im Thymus) und B-
Zellen (Reifungsort im Knochenmark, engl. bone marrow). Diese sind in der Lage,
Gedédchtniszellen auszubilden sowie durch Mediatoren und Rezeptoren miteinander zu
kommunizieren. Je nach Antigen bendtigen B-Zellen costimulatorische Signale von T-Zellen

oder nicht.

B-Zellen sind verantwortlich fiir die humorale Immunantwort (Korperfliissigkeit, lat.: humor),
da sie nach Antigenkontakt Antikorper (Immunglobuline) sezernieren konnen. Diese
Antikorper sind hochspezifisch fiir das jeweilige Antigen. Aufgrund struktureller
Charakteristika werden sie in verschiedene Immunglobulinklassen (Isotypen) eingeteilt. Sie
konnen die in extrazellulire Kompartimente des Korpers eingedrungene Antigene
komplexieren, wodurch diese neutralisiert werden, oder sie opsonieren Antigene, wodurch

eine Phagozytose des Antigens durch Phagozyten (Makrophagen) eingeleitet wird.

Die unterschiedlichen Immunglobulinklassen kommen in verschiedenen Bereichen des
Korpers vor und bestimmen durch dieses Umfeld ihre Funktionen. Antikorper kdnnen ihre

einzigartige Antigenspezifitit bei einem Isotypwechsel erhalten.

Die meistens B-Zellen produzieren zuerst IgM, die Antikérperklasse der primédren
Immunantwort, die im zirkulierenden Blut die erste Abwehrlinie gegen Mikroorganismen
darstellt. IgG ist der hdufigste Antikdrper im Blut und in extrazelluldren Fliissigkeiten. IgG ist
als einzige Immunglobulinklasse plazentagingig. Die Rolle von IgD ist noch ungeklért. IgE-
Antikdrper schiitzen vor allem vor Darmparasiten und kommen an der Mukosaoberfldche und
unter der Haut vor. IgA ist das Hauptimmunglobulin verschiedener Sekrete und
dementsprechend auf Schleimhautoberflichen wie im respiratorischen Trakt und im

Intestinaltrakt sowie der Milch zu finden.

Merkmal der adaptiven Immunitit von B-Zellen und T-Zellen ist neben der Ausbildung von
Gedédchtniszellen, die Fahigkeit zwischen fremden und nicht-fremden (selbst) Antigenen
unterscheiden zu konnen, um Autoimmunreaktionen zu verhindern. Binden B- und T-Zellen
wihrend bestimmter Entwicklungsstadien Antigen, so wird der programmierte Zelltod
(Apoptose) oder Anergie eingeleitet. Anergie ist die Inaktivierung der heranreifenden
Lymphozyten. Bei selbstreaktiven B-Zellen kann Anergie durch eine verminderte Expression

von membrangebundenem IgM sowie durch Inhibition der Signalwege in der B-Zelle
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ausgelost werden. Die Grundlage der humoralen Immunantwort ist die Bindung eines

l6slichen Antigens an den B-Zell-Antigen-Rezeptors (BZR).

1.2.2  Der B-Zell-Antigen-Rezeptor und die Aktivierung der B-Zellen

Um eine Antigen-vermittelte Antikorperproduktion auszuldsen, ist es notwendig, dass die
Antigene zuerst an membranstindige Immunglobuline (mlg) als Teil des

Multiproteinkomplexes des B-Zell-Rezeptors binden.

Vorraussetzung fiir die Lokalisierung in der Membran ist eine Transmembrandoméne des
Immunglobulins. Das mIgM ist ausschlieBlich fiir die Bindung des Antigens zustdndig. Fiir
eine effektive Signaliibertragung ist das mIgM daher nicht-kovalent mit dem Heterodimer Iga
und IgP assoziiert (Hombach et al., 1988; Schamel et al., 2000). Der cytoplasmatische Teil
von Iga und IgP enthdlt ITAM-Sequenzmotive (Immunoreceptor tyrosine based activation
motif). Werden die Tyrosine dieser ITAMs phosphoryliert, werden sie durch spezielle
Signalmolekiile erkannt, die wiederum eine intrazelluldre Signalkaskade einleiten (Sanchez et
al., 1993). Die Bindung eines multivalenten Antigens fiihrt zu einer Kreuzvernetzung des
BZR auf der Oberfliche der B-Zellen. Dadurch werden die cytoplasmatischen Doménen der
Heterodimere in Kontakt zueinander gebracht und es kommt zur Aktivierung von Protein-
Tyrosinkinasen wie Syk, Fyn und Lyn, welche die Tyrosine der ITAMs von Igo/IgP
phosphorylieren. Die Tyrosinkinasen kénnen an die phosphorylierten ITAMs binden und
weitere Kinasen, sowie akzessorische Molekiile wie CD19, CD22 und CD45 phosphorylieren
(Pleiman et al., 1994).

Aktiviertes Syk leitet eine Signalkaskade ein, die zur Freisetzung von intrazellulirem Ca®" aus
dem Endoplasmatischen Retikulum ins Cytoplasma fiihrt (Berridge, 1995). Die Entleerung
der intrazelluldren Speicher leitet das Offnen der Ca**-Kanile ein, wodurch der Einstrom von
extrazellulirem Ca”" in die Zelle erfolgt. Das cytoplasmatische Ca®" bindet an Ca*"-abhingige
Enzyme, die nachfolgend Transkriptionsfaktoren aktivieren, die zu einer verdnderten

Genexpression fiihren.

Eine tyrosinspezifische Phosphatase, SHP-1, inaktiviert die Tyrosinkinasen durch

Dephosphorylierung und begrenzt somit die Reaktion der aktivierten B-Zelle.

Die Bindung eines Antigens an den BZR 16st die Aktivierung der B-Zelle und damit
letztendlich die Zellteilung und Differenzierung der Nachkommenzellen zu Antikorper-
sezernierenden Plasmazellen aus (Cambier et al., 1994; DeFranco et al., 1995). Nach der
Antigenstimulierung differenzieren einige B-Zell-Nachkommen zu Plasmazellen, die
zunéchst die sezernierte Form des IgM (sIgM) produzieren. Im weiteren Verlauf der Reifung
produzieren Nachkommenzellen nach einem Klassenwechsel —membrangebundene
Immunglobuline eines anderen Isotyps, bevor sie auf die Produktion der entsprechenden

sezernierten Form umschalten.
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Bei den verschiedenen mdglichen Signalkaskaden ist aber auch die Lokalisierung der
beteiligten Molekiile wichtig. Neue Studien beschreiben entwicklungsspezifische
Unterschiede in der Lokalisierung des BZR und seine Bewegung in sogenannte ,,lipid rafts*
nach Antigen-Bindung. ,,Lipid rafts* sind Mikrodoménen in der Zellmembran mit einem
hohen Anteil an Cholesterin, Sphingo- und Phospholipiden. Es wird diskutiert, dass die
Einleitung spezifischer Signaltransduktionswege erst durch die in ,,lipid rafts* entstehenden
Signalkomplexe ermoglicht wird (Pierce, 2002). Weiterfilhrende Modelle postulieren eine
Organisation von vier BZR-Komplexen (Tetrameren) in der Zellmembran. Die Organisation
zu einer oligomeren Struktur kénnte zu einer Verstiarkung des Signals fiihren, die Auflosung
zu einer Abnahme der Signalstirke. Uber diesen Mechanismus kann die Variabilitit der

Signalstdrke und deren Auswirkungen gesteuert werden (Reth, 2001).

Neben dem BZR dienen verschiedene Oberflachenrezeptoren auf B-Zellen dazu, dass BZR-
Signal zu modulieren. FEines dieser akzessorischen Molekiile ist CD22, das einen
inhibierenden Einfluss auf das intrazelluldre Signal des BZR hat und damit eine wichtige

Rolle in dessen Schwellenwert-Regulation spielt.

1.2.3  CD22 - akzessorisches Molekiil des B-Zell-Rezeptors

CD22 ist ein Typ-1 Transmembranprotein, welches ausschlieBlich auf B-Zellen und deren
Tumorzellen vorkommt (Stamenkovic et al., 1990). Intrazelluldres CD22 ist schon im Pro-B-
Zellen detektierbar. CD22 wird ab dem Prad-B-Zell-Stadium exprimiert (Stoddart et al., 1997)
und die Konzentration des Proteins an der Zelloberfliche korreliert mit dem Vorkommen an
mlgM und auch mlgD (Erickson et al.,, 1996). Wihrend der B-Zellentwicklung im
Knochenmark und der Reifung in der Peripherie steigt die Expression von CD22
kontinuierlich an (Nitschke et al., 1997; Stoddart et al., 1997). Ein geringer Anteil des CD22
ist mit dem BZR assoziiert (Leprince et al., 1993). Die CD22-Expression wird infolge der
BZR-Aktivierung verstirkt, nimmt aber bei der Differenzierung zu Antikorper-

produzierenden Zellen ab. Auf Plasmazellen ist es nicht nachweisbar (Wilson et al., 1991a).

CD22 gehort zu der Familie der Siglecs, den Sialinsdure-bindenden Immunglobulin-dhnlichen
Lektinen (Crocker et al., 1998). Die Siglecs gehdren zu den I-Typ-Lektinen, einer
Untergruppe der Immunglobulinsuperfamilie (IgSF). Die Adhédsiondoméne der Siglecs und
damit auch die des CD22 wird in Kapitel 1.7 beschrieben. CD22 besitzt sieben extrazelluldre
Ig-dhnliche Doménen, einen Transmembrananker und eine cytoplasmatische Domine. Die

Sialinsdure-Bindungsstelle ist in der N-terminalen extrazelluliren Doméne lokalisiert.

CD22 enthélt im cytoplasmatischen Teil sechs Tryosinreste. Drei dieser Tyrosinreste befinden
sich innerhalb von ITIM-Sequenzmotiven (Immunoreceptor tyrosine based inhibitory motif).
Die inhibitorische Wirkung von CD22 auf das BZR-Signal wurde postuliert, nachdem eine
Interaktion von CD22 mit der Tyrosinphosphatase SHP-1 nach BZR-Stimulierung gezeigt
worden war (Campbell et al., 1995; Doody et al., 1995). Die Tyrosinphosphatase SHP-1 ist
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ein wichtiger negativer Regulator verschiedener Signalwege in hdmatopoetischen Zellen.
Infolge der BZR-Aktivierung und der damit verbundenen Aktivierung der Phospho-
Tyrosinkinasen werden die ITIMs des BZR-assoziierten CD22 durch die Scr-Tyrosinkinase
Lyn phosphoryliert und aktiviert (Doody et al., 1995; Smith et al., 1998). Daraufhin kann die
Tyrosinphosphatase SHP-1 iiber ihre SH>-Doménen an die ITIMs des CD22 rekrutiert und in
der Folge aktiviert werden (Doody et al., 1995). Aullerdem erfolgt die Anbindung der
Tyrosinkinase Syk, der Phospholipase Cy2 und weiterer intrazelluldrer Proteine, deren
Bedeutung teilsweise noch unklar ist (Yohannan et al., 1999; Poe et al., 2000; Cyster et al.,
1997; Nitschke et al., 1997).

Der dimpfende Einfluss von CD22 auf das BZR-Signal konnte durch Versuche mit CD22-
defizienten Méiusen (CD22 ,knock-out“-Méuse) bestitigt werden. Milz-B-Zellen dieser
CD22-, knock-out“-Miduse zeigten ein erhohtes und verlingertes Ca®’-Signal nach
Stimulierung mit einem anti-IgM-Antikorper (Nitschke et al., 1997; Okeefe et al., 1996;
Otipoby et al., 1996; Sato et al., 1996).

Ein Bindungspartner fiir die Sialinsdure-Bindungsstelle von CD22 (Siglec-2) konnten bisher
nicht sicher identifiziert werden. Humanes und murines CD22 erkennen spezifisch 02,6-
verkniipfte Sialinsduren (Kelm et al., 1994a). Wihrend murines CD22 nur eine schwache
Bindung an Neu5Ac, aber eine starke Bindung an Neu5Gc (Kelm et al., 1994b) zeigt, bindet
humanes CD22 gleich gut an Neu5Ac und Neu5Gc (Sjoberg et al., 1994; Kelm et al., 1998),
obwohl Neu5Gc beim Menschen in gesunden Geweben nicht vorkommt. Zellen, die keine N-
Glykane mit a2,6-verkniipften Sialinsduren tragen und nach Transfektion CD22 exprimieren,
sind in der Lage, Sialinsdure-abhingige Bindung an verschiedene Zellen zu vermitteln
(Stamenkovic et al., 1991; Kelm et al., 1994b). Diese Bindung fehlt bei Coexpression mit der
ST6Gall und kann durch eine Sialidase-Behandlung wiederhergestellt werden (Hanasaki et
al., 1995b; Braesch-Andersen et al., 1994). Auf peripheren B-Zellen mit hoher Expression an
a2,6-verkniipften Sialinsduren auf der Zelloberfliche ist CD22 daher hauptsdchlich an
Bindungspartner auf derselben Zelle (in cis) gebunden (Floyd et al., 2000). Dennoch kann
CD22 in vivo als “Homing Receptor” fiir rezirkulierende B-Zellen in das Knochenmark
dienen, vermutlich indem es im sinusoidalem Endothel an besonders hochaffine Liganden
bindet (Nitschke et al., 1999). AuBlerdem konnte eine Bindung an a2,6-sialylierte Liganden
nach Aktivierung humaner B-Zellen nachgewiesen werden (Razi et al.,, 1998). Diese
Moglichkeit zur frans-Interaktion (mit Bindungspartnern auf anderen Zellen) ldsst sich durch
eine Reduktion der cis-Liganden aufgrund erhohter Sialidase-Aktivitéit (Razi et al., 1998) oder
verminderter a2,6-Sialylierung (Lo et al., 1996b) nach Aktivierung der B-Zellen erklaren.

Die inhibitorische Aktivitit von CD22 konnte iiber eine Expression an o2,6-verkniipften
Sialinsduren auf der B-Zelle reguliert werden. Mogliche Liganden auf der B-Zelle sind das
haufig vorkommende, hoch-glykosylierte Protein CD45 und das mIgM. Beide konnten bereits
mit CD22 coprézipitiert werden (Sgroi et al., 1995; Leprince et al., 1993; Peaker et al., 1993).
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Studien von Jin et al. 2002 und Kelm et al. 2002 weisen daraufhin, dass die Sialinsdure-
abhingige Bindung an extrazellulire Liganden der B-Zelle einen Einfluss auf die
inhibitorische Funktion des cytoplasmatischen Teils von CD22 in der BZR-vermittelten
Immunantwort hat (<" Abbildung 1).
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Abbildung 1 Graphische Darstellung der mdglichen Inhibition der B-Zell-abhéngigen
Immunantwort aufgrund der Sialinséure-abhédngigen Ligandenbindung von CD22.

In bezug auf die diskutierten Liganden CD45 oder mIgM konnten folgende Modelle postuliert werden.
O Die Sialinsdure-abhéngige Bindung von CD22 an IgM konnte zu einer intrazelluldren Colokalisierung der
beteiligten Signalmolekiile fiihren. @ Die Sialinsdure-vermittelte Bindung von CD22 an CD45 konnte dessen
cytoplasmatische Tyrosinphosphatase-Funktion aktivieren. Es ist bekannt, dass CD45 Lyn dephosphoryliert.
Das dadurch aktivierte Lyn kann die Tyrosine der ITIMs von CD22 phosphorylieren und aktivieren.
Die Ligandenbindung koénnte somit zu einer dichteren subzelluliren Lokalisierung des gesamten
Signalkomplexes fithren. Dadurch kénnte Lyn dem BZR angenahert und aktiviert werden. Lyn kann dann die
ITIMs von CD22 phosphorylieren. Die Rekrutierung und Aktivierung von SHP-1 an die ITIMs fiihrt zu einer
Inhibition der BZR-vermittelten Signalkaskade, messbar durch eine Dimpfung des Ca®’-Signals.
© Die Zugabe von BPC-Neu5Ac fiihrt zu einer Erhohung der Ca**-Mobilisierung, was fiir eine Inhibition der
Sialinsdure-abhdngigen CD22-Bindung und nachfolgend zu der fehlenden Rekrutierung von SHP-1 spricht.

In B-Zellen fiihrte die Inhibition der Ligandenbindung durch das CD22-spezifische
hochaffine Sialinsdurederivat BPC-Neu5Ac zu einer geringeren Tyrosinphosphorylierung des
cytoplasmatischen Teils von CD22, einer verminderten Rekrutierung von SHP-1 und einer
erhohten Ca2+-Mobilisierung (Kelm et al., 2002). Dieselben Effekte wurden erzielt, indem
CD22 mit einer mutierten Sialinsdure-Bindungsdoméne in einer B-Zelllinie exprimiert wurde
(Jin et al., 2002). Dieses deutet auf eine fehlende Inhibition der intrazelluldren Signalwege
durch CD22 aufgrund fehlender extrazelluldrer Ligandenbindung hin. Eine Inhibition dieser

Ligandenbindung von CD22 kénnte somit zu einer Ca®’-Mobilisierung fithren.
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Neuere Studien sprechen fiir die Interaktion von CD22 mit mIgM (Gerlach et al., 2003). Die
Ergebnisse weisen darauf hin, dass CD22 eng mit dem mlIgM-Rezeptorkomplex assoziiert
sein muss, um seine Funktion als negativer Regulator durch die Rekrutierung von SHP-1

ausfiihren zu konnen (Cyster et al., 1997; Justement, 2000).

Wie beschrieben, konnen akzessorische Molekiile wie CD22 Einfluss auf das BZR Signal
nehmen. Fir die Differenzierung einer B-Zelle zu Antikorper-produzierenden und
sezernierenden Tochterzellen sind aber zusitzliche, aktivierende Stimulierungen von

entsprechend aktivierten T-Zellen notwendig.

1.2.4 Der Einfluss von T-Zellen auf die humorale Immunantwort der B-Zelle

Die Art des Antigens bestimmt, ob die Einleitung der humoralen Immunantwort

costimulatorische Signale von T-Zellen bendtigt oder nicht.

Die T-Zell-unabhingige Immunantwort wird durch Antigene mit polyvalenten
Zuckerstrukturen eingeleitet. Bei der Bindung proteinogener Antigene ist die Immunantwort
T-Zell-abhédngig. Die T-Zelle wird durch Antigenprodukte, die durch spezialisierte Zellen
prasentiert werden, aktiviert (Lanzavecchia, 1985). Die Art des Antigens entscheidet, welcher
Typ von T-Helferzelle mit welchem Repertoire an loslichen Mediatoren, den Cytokinen,
entsteht. Die spezialisierten T-Helferzellen konnen nun mit spezialisierten B-Zellen, die zuvor
durch dasselbe Antigen aktiviert wurden, reagieren. Dies wird auch ,,gekoppelte Erkennung*

genannt.

Die T-Helferzellen (Thl, Th2, Th3-Zellen) kontrollieren, modulieren und unterstiitzten die
Zellteilung und Differenzierung der B-Zelle in den sekundiren lymphatischen Organen, wie
der Milz oder den Lymphknoten, zu Nachkommen, die dieselben Immunglobuline wie die
Mutterzelle produzieren (Stavnezer, 1996). Einige Nachkommen werden zu Plasmazellen, die
l6sliche Antikdrper sezernieren, andere zirkulieren im Korper als Gedéchtniszellen und
werden nach einem Zweitkontakt mit dem Antigen zu Plasmazellen mit einer gesteigerten

Antikorperproduktion.

AulBerdem kontrollieren und regulieren T-Zellen durch ihre Cytokine nicht nur die Aktivitdt
anderer Immunzellen, sondern auch ihre eigene. FEine ausgewogene Balance der

verschiedenen T-Helferzellen ist fiir eine angemessene humorale Immunantwort wichtig.
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1.3 Der Gastrointestinaltrakt und seine Funktion in der Abwehr von
Pathogenen und nicht-pathogenen Antigenen

1.3.1 Immunologische und nicht-immunologische Faktoren in der intestinalen
Abwehr

Der Gastrointestinaltrakt ist als Organ fiir die Verdauung und Absorption von Néhrstoffen der
Bereich der unmittelbar mit der Invasion von Pathogenen konfrontiert wird. Es ist daher
verstdndlich, dass der Intestinaltrakt das grofte immunologische Organ darstellt. Lokale
immunologische und nicht-immunologische Prozesse stellen die effektive, sogenannte
intestinale, mukosale Barriere da (Walker et al., 1974; Walker, 1978; Walker, 1986; Schreiber
et al., 1988). Dabei unterscheidet sich die lokale intestinale Immunantwort teilweise von der

systemischen Immunantwort.

Verschiedene nicht-immunologische Faktoren limitieren eine Invasion oral aufgenommener
Pathogene, vorwiegend indem ihre Adhédsion und damit eine Penetration des
Darmoberflichenepithels verringert wird. Dazu zéhlen die Motilitdit und Peristaltik des
Magen-Darm-Trakts, die sauren oder alkalischen Bedingungen, die Verdauung potentieller
Antigene durch die proteolytischen Enzyme des Pankreas und des Magens sowie durch
intrazelluldre degradative Enzyme. Des weiteren bedarf es einer intakten korpereigenen
Bakterienflora, eines Oberfldchenepithels mit einem ausgereiften Biirstensaum und einer
Glykokalyx sowie der Sekretion des mukosen intestinalen Schleims, der eine Vielzahl
antimikrobieller Stoffe enthilt (Schreiber et al., 1988).

Antigene, die in das Epithelgewebe des Intestinaltrakts eindringen, sind dem Darm-
assoziierten lymphoiden Gewebe (GALT) ausgesetzt. Das GALT besteht aus verschiedenen
immunkompetenten Zellen wie Makrophagen, Mastzellen, B-Zellen, T-Zellen und
Plasmazellen im Schleimhautbindegewebe (Lamina propria), intraepithelial zwischen den
intestinalen Epithelzellen (Enterozyten), sowie aus Aggregaten dieser lymphoiden Zellen, den
sogenannten Peyer’schen Plaques (Schreiber et al., 1988; Bienenstock et al., 1987), die iiber
M-Zellen (microfold-Zellen) an ihrer apikalen Seite Kontakt zum intestinalen Lumen haben
(Brandtzaeg et al., 1987). Fiir die Auslosung einer spezifischen Immunreaktion miissen die
Antigene mit den entsprechenden immunkompetenten Zellen in Kontakt kommen. Dazu
missen die Antigene iiber spezielle Bereiche des Schleimhautepithels aufgenommen werden.
Neben den Enterozyten, die iiber ,,tight junctions* dicht verbunden sind, dienen spezialisierte
Epithelzellen, die M-Zellen, der Antigenaufnahme. Nur bestimmte Antigene, vor allem
intakte Nahrungsproteine, wandern iiber die M-Zellen in das Epithel. Der dabei wirksame
Selektionsmechanismus ist noch ungeklért. Die bei der Geburt relativ hohe Permeabilitit des
intestinalen Epithels nimmt kontinuierlich ab. Neben der direkten Aufnahme ist auch die
Anbindung an luminale Molekiile mdglich, die einen Transport durch das Epithel ohne

intrazellulare Hydrolyse erleichtern.
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1.3.2  Die humorale Immunantwort des Intestinaltrakts durch IgA

Gastrointestinaltrakt mit GALT bronchiale
@ Lamina propria Schleimhaut
M +— (O g @5

andere exokrine

eé —>C @ Gewebe

intestinales

Lumen Antigen

2

Ductus

thoraticus Speicheldriise

Basalmembran l
mesenteriale 81 @ S
Lymphknoten ° @

® B-Zelle (B-Lymphozyt) N1 1, Signal : Stimulation durch Antigen ("priming")

O B-Lymphoblast A2 2 Signal : 2. Antigenkontakt, T-Zell-Faktoren
( :> Ig produzierende . slgA (SK +
F?Iapsmazelle S=imd dimeres IgA EI Poly-lg-Rezeptor >g< dimeres IgA)

Abbildung 2 Schematische Darstellung des sigA-B-Zellzyklus im sekretorischen Immunsystem.

Aufgenommene Antigene konnen im GALT von Antigen-prasentierenden Zellen den T-Zellen présentiert
werden. Auflerdem konnen die Antigene an den B-Zell-Rezeptor binden, diesen kreuzvernetzten und die B-
Zelle aktivieren (@). Die aktivierten B-Zellen wandern in die mesenterialen Lymphknoten, in denen die
Proliferation und Differenzierung unter dem Einfluss der entsprechenden, spezialisierten T-Zellen stattfindet
(0). Es entstehen die Vorlduferzellen der Plasmazellen, die Lympho- oder Plasmablasten. Diese erreichen
iiber den Ductus thoraticus die systemische Blutzirkulation. Von dort wandern sie in die verschiedenen
sekretorischen Gewebe sowie zuriick in die Lamina propria des Darmepithels. Diese Wanderung benétigt 4-6
Tage. Erhalten sie dort das zweite Antigen-abhéngige Signal, erfolgt die terminale Differenzierung zu Ig-
produzierenden Plasmazellen (@). Alternativ kénnen sie auch in den andere sezernierende Gewebe, wie der
laktierende Brustdriise (enteromammaére Achse), den Bronchen und Speicheldriisen aber auch in der Milz,
reifen (@). Das Haupt-Immunglobulin des Darms ist das sekretorische IgA. Dieses polymere Molekiil besteht
aus zwei IgA Molekiilen, die iiber ein Peptid, die J-Kette, miteinander verbunden sind. Letzteres wird von
Plasmazellen der Schleimhautbindegewebsschicht (Lamina propria) synthetisiert (). Das dimere IgA bindet
an der basalen Seite der Enterozyten an den sogenannten Poly-Ig-Rezeptor, mit dessen Hilfe es in
Transportvesikeln an die apikale Oberflache gebracht wird. Dort wird der Rezeptor gespalten und das dimere
IgA gelangt zusammen mit dem extrazelluldren Teil des Rezeptors, der sekretorischen Komponente (SK), in
das intestinale Lumen. Die sekretorische Komponente schiitzt das sIgA im intestinalen Lumen vor
proteolytischen Angriffen. Im intestinalen Lumen oder im Schleim komplexiert sIgA Mikroorganismen,
Toxine und Antigene (Neutralisierung). Es verhindert damit die Anheftung oder die Penetration in das Epithel,
da diese Antigen-Immunoglobulin-Komplexe iiber die Lymphe und das Blut in die Leber gelangen, wo sie
abgebaut werden (Tomasi, 1989).
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Die humorale Immunantwort des GALT mit dem sIgA-B-Zellzyklus (Bienenstock et al.,
1987) wurde in Abbildung 2 graphisch dargestellt und beschrieben. Diese Mechanismen der
B-Zell-Wanderung sind noch nicht vollig verstanden. Die Antigenbindung durch IgA, dem
Hauptimmunglobulin des Darms, unterdriickt die Synthese anderer Ig-Plasmazellen. Eine
Antigenbindung an IgG/IgM und damit die Aktivierung der systemischen Immunantwort oder
die Bindung an IgE und eine mogliche allergische Reaktion kann damit verhindert werden
(Laissue et al.,, 1992). IgA-Mangel wurde daher mit allergischen Erkrankungen in
Zusammenhang gebracht, bei denen z.B. zirkulierende Immunkomplexe und prézipitierende

Antikorper gegen bovine Milchproteine nachgewiesen wurden (Schreiber et al., 1988).

1.3.3  Intraepitheliales IgE und IgE-vermittelte Uberempfindlichkeitsreaktionen

Neben IgA spielt ein weiteres Immunglobulin, das IgE eine wichtige Rolle in der intestinalen
Abwehr. IgE ist wichtig fiir die Eliminierung von Darmparasiten, deren Aufnahme in das
Darmepithel durch IgA nicht verhindert werden konnte. IgE-Antikdrper werden bevorzugt
iiber Fc-Rezeptoren an intraepitheliale Mastzellen gebunden und kommen daher vor allem auf
Schleimhautoberflachen vor. Eine Antigenbindung an IgE bewirkt eine Aktivierung der
Mastzellen, worauf diese starke chemische Mediatoren freisetzen. Diese Mediatoren
induzieren Entziindungsreaktionen und Phagozytose, die der lokalen Eliminierung des
infektiosen Agens dienen sollen (Sutton et al., 1993). Da 30 % der Weltbevilkerung an
parasitiren Wurminfektionen leiden, herrscht hinsichtlich der Wirksamkeit des IgE ein hoher
Evolutionsdruck. In den Industrienationen iliberwiegt heute allerdings der negative Einfluss
des IgE bei der Auslosung allergischer Reaktionen, die ein verbreitetes Problem darstellen.
40% der Bevolkerung in den Industrienationen neigt dazu, auf Umweltantigene mit
iibertriecbenen IgE-Antworten zu reagieren. Diese Veranlagung nennt man Atopie. Die
Bindung bestimmter Antigene an bestimmte T-Helferzellen (Th2-Zellen) kann dazu fiihren,
dass diese selektiv durch ein von ihnen freigesetzte Cytokin (Interleukin-4) in B-Zellen einen

Isotypwechsel zu IgE hervorrufen. Diese Antigene nennt man Allergene.

1.3.4  Der Einfluss der T-Zellen bei der Regulation der Abwehr im Intestinaltrakt

Die Mehrzahl der T-Zellen in der Lamina propria sind regulatorische T-Helferzellen (Tr-
/Th3-Zellen). Das von ihnen freigesetzte Cytokin, TGF-f3, soll einen Isotypwechsel direkt zu
IgA fordern und eine selektive Differenzierung von IgA-B-Zellen zu IgA-Plasmazellen
beschleunigen (Schreiber et al., 1988). AuBBerdem blockieren diese Zellen die Aktivierung
nicht-eliminierter, selbstreaktiver T-Zellen, die zu Autoimmunerkrankungen fiithren kénnen
(Weiner, 2001; Faria et al., 1998). In diesem Zusammenhang ist es bedeutsam, dass hohe
Mengen oral aufgenommener und prasentierter Antigene in der Schleimhaut zum Untergang
der aktivierten T-Zellen fithren. Dagegen induzieren geringe Antigen-Dosen das Vorkommen
der Th3-Zellen (Zheng et al., 2004).

Andere T-Zellen sind anscheinend bei der Unterdriickung der systemischen IgG- und IgM-
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abhéngigen Immunantwort auf Nahrungsantigene beteiligt (Dobbins, III, 1986). Thre Zahl
steigt bei Kuhmilch-Uberempfindlichkeitsreaktionen und ist reduziert bei Tieren, die unter

keimfreien Bedingungen gehalten werden (Schreiber et al., 1988).

14 Die Abwehr von Pathogenen und nicht-pathogenen Antigenen beim
Neugeborenen

Nach der Geburt wird das Neugeborene einem vielfdltigen Antigen- und Pathogenangebot

ausgesetzt. Dabei handelt es sich vorrangig um oral aufgenommene Antigene und Pathogene.

Die Erstabwehr von Antigenen und Pathogenen im Intestinaltrakt spielt daher eine

wesentliche Rolle (Strobel et al., 1998). Beim Neugeborenen ist jedoch die Kapazitdt sowohl

der nicht-immunologischen, als auch der unspezifischen und spezifischen immunologischen

Faktoren noch schwach entwickelt.

1.4.1  Schwachpunkte der nicht-immunologischen Faktoren beim Neugeborenen

Beim Neugeborenen sind die Sekretion von Magensduren sowie die Pepsin-Aktivitdt des
Magens gering. Sie wird zusitzlich verringert, da wihrend einer Milchmahlzeit der pH im
Magen vom optimalen pH 1,5-2,5 auf pH 5-6 steigt. Die Bedeutung des Pepsin-Verdaus im
Saugling wird daher als gering angesehen. Auch die katalytische Aktivitdt der pankreatischen
Proteasen Trypsin und Chymotrypsin ist zundchst erniedrigt (Lindberg et al., 1989). Die
Kohlenhydratzusammensetzung der Schleimschicht und in der Biirstensaummembran des
Schleimhautepithels ist beim Neugeborenen verdndert. Dies fiihrt wahrscheinlich zu einer

unzureichenden Kompetenz bei der Inhibition der Anheftung von Bakterien (Walker, 1987).

AuBlerdem ist die Membranfluiditdt der Biirstensaumzellen erhoht. Dies wird als Grund fiir
die erhohte Membranpermeabilitit und die Aufnahme von intakten Makromolekiilen
diskutiert (Walker, 1987; Schreiber et al., 1988). Intaktes bovines Serumalbumin konnte im
Serum Kuhmilch-gefiitterter Sduglinge nachgewiesen werden (Roberton et al., 1982). Der
Transport von intakten Makromolekiilen durch die Enterozyten, die Zell-Zell-Verbindung
zwischen ihnen und durch die M-Zellen ist beim Neugeborenen stark erhéht und nimmt erst
wéhrend der zunehmenden Entwicklung des Schleimhautgewebes ab. Die diesem Phdnomen
zugrunde liegenden Mechanismen, das auch ,,Closure* (engl. Abschlieen) genannt wird, sind

bisher nicht vollstindig aufgeklart.

Unter physiologischen Aspekten ist die Aufnahme von Makromolekiilen in den ersten
Wochen nach der Geburt duflert wichtig, da die miitterlichen Immunglobuline und andere
immunstimulierende Mediatoren auf diesem Weg die systemische Zirkulation erreichen oder
die lokale Immunantwort mitpradgen konnen. Andererseits ist es wichtig, bei zunehmender
Immunkompetenz des Neugeborenen, Fremdantigene auszuschlieen. Diese konnten iiber die
Stimulierung der systemischen Immunantwort zu einer Uberempfindlichkeitsreaktion fiihren.
Verschiedene Faktoren aus der Muttermilch sind in der Lage diesen Prozess des ,,Closure® zu

beschleunigen (Laissue et al., 1992).
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1.4.2  Probleme bei der humoralen Immunantwort des Neugeborenen

Neben den nicht-immunologischen Faktoren ist auch die Leistung phagozytierender Zellen

verringert, sowie die humorale Immunantwort des Neugeborenen unterentwickelt.

Beim Neugeborenen {iberwiegen zundchst T-Zell-unabhidngige B-Zellen, die vor allem
Antikorper gegen polyvalente Zuckerstrukturen, wie man sie auf Oberflichenproteinen der
Bakterienzellmembran findet, produzieren. Es handelt sich hauptsdchlich um schnelle
Immunantworten (Oliver et al., 1999), bei denen keine Gedachtniszellen ausgebildet werden.
Die involvierten B-Zellen sind beim Erwachsenen in der Minderzahl, spielen aber eine
wichtige Rolle in der primédren Immunantwort des Neugeborenen (Holt et al., 2000). Diese
Immunantwort stellt eine Uberbriickung zwischen angeborener und adaptiver Immunantwort
da.

Bei der Geburt dominieren T-Zellen, die Defizite in der Expression von Proteinen vor allem
der Cytokine zeigen, die aber fiir die Bindung an B-Zellen und den Klassenwechsel der
Immunglobuline notwendig sind (Brugnoni et al., 1994; Durandy et al., 1990; van der Velden
et al.,, 2001). Das Neugeborene produziert daher nach Antigenstimulierung hauptsiachlich
IgM. Ein Wechsel zu anderen Immunglobulinklassen findet in den ersten Wochen nach der
Geburt nicht statt. Erst nach dem ersten Lebensmonat nehmen bei der systemischen
Immunantwort die dominierenden IgM-produzierenden Zellen zugunsten von IgG-

exprimierenden Zellen ab.

Die bisher fehlende Konfrontation mit oral prédsentierten Antigenen fiihrt auch zu einer
schwachen lokalen Immunantwort des Darm-assoziierten Immunsystems, erkennbar an
mangelnden oder fehlenden Plasmazellen, Gedédchtniszellen sowie aktiven T-Zellen (Strobel
et al., 1998; Strobel, 2002). Die Besiedelung des Darms mit Bakterien wihrend der ersten
Tage nach der Geburt fordert eine Rekrutierung und damit Aktivierung von T-Zellen, deren
freigesetzte Mediatoren wiederum die Voraussetzung fiir eine optimale Proliferation von B-
Zellen und ihren Klassenwechsel zu IgA produzierenden Zellen sind (Brinkmann et al.,
1992). Protektiv wirksame Mengen IgA-produzierender Plasmazellen in der Lamina propria

sind daher erst nach den ersten Lebenswochen nachweisbar (Savilahti, 1972).

Beim Neugeborenen kann es durch die iiberwiegenden Th2-Zellen, aufgrund der fehlenden
Regulation durch andere T-Zellen (Adkins, 1999), zu einer erhohten Produktion an IgE
kommen. Die ersten 6 Lebensmonate scheinen bei der Entwicklung einer Atopie, einer

Uberproduktion von IgE infolge der Exposition mit Umweltantigenen, kritisch zu sein.

Um so bedeutsamer ist die miitterliche Leihimmunitdt, die in den letzten Wochen der
Schwangerschaft stattfindet. Dabei werden plazentagéngige IgGs von der Mutter auf den
Fotus iibertragen und gleichen einen wesentlichen Teil der Defizite des Neugeborenen aus.
Die Konzentrationen von IgGs im Serum des Neugeborenen koénnen dabei die der

mutterlichen Serumkonzentration erreichen.
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1.5 Muttermilch und ihre Auswirkungen auf den Siugling

Studien an Versuchstieren haben gezeigt, dass fiir die Entwicklung der oralen Toleranz eine
addquate, lokale Immunabwehr durch sIgA und die Unterdriickung der systemischen
Immunantwort wichtig sind (Strobel et al., 1998). Das unreife Immunsystem des
Neugeborenen muss diese Kompetenzen jedoch erst entwickeln. Durch die Inhaltsstoffe der
Muttermilch wird das Immunsystem des Neugeborenen ausbalanciert und zur weiteren
Reifung stimuliert (Slade et al., 1987).

Die Muttermilch enthélt alle Nahrstoffe und Wachstumsfaktoren, die fiir eine optimale
korperliche und geistige Entwicklung des Kindes notwendig sind. Zuséatzlich enthélt sie anti-
infektiose, immunstimulierende aber auch immunsuppressive Inhaltsstoffe (Goldman et al.,
1982). Diese sollen nicht nur vor Infektionen schiitzen, sondern die Ausbildung von

Uberempfindlichkeiten vermeiden (Cunningham, 1979).

Die  Muttermilch  entsteht in dem laktierenden  Brustdriisengewebe, deren
Produktionseinheiten aus Alveolen mit laktierenden Zellen besteht. In den laktierenden Zellen
werden Milchproteine wie die Caseine, a-Laktalbumin, Laktoferrin, verschiedene Enzyme
aber auch Laktose und Lipide produziert (Patton, 1978). Sie werden mit Wasser, Vitaminen
und Mineralien als Milch in das benachbarte Lumen sezerniert, von wo sie iiber ein
Gingesystem an die HautauBenflache geleitet wird. Einige Milchkomponenten werden nicht
von der Milchdriise synthetisiert, sondern treten vom Blut in die Milch iiber. Dazu zdhlen
Immunglobuline, Serumalbumin, Hormone, Cytokine und zelluldre Bestandteile (Schlimme et
al., 1995).

1.5.1  Funktionelle Oligosaccharide der Muttermilch

Ein Kennzeichen der Muttermilch ist das Vorkommen heterogener und komplexer
Sialinsdure-haltiger Oligosaccharide (Newburg et al., 1995; Rudloff et al., 1997). Der Gehalt
an Sialinsduren in der humanen Milch ist 40-fach hoher als in Kuhmilch (Speer et al., 1993).
In humaner Milch kommen vor allem 02,6-Sialyllaktose aber auch die a2,3-Sialyllaktose in
terminalen Positionen hoherer Oligosaccharide vor (Egge, 1993). Diese Glykane sind vielfach

mit Proteinen oder Lipiden konjugiert.

Die Menge komplexer sialylierter Oligosaccharide ist im frithen Stadium der Laktation hoch
(Egge, 1993) und nimmt in spiteren Stadien ab (Carlson, 1985). Diese Milcholigosaccharide
konnten sowohl im Stuhl als auch im Urin gestillter Kinder nachgewiesen werden. Sie konnen
daher in freier oder in proteingebundener Form nicht nur mit den Zellen des intestinalen
Lumens, sondern auch mit denen anderer lymphatischer Gewebe interagieren (Egge, 1993). In
diesem Zusammenhang wurde festgestellt, dass Intestinaltraktserkrankungen (Portelli et al.,
1998) und Urogenitaltraktserkrankungen bei gestillten Kindern seltener vorkommen als bei
nichtgestillten Kindern (Coppa et al., 1993). Eine Erkldrung dafiir sind vermutlich die

antiadhdsiven Eigenschaften dieser Oligosaccharide gegeniiber pathogenen Bakterien und
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Viren (Newburg et al., 1995). Muttermilch enthélt unter anderem den Bifidusfaktor, einen
Aminozucker. Er dient als Wachstumsfaktor fiir das Bifidobakterium Lactobacillus bifidus,
welches ein Charakteristikum der mikrobiellen Flora des Intestinaltrakts gestillter Kinder
darstellt (Lonnerdal et al., 1995) und im Intestinaltrakt des Sduglings das Wachstum potentiell
pathogener Mikroorganismen verhindert (Montreuil, 1993). Die Darmflora von Sauglingen,
die mit Sduglingsnahrung gefiittert werden, enthalten zu einem groferen Teil potentiell
pathogene Bakterien (Yoshioka et al., 1983).

1.5.2 Die Proteinfraktionen der Muttermilch

Die Gesamtproteinfraktion wird in zwei Hauptgruppen unterteilt. Die Caseine, die aus der
Milch bei pH 4,6 prazipitiert werden konnen, und die Molkenproteine, die im Milchserum
verbleiben. Wihrend in der humanen Milch die Molkenproteine geringfiigig iiberwiegen,
stellen in der bovinen Milch die Caseine mit 80 % die Hauptproteinfraktion da (Kunz et al.,
1990a). Die Caseine sind eine inhomogene Gruppe, die in die verschiedenen Caseinfraktionen
(a-, B- und k-Casein) eingeteilt wird. Caseine sind hydrophobe Proteine, die mehr oder
minder phosphoryliert und glykosyliert sind. In den Golgivakuolen der Milchdriisenzelle
werden die Micellen aus einer Vielzahl an Untereinheiten (Submicellen) zusammen mit
Calcium und Phosphat gebildet. Die Verteilung der einzelnen Caseine innerhalb einer
Submicelle ist nicht gleichméBig. Das kappa-(k—)Casein ist vorrangig an der
Micellenoberfldche lokalisiert (Donnelly et al., 1984; Schlimme et al., 1995). Die relativ
kleinen Caseinmicellen der Humanmilch enthalten aufgrund ihrer groBeren spezifischen
Oberflache relativ mehr k—Casein als die Caseinmicellen der Kuhmilch (Donnelly et al.,
1984; Schlimme et al., 1995).

Q‘&e &f' m" iﬁ& §§§ kohlenhydrathaltiger Teils des x-Caseins _
} k-Casein

> para- k-Casein

.~ <+— hydrophober Kern der Submicelle } Submicelle
‘ 555‘ 555‘ 555‘ 555 | Calciumphosphat

Abbildung 3  Graphische Darstellung des Modells fiir den Aufbau der Caseinmicellen.
(nach Schlimme et al., 1995)

Die Molkenproteine sind globuldre Proteine, die in eine Globulinfraktion und eine
Albuminfraktion unterteilt werden. Zur ersteren zdhlen die Immunglobuline, Laktoferrin
sowie Peptidhormone und Enzyme. Zur letzteren zidhlen Serumalbumin, a-Laktalbumin und
B-Laktoglobulin (Schlimme et al., 1995). B-Laktoglobulin kommt in humaner Milch nicht
vor. Bovines B-Laktoglobulin kann durch die Mutter aufgenommen und in die Muttermilch
abgegeben werden (Machtinger et al., 1986).
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1.5.3 Protektive und antiadhisive Proteine

Die gastrischen Funktionen des Neugeborenen sind funktionell noch unterentwickelt. Die
Muttermilch enthélt zudem hohe Konzentrationen an Proteaseinhibitoren, die Trypsin und
Chymotrypsin hemmen (Lindberg et al., 1982). Sie unterstiitzen zusammen mit der
natiirlichen Sdure- und Proteaseresistenz vieler protektiver Muttermilchkomponenten, deren

unbeschadete Passage durch den Magen-Darm-Trakt.

Verschiedene miitterliche gastrointestinale Hormone kdnnen bei gestillten Kindern intestinale
Funktionen wie Peristaltik, Magensduresekretion und gesteigerte Aktivitdt der intestinalen
Enzyme verbessern (Berseth et al., 1990). Wachstumsfaktoren in der Muttermilch haben
einen positiven Effekt auf die Entwicklung des intestinalen Epithels und auch auf die
Expression der Enzyme der Biirstensaummembran des Darmepithels. Die Verfiigbarkeit der
aufgenommenen Nahrung wird verbessert und die Penetration des Schleimhautepithels wird
verringert (,,Closure*) (Bernt et al., 1999). Sialylierte Glyko-Makromolekiile, die Mucine,
konnen als 16sliche Rezeptoren fiir pathogene Mikroorganismen dienen und damit deren
Adhision an Glykanstrukturen von Epithelien kompetetiv hemmen (Schroten et al., 1992;
Hanisch, 1993). Auch Laktoferrin, Lysozym, Fibronektin und glykosylierte Immunglobuline
(sIlgA) gehoren zu den Proteinen, die Ausbreitung, Adhdsion und Besiedelung von
pathogenen Mikroorganismen im Intestinaltrakt des Kindes verhindern kénnen (Goldman et
al., 1995; Wold et al., 1990).

1.54 Immunkompetente Proteine und Peptide der Muttermilch

Alle Immunglobulinklassen wurden in der Muttermilch nachgewiesen (Xanthou et al., 1995).
Das vorherrschende Immunglobulin ist mit 90% das sekretorische Immunglobulin A
(Goldman et al., 1982). Diese IgA-Antikorper reagieren auf Antigene, die dem Darm-
assoziierten lymphatischen Gewebe der Mutter priasentiert wurden. Die dort aktivierten B-
Zellen wandern iiber die enteromammare Achse (<°1.3.2 , Abbildung 2) in die Briistdriise
(Slade et al., 1987). An den glanduldren Epithelzellen binden die sezernierten Antikorper an
den Poly-Ig-Rezeptor und gelangen mit der sekretorischen Komponente in die Milch. Diese
slgA versorgen den Sdugling innerhalb kiirzester Zeit mit spezifischen, der ,,Mikroumwelt*
der Mutter und damit des Sduglings angepassten Antikorpern (Ogra et al., 1983). Bis zu 75%
der miitterlichen sIgA konnen im Stuhl der gestillten Kinder in ihrer aktiven Form
nachgewiesen werden (Ogra et al., 1983). Intestinale IgA-Antikorper konnen die Resorption
von intakten Proteinen, moglicherweise durch die Bildung von Immunkomplexen, die
phagozytiert werden konnen, verhindern (Walker, 1979). Ein sIgA-Mangel wurde mit einer

Pradisposition fiir Nahrungsmittelallergien in Zusammenhang gebracht (Jarvinen et al., 2000).

Weiterhin enthélt die Muttermilch auch Cytokine, die die immunkompetenten Zellen des
Neugeborenen beeinflussen konnen. Diese Cytokine sollen immunsuppressive Eigenschaften
besitzen, die die Produktion inflammatorischer Cytokine inhibieren (Tilg et al., 1997) und die

IgA-Produktion stimulieren, wahrscheinlich durch die Begiinstigung TGF-8 produzierender,
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regulatorischer Th3-Zellen. Die Th3-Zellen konnten eine Verschiebung von Th2-Zellen zu
Th1-Zellen und damit zu einem Isotypwechsel von IgE zu IgA bewirken. Eine Rolle bei der
Privention von Uberempfindlichkeitsreaktionen und Allergien ist daher denkbar (Bernt et al.,
1999).

as- und B-Caseine aus Kuh- und Humanmilch sollen immunstimulierend wirken (Fiat et al.,
1993; Migliore-Samour et al., 1989). Fiir Fragmente und Peptide von Caseinen werden
bioaktive Fahigkeiten wie opioide, antithrombotische, antihypersive und immunstimulierende
Eigenschaften nachgewiesen (Brantl et al., 1981; Meisel, 1986). Eine Sialinsdure-abhingige,
immunstimulierende Wirkung wurde auch fiir das Glykomakropeptid des «-Caseins
beschrieben (Li et al., 2004). Fiir pepsinisiertes Laktoferrin und Laktalbumin wurde eine
stimulierende Wirkung auf B-Zellen und deren IgA-Expression nachgewiesen (Miyauchi et
al., 1997).

1.5.5  Zellulire, immunstimulierende Komponenten in der Muttermilch

Muttermilch enthélt nicht nur 16sliche, sondern auch zellulire Komponenten, die eine Magen-
Darm-Passage vermutlich unbeschadet iiberstehen und immunregulatorische Funktionen im
gesamten Gastrointestinaltrakt ausiiben kénnen (Speer et al., 1985). Die T-Zellen der
Muttermilch sind in der Lage B-Zellen zu aktivieren (Bertotto et al., 1990; Wirt et al., 1992).
Die miitterlichen T-Zellen kdnnen einen Isotypwechsel induzieren, so dass die B-Zellen des
Sauglings neben IgM auch andere Immunglobuline (z.B. IgA in colostralen Lymphozyten)

produzieren kénnen (Slade et al., 1987).

1.6 Muttermilchersatznahrung und ihre Auswirkungen auf den Siugling

Aufgrund der nutritiven und der immunprotektiven Inhaltsstoffe ist Muttermilch zumindest
wiahrend des ersten Lebenshalbjahres die ideale Erndhrung fiir den Sadugling (Speer et al.,
1993). Fiir Séuglinge, deren Miitter aus verschiedenen Griinden nicht Stillen kdnnen, gibt es

eine Vielzahl an Ersatzfertignahrungen, die hauptsichlich auf Kuhmilch basieren.

1.6.1 Muttermilchersatznahrungen und Kuhmilchallergie

Die Zusammensetzung von Milch ist artentypisch und daher unterschiedlich. Dieses
artspezifische Vorkommen von Proteinen fiihrt zu einem ernstzunehmenden Problem bei der
Sauglingserndhrung. Bei 2-5% aller Sduglinge manifestiert sich in den ersten Lebensmonaten
eine Kuhmilchallergie (CMA, cow’s milk allergy) (Savilahti et al., 1992; Moneret-Vautrin,
1999). Eine Allergie ist im engeren Sinne ,,eine Krankheit, die durch eine Immunreaktion
gegeniiber einem ansonsten harmlosen Antigen ausgelost wird“. Die Symptome von CMA
beim Sdugling treten innerhalb weniger Tage bis Wochen nach dem Einsetzen von Kuhmilch-
basierender Ersatznahrung auf. Bei Kuhmilch-trinkenden Miittern kdnnen Kuhmilchantigene
durch Transfer in die Muttermilch gelangen und auch beim gestillten Saugling eine Allergie
auslosen (Machtinger et al., 1986; Sorva et al., 1994; Isolauri et al., 1999).
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Die Pathogenese der CMA ist noch nicht eindeutig geklért, prinzipiell jedoch sind alle
Proteinfraktionen der Kuhmilch potentiell antigen und allergen (Lo et al., 1996a). Durch die
orale Gabe des Nahrungsantigens kommt es zu einer Stimulierung des Immunsystems und zur
Induktion einer humoralen und zelluldiren Immunantwort. Dabei handelt es sich sowohl um
Th2-Zell-abhédngige, IgE-vermittelte, als auch IgE-unabhingige Mechanismen (Isolauri et al.,
1996).

Von dem bovinen Hauptmolkeprotein, B-Laktoglobulin, ist bekannt, dass es die Plazenta
passiert (Szepfalusi et al., 2000) und in der Lage ist eine Antikorperproduktion bei Miittern
und Neugeborenen zu veranlassen. Verschiedene Studien haben gezeigt, dass neben [3-
Laktoglobulin auch die Caseinfraktion, vor allem B-Casein, ein allergenes Potential besitzt
(Savilahti et al., 1992; Restani et al., 1995). IgE gegen humanes (-Casein konnte im Serum
von CMA-Patienten nachgewiesen werden (Bernard et al., 2000). Dabei scheint es sich aber
um spezifische IgE geringer Affinitdit und damit unbedeutender klinischer Relevanz zu
handeln (Wal, 2002).

Neben einer Immunglobulin-vermittelten Reaktion auf Kuhmilchallergene besteht die
Moglichkeit, dass diese Immunglobuline auch auf Antigene anderer Spezies reagieren. Diese
Kreuzreaktivitit tritt auf, wenn unterschiedliche Proteine z.B. innerhalb ihrer
Aminoséiuresequenz oder aufgrund ihrer dreidimensionalen Struktur so starke Ahnlichkeiten
aufweisen, dass ein Spezies-typischer Antikorper diese als Epitope fiir Interaktion erkennt
(Spitzauer, 1999; Restani et al., 2002). Elektrophoretisch aufgetrennte Milchproteine zeigen
Spezies-typische Bandenmuster. Die Proteinbanden von Biiffelmilch und Schafsmilch aber
auch Kamelmilch dhneln denen aus Kuhmilch. Die Kamelmilchproteine unterscheiden sich
durch das Fehlen (oder Spuren) von [-Laktoglobulin. In der humanen Milch fehlt B-
Laktoglobulin, dafiir ist Laktoferrin deutlich nachweisbar. Mit einem Antikdrper gegen
bovines B-Laktoglobulin konnte B-Laktoglobulin in der Milch von Ziege, Schaf und Biiffel
nachgewiesen werden, wihrend nur eine schwache Kreuzreaktivitét in der Milch von Esel und
Stute auftrat. Ahnliche Nachweise konnte mit monoklonalen anti-Casein-Antikdrpern und
dem Serum von Kindern mit einer CMA-Symptomatik erbracht werden (Restani et al., 1999).
Humanes a-Laktalbumin und p-Casein kreuzreagierten mit den AntikOrpern gegen bovines

a-Laktalbumin und B-Casein.

1.6.2  Hypoallergene Sauglingsnahrung

Um die CMA-Problematik zu lindern, bietet die Industrie eine groBe Anzahl derivatisierter,
hypoallergener Ersatzfertignahrungen an. Es handelt sich dabei meist um Produkte mit partiell
hydrolysierten Caseinen oder Molkenproteinen, Fertignahrungen auf Aminosiurebasis sowie
auf Basis von Sojaproteinderivaten (Niggemann et al., 1999). Es wurde jedoch festgestellt,
dass auch Peptide mit einem Molekulargewicht unter 1200 Da allergen sein konnen, da sie
noch in der Lage sind, eine Produktion von Antikérpern sowie eine T-Zell-Aktivierung zu

induzieren (Vaarala et al., 1995). Fiir diese Restallergenitit werden bei hydrolysierten
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Kuhmilchproteinen Reste an bovinem [-Laktoglobulin und bei aminosdurebasierenden
Nahrungen Aminosédure/Protein-,,Kontaminationen® in Fett- und Kohlenhydratbestandteilen
der Milch verantwortlich gemacht (Niggemann et al., 1999). Bei letzteren besteht zudem die
Gefahr einer Schiadigung der Enterozyten durch die hohe Osmolaritit der Nahrung (Moro et
al., 2002).

1.6.3 »Functional Foods* als Vorbeugung von Nahrungsmitteliiberempfindlichkeiten

Muttermilch ist aufgrund ihrer Zusammensetzung in der Lage, Schidigungen der Schleimhaut
infolge einer Uberempfindlichkeitsreaktion oder einer IgE-vermittelten Entziindungsreaktion
auf Kuhmilchallergene vorzubeugen. Damit kann die Kuhmilchallergie auch als
»Muttermilch-Defizienz-Krankheit angesehen werden (Harms et al., 1990). Neben dem
allergenem Potential von Proteinen aus Kuhmilch aber auch aus anderen Milchen ist der
Mangel an immunprotektiven Proteinen und anderen Komponenten in diesen Milchen
entscheidend. Die Muttermilch kann neben den nutritiven Bediirfnissen auch die Entwicklung
der intestinalen und immunologischen Prozesse derart beeinflussen und modulieren, dass eine

Uberreaktion auf die eigenen Komponenten gar nicht erst auftritt.

In sogenannten ,,Functional Foods* (Arai, 2000) wird eine Mdoglichkeit gesehen, Allergien
vorzubeugen oder sie zu therapieren. Dazu zédhlen die sogenannten Prid- und Probiotika (Van
den Driessche M. et al., 2002) .

Préabiotika sind Substanzen, die in der Lage sind, gezielt das Wachstum und die Aktivitit
protektiver, im Darm bereits vorhandener Mikroorganismen zu férdern. Beim Neugeborenen
zahlt dazu das Bifidobakterium. Diese Pribiotika werden vom Wirt nicht verdaut, sondern
von dessen Mikroorganismen fermentiert. Der Bifidofaktor in der Muttermilch ist ein solches
Prabiotikum. Probiotika sind spezielle Stimme fordernder und protektiver Mikroorganismen,
die oral aufgenommen werden. Die Besiedelung des Intestinaltrakts durch diese
Mikroorganismen kann aktiv stimulierend auf T-Zellen wirken (Roberfroid, 2000). Eine
daraus folgende Verschiebung zu Thl-Zellen und eine Induzierung der IgA-Produktion
werden postuliert (Moro et al., 2002; Laiho et al., 2002). Diese Mechanismen werden auch fiir
Cytokine aus der Muttermilch diskutiert (<°1.5.4)

Auch bestimmte Glykokonjugate konnen immunprotektive Wirkungen entfalten, indem sie
die Adhédsion von Bakterien und Viren hemmen, aber auch die Bindung an bestimmte
Rezeptoren vermitteln. Dabei stellen Sialinsduren eine bedeutsame terminale Komponente

von Glykokonjugaten dar.
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1.7 Sialinsduren und Siglecs

1.7.1  Sialinséiuren und ihre Funktionen

Die Sialinsduren sind Derivate der Neuraminsdure (Neu), einem C9-Zucker mit einer
Carboxylatgruppe an Cl. Die Aminogruppe am C-5 kann durch eine Acetylgruppe (N-
Acetylneuraminsidure, NeuS5Ac) oder eine Glykolylgruppe (N-Glykolylneuraminsiure,
Neu5Ge) ersetzt sein. NeuSAc ist die verbreiteste Form (Schauer et al., 1997). Aufgrund ihrer
hiufig terminalen Position, ihrer negativen Ladung sowie ihrer Hydrophilie tragen
Sialinsduren zu verschiedenen Interaktionen von Glykanen mit ihrer Umwelt, sowohl auf
Zelloberflichen als auch in Losung bei. Sie konnen durch sterische Behinderung und/oder
elektrostatische AbstoBung Rezeptoren, Antigene und Liganden maskieren und vor dem
Angriff von Proteasen oder Pathogenen schiitzen. Weiterhin sind Sialinsduren als
Rezeptordeterminanten an der Bindung von Zellen, Hormonen, Toxinen, Antikdrpern und
Lektinen beteiligt (Kelm et al., 1997; Schauer, 1985).

1.7.2  Siglecs (Sialinsédure-bindende Immunglobulin-ihnliche Lektine)

Lektine sind kohlenhydratbindende Proteine tierischen, pflanzlichen und mikrobiellen
Ursprungs (Varki, 1997). Die Siglecs, Sialinsdure-bindende Immunglobulin-dhnliche Lektine
(Crocker et al., 1998), sind die ersten molekular charakterisierten Proteine aus
Sdugetierzellen, die als Adhédsionsmolekiile spezifisch Sialinsdure-abhéngige zellulédre
Interaktionen vermitteln, indem sie spezifisch mehrere funktionelle Gruppen der Sialinsdure
erkennen (Kelm et al., 1996). Alle Siglecs bestehen aus mehreren extrazelluldren Ig-dhnlichen
Dominen, gefolgt von einer Transmembrandoméne und dem intrazelluliren C-Terminus.
Letzterer enthélt bei den meisten Siglecs sogenannte ITIM-Sequenzen (immunoreceptor
tyrosine based inhibitory motif) (Crocker et al.,, 2001), die auf eine Rolle in der
Signaltransduktion hinweisen. Die Funktion der drei ITIMs von Siglec-2 (CD22) in der
negativen Regulation der B-Zell-Signaltransduktion ist bekannt (Doody et al., 1995; Smith et
al., 1998) und wurde in Kapitel 1.2.3 genauer beschrieben. Die extrazelluldren Ig-dhnlichen
Domainen bestehen aus einer N-terminalen V-set Doméne und einer oder mehreren (bis zu 16)
C2-set Doménen. Die V-set und C-set-Doménen weisen typische Anordnungen der -
Faltblétter auf, die iiblicherweise ausgehend vom N-Terminus mit A,B,C,C*,D,E,F und G
bezeichnet werden (Barclay et al., 1993). Charakteristisch fiir die Siglecs sind die
Disulfidbriicken zwischen den Stringen B und F innerhalb der ersten Doméne und zwischen
den ersten zwei N-terminalen Doménen (Kelm et al., 1997). Wihrend die C2-set-Dominen
hauptséchlich stabilisierend auf die N-terminale V-set-Doméne wirken (Nath et al., 1995), ist

letztere fiir die Sialinsdure-Erkennung und -Bindung zustindig.

1.7.3  Sialinsdure-Erkennung durch Siglecs

Die Interaktionen der funktionellen Gruppen der Sialinsédure mit den Aminosduren der N-
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terminalen Doméne der Siglecs sind relativ genau bekannt und sollen nachfolgend

beschrieben werden.

Ortsgerichtete Mutageneseversuche mit Sialoadhdsin (Vinson et al., 1996) und CD22 (van der
Merwe et al., 1996) zeigten, dass die Sialinsdure-Bindungsstelle in dem GFCC*-B-Faltblatt
der N-terminalen Doméne lokalisiert ist. Die Kristallisation und Rontgenstrukturanalyse des
Sialoadhésins mit gebundener a2,3-Sialyllaktose ermoglichte es, die Interaktionen einzelner
funktioneller Gruppen der terminalen Sialinsdure mit der Bindungsdoméine des Sialoadhésins
auf atomarer Ebene zu ermitteln (May et al., 1998). Es zeigte sich, dass die Guanidino-
Gruppe des Arg97 des F-Stranges von Sialoadhdsin {iber Ionenbindung mit der
Carboxylgruppe der Sialinsdure interagiert. Hydrophobe Wechselwirkungen zwischen Trp2
und der Methylgruppe des N-Acetyl-Rests der Sialinsdure sowie zwischen Trp106 und dem
Riickgrat der Glycerolseitenkette stabilisieren die Bindung der Sialinsdure, da ein Austausch
des Trp2 gegen GIn zu einem kompletten Verlust der Bindung bei Sialoadhésin fiihrt
(Crocker et al., 1999). Die Hydroxylgruppen an C-8 und C-9 der Glycerolseitenkette der
Sialinsdure bilden Wasserstoffbriickenbindungen zu der Amido- bzw. der Carbonylgruppe des
Leul07 des Sialoadhisins aus. Das Argl05 des G-Stranges bildet eine Wasserstoffbriicke mit
dem Stickstoff der N-Acetylgruppe des C-5 der Sialinséure.

Der Vergleich der Primirsequenzen zeigt (= Abbildung 35, Anhang), dass von den an der
Bindung beteiligten Aminosdureresten nur das Arg97 bei allen Siglecs zu finden ist. Andere
Aminosduren wie das Trp2 oder Trp106 bei Sialoadhisin sind bei anderen Siglecs durch mehr
oder weniger dhnliche Aminosduren ausgetauscht (Kelm et al., 1997; Cornish et al., 1998;
Patel et al., 1999). Solche Unterschiede in der Primérsequenz im Bereich der Bindungstasche
sind vermutlich die Ursache fiir die Spezifitit der Siglecs gegeniiber verschiedenen

Sialinsauremodifikationen.

Bindungsversuche mit synthetischen Sialinsdurederivaten tragen zum Verstindnis der
Interaktionen der Siglecs mit der Sialinsdure oder sialylierten Glykanen auf submolekularer
Ebene bei. Sie konnen im Zusammenhang mit den Erkenntnissen aus der Rontgenstruktur,
Aufschliisse iiber die bei der Bindung beteiligten Atome und Gruppen geben (Diplomarbeit
Bock, 2000; Kelm et al., 1998; Strenge et al., 1998). Sialinsdurederivate mit volumindsen,
ringférmigen hydrophoben Acylamino-Substituenten am C-9 der Sialinsdure zeigten dabei die
deutlichsten Unterschiede in den Spezifititen der Sigles (Diplomarbeit Bock, 2000; Kelm et
al., 2002).

Tabelle 1 Relatives Inhibitionspotential von Sialinsdurederivaten mit verschiedenen Siglecs
bezogen auf 9-N-Diphenylacetylamino-NeuSAc als Referenz (rIP =1)

murines humanes

Substituenten an C-9 von Neu5Ac MAG Sialoadhasin

CD22 CD22
9-N-Diphenylacetylamino- 1 1 1 1
9-N-(biphenyl-4-carbonyl)-amino-9-desoxy- 1 132 0,06 20

9-N-Benzoylamino- 3,2 5,6 <0,13 0,1
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Anhand der Kristallstruktur von Sialoadhdsin mit gebundenem BPC-NeuSAc (Zaccai et al.,
2003) konnte gezeigt werden, dass bei Sialoadhésin die Aminosduren Vall09 und Leucinl107
den direkten Kontakt zu dem Biphenyl-Rest bilden. Bei CD22 befinden sich an dieser Stelle
das Argl11 und Met109. Das BPC-NeuSAc richtet sich dabei so aus, dass es zwischen diesen
beiden Aminoséduren liegt. Die entstehende energetisch giinstige Aminosédurestapelung ist der
Grund fiir die hohe Affinitdt des BPC-Neu5SAc fiir CD22 (Zaccai et al., 2003).

Methyl-o-Neu5Ac
(Me-Neub5Ac)

me Methyl-a-9-N-(biphenyl-4-carbonyl )
-amino-9-deoxy-Neu5Ac
(BPC-Neu5Ac)

Abbildung 4  Graphische Darstellung der Struktur von Me-Neu5Ac und BPC-Neu5Ac.

1.8 CD22 und dessen moglicher Einfluss auf die Immundefizite des
Neugeborenen
Die Kommunikation zwischen T-Zellen und B-Zellen sichert eine angemessene humorale
Immunantwort. Sie ist beim Neugeborenen infolge mangelnder Kommunikationsfahigkeiten
von T- und B-Zellen noch unterentwickelt. Der Grund fiir diese fehlende Kommunikation ist
bisher nicht bekannt. /n vitro Studien konnten zeigen, dass prinzipiell eine B- und T-Zell-
Kommunikation neonataler Zellen moglich ist (Macardle et al., 1997). Das Vorkommen
unreifer, neonataler T-Zellen erklért aber noch nicht allein die ungeniigende T-Zell-abhéngige
Immunantwort und vor allem nicht die gestorte humorale T-Zell-unabhingige Immunantwort
(Viemann et al., 2000). Voraussetzung fiir eine B-Zell-abhdngige Immunantwort und deren
Modulation sind der Antigen-Rezeptor (BZR) und akzessorische Molekiile wie CD22. Bei
Neugeborenen ist der Anteil an mIgM sowie des Heterodimers Iga / Igf im Vergleich zum
Erwachsenen erhoht (Macardle et al., 1997). Nach T-Zell-abhéngiger Stimulierung von
neonatalen B-Zellen erhohte sich die Expressionsrate von CD22. Bei einer T-Zell-
unabhingigen Aktivierung neonataler B-Zellen durch einen polyklonalen Antikorper konnte
eine dramatische Abnahme an CD22 festgestellt werden (Viemann et al., 2000).
Moglicherweise besteht ein Zusammenhang zwischen der unterschiedlichen Expressionsrate
von akzessorischen BZR-Molekiilen auf adulten und neonatalen B-Zellen und den damit

verbundenen Unterschieden in der humoralen Immunantwort.

Studien von Jin et al. (2002) und Kelm et al. (2002) weisen darauthin, dass die Sialinsdure-
abhingige Bindung von CD22 an cis-Liganden auf der B-Zelle einen Einfluss auf die
inhibitorische Funktion des CD22 in der BZR-vermittelten Inmunantwort hat. Aber auch eine

Bindung von CD22 ,,in trans“ kann vermutlich die Signalstirke der B-Zelle kontrollieren.
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Studien von Lanoue (Lanoue et al., 2002) zeigen, dass die B-Zell-Aktivierung durch ein
Antigen auf einer Zielzelle erniedrigt ist, wenn auf dieser Zelle a2,6-gebundene Sialinsdure
coexprimiert wird. Interpretiert wird dieser Effekt mit einer Bewegung des CD22 zu den Zell-
Zell-Kontaktflichen aufgrund der Interaktion mit dem trans-Liganden. An diesen
Kontaktflichen kommen auch ,Cluster* von mlgM vor (< 1.2.2). Aktuelle
Immunfluoreszenzstudien mit Milzzellen konnten zeigen, dass CD22 in Einzel-B-Zellen
gleichméBig und bei B-Zellen in lymphoiden ,,Clustern® an den Zell-Zell-Kontaktfldchen
lokalisiert ist (Collins et al., 2004). Es konnte mehr CD22 an den Kontaktflichen bei B-Zellen
mit B-Zellen als bei B-Zellen in Interaktion mit T-Zellen nachgewiesen werden. Dagegen war
CD22 in ST6Gall-defizienten B-Zellen (Hennet et al., 1998), denen der CD22-Ligand
Neu5Gcea2,6-fGal fehlte, gleichmiBig in der Zelle verteilt.

1.9 Problemstellung und Ziele der Arbeit

Einer Vielzahl von Proteinen und Peptiden aus der Milch werden immunstimulierende
Eigenschaften zugeschrieben. Ein bekannter Mechanismus bei der Regulation der humoralen
Immunantwort lauft iiber CD22, das die BZR-vermittelte Immunantwort ddmpft. Die
Sialinsdure-abhéngige Bindung an einen cis-Liganden scheint entscheidend fiir seine
Lokalisierung in der B-Zelle sowie fiir seine inhibitorische Aktivitit bei der B-Zell-
abhingigen Immunantwort zu sein. Um weitere Anhaltspunkte fiir immunmodulierende
Eigenschaften von Muttermilchproteinen einerseits und allergene Eigenschaften boviner
Milchproteine andererseits zu erhalten, schienen Sialinsdure-abhéngige Bindungsstudien mit

CD22 eine geeignetes Modellsystem zu sein.

Ziel dieser Arbeit war es zunichst, rekombinante Proteine von CD22 herzustellen und ein
geeignete Testsysteme mit rekombinantem CD22 zu entwickeln, um die Sialinsdure-
abhingige Bindung von CD22 genauer analysieren und Interaktionen von
Milchglykoproteinen/-peptiden mit CD22 nachweisen zu konnen. Fiir die Kontrolle einer
Sialinsdure-abhingigen CD22-Bindung diente zudem die Herstellung und Charakterisierung

von rekombinanten CD22-Mutanten mit einer defekten Sialinsdure-Bindungsdoméne.

In Bindungs- und Inhibitionstests mit rekominantem CD22 sollten unverdaute Milchproteine
sowie ihre proteolytisch verdauten und sdulenchromatographisch fraktionierten Produkte, die
reich an Bindungspartnern fiir CD22 sind, identifiziert werden. Die Proteine der
Hauptproteinfraktionen der Milch sollten mittels elektrophoretischer Methoden anhand ihres
Molekulargewichts, isoelektrischen Punkts und durch Lektinnachweise charakterisiert
werden. Durch Affinitdtsisolierung von Milchproteinen mit rekominantem CD22 sollten
Sialinsdure-abhéngige,  spezifische = Bindungspartner ~von  CD22  isoliert und
massenspektrometrisch analysiert und identifiziert werden. In B-Zell-Aktivierungsversuchen
sollte weiterhin der Einfluss von Milchglykoproteinen/-peptiden unterschiedlicher Herkunft

auf die von CD22-vermittelte Dampfung der Immunantwort untersucht werden.
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2 MATERIAL

2.1 Antikorper, Lektine und Glykoproteine

Die Konzentrationen und Verdiinnungen fiir die folgenden Reagenzien sind Richtwerte, die

fiir die jeweilige Charge neu ausgetestet werden miissen.

2.1.1  Antikorper fiir die Durchflusscytometrie

Bezeichnung Hersteller Konzentration/ Verdiinnung
Maus anti Lars Nitschke (Hybridomazelllinie)
human IgM (BU.1) ehemals The Binding Site, UK 0,4 -0,8 pg/mL

2.1.2  Antikorper fiir die Immundetektion

Bezeichnung Hersteller Konzentration/ Verdiinnung
Kaninchen anti 1:200 in Blockierungspuffer
huLaktoferrin Dianova (Jackson) (5 % Magermilch in TBS-T)
Ziege anti-

CD22 Santa Cruz, 1:200 in TBS-T

Ziege anti-

hulgG (Fc) (14 mg/mL) Dunn (Bigdesign) 1:1000 in Blockierungspuffer
Peroxidase konjugierter

Esel anti-Ziege I1gG Dianova ( Jackson) 1:20000 in Blockierungspuffer

Peroxidase konjugierter
Esel anti-Kaninchen IgG Dianova ( Jackson) 1:20000 in Blockierungspuffer

2.1.3  Glykoproteine und Antikorper fiir Mikrotiterplattentests

Bezeichnung Hersteller Konzentration/ Verdiinnung
Sandwich-ELISA / Festphasentest:

Ziege anti human IgG (Fc) Dunn 15 pg/mL in NaHCO; pH 9,6
verschiedene Siglecy; ;-Fc Arbeitskreis 1 pg/mL in HBA oder PBA

Alkalische Phosphatase-konjugierter
Ziege anti-human IgG (Fc) (0,3 mg/mL) Dianova (Jackson) 1:1000 in HBA

Mikrotiterplatten-Bindungstest:

bovines IgM Sigma 3ug/mL in NaHCO; pH 9,6
bovines Fetuin Sigma 3ug/mL in NaHCO; pH 9,6
Asialofetuin (Hirmo et al., 1996) Hirmo, S. 3ug/mL in NaHCO; pH 9,6
0,1-0,4 pg/mL (in 20 pL)
CD22-Fc N. Bock 1 pg/mL (in 5 uL HBS-T)
Alkalische Phosphatase-konjugierter 1:2000 (in 20 uL HBS-T)
Ziege anti-human IgG (Fc) (3 mg/mL) Dianova (Jackson) 1:1000 (in 5 pL. HBS-T)
Glyco-well-Plate Bindungstest
verschiedene Siglecy; ;-Fc Arbeitskreis 0,4 pg / mL (in 20pL HBS-T)

Alkalische Phosphatase-konjugierter
Ziege anti-human IgG (Fc) (3 mg/mL) Dianova (Jackson) 1:666 (in 20 uL in HBS-T )
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2.1.4  Reagenzien fiir den Lektinnachweis

Bezeichnung Firma Konzentration/ Verdiinnung
biotinyliertes MAL 11

(Maackia Amurensis Lektin 1) Vector Laboratories 10 pg/mlin 0,2 % BSA
biotinyliertes PNA

(Peanut Agglutinin ) Vector Laboratories 10 ug/mlin 0,2 % BSA

biotinyliertes SNA
(Sambucus nigra Rinden Agglutinin) Vector Laboratories 2 ug/ml in 0,2 % BSA

Peroxidase konjugiertes
ABC Reagenz (Vectastain ®) Vector Laboratories  1:1,1 in 0,2 % BSA in TBS-T

2.2 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

2.2.1  Allgemeine Chemikalien, Enzyme und Verbrauchsmaterialien

Alle Losungen wurden in Wasser angesetzt, welches zuvor mit einer UltraClear Inegra UV
Plus Wasseraufbereitungsanlage (SG, Barsbiittel) zweifach deionisiert wurde (ddH,O).
Medien und Pufferlosungen wurden autoklaviert (30 min, 121°C) oder sterilfiltriert (0,22
um).

Sofern nicht anders angegeben, wurden Chemikalien der Reinheitsgrade "pro analysii" (p.a.)
bzw. "reinst" verwendet. Zellkulturmedien und -reagenzien wurden im allgemeinen von der
Firma Gibco, Materialien und Gerite fiir die SDS-PAGE sowie IEF von der Firma BIO-RAD
bezogen. DNA-modifizierende Enzyme, DNA-Polymerasen sowie Basenpaarstandards
wurden von den Firmen MBI Fermentas, NewEngland Biolabs, Promega und Gibco
verwendet.

Serologische  Einwegpipetten, Bakterien- und Plastikréhrchen, Zellkulturschalen,
Pipettenspitzen und 1,5 mL-Reagiergefille wurden von der Firma Sarstedt, die 0,2 mL-PCR-
Reaktionsgefdfle wurden von der Firma Biozym bezogen. Mehrkanalpipetten Research 12-
und 8-Kanal und Mehrkanalpipettenspitzen (20-300 pL), Multipette und Kombitips, 1,5 mL-

Reagiergefifie und Kiivetten, (220-1600 nm) wurden von der von Firma Eppendorf bezogen.

2.2.2  Mikrotiterplatten

Bezeichnung Hersteller Typ Verwendung
Microolon Greiner klar, 96-Well, Flachboden, hochbindend ELISA, Festphasentest
96-Well Sarstedt klar, 96-Well, Flachboden BCA-Test, BIAL-Test
GlycoWell™ Lundonia  schwarz, 2x 8-Well-Streifen, Bindungstest

Biotech Flachboden
-Blank mit immobilisierter Acetyl-Gruppe
-Neu5Ac mit immobilisierter Neu5Ac-Gruppe
Cliniplate384  Thermo schwarz, 384-Well,U-Form Bindungstest

Cliniplate Thermo schwarz, 96-Well,U-Form Bindungstest
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2.2.3  Materialien fiir die Affinititschromatographie

Bezeichnung

25

Hersteller

Chromatographie-Saulenkartuschen Poly Prep®

NHS-Sepharose Fast Flow (Kapazitit 35 mg Protein / mL Matrix)
Protein A-Sepharose Fast Flow (Kapazitit 35 mg IgG / mL Matrix)

BIO-RAD
Amersham Bioscience

Amersham Bioscience

Humanes CD22-Fc¢ wurde von der Firma GALAB Technologies (Geesthacht) kovalent an
eine Matrix (A4ffiSep) gekoppelt und das matrixgebundene CD22-Fc (4ffiSep®CD22-Fc) in

Suspension oder in Sdulenkartuschen gepackt zur Verfiigung gestellt.

1) 3,5 mg CD22-Fc Wt pro g (mL) Matrix immobilisiert : 500 pL AffiSep®CD22-Fc

2) AffiSep®- MiniSpin-Séulen

0,1 mL-Matrix

0,5 mL Auftragsvolumen

a) mit 3,5 mg CD22-Fc Wt /g (mL) Matrix

b) mit 0,67 mg CD22-Fc Dreifachmutante (R120A, W128Q, W24Q) /g (mL) Matrix

3) AffiSep ®-Sdulen

0,5 mL-Matrix

0,5 mL Auftragsvolumen

mit 5,85 mg CD22-Fc Wt /g (mL) Matrix

2.2.4  Spezielle Materialien und Reagenzien

Bezeichnung Hersteller
Acetonitril (Methylcyanid) Sigma
Basenpaar-/Molekulargewichtsstandard (80-10000 bp) MBI Fermentas
BSA (Fraktion V) PAA Laboratories
CalibrationMixture2 in Sequazyme ™ PeptideMass Standard Kit Applied Biosystems

Carboxylat-Kiivette, planar, 2-Kammern fiir /4sys
Carboxymethyl-Dextran (CMD)-Kiivette, 2-Kammern flir [4sys
Cellline CL350 oder CL1000 -Fermenter

Dialyseschlauch (Visking® 8/32, Ausschlu3grenze 10 kD)
ExGen500 in vitro Transfection reagent

FDP (Fluoreszein Diphosphat)

Hygromycin

Indo 1 AM (1-223)

Magermilchpulver

pluoronisches F-127 (20 %ig (w/v))

Rontgenfilm Hyperfilm ECL

Protein- Molekulargewichtsstandard (prestained + unstained)
PVDF-Membran Hybond P

Trifluoressigsédure 99,5 % (TFA, 1 %ig (w/v) in ddH,0 gelost)
Trypsin (Sequencing Grade Modified)

Vibrio cholera Sialidase (VCS) 1 Unit /ml

immobilisierte Vibrio cholera Sialidase: GlycoCleave ®VCS

1 Unit /mL Matrix

Thermo LifeScience
Thermo LifeScience
Integra

Serva

MBI Fermentas
MoBiTec (Gibco)
PAA Laboratories
Molecular Probes
Heirler GmbH
Molecular Probes
Amersham Bioscience
MBI Fermentas
Amersham Bioscience
Fluka

Promega

Dade Behring

GALAB Technologies
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2.2.5 Kits

Bezeichnung Hersteller
BCA-Protein Assay Reagent Pierce

ECL Westernblotting Detektionsreagenz Amersham Bioscience
EDC /NHS, Ethanolamin-Kit fiir /4sys Thermo LifeScience
FastPlasmid ™ Mini Kit Qiagen

HiSpeed ™ Plasmid Midi Kit Qiagen

QOIAquick ™ Gel Extraction Kit Qiagen

QIAquick ™PCR Purification Kit Qiagen
CalibrationMixture?2 in Sequazyme ™ PeptideMass Standard Kit Applied Biosystems
Vectastain® ABC Kit Vector Laboratories
23 Bakterien und Zelllinien

2.3.1 Bakterienstimme

Bezeichnung Hersteller
DHS5a. Escherichia coli (E. coli) Dr. Klipp, Bochum
XL1-blue Escherichia coli (E. coli) Stratagene

2.3.2  Eukaryotische Zellen und Zelllinien

Bezeichnung Hersteller

CHO K1-Zelllinie

(Subclon von Ovarzellen des Chinesischen Hamsters) DSMZ, Heidelberg

Daudi-Zelllinie Lars Nitschke, Wiirzburg

(humane lymphoblastoide B-Zellinie, Burkitt-Lymphom ) (DSMZ)

humane Erythrozyten N.Bock / H. Githje, Bremen
24 Inhibitoren: Milchproteine/-peptide und Sialinsiurederivate

Alle (Glyko-)Milchproteine, -peptide, Sialinsduren und Sialinsédurederivate wurden mit NaOH
neutralisiert und i.d.R. in HBS gelost.

Bezeichnung Sialinséiure /-derivate Hersteller

BPC-Neu5Ac Mw 524 g / mol
(9-N-(biphenyl-4-carbonyl)-amino-9-desoxy-NeuSAcMe Reinhard Brossmer, Heidelberg
NeuSAc (N-Acetylneuraminsdure) Mw 309,3 g/ mol Sigma

Von Milupa (Numico) Research (Friedrichsdorf) wurden verschiedene Priparationen an
unverdauten, verdauten und verdauten, sdulenchromatographisch  fraktionierten
Milchproteinen als Lyophilisate bereitgestellt. Die unverdauten Proben enthielten 50-70%
Protein, behandelte Proben enthielten ca. 70-90 % Protein. Die Konzentrationsangaben

beziehen sich auf die geloste Gesamtmenge an Substanz.
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Bezeichnung der Milchprotein/-peptide AbKkiirzung
Proteine aus Milchen:

human / Muttermilch H/h

bovin / Kuhmilch B/b

Kamel- / Kamelmilch K/k
unbehandelt / unverdaut

Caseine C/Ca
Molkenproteine M /Mo
Laktoferrin L/Lf
Laktalbumin LA
hydrolysiert / verdaut - (H)hydrolysate
tryptisch/chymotryptisch - (P)peptide / P

tryptisch (TPCK) oder tryptisch/chymotryptisch bei Kamel-Caseinen
tryptisch (TPCK) bei bovinem Laktoferrin
hydrolysiert und fraktioniert

Gelpermeationschromatographie (Fraktion 1) GPC (-1)
hydrolysiert, GPC-fraktioniert und subfraktioniert
Reversed-Phase-Chromatographie (Fraktion 3) RPC (-3)

Proteine pflanzlicher Herkunft
Erbsenprotein-Isolat tryptisch/chymotryptisch verdaut
Sojaproteinhydrolysat Si Brm 4

2.5 Losungen

2.5.1 Medien

LB-Medium 15 g Trypton
5 g Hefeextrakt
(mit Ampicillin) 5 g NaCl ad 1 L ddH,0, autoklaviert

(+ 60 pg/ml Ampicillin)
LB-Agar-Platten (+ Amp) 15 g Agarin 1 L LB-Medium (+ 60 pg/ml Ampicillin)

oaMEM-Medium 10,17 g aMEM-Pulvermedium
2,2 g NaHCOs ad 1 L ddH,O0, sterilfiltrieren, 4°C lagern

RPMI-Medium RPMI-1640 Flissigmedium (ohne Glutamin)

Supplement complete (SC) 1 % (v/v) (nichtessentielle Aminosdurelosung (MEM)
1 mM Natriumpyruvat MEM
0,07 % L-Glutamin
0,05 mM 2-Mercaptoethanol
100 U/ml Penicillin
100 U/ml Streptomycin
1-10 % (v/v) FCS, hitzeinaktiviert
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2.5.2

HBS (HEPES buffered saline)
HBS-T (HBS mit Tween )
HBA ( HBS mit BSA)

PBS (phosphate buffered saline)
PBA (PBS mit BSA)
HBS-/PBS-Azid

TBS (Tris buffered saline)

TBS-T ( TBS mitTween)

2.6

Material

Mehrfach verwendete physiologische Puffer

Oligonukleotide

10 mM HEPES pH 7,4 / 150mM NaCl

HBS mit 0,05 % (w/v) Tween

HBS mit 0,5 % (w/v) BSA

137 mM NaCl/ 2,7 mM Na,HPO,/ 1,5 mM K,HPO,
PBS mit 0,5 % (w/v) BSA

HBS/ PBS mit 0,02 % (v/v) Natriumazid (2 %ig (w/v))
10 mM Tris-HCI pH 7,4 / 150mM NaCl

TBS mit 0,15 % (w/v) Tween

Die Mutageneseprimer fiir CD224;3 wurden von der Firma Eurogentec, alle anderen
Oligonukleotide fiir CD224;_3 wurden von der Firma MWG angefertigt.

Name Sequenz (5°—>3’) Beschreibung

OSK  GGACTAGTATGCATCTCCTCGGCCCCTGG Sense-Primer fiir Amplifikation von

179 Spe I CD224;.3 aus pCDMS (mit Spe I
Schnittstelle)

OSK GAAGATCTACTTACCTGTGGCATACTGCA Antisense-Primer zur Amplifikation von

180 Bgl II CD224;.3 aus pCDM8 (mit Bgl II

CTTGCAGGAACAC Schnittstelle + splice donor site)

OSK CTGCACACTGAGTATCCACC Sequenzierungs-Primer fiir d1-2 von

198 CD224;.3 (ab Pos. 308)

OSK CGGAGCGAGCTCAAGTTCTC Sequenzierungs-Primer fiir d2-3 von

199 CD224;.3 (ab Pos. 606)

OSK ACCAGAGTGGGAAGTACTGC Sequenzierungs-Primer fiir d3 von

200 CD224;3 (ab Pos. 910)

OSK  GCACTTGCAGGAACACTTCT Sequenzierungs-Antisense-Primer fiir d3

201 von CD22d1_3

OSK ATCTCCAACTTCGGGGTGTG Sequenzierungs-Antisense-Primer flir d2

202 von CD224;.3

OSK  GGTCAGAGTGACTTCCTGGG Sequenzierungs-Antisense-Primer fiir

203 d1-2 von CD224;.3 in pDEF

OSK  AGAGTCTTGTCCCATCAAAC Sequenzierungs-Antisense-Primer fiir d1

204 von CD224;.3in pDEF
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Name Sequenz (5°—3’) Beschreibung

OSK CTGGGGCTGCATAGCCGGG Sequenzierungs-Antisense-Primer fiir d3
103 von CD22 (aus hinge-Region hulgG )
OSK AGTGGTCAACTGGGGCTGGCCATGGAGTC Mutagenese-Primer R120A (Pos.363-
192  caA G AGG 365) (Pos. 351-356: Pvull Schnittstelle

verschwindet: Pos. 353 C zu T)

OSK  TTGGACTCCATGGCCAGCCCCAGTTGACC Mutagense-Antisense-Primer R120A
193 ACT cCcrT C

OSK AAGACTGAGAAACAGATGGAACGAATTC Mutagenese-Primer W128Q (Pos.387-
194  ACCTCAA TGG A4 389) (P0s.397-402: EcoRI Schnittstelle
entsteht : Pos. 401 A zu T)

OSK TTGAGGTGAATTCGTTCCATCTGTTTCTCA Mutagenese- Antisense- Primer W128Q
195 GTCTT T Ccc4

OSK TCAAGTAAACAGGTTTTTGAGCACCCCGA Mutagenese-Primer W24Q (Pos. 75-78)

196 GACCCT TGG T (Pos. 90-95: Aval Schnitt-stelle entsteht:
A P0s.92 T zu C, Pos. 95 A zu G)

OSK AGGGTCTCGGGGTGCTCAAAAACCTGTTT Mutagenese-Antisense-Primer W24Q

197 ACTTGA CAG

2.7 Plasmide
Der Vektor pDEF(Fc-3c) (kurz: pDEF) wurde von Dr. Crocker (Dundee, UK) gestellt. Dieser

Expressionsvektor fiir eukaryotische Zellen besitzt den eukaryotischen Transkriptionsfaktor
EF-lo und das Resistenzgen fiir die Hygromycin B Phospho-Transferase (HygR) unter
Kontrolle des SV40 Late Promotors, der eine hohe Zahl an Kopien des Plasmids in
transfizierten Zellen ermdglicht. Durch das Resistenzgen konnen mit pDEF transfizierte
eukaryotische Zellen gegen Hygromycin B-Resistenz selektioniert und so dauerhaft stabil

transfiziert werden.

Des weiteren enthélt der Vektor auch einen Replikationsursprung fiir Bakterien (ori), fiir die
Vervielfiltigung in Bakterien, und ein Gen fiir die Resistenz gegen Ampicillin, was die
Selektion positiv transformierter Bakterien erlaubt. AuBerdem beinhaltet dieser Vektor den
Fc-Teil des humanen IgG; inklusive der hinge-Region (hinge -CH2-CH2-CH3), wobei diese
Region so modifiziert wurde, dass eine proteolytische Spaltstelle fiir die rhinovirale 3c-
Protease enthalten ist : pDEF(Fc-3c).

In diesen Vektor konnen jetzt die kodierenden Sequenzen fiir die extrazelluldren
Adhésionsmolekiil-Doménen (d mit Anzahl x-y) kloniert werden, die dann als Fc-Chiméren
zur Expression gebracht werden. Die exprimierten Fc-Chimidren des Adhdsionsmolekiils
konnen durch die Proteaseschnittstelle nach der erfolgreichen Expression in den Fe-Teil und
zweil monomere CD224,.3 Teile getrennt werden. Der Vektor enthilt Schnittstellen fiir Xbal

und BamHI in seiner ,, multiple cloning site* .
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Die kodierende Sequenz von CD224;.3 (Wilson et al., 1991b) liegt in dem Expressionsvektor
pCDMS8 (Simmons, 1993) zusammen mit der genomischen Sequenz des Fc-Teils des

humanen IgG; vor.



Methoden 31

3 METHODEN

3.1 Klonierungsstrategie

Die kodierende Sequenz von CD224;.; lag in dem Expressionsvektor pCDMS8 vor, der keine
proteolytische Spaltstelle fiir die rhinovirale 3c-Protease und auch keinen Selektionsmarker
fiir stabile Zelllinien besitzt. Daher sollte die kodierende Sequenz von CD224;3 in den
Expressionsvektor pDEF umkloniert werden. Die kodierende Sequenz von CD224;.3 enthilt
interne Schnittstellen fiir Xbal und BamHI: Neben der Amplifikation des Fragements mussten
daher am 3" und am 5°-Ende Schnittstellen fiir Restriktionsendonukleasen erzeugt werden, die
die gleichen kohésiven Enden erzeugen wie die Schnittstellen am Expressionsvektor. Neben
der Amplifikation entsteht durch den Sense-Primer am 5'-Ende eine Spel-Schnittstelle und
durch den Antisense-Primer am 3'-Ende eine Bg/II-Schnittstelle. Das Amplifikationsprodukt
wurde mit Bg/Il und Spel geschnitten. Ersteres erzeugt die gleichen kohdsiven Enden wie
Xbal und letzteres die gleichen kohésiven Enden wie BamHI. Das geschnittenen CD2243-

Fragment konnte in den vorbereiten pDEF(3¢c-Fc)-Vektor kloniert werden.

Basierend auf pDEF(Fc-3¢)-CD224;3 Wt wurden Aminosidure-Mutationen vorgenommen
(<°3.4), die zu den fiir diese Arbeit interessanten Varianten, pDEF(Fc-3¢)-CD224;.3(R120A),
pDEF(Fc-3¢)-CD224;3 (W128Q), pDEF(Fc-3¢)-CD224;3 (W24Q), pDEF(Fc-3¢)-CD2243
(R120A/W128Q, pDEF(Fc-3c)-CD224;3 (R120A/W24Q), pDEF(Fc-3¢)-CD22413 (W24Q/
W128Q) und pDEF(Fc-3¢)-CD224;.3 (W24Q/ R120A /W128Q) fiihrten.

3.2 Amplifikation von DNA durch PCR

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist ein Verfahren, das die enzymatische
Vervielfiltigung kleinster DNA-Mengen erlaubt (Saiki et al., 1985). Dabei werden kurze,
synthetische Oligonukleotide sogenannte ,,Primer®, die den terminalen Bereichen der zu
amplifizierenden Sequenz komplementér sind, eingesetzt. Diese Primer konnen bei Bedarf
auch Mutationen oder weitere 5'-Sequenzen, etwa zusitzliche Restriktionsschnittstellen,
enthalten. Durch die Polymerase werden die freien 3'-Enden der Primer (Antisense- und
Sense-Primer) zu zwei neuen, komplementiren DNA-Stringen verlidngert. Jeder

Reaktionszyklus fiihrt so zu einer Verdopplung des vorhandenen DNA-Fragments.

Die Herkunft der DNA kann unterschiedlich sein. Es wurde aufgereinigte Plasmid-DNA oder

eine ganze Bakterienkolonie als Matrize eingesetzt.

Wenn eine Bakterienkolonie als Matrize verwendet werden soll, wird eine Kolonie mit einem
sterilen Zahnstocher von einer Agarplatte abgenommen, in einem PCR-Reaktionsgefdl und
anschliefend auf einer neuen Agarplatte (Replicaplatte) abgestrichen. Alle Komponenten
wurden als ,,Master-Mix*“ vorbereitet und von diesem 50 pL zu jeder entnommenen

Bakterienkolonie gegeben.
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3.21

Methoden

PCR oder Kolonie-PCR mit 7ag-Polymerase

Der PCR-Ansatz wurde in 0,2 mL-Reagiergefdlen (Biozym) mit der Tag-Polymerase (MBI
Fermentas) angesetzt.

Komponenten

—_ NN =
=
o

Matrizen DNA oder eine gepickte Bakterienkolonie

Primer 1 (20 pMol /uL)

Primer 2 (fiir den Gegenstrang) (20 pMol /uL)

2 mM dNTP-Mix (je 0,5 mM dATP, dCTP, dGTP und dTTP)
25 mM MgCl,

Taq-Reaktionspuffer 10-fach

Tag-Polymerase (1 Unit /uL)

ad 50 pL mit ddH,O

40 pMol
40 pMol
0,2 mM
2,5 mM
1-fach
1 Unit

Die PCR wurde unter folgenden Bedingungen in einem Thermocycler der Firma Eppendorf

durchgefiihrt.
Anz. Wdh Dauer Prozess Temperatur
| 120 sec Initiale D?nat'urlerung: Ir'lakt1V1erung von Nukleasen 95°C
und vollstdndige Denaturierung
25-35 60 sec  Denaturierung der DNA 95°C
30sec Annealing (Primeranlagerung) T, (Tm-a) 42-65°C
240 sec Polymerasereaktion (Strangverldngerung / Extension) 72°C
1 300 sec Finale Extension (Strangverlingerung ) 72°C
Abkiihlen auf / Halten bei 4°C
3.2.2 PCR mit Pfu-Polymerase

Fir die Verwendung von DNA fiir die Ligation (<°3.6.2) wurde die Pfu-Polymerase
eingesetzt, da ihre zusitzliche 3’-5'-Exonuclease-Aktivitit flir eine Korrekturaktivitét
(,,Proofreading®) sorgt. Um die Ausbeute fiir die Ligation zu erhohen, wurden mehrere
Ansitze mit derselben DNA-Matrize gefahren.

ad 50 uL mit ddH,O

Komponenten
1 ng Matrizen DNA
2 uL Primer 1 (20 pMol/uL) 40 pMol
2 uL Primer 2 (fiir den Gegenstrang ) (20 pMol/uL) 40 pMol
1 uL 10 mM dNTP-Mix (je 0,5 mM dATP, dCTP, dGTP und dTTP) 0,2 mM
5 upL MgSO4-Reaktionspuffer 10-fach 1-fach
0,5 uL  Pfu-Polymerase (2,5 Unit /uL) 1,25 Unit



Methoden 33

Die PCR wurde unter folgenden Bedingungen in einem Thermocycler der Firma Eppendorf
durchgefiihrt.

Anz. Wdh  Dauer Prozess Temperatur

1 120 sec Initiale Denaturierung: Inaktivierung von Nukleasen 95°C
undvollstindige Denaturierung

25-35 60 sec Denaturierung der DNA 95°C

30 sec Annealing Ta (Tm-a) 42-65°C

240 sec Polymerasereaktion (Strangverldangerung) 72°C

1 300 sec Finale Extension 72°C

Abkiihlen auf/ Halten bei 4°C

Zur Kontrolle der Reaktion wurden 5 pL des Ansatzes auf einem Agarosegel analysiert
(°3.5.1). Das PCR-Produkt wurde anschlieBend durch préparative Agarosegel-
Elektrophorese (<~ 3.5.1) und mittels des QIAquick PCR-Extractions Kits der Firma Qiagen
oder mittels des QIAquick PCR Purification Kits der Firma Qiagen von Primern und

Nebenprodukten gereinigt.

33 Aufreinigung von PCR-Produkten

Die Aufreinigung wurde mit dem QIlAquick™ PCR Purification Kit (Qiagen) durchgefiihrt.
Dazu wurde das 5-fache Volumen des Guanidinhydrochlorid-haltigen Puffers PB zu dem
PCR-Ansatz pipettiert und auf die mitgelieferten Silikagel-Zentrifugationssdulen
(QIAquick™-Séulen) gegeben. Nach der Zentrifugation (1 min, 13000 rpm, RT, Eppendorf
MiniSpin) wurde der Durchlauf verworfen und die gebundene DNA mit 750 uL des Ethanol-
haltigen Puffers PE durch Zentrifugation gewaschen. Anschlieend wurden 50 pL Puffer EB
(10 mM Tris-HCL pH 8,5) auf die Saule gegeben und fiir 1 min inkubiert. AnschlieBend wird
die DNA in ein 1,5 mL-Reagiergefa3 durch 1-miniitige Zentrifugation eluiert. Zur Kontrolle
wurden 2 pLL der DNA-LGsung auf einem Agarosegel analysiert.

34 Ortsgerichtete Mutagenese

Mutationen wurden in dieser Arbeit basierend auf dem Protokoll des QuickChange™-

Mutagenese-Kits (Stratagene) eingefiihrt.

Dazu wurden je zwei komplementire Mutagenese-Primer synthetisiert, die folgende
gewiinschte Mutationen enthielten: 1) die Mutation zur Anderung einer Aminosiure und 2)
die sogenannte ,,stille“-Mutation(en), durch die Restriktionsschnittstellen hinzugefiigt oder
entfernt wurden, um nach erfolgter Transformation die erfolgreich verédnderten Klone zu

identifizieren.
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Komponenten
50-200 ng Matrizen DNA
1,25 pL  Primer 1 (100 ng/uL) 125 ng
1,25 pL  Primer 2 (fiir den Gegenstrang) (100 ng/uL) 125 ng
1 pL 10 mM dNTP-Mix (je 0,5 mM dATP, dCTP, dGTP und dTTP) 0,2 mM
5 uL  MgSO4-Reaktionspuffer 10fach 1-fach
1 puL  Pfu-Polymerase (2,5 Unit /uL) 2,5 Unit

ad 50 pL mit ddH,O

Die Mutagenese-Primer wurden mit einem Plasmid, das die Ausgangssequenz enthielt, in

einige PCR-Zyklen mit der thermostabilen, fehlerkorrigierenden Pfu-Polymerase eingesetzt.

Die PCR fiir zur Durchfiihrung der Mutagenese wurde unter folgenden Bedingungen in einem
Thermocycler der Firma Eppendorf durchgefiihrt.

Anz. Wdh Dauer Prozess Temperatur

1 30 sec Initiale Denaturierung: Inaktivierung von Nukleasen 95°C
und vollstindige Denaturierung

18 30 sec Denaturierung der DNA 95°C

60 sec Annealing Ta (Tm-a) 58°C

1200 sec Polymerasereaktion (Strangverldngerung) 68°C

Abkiihlen auf/ Halten bei 4°C

Im weiteren Verlauf der Prozedur macht man sich zunutze, dass die Ausgangsplasmide
aufgrund ihrer Préparation aus dam+-E. coli-Stimmen dam-methyliert sind, die neu

synthetisierten, eine Mutation tragenden Strange hingegen nicht.

Mit der Restriktionsendonuklease Dpn 1, deren tetramere Erkennungssequenz GATC (mit A-
CH3;) statistisch alle 256 Nukleotide vorkommt, wurden gezielt die dam-methylierten
Ausgangsstrange verdaut. Dazu wurde der PCR-Ansatz direkt mit 1 pL Dpn I (10 Unit/uL)
versetzt und 3 h bei 37°C inkubiert. Der Reaktionsansatz sollte anschliefend nur noch

mutierte (neu synthetisierte und daher nicht-methylierte) Plasmide enthalten.

Da die Pfu-Polymerase keine Ligase-Aktivitéit enthdlt, weisen die neuen Stringe zwar jeweils
einen Einzelstrangbruch 5' des jeweiligen Primers auf, aber aufgrund der Komplementaritét
der Primersequenzen liegen die Plasmide trotzdem doppelstrangig-zirkuldr vor. Die mutierten
Plasmide konnten direkt in E. coli XL1-Blue transformiert und die transformierten Bakterien
auf einer LB/Amp-Platte angezogen werden (<~3.7). 5-10 der angezogenen Klone wurden der
LB/Amp-Platte entnommen und fiir eine Kolonie-PCR mit Tag-Polymerase eingesetzt und
parallel auf einer Replicaplatte erneut angezogen (<~3.2.1). Die PCR-Produkte wurden in der
Agarosegel-Elektrophorese (<73.5.1) auf eine erfolgreiche Transformation der DNA
tiberpriift. AnschlieBend wird die aus der Bakterienkolonie amplifizierte DNA durch
Restriktionsverdau (<°3.6.1) mit den Restriktionsenzymen, deren Schnittstellen hinzugefiigt

oder entfernt wurden, verdaut. Die Bruchstiicke wurden in der Agarosegel-Elektrophorese
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(<°3.5.1) mit denen des Ursprungsplasmid verglichen, um eine erfolgreiche Mutagenese
nachzuweisen. Erfolgreich transformierte und mutierte Klone wurden von der Replicaplatte
angezogen, die DNA mittels Plasmid-,,Mini*“-Praparation aufgereinigt (<°3.8.1) und durch
Sequenzierung tberpriift (©°3.8.4). Fiir die stabile Transfektion in CHO-Zellen (<°3.9.3)
wurden groflere Mengen an DNA mittels Plasmid-Midi-Praparation aufgereinigt (<°3.8.2).
Erfolgreich mutierte Plasmide konnten fiir weitere Mutationen eingesetzt werden, um weitere

Aminosauren auf DNA-Ebene zu verdndern.

3.5 Auftrennung und Extraktion von DNA

3.5.1 Agarosegel-Elektrophorese von DNA

Bei einer Agarosegel-Elektrophorese konnen DNA-Bruchstiicke der Grofle nach aufgetrennt

werden.

TBE-Puffer (1 L 10-fach Losung) 1-%iges Agarosegel

108 g Tris 0,5 g Agarose (Eurogentec)

55 g Borsdure 50 mL TBE-Puffer

40 ml 0,5M EDTA pH 8 aufkochen, etwas abkiihlen

ad 1 L ddH,O 5 uL Ethidiumbromid (10 mg/mL Lsung )

Das Ethidiumbromid interkaliert mit der DNA und fluoresziert unter UV-Licht, so dass die
DNA-Banden nach der Elektrophorese mit UV-Licht sichtbar werden. Je nach Verwendung
wurde ein priparativer Kamm (Auftragstaschen bis 120 pL Volumen) oder ein analytischer
Kamm (Auftragstaschen bis 12 pL. Volumen) eingesetzt. Danach wurden je 100 pL oder 10
uL der zu trennenden Proben mit 15 pl oder 1,5 pl Auftragspuffer (250 mM Na,EDTA, 87%
(v/v) Glycerol, 0,5 mg/ml (w/v) Bromphenolblau) versetzt und zusammen mit dem
Molekulargewichtsstandard in die Taschen des ausgehirteten Gels pipettiert. Die
Elektrophorese wurde fiir 30 bis 60 Minuten bei 100 V durchgefiihrt. Anschlieend erfolgte
die Sichtbarmachung der DNA-Banden auf einem UV-Tisch bei 405 nm und unter

Verwendung eines Herolab-Geldokumentationssystems.

3.5.2 DNA-Extraktion aus Agarosegelen

Die entsprechenden DNA-Banden wurden auf dem UV-Tisch mit einem Skalpell moglichst
knapp aus dem Agarosegel ausgeschnitten und in vorgewogene 1,5 mL-Reagiergefia3e
tiberfiihrt. Das Gewicht des Gel-Stiicks (100 mg = 100 pL) wurde bestimmt (max. 400 mg)
und das dreifache Volumen des Guanidinthiocyanat-haltigen Puffers QG hinzugefiigt.
Wihrend der 10-miniitigen Inkubation bei 50°C wurde 2-3 Mal gut gemischt bis sich das Gel
aufgeldst hatte. Die weiteren Schritte erfolgten analog zum QIl4quick™ PCR Purification Kit
durch Aufreinigung iiber Silikasdulchen (<°3.3).
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3.6 Enzymatische Modifikation von DNA

3.6.1 Restriktionsverdau von DNA

Mittels geeigneter Restriktionsendonukleasen konnen Plasmide in definierte DNA-Fragmente
geschnitten werden. Diese Restriktionsendonukleasen bendtigen bestimmte Puffer, die von
den entsprechenden Firmen in 10-fach konzentrierter Form angeboten werden. Bei einem
Verdau mit zwei Restriktionsendonukleasen sollte der Puffer fiir beide Enzyme geeignet sein.
Der sogenannter MED-Restriktionspuffer (10-fach Puffer: 2,92 % (w/v) NaCl / 1,21 % (w/v)
Tris-HCL pH 7,5 / 2,03 % (w/v) MgCl, +1 mg/ml (w/v) BSA) kann mit den meisten DNA-

modifizierenden Enzymen eingesetzt werden.

Jeder Verdauansatz (10-50 uL ) enthilt folgende Komponenten.
lug DANN

2-10 Units jedes Enzyms

1/10 uL des Ansatzvolumen des entsprechenden 10-fach Puffers
ad 10-50 pL ddH,O

Der Verdauansatz wird 2 h bei 37°C inkubiert. Zur Inaktivierung wurde der Ansatz zundchst
bei —20°C einmal durchgefroren und anschlieBend fiir 10 min auf 70°C erhitzt. Die verdauten

Plasmide konnen bis zur weiteren Verwendung bei -20°C autbewahrt werden.

3.6.2 Ligation von DNA-Fragmenten

Jeder Ligationsansatz (50 pL ) enthélt folgende Komponenten.

20 ng Vektor-DANN

3-5-fachen molaren Uberschuss an zu insertierender DNA
2 Units 74-DNA-Ligase

1/5 pL des Ansatzvolumen an 5-fach Puffers

ad 50 uL. ddH,0O

(oder ad 50 uL. MED-Restriktionspuffer)

Der Verdauansatz wurde 16 h bei 18°C inkubiert Nach der Inkubation wurde der

Ligationsansatz in chemisch kompetente E. coli transformiert.

3.7 Herstellung kompetenter Bakterien und Transformation von DNA in
Bakterien

Unter einer Transformation versteht man das Einbringen fremder DNA in Bakterien. Dafiir
miissen die Bakterien vorbehandelt, ,.kompetent gemacht werden, damit sie die freie DNA
aufnehmen konnen. Eine Methode um Bakterien chemisch kompetent zu machen ist die
Rubidiumchlorid-Methode.

100 mL vorgewirmtes LB-Medium werden mit 2 mL einer 1 M Mg**-Losung (500 mM
MgCl, / 500 mM MgSOQy,) versetzt und mit 1 mL einer Ubernachtkultur eines E. coli Stamms
angeimpft. Die Kultur wurde bei 37 °C und 240 rpm im Schiittelinkubator inkubiert. In
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regelmifBigen Abstinden wurde die optische Dichte der Kultur bei einer Wellenldinge von 600
nm gemessen, bis sie einen Wert von 0,5 erreicht hatte. Die Bakterien befanden sich dann in
der logarithmischen Wachstumsphase. Die Kultur wurde in 50 mL Réhrchen 10 min bei 4000
rpm 4°C (Eppendorf Tischzentrifuge 5810 R) zentrifugiert. Der Uberstand wurde dekantiert.
Die Gefdfle mit dem Zellpellet wurden auf Eis gestellt und das Pellett in 25 mL TMF-Puffer
(100 mM CacCl; x2H,0 / 40 mM MnCl, x4H,0 / 50 mM RbCl ad ddH,0) resuspendiert und
fiir eine Stunde auf Eis inkubiert. Anschlieend wurden die Zellen erneut zentrifugiert und in
5 mL frischem TMF-Puffer resuspendiert und mit 1 mL Glycerol gemischt. Es wurden sofort
200 pL-Aliquots in vorgefrorenen 1,5 mL-Reagiergefile auf Trockeneis durchgefroren,

bevor sie bei -80°C gelagert wurden.

Bei der Transformation werden chemisch kompetente Zellen zusammen mit cDNA einem
Hitzeschock (42°C) ausgesetzt.

Fir die Transformation wurde ein Aliquot mit 200 puL chemisch kompetenten Zellen
aufgetaut und 10 pL. Mutageneseansatz oder 25 pL eines 50 pL Ligationsansatzes
dazugegeben. Der Reaktionsansatz wurde einmal vorsichtig geschiittelt und 30 min auf Eis
inkubiert. AnschlieBend wurden die Bakterien fiir 2 min in ein 42°C warmes Wasserbad
gestellt (Hitzeschock), kurz auf Eis gekiihlt und sofort 700 L. LB-Medium hinzugegeben und
45 min bei 37°C und 240 rpm im Schiittelinkubator inkubiert. Die Bakteriensuspensionen
wurden 1 min bei 1000 rpm (Eppendorf MiniSpin) zentrifugiert und der Uberstand
abgenommen. Das Pellet wurde in 100 uL Uberstand resuspendiert, dieser auf einer LB/Amp-
Agarplatte ausgestrichen und ii.N. bei 37°C inkubiert. Nur die stabil transformierten Bakterien
mit der Resistenz gegen Ampicillin konnten auf der Platte wachsen. Die Bakterienkolonien

wurden anschlieend in einer Kolonie-PCR eingesetzt (<°3.2.1).

3.8 Priaparation und Konzentrationsbestimmung von Plasmid-DNA

Je nach Anwendung wurden verschiedene Verfahren zur Plasmidprédparation eingesetzt, die

DNA verschiedener Menge und Reinheit ergaben.

3.8.1 Plasmid-,,Mini“-Priparation von DNA

Fiir die Priparation kleiner Mengen Plasmid-DNA wurde der QI4Aprep™ Miniprep Kit
(Qiagen) verwendet. Dazu wurde der entsprechende Klon in 2 mL LB/Amp-Medium {i.N. bei
37°C und 240 rpm im Schiittelinkubator angezogen. 1,5 mL der Uber-Nacht-Kultur wurden
fiir 1 min in einer Eppendorf MinSpin zentrifugiert. Die sedimentierten Bakterien wurden in
250 puL Resuspensionspuffer P1 (50 mM Tris-HCI pH 8,0 / 10 mM EDTA) resuspendiert, mit
250 pL Lysepuffer P2 (200 mM NaOH / 1% SDS) versetzt, durch mehrmaliges Invertieren
gemischt und maximal 5 min bei RT inkubiert. Das Zelllysat wurde mit 350 pL
Neutralisierungspuffer P3 (3 M Kaliumacetat pH 5,5) neutralisiert. Nach 10-miniitiger
Zentrifugation bei RT (13000 rpm, Eppendorf MiniSpin) wurde der Uberstand auf die
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mitgelieferten Silikagel-Sdulen gegeben und fiir 1 min bei RT zentrifugiert (13000 rpm,
Eppendorf MiniSpin). Das Eluat wurde verworfen und die gebundene Plasmid-DNA mit 750
uL des Ethanol-haltigen Puffers PE gewaschen. AnschlieBend wurde die DNA mit 50 uL
ddH,O eluiert. Zur Kontrolle wurden 2 pLL der DNA-L6sung auf einem Agarosegel analysiert
(<°3.5.1).

3.8.2 Plasmid-,,Midi“-Priparation von DNA

Zur Préparation groferer Plasmidmengen (einige hundert pg) wurde mit dem HiSpeed™
MidiPrep Kit (Qiagen) eine 200 mL-Ubernachtkultur transformierter E. coli aufgearbeitet.
Gemall Herstellerprotokoll wurde nach alkalischer Lyse die DNA {iber die mitgelieferten
Ionenaustauschersdulen aufgereinigt. Die Puffer P1-P3 entsprechen denen des QlAprep™
Miniprep Kit (<°3.8.1). Die Ubernachtkultur wurde in 50 mL-Plastikrohrchen verteilt und 10
min bei 4°C und 4000 rpm (Eppendorf Tischzentrifuge 58/0R) zentrifugiert. Nach
Dekantieren des Uberstandes wurde das Pellet in insgesamt 6 mL P1 resuspendiert, mit 6 mL
Lysepuffer P2 versetzt, durch mehrmaliges Invertieren gemischt und maximal 5 min bei RT
inkubiert. Das Zelllysat wurde mit 6 mL P3 durch mehrmaliges Invertieren neutralisiert. Das
Lysat wurde auf eine mitgelieferte Filterkartusche gegeben, in denen sich das Zellmaterial
wiéhrend einer 10-miniitigen Inkubation absetzen konnte. AnschlieBend wurde das Lysat
durch den Filter direkt auf die mitgelieferten, mit 4 mL Aqulibrierungspuffer QBT (750 mM
NaCl / 50 mM MOPS pH 7,0 / 15 % (v/v) Isopropanol / 0,15 % (v/v) Triton X-100 )
aquilibrierten Silikagel-Sédule gedriickt. Die Sdule wurde mit 20 mL Waschpuffer QC ( 1 M
NaCl / 50 mM MOPS pH 7,0 / 15 % (v/v) Isopropanol) gewaschen und die DNA mit 5 mL
Elutionspuffer QF (1,15 M NaCl / 50 mM Tris-HCI pH 8,5 / 15 % (v/v) Isopropanol) von der
Sdule eluiert. AnschlieBend wurde die DNA mit 3,5 mL Isopropanol 5 min bei
Raumtemperatur prézipitiert und durch den QlAprecipitator™-Filter gedriickt. Die DNA
wurde mit 1 mL TE-Puffer (10 mM Tris-HCI pH 8,0 / 1 mM EDTA) von dem Filter eluiert.

3.8.3  Photometrische Bestimmung der DNA-Konzentration

Die Konzentration und Reinheit einer DNA-haltigen Probe kann photometrisch bestimmt
werden. Das durchschnittliche Absorptionsmaximum von Nukleinsduren liegt bei einer
Wellenldnge von 260 nm und das durchschnittliche Absorptionsmaximum von Proteinen bei
einer Wellenldnge von 280 nm. Aus dem Quotient von E260/E280, der {iber 1,7 liegen sollte,
kann auf den Reinheitsgrad der DNA geschlossen werden. Die Extinktion bei 260 nm gibt
Auskunft iiber die Konzentration der DNA einer Probe. Eine Extinktion von 1,0 entspricht 50

ng/mL doppelstrangiger DNA.

Fiir die Messung wurden 1 pL der Probe 1:100 mit TE-Puffer verdiinnt. Nach dem Abgleich
der Quarzkiivette mit 100 pL. TE-Puffer als Leerwert wurde die Extinktion der DNA-L&sung

bei 260 nm und 280 nm gemessen.
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3.8.4 Sequenzierung von DNA

Die Sequenzierung von Plasmiden wurde von der Firma GATC durchgefiihrt. Dafiir wurden
insgesamt acht Sequenzierungs-Primer verwendet, vier Sense- und vier Antisense-Primer
(<°2.6). Die Reichweite der Sequenzierungs-Primer sollte > 200 bis 300 bp betragen, damit
die verwendeten Primer bei der Sequenzierung das gesamte CD224;,3-Fragment abdecken
konnten.

3.9 Herstellung stabiler Zelllinien

3.9.1 Anzucht eukaryotischer adhirenter Zellen

Die CHO-K1-Zellen wurden in H,O gesittigter Atmosphire bei 37°C und 5% CO, im
Begasungs-Wiérmeschrank in aMEM-Medium mit 10 % (v/v) hitzeinaktiviertem FCS
kultiviert. Wenn die Zellen 90 % des Zellkulturschalenbodens bedeckten (zu 90 % konfluent
sind), wurden sie auf mehrere Zellkulturschalen verteilt. Dazu wurden die Zellkulturschalen
mit PBS gewaschen und 1 mL Trypsin-EDTA-Ldsung (pro 100 mm Platte) auf die Zellen
gegeben. Der Uberstand wurde sofort wieder abgesaugt und die Zellkulturschalen fiir 2-5 min
im Wairmeschrank inkubiert. Die abgeldsten Zellen wurden in 10 mL Kulturmedium

resuspendiert und gleichmiBig auf die mit Medium vorbereiteten Zellkulturschalen verteilt.

Zur Aufbewahrung von eukaryotischen Zellen wurden DMSO-Gefrierkulturen angelegt.
Dafiir wurden 90 % konfluent gewachsene Zellen trypsinisiert, in 2 mL Gefriermedium
bestehend aus dem Zellkulturmedium, 20 % FCS und 10 % (v/v) DMSO resuspendiert. Je 1
mL dieser Zellsuspension wurde in 1,5 mL-Einfrierr6hrchen iiberfiihrt und erst 30 min bei

4°C, dann mindestens 12 h bei -80°C und letztendlich in fliissigen Stickstoff eingefroren.

3.9.2 Immunglobulin-Depletion

Um zu vermeiden, dass die Immunglobulin aus dem FCS (im Medium) mit den Fc-Chiméren
aufgereinigt wurden und das produzierte Protein verunreinigen, erfolgte eine zweifache
Immunglobulin-Depletion. Das Kulturmedium mit 20 % FCS wurde dazu {i.N. mit Protein A-
Sepharose inkubiert und auflerdem {iber eine Protein A-Sepharose-Sédule depletiert. Protein A
ist ein aus Staphylococcus aureus isoliertes Protein, welches spezifisch und mit starker
Affinitét an den Fc-Teil von Antikdrpern bindet (Bebbington, 1991).

3.9.3 Stabile Transfektion

Bei der stabilen Transfektion wird die cDNA eines Plasmids stabil in das Genom der
transfizierten Zellen integriert und kann von diesen Zellen dauerhaft exprimiert werden.
CHO-Zellen sind einfach zu transfizieren, wachsen sowohl in Suspension als auch adhérent
auf Plastikoberflichen und es gibt eine Reihe etablierter Expressionssysteme mit

Selektionsmarkern, die zur Markierung der Vektoramplifikation dienen (Bebbington, 1991).
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Die stabil zu transfizierende cDNA enthielt neben den fir CD224;.3—(3¢)-Fc kodierenden
Sequenzen ein Resistenzgen als Insertionsmarker. Bei dem Resistenzgen handelte es sich um
die Hygromycin B Phospho-Transferase (HygR). Nur stabil transfizierte CHO-Zellen konnten
aufgrund ihrer endogenen Hygromycin B Phospho-Transferase (HygR)-Aktivitdt bei Zugabe
des Antibiotikums Hygromycin iiberleben. Die stabil zu transfizierten Zellen wurden in
oMEM mit 10 % FCS kultiviert, bis sie zu 70-80 % konfluent waren. Vor Zugabe des
Transfektionsmix wurde das Medium entfernt und die Zellkulturschalen einmal mit PBS

gewaschen.

Die Transfektion wurde mit dem kationischen Polymer ExGen500 (MBI Fermentas)
durchgefiihrt. Dieses Reagenz bildet mit der DNA Komplexe, die sich durch die Schwerkraft
auf den Zellen absetzen und durch Endozytose von der Zelle absorbiert werden. Fiir
konfluente Zellen auf einer 150 mm Zellkulturschale wurden 58 pg DNA-LOsung auf ein
Volumen von 2,9 mL mit sterilem 150 mM NaCl aufgefiihlt, vorsichtig gemischt und
zentrifugiert (Herstellerangaben). AnschlieBend wurden 192 puL. ExGen500 zugefiigt, 10 sec
gemischt und fiir 10 min inkubiert. Der Transfektionsansatz wurde mit 29 mL serumfreien
oMEM aufgefiillt und auf die zu transfizierenden Zellen gegeben. Nach 3-4 h wurde der
Transfektionsansatz abgenommen und durch 30 mL Kulturmedium mit 1-fach konzentriertem
Penicillin/Streptomycin ersetzt. Letzteres diente dazu, Kontaminationen durch die unsterile

DNA vorzubeugen.

3.94 Selektion und Anzucht stabil transfizierter Zellen

Am folgenden Tag wurden die Zellen trypsinisiert und in 5 mL Medium resuspendiert. Zur
Bestimmung der Zelldichte wurde die Zellsuspension in eine Neubauer-Zahlkammer unter
das Deckgldschen pipettiert. Mehrere GroBquadrate wurden im Phasenkontrastmikroskop
ausgezdhlt. Die Zahl der Zellen pro mL ergibt sich durch Multiplikation des Mittelwertes der
GroBquadrate mit 10*. Die Zellen wurden auf eine Dichte von 500.000 Zellen/mL mit dem

Kulturmedium mit 1-fach Pen/Strep eingestellt.

Zum Selektionieren der erfolgreich transfizierten Zellen wurde Hygromycin mit einer
Endkonzentration von 350 pg/mL dazugegeben. AnschlieBend wurden die Zellen mit 100 puL.
pro Well auf eine sterile 96-Well-Zellkulturplatte gegeben, wobei die dufleren Reihen mit
Kupfersulfat-Losung als Kontaminationsschutz befiillt wurden. Nach 3-5 Tagen wurde
kontrolliert, ob in nennenswertem Umfang Zelltod eingetreten war. Wochentlich wurden 50
uL Medium pro Well entnommen und 100 pL frisches Kulturmedium hinzugefiigt. Dabei
wurde die Hygromycin-Endkonzentration von 350 pg/mL schrittweise auf 600 pg/mL erhoht.

Nach 2-3 Wochen wurden die Platten nach Hygromycin-resistenten Zellpopulationen
durchgemustert. Die stabil transfizierten konfluenten Zellen mit der groften
Hygromycinresistenz wurden trypsinisiert und zundchst auf 6-Well-Zellkulturplatten

angezogen, bis sie auf Zellkulturplatten (100mm) kultiviert werden konnten. Die
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Hygromycinkonzentration wurde dabei auf 200 pg/mL gesenkt. Zur Aufbewahrung der stabil
transfizierten Zelllinien wurden DMSO-Gefrierkulturen angelegt (<°3.9.1).

3.10 Expression, Aufreinigung und Nachweis von CD22-Fc-Chiméren

3.10.1 Expression von rekombinanten Fc-Chiméren auf Zellkulturschalen

Die stabil transfizierten Zellen wurden auf die gewlinschte Plattenanzahl angezogen bis sie zu
70 % konfluent waren. Fiir die Expression der Fc-Chimédren wurden die Zellen zunichst gut
mit PBS gewaschen, um IgG-haltiges FCS zu entfernen, und danach in IgG-depletiertem
FCS-haltigem Kulturmedium 2-3 Tage kultiviert. Die Menge an FCS wurde auf 1-2 %
gesenkt, um ein Uberwachsen der Zellen zu verhindern. Nach 2-3 Tagen wurde der Uberstand
abgenommen und frisches Medium hinzugefiigt. Die Prozedur wurde ein weiteres Mal
wiederholt. Die entnommenen Zellsuspensionen wurden mit 1 M HEPES auf eine
Endkonzentration von 20 mM HEPES pH 7,4 eingestellt, 10 min bei 900 rpm (Eppendorf
Tischzentrifuge 5810R) zentrifugiert und der Uberstand iiber ein Sterilfilter (0,2 uM)
gegeben, um alle Zellen und Kontaminanten zu entfernen. Die Uberstinde werden
gegebenenfalls bei —20°C bis zur Aufreinigung gelagert. Die erfolgreiche Expression der
CD22-Fc-Chimiren wurde mittels Sandwich-ELISA (<°3.10.3), Festphasentest (<°3.10.4)

oder Immunoblot (<~3.15.4) nachgewiesen.

3.10.2 Expression von rekombinanten Fc-Chiméren in Fermentern

Zur Steigerung der Expression der CD22-Fc-Chiméren wurden diese in Cellline CL350 oder
CL1000-Fermentern (Integra) kultiviert. Diese bestehen aus einem Nahrstoffversorgungsraum
mit 350 mL oder 1000 mL Volumen, welches mit Komplettmedium ohne Serum (¢MEM / 1-
fach Pen/Strep / 200 ng/mL Hygromycin) beschickt wurde und einer Kultivierungskammer,
in der die Zellen in Suspension in serumhaltigen Komplettmedium (eMEM / 5 % IgG-
depletiertes FCS / 1-fach Pen/Strep / 200 ng/mL Hygromycin ) kultiviert wurden. Beide
Kammern sind durch eine Membran voneinander getrennt, durch die der Néhrstoffaustausch

erfolgen kann.

Zur Inokulation sollten nur Zellen mit maximaler Vitalitit verwendet werden und die Zell-
Mindestkonzentration I,SXIO6 Zellen betragen, was vier konfluenten 150 mm bzw. acht
konfluenten 100 mm Zellkulturschalen entspricht. Die Inokulation wurde nach Angabe des
Herstellers durchgefiihrt und die Zellen 7 Tage zur Anzucht kultiviert. AnschlieBend wurde in
der Regel alle drei Tage 2,5 mL (CL350) oder 7,5 mL (CL1000) Zellsuspension entnommen
und durch das gleiche Volumen an serumhaltigen Komplettmedium ersetzt. Das Ndhrmedium
des Néhrstoffversorgungsraums wurde alle 14 Tage vollstindig erneuert. Zur Expressions-

kontrolle wurde regelméfig ein Sandwich-ELISA durchgefiihrt.

Die entnommenen Zellsuspensionen wurden mit 1 M HEPES pH 74 auf eine
Endkonzentration von 20 mM HEPES pH 7,4 eingestellt. Sie wurden 10 min bei 900 rpm
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zentrifugiert (Eppendorf Tischzentrifuge 58/0R) und der Uberstand iiber ein Sterilfilter (0,2
uM) gegeben, um nicht-adhdrente Zellen und andere Bestandteile zu entfernen, die die
Protein A-Sepharose-Siule verstopfen kénnten. Die Uberstinde wurden bei —20°C gelagert

und bis zur Aufreinigung gesammelt.

3.10.3 Quantitativer Sandwich-ELISA zum Nachweis produzierter Fc-Chiméren

Aufgereinigte Proteine oder Zellkulturiiberstinde von CD22-Fc-Chiméren wurden in einem

Sandwich-ELISA mit Antikérpern gegen den humanen Fc-Teil nachgewiesen.

Die Angaben beziehen sich immer auf ein Well einer Mikrotiterplatte. Nach jedem
Inkubationsschritt wurde der Uberstand verworfen und dreimal mit HBA gewaschen.
Zunichst wurde die Platte ii.N. bei 4°C oder 2 h bei RT mit 50 pL einer Anti-hulgG-Losung
(1. Antikorper ©°2.1.3) beschichtet. Die verbleibenden Bindungsstellen wurden mit 100 pL
einer 5-%igen Magermilchpulverldsung in HBS fiir 1 h bei 37°C blockiert. Es wurden 50 pL.
CD22-Fc-Losung in einer 1:2 Verdiinnungsreihe ausgehend von 2 pug/mL in HBA als
Eichreihe eingesetzt. Als Negativkontrolle diente 50 uL. HBA. Die Zellkulturiiberstinde
stabiler Zelllinien wurden mindestens 1:10 vorverdiinnt, bevor eine 1:2 Verdiinnungsreihe
gemacht wurde. Fiir jede Verdinnung/Konzentration der Fc-Chimédre wurden
Dreifachbestimmungen durchgefiihrt. Die Fc-Chiméren sollten wéhrend der einstiindigen
Inkubation bei 37°C iiber den Fc-Teil gerichtet an die immobilisierten Antikdrper binden.
Ungebundene Fc-Chimédren wurden durch Waschen entfernt und 50 puL einer Anti-hulgG-AP
-Losung (2. konjugierter Antikorper ©°2.1.3) fiir 1 h bei 37°C hinzugegeben und anschliefend
gewaschen. Die verbleibende, gebundene Menge des Anti-hulgG-AP ist der Menge der Fc-
Chiméren direkt proportional und kann durch Zugabe eines Enzymsubstrats bestimmt werden.
Dazu wurden 100 pL NPP-Losung (0,8 mg/mL 4-Nitrophenol-Phosphat Dinatriumsalz in 0,1
M Glycin pH 10,4 / 1 mM MgCl, ) eingesetzt und 30 min bei 37°C inkubiert.

NPP wird von der alkalischen Phosphatase dephosphoryliert und zu dem gelb geférbten
Produkt Nitrophenol umgesetzt. Die Intensitit der Farbung wurde bei 405 nm im
Mikrotiterplatten-Photometer Multiscan Ascent (Thermo LifeSciences) gemessen und die

Konzentration der Proben anhand der erstellten Eichgeraden bestimmt.

3.10.4 Festphasenbindungstest mit Erythrozyten zum Siglec-Fc Nachweis

Die Sialinsdure-spezifische Bindung der CD22-Fc-Chimidren wurde durch einen
Festphasenbindungstest mit humanen Erythrozyten als Zielzellen {iberpriift, deren
Zelloberflaichenglykane 02,3- und a2,6-verkniifte Sialinsduren tragen. Dazu wurde einer
Mitarbeiterin Blut mit einer Serummonovette entnommen, die Citrat als Gerinnungshemmer
enthielt. Das Blut-Citratgemisch wurde fiir 10 min bei 2000 rpm in einer Eppendorf
Tischzentrifuge 58/0R zentrifugiert. Das Plasma und die Leukozytenschicht wurden
abgesaugt, das Erythrozytenpellet dreimal mit HBS gewaschen und zur Lagerung bei 4°C in
AoAB (Alsevier’'s Medium ohne Antibiotika: 7,94 g Natriumcitrat / 4,5 g NaCl / 20,56 g
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Glukose pH 6,1 ad 1 L ddH,0) resuspendiert, welches tiaglich gewechselt werden musste.

Als Kontrolle fiir eine unspezifische, nicht Sialinsdure-abhingigen Bindung wurden
Erythrozyten eingesetzt, deren Sialinsduren mit dem Enzym Sialidase aus Vibrio cholerae
(VCS) entfernt wurden. Fiir die VCS-Behandlung wurden 190 pL gepackte (vorher
zentrifugierte) humane Erythrozyten dreimal mit HBA mit 2 mM CaCl, gewaschen und
anschliefend in 310 pL. HBA-Calcium (HBA/2mM CaCl,) mit 40 mU/ml (40 pL) VCS
aufgenommen und fiir 3 h bei 37°C inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Zellen dreimal

im 5-fachen Volumen HBA gewaschen und zur Lagerung in AoAB resuspendiert.

Der Festphasentest wurde identisch zu dem Protokoll des Sandwich-ELISA durchgefiihrt
(<°3.10.3). Statt des sekunddren Antikorpers wurde nach der Inkubation der CD22-Fc-
Chiméren 50 pL einer 0,5-%igen Erythrozytensuspension in HBA hinzugegeben (pro Antigen
und Konzentration zwei Wells). Als Negativkontrolle dienten VCS-behandelte Erythrozyten
(pro Antigen und Konzentration ein Well). Es wurde 1 h bei RT inkubiert. Ungebundene
Erythrozyten wurden durch vorsichtiges Schiitteln der Platte resuspendiert und mit dem
Uberstand abgesaugt. Die gebundenen Erythrozyten wurden durch Zugabe von 100 pL 0,25-
%igen Glutardialdehydlésung in HBS unter leichtem Schiitteln der Platte fixiert. Nach der
Fixierung wurden die Wells zweimal mit HBA gewaschen und die Platte unter dem
Mikroskop betrachtet.

Bei guter Bindung werden die Erythrozyten ,,Pflasterstein-artig® von dem immobilisierten
CD22-Fc gebunden. Bei den VCS-behandelten Erythrozyten sollten keine Zellen gebunden

haben, da es sich um eine Sialinsdure-abhéngige Bindung handelt.

3.10.5 Aufreinigung von rekombinanten Fc-Chiméren

Bei CD22-Fc¢ wird der Transmembrananker nicht mehr exprimiert. Ohne den Membrananker
wird das Protein von den Zellen in den Zellkulturiiberstand abgegeben und kann aus diesem
isoliert werden. Der Fc-Teil bindet mit hoher Affinitdt an Protein A und kann selektiv und

quantitativ aus dem Zellkulturiiberstand entfernt werden.

Der Zellkulturiiberstand wurde aufgetaut und zum Schutz vor Kontaminationen mit 0,02 %
(v/v) Azid versetzt. Der Zellkulturiiberstand wurde dann bei 4°C mit einer Flussrate von 200
mL pro Stunde {iber eine mit Protein A-Sepharose gepackte Sédulenkartusche mit 1 mL
Sdulenvolumen gegeben, die vorher mit PBS &quilibriert worden war. AnschlieBend wurde
die Sdule mit 100 mL PBS gewaschen, um Reste an Medium zu entfernen. Durch 0,1 M
Glycin pH 3 wurde das Protein in zwanzig 500 uL-Fraktionen (10-fache des Sédulenvolumens)
mittels pH-Schock eluiert. Um Konformationsdnderungen des Proteins durch den pH-Schock
zu verhindern, wurden je 30-50 uL 1 M Tris-HCI pH 8,0 in den Fraktionsgefdf3en vorgelegt,
so dass die Losung sofort abgepuffert wurde. Durch Messung der OD bei 280 nm wurde
kontrolliert, in welche Fraktionen das Protein eluiert wurde. Die proteinenthaltenen

Fraktionen wurden vereinigt, mit 0,02 % (v/v) Azid versetzt und anschlieend dialysiert.
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3.11 Dialyse und Bestimmung der Proteinkonzentration mit dem BCA-Test

Fiir die Dialyse wurde 10 cm Dialyseschlauch in dreimal je 500 mL des entsprechenden
Puffers in drei Schritten, 30 min, 2 h und i.N., bei 4°C unter Riihren dialysiert, um das
Konzentrationsgefille zu erhalten. Die Proteine wurden nach der Dialyse steril entnommen
und bei 4°C gelagert.

Mit Hilfe des BCA-Proteintest auf der Basis von Bichinchoninséure wird die Proteinmenge
einer Proteinlosung anhand einer BSA-Eichreihe mit Konzentrationen von 0,025 bis 2,0
mg/mL bestimmt. Dazu wurden 5 uL Proteinldsung als Doppelbestimmungen in die Wells
eine Mikrotiterplatte pipettiert. Es wurden 100 pL des Reaktionsgemisch aus dem BCA-Kit
hinzugegeben, der Ansatz kurz auf einem Mikrotiterplattenschiittler durchmischt und bedeckt
30 min Stunde bei 37°C inkubiert. Nach der Inkubation wurde die Extinktion bei 562 nm im
Photometer Multiscan Ascent (Thermo LifeSciences) gemessen und mittels der BSA-

Eichreihe die Proteinkonzentration der Proben bestimmt.

3.12  Desialylierung von Glykoproteinen

Um Sialinsduren von Glykoproteinen/-peptiden zu entfernen, wurden die Sialinsduren
entweder enzymatisch durch die Vibrio cholerae Sialidase (VCS) oder in Anwesenheit von
HCL hydrolytisch (saure Hydrolyse, sH) von den sialylierten Glykoproteinen/-peptiden
abgespalten.

Fiir die saure Hydrolyse wurden die Proben mit 5 M HCL auf 0,1 M HCL eingestellt und 1 h
bei 80°C hydrolysiert. AnschlieBend wurden die Proben mit 5 M NaOH neutralisiert. Eine
Hitzekontrolle wurde analog dazu aber ohne HCL-Zugabe durchgefiihrt.

Fiir die enzymatische Behandlung wurde eine matrixgebundene Vibrio cholerae Sialidase
GlycoCleave® (GALAB) eingesetzt, um das Enzym nach dem Verdau von den
Glykoproteinen/-peptiden trennen zu koénnen. Die Glykoproteine/-peptide wurden in VCS-
Puffer (50 mM Natriumacetat pH 5,5 / 9 mM CaCl, / 154 mM NaCl) aufgenommen und auf
37°C erwédrmt. 50-100 uL GlycoCleave®VCS wurden in einem 1,5 mL-Reagiergefal dreimal
mit warmen VCS-Puffer gewaschen und anschlieBend mit der Glykoprotein/-peptid-Probe
versetzt. Der Verdau wurde 1-4 h bei 37°C unter Riihren durchgefiihrt. Alternativ konnte der
Verdau auch in HBS mit 2-9 mM CaCl, durchgefiihrt werden. Die GlycoCleave®VCS wurde
durch Zentrifugation (2000 rpm Eppendorf MiniSpin) von den Glykoproteinen/-peptiden
getrennt. Die Probe wurde abgenommen. Die GlycoCleave®VCS wurde durch mehrmaliges
Waschen mit VCS-Puffer regeneriert und in diesem bei 4°C mit 0,02 % Azid gelagert.

Um die freien Sialinsduren zu entfernen und die Probe in einem anderen Puffer aufzunechmen,

wurde anschliefend eine Aceton-Prézipitation der Probe durchgefiihrt.
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3.13  Proteinkonzentration durch Aceton-Prizipitation

Fiir die Aceton-Fillung wurden max. 250 pL Probe mit dem 4-fachen Volumen an eiskaltem
(-20°C) Aceton versetzt und 1-24 h bei —20°C gefillt. AnschlieBend wurde 15 min bei 0°C
und 14000 rpm (Eppendorf Tischzentrifuge 587/0R ) zentrifugiert. Nach der Zentrifugation
wurde das Aceton ziigig mit einer ausgezogenen Pasteurpipette abgezogen und das Pellet

sofort mit einem Puffer resolubilisiert.

3.14 Auftrennung von Proteinen

3.14.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE)
Die SDS-PAGE wurde in Minigelapparaturen mit dem Puffersystem (Tris-Glycin-HCI) nach

Laemmli (Laemmli, 1970) unter denaturierenden Bedingungen durchgefiihrt.

Die Volumina des folgenden Pipettierungsschemas beziehen sich auf zwei 1 mm Mini-Gele.

10 mL Trenngellosung 8-15-%ig (v/v) 4 mL Sammelgellosung 4-%ig

2,5 mL 4-fachTrenngelpuffer 1 mL 4-fach Sammelgelpuffer

(1,5 M Tris-HCl pH 8,7 mit 0,4 % SDS) (0,5 M Tris-HCI pH 6,8 mit 0,4 % SDS)
8-15% Acryl-/Bisacrylamid 533 uL

(aus 30-%igem Acryl-/Bisacrylamid 37,5:1) (aus 30-%igem Acryl-/Bisacrylamid

ad 10 mL ddH,O 2,46 mL ddH,0O

Die Polymerisationskatalysatoren wurden kurz vor dem Gebrauch hinzugefiigt.

5 uL TEMED 4,2 u. TEMED

50 pL 10-%ige (w/v) APS-Losung 21uL 10-%ige (w/v) APS-Losung

Die vorbereiteten Proben enthielten je nach Anwendung 1-10 pg Protein in einem Volumen
bis zu 10 pL. Sie wurden mit dem gleichen Volumen an 2-fach reduzierendem Probenpuffer
(125 mM Tris-HCI pH 6,8 / 20% (w/v) Glycerol / 0,05 % (w/v) Bromphenolblau / 4% (w/v)
SDS / 10mM DTT) versetzt und fiir etwa 5 min bei 95°C erhitzt. Die Minigele wurden mit
den denaturierten Proteinen und einem Molekulargewichtsstandard beladen. Die SDS-PAGE
wurde in einer Elektrophoresekammer mit Elektrophorese-Laufpuffer (25 mM Tris / 192 mM
Gleyin / 0,1 % (v/v) einer 10-%igen (w/v) SDS-Losung) mit 15 mA pro Mini-Gel fiir 1-1,5 h
durchgefiihrt. Fiir die SDS-PAGE nach einer IEF oder vor dem Westernblotting wurden
vorgefarbte (prestained) Proteinstandards benutzt. Nach der erfolgten Auftrennung der
Proteine wurde das Trenngel abhingig von der Detektionsmethode in einer entsprechenden

Losung in einer Plastikschale dquilibriert.

3.14.2 Zweidimensionale SDS-PAGE (2D-PAGE)
Die Kombination der isoelektrischen Fokussierung (IEF) mit der SDS-PAGE ermdéglichst es,

komplexe Mischungen von Proteine nach ihrem isoelektrischen Punkt (pl) effektiv zu
trennen. Die IEF wurden mit auf Folie-polymerisierten Flachgelen mit einem immobilisierten
pH-Gradienten, den IPG (pre-cast immobilized pH gradient gel)—Streifen, in der PROTEAN®



46 Methoden

IEF-Anlage (BIO-RAD) durchgefiihrt. AnschlieBend wurden die Proteine auf den IPG-
Streifen nach ihrem Molekulargewicht mittels SDS-PAGE aufgetrennt.

1.Dimension — horizontale IEF mit immobilisierten pH-Gradienten

Die zweidimensionale Elektrophorese mit immobilisierten pH-Gradienten wurde nach Gorg
et al. (Gorg, 1988) durchgefiihrt. Fiir eine IEF mit anschlieBender SDS-PAGE mit Minigelen
wurden 7 cm IPG-Streifen mit einem pH-Bereich von 3-10 verwendet. Die Probe mit 30-200
ng Protein durfte aufgrund der verwendeten Losungen ein Maximalvolumen von 2,5 uL
haben oder musste Aceton-prazipitiert sein. Letzteres hatte den Vorteil, dass keine Salze aus
dem Puffer in der IEF stéren konnten. Die Temperatur aller Losungen durfte nicht mehr als
29°C betragen, da sonst Proteinschiddigungen durch Carbamylierungen des Harnstoffs

auftreten konnten.

Die Probe wurde in einem Endvolumen von 125 pL IEF—Rehydrierungs-Probenpuffer gelost.

Stammlosung IEF—Rehydrierungs-Probenpuffer (fiir vier Proben )
8,5 % (w/v) Harnstoff
4,255 % (w/v) CHAPS
470 pL Aliquots, ausreichend fiir vier Proben, wurden bei -20°C gelagert.
Vor der Benutzung wurden folgende Komponenten hinzugefiigt.
10 uL DTT (2,5 M Losung, -20°C)
5 uL Tragerampholyt-Losung pH 3-10 ( 100-fach Bio-Lyte® BIO/RAD)
5 uL Bromphenolblau-Ldsung (0,02-%ige (w/v) Losung)
122,5 uL
122,5 uL des fertigen Puffers wurde mit 2,5 uLL Probe gemischt oder mit ddH,O auf 125 pL

aufgefiillt und damit das Proteinpellet einer Aceton-Prézipitation resolubilisiert.

Die Probe wurde in die Mitte der Fokussierungskammer-Vertiefungen pipettiert und der IPG-
Streifen mit der Gelseite zur Probe ,,U“-formig abgelegt und 1 h inkubiert, anschlieBend mit

Mineraldl bedeckt und das Programm fiir die IEF gestartet.

Lineare Spannungssteigerung und 20°C

S0 Aktive Rehydrierung 50 uA fiir 12 h

S1  Konditionierungsschritt 250 Volt fiir 15 min

S2  Spannungssteigerung 250 Volt auf 4000 Voltin 2 h

S3  Finale Fokussierung bei 4000 Volt 20000 Volt-Stunden ( 5 h)
S4  Halten bei 500 Volt

Nach der erfolgten IEF wurden die Streifen direkt fiir die 2. Dimension vorbereitet oder in
einem Inkubationsschlitten der PROTEAN® IEF-Anlage (BIO-RAD) bei —20°C gelagert.

2. Dimension : vertikale SDS-PAGE

Fiir die 2. Dimension der 2D-PAGE wurden ausschlieSlich 1 mm dicke Minigele verwendet,
die am Tag zuvor gegossen worden waren. Die 8-15-%igen Trenngele wurden bis 0,8-1 cm

unter den Rand der kleinen Glasplatte gegossen, ein Sammelgel wurde nicht verwendet. Fiir



Methoden 47

zwei 1 mm Minigele wurden 12 mL Trenngellosung bendtigt (< 3.14.1). Fiir eine hohere
Reproduzierbarkeit wurden die Minigele in einer Mehrfach-GieBkammer nach Angaben des
Herstellers gegossen. Die 100 mL Trenngellosung fiir 10 Minigele wurde ohne Aktivatoren
15 min unter Vakuum entgast. AnschlieBend wurden die Gele mit Wasser-geséttigtem

Butanol iiberschichtet, um eine glatte Oberfldche zu erhalten.

Um die fokussierten Proteine zu solubilisieren und das Beladen von SDS fiir die 2. Dimension
zu ermoglichen, wurden die IPG-Streifen in einem SDS-haltigen Puffer dquilibriert. Dieser
Schritt erfolgt analog zu dem Aufkochen von Proteinproben mit Probenpuffer bei der 1D-
SDS-PAGE.

Aqulibrierungspuffer Stammlosung (AP)

6 M Harnstoff

2 % (v/v) SDS (einer 10-%igen (w/v) Losung)

0,05 M Tris-HCI pH 8.7

20% (v/v) Glycerol

Aliquots zu 10ml wurden bei -20°C gelagert.

Aqulibrierungspuffer 1 (AP 1) 0,2 g DTT zu 10 mL AP
Aqulibrierungspuffer 2 (AP 2) 0,25 g lodacetamid zu 10 mL AP

Jeder IPG Streifen wurde im Inkubationsschlitten zuerst 10 min mit 2,5 mL AP1, dann 10 min
mit 2,5 mL AP2 inkubiert. Nach der Aquilibrierung wurde der Plastikiiberhang bei pH 3 des
Streifens vorsichtig verkiirzt und mit der Plastikseite zur groBeren Glasplatte luftblasenfrei
auf dem Trenngel positioniert. Der Proteinstandard wurde auf ein Stiick Filterpapier
aufgetragen, neben pH 10 des IPG-Streifens positioniert und beides mit einer 0,5-%igen (w/v)
Agaroselosung in SDS-Laufpuffer mit 0,005 % (v/v) Bromphenolblau auf dem Trenngel
fixiert. Die Elektrophorese wurde bei 15 mA pro Gel fiir ca. 1 bis 1,5 h durchgefiihrt, bis die

Bromphenolblau-Lauffront das untere Ende des Gels erreicht hatte.

Nach der Detektion der Proteine oder Glykoproteine stellen sich die aufgetrennten Proteine
als sogenannte Spots da. Thre Position im 2D-Polyacrylamidgel ergibt {iber die Angabe des
Molekulargewichts (Mw) und des isoelektrischen Punkts (pI) bzw. bei Heterogenitéten iiber

Mw- oder pl-Bereiche des Proteins.
3.15 Detektion von Proteinen

3.15.1 Férbung mit Coomassie-Brilliantblau

Die Proteine im Trenngel konnen mit Coomassie Brilliant Blue G250 (SERVA-Blue R;
SERVA Heidelberg) einem Triphenylmethan-Farbstoff gefarbt werden. Dieser bindet
unspezifisch an kationische und unpolare hydrophobe Seitenketten der verschiedenen

Aminosduren der Proteine.
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Coomassie-Brilliantblau-Losung Coomassie-Entfarbelosung

0,5 % (w/v) SERVA blue R

40 % (v/v) Methanol 40 % (v/v) Methanol

10 % (v/v) Essigsdure 10 % (v/v) Essigsdure

Losung iiber einem Faltenfilter gefiltert. Losung durch Aktivkohlefilter regenerierbar.

Zuerst wird das Trenngel in ddH,O gewaschen, um SDS zu entfernen, dann fiir 5-30 min in
Coomassie-Brilliantblau-Losung inkubiert, iiberschiissiges Coomassie entfernt, das Trenngel
kurz in ddH,O gewaschen, bevor es mit der Entfiarbelosung schrittweise entfarbt wurde.
Dabei wurde zum Teil der letzte Entfarbeschritt in ddH,O durchgefiihrt, um eine maximal

mdglichen Reduktion der unspezifischen Hintergrundféarbung zu erhalten.

In spéteren Versuchen wurde auf die Coomassie-basierende Proteinfirbeldsung PageBlue™
von MBI Fermentas umgestellt, deren Sensitivitidt hoher war und die kein Methanol enthielt.
Entfarbt wurde mit ddH,O.

Nach der Coomassie-Farbung wurde bei geringen Intensititen und ohne nachfolgender

massenspektrometrischer Analyse eine Silberfarbung durchgefiihrt.

3.15.2 Silberfirbung von SDS-Gelen

Die Silberfirbung von Proteinen basiert auf einer chemischen Reduktion von Silberionen auf
einer Proteinbande. Die Silberfairbung wurde mit Glutardialdehyd nach Heukeshoven und
Dernick (Heukeshoven et al., 1988) durchgefiihrt.

Die Volumina beziehen sich auf die Farbung von zwei Minigelen.

Fixierlosung 30 % (v/v) Ethanol
(entfdllt bei Coomassie-Firbung ) 10 % (v/v) Essigsiure

50 mL Natriumthiosulfat-Losung 0,2 % (w/v) Natriumthiosulfat x SH,O
fiir 30 min inkubieren 0.5 M Natriumacetat x 3H,O

30 % (v/v) Ethanol

0,5 % (v/v) Glutardialdehyd (25-%ige (w/v) Losung)
dreimal 20 min in ddH,O wissern.

50 mL Silbernitrat-Lésung 0,1 % (w/v) Silbernitrat
fiir 30 min inkubieren 0,02 % (v/v) Formaldehyd (37-%ige (w/v) Losung)

Die Gele dreimal ziigig mit ddH,O waschen.

50 mL Entwicklerlosung 2,5 % (w/v) Natriumcarbonat pH 11,3
0,01 % (v/v) Formaldehyd (37-%ige (w/v) Losung)

Braun gefirbte Losung wurde gegen frische Entwicklerldsung ausgetauscht.

50 mL Stopldsung 0,05 M EDTA pH 8,0
fiir 15 min inkubiert, dann gewéssert
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3.15.3 Western-Blotting

Der Transfer von Proteinen aus Elektrophorese-Gelen auf eine immobilisierende Membran
wird Protein- oder Western-Blotting genannt (Towbin et al., 1979). Hier erfolgte der Transfer
unter Anlegen eines elektrischen Feldes (Kyhse-Andersen, 1984) mit einer Blotting-Kammer
(Mini Trans-Blot® Electrophoretic Transfer Cell, BIO-RAD) auf eine Polyvinylidendifluorid-
Membran (PVDF-Membran). Die PVDF-Membran wurde zunichst in 100-%igem Methanol,
dann in ddH,O angefeuchtet, bevor sie zusammen mit dem Tenngel und allen anderen
Komponenten der Gelkassette in Blotting-Puffer (25 mM Tris / 192 mM Glycin / 20 % (v/v)
Methanol) &quilibriert wurde. Nach Herstellerangaben wurden die Komponenten der
Gelkassette luftblasenfrei zusammengefiigt und in die Blottingkammer eingesetzt. Der
Transfer erfolgte in der mit Blottingpuffer gefiillten Kammer mit einer konstanten Spannung
von 100 Volt fiir eine Stunde bei 4 °C.

Nach erfolgreichem Transfer war der vorgefirbte (prestained) Proteinstandard auf der
Membran sichtbar, die Gelseite der PVDF-Membran wurde markiert und die Membran 10
min in TBS-T gewaschen. Anschliefend konnte sowohl eine Immunodetektion oder eine

Detektion mit Lektinen erfolgen.

3.15.4 Immundetektion von Proteinen

Nach dem Blotting wurde die Membran in TBS-T gewaschen. Die fiir die Immundetektion
vorgesehene Membran wurde ii.N. bei 4 °C in Blockierungsreagenz (5 % Magermilch in
TBS-T) inkubiert. Nach jedem Inkubationsschritt wurde die Membran fiinfmal 5 min in
TBS-T gewaschen. Beim Einsatz kleinen Volumina (1 mL pro Membran) wie beim priméren
Antikorper (<°2.1.2) wurden die Losungen auf ein 10 cm x 10 cm Stiick Parafilm pipettiert.
Die Membran wurde mit der Proteinseite luftblasenfrei auf die Fliissigkeit gelegt, zum Schutz
vor Austrocknung mit einem Stiick Parafilm iiberschichtet und 1-1,5 h bei RT inkubiert. Der
sekunddren Peroxidase (POD)-konjugierte, gegen den Ursprung des ersten gerichteten
Antikorper (<°2.1.2) wurde in 20 mL mit der Membran 1 h bei RT leicht geschiittelt. Die
Detektion erfolgte {iber die Peroxidase mit einem chemilumineszenten Substrat, dem ECL-
(Enhanced Chemoluminescence) Reagenz. Es wurde nach Herstellerangaben angesetzt und 1
mL mit der Membran auf Parafilm fiir 5 min inkubiert. Die Membran wurde ohne
iiberschiissige Losung in Folie geschweiBt und fluoreszierende Aufkleber als Positionsmarker
angebracht. Es wurde 0,5-10 min mit einem Rontgenfilm exponiert und der exponierte Film
in einer Agfa Curix60 Filmentwicklermaschine nach Angaben des Herstellers entwickelt. Der
Film wurde durch die Marker mit der Membran abgeglichen, der Molekulargewichtsmarker

iibertragen und der Film eingescannt.

3.15.5 Lektindetektion von Glykoproteinen

Um die Glykosylierung von Proteinen zu detektieren, wurden die geblotteten Glykoproteine

durch biotinylierte Lektine nachgewiesen. Zum Nachweis von N- und O-Glykanen mit einer
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a2,6-verkniiften Sialinsdure wurde SNA eigesetzt. Es erkennt spezifisch die Sequenz
Sian2,6Gal/GalNAc (Shibuya et al., 1987). Zum Nachweis der nicht-sialylierten Sequenz auf
O-Glykanen, GalpB1-3GalNAcB1-Ser/Thr, wurde PNA eingesetzt. Die biotinylierten Lektine
wurden mit einem Peroxidase-markierten Biotin-Avidin-Komplex (Vectastain® ABC Kit)
detektiert. Die flir die Lektindetektion vorgesehene Membran wurde U.N. bei 4 °C in
Glykoprotein-freiem 2-%igem BSA in TBS-T blockiert. Die Membran wurde gewaschen und
mit 1 mL der Lektin-Losung auf Parafilm 1-1,5 h inkubiert (<°3.15.4). Wéhrend des
Waschens wurden die POD-Biotin-Avidin-Komplexe angesetzt. Dazu wurden 10 uL Reagenz
A (Avidin DH) und 10uL Reagenz B (biotinylierte Meerrettich-Peroxidase H) des
Vectastain® ABC Kits in 1000 pL TBS-T gemischt und 30 min inkubiert. AnschlieBend
wurde 100 pL 2-%iges (w/v) BSA in TBS-T hinzugefiigt und mit der Membran fiir 30-60 min
auf Parafilm inkubiert. Die Detektion der gebundenen Peroxidase erfolgte analog zum

Immunoblot. Die Expositionszeit wurde auf 0,5-2 min verkiirzt (<°3.15.4).

3.15.6 Stripping von Westernblot-Membranen

Um die Detektionsreagenzien (Antikorper, Lektine) von einer PVDF-Membran zu entfernen
(Stripping), wurde diese einmal in TBS-T gewaschen und dann 30 min in 0,1 M Glycin pH 3
geschiittelt. AnschlieBend wurde die Membran durch Waschen mit TBS-T neutralisiert, bevor

sie fur die zweite Immuno- oder Lektindetektion in der Blockierungsldsung inkubiert wurde.

3.16 Aufreinigung von CD22-Liganden mittels Affinititschromatographie

Fiir die Affinitidtschromatographie wurde zunichst eine CD22-Affinitdtsmatrix herstellt. Wie
bei der Aufreinigung der exprimierten CD22-Fc-Chiméren wurde CD22-Fc iiber den Fc-Teil
an Protein A-Sepharose gebunden und mit der potentiellen Ligandenlosung inkubiert.
Potentielle Liganden wurden durch Inkubation mit dem Sialinsdurederivat und
hochspezifischen CD22-Liganden BPC-Neu5Ac eluiert. Die im Eluat enthaltenen Proteine
wurden mit Aceton gefillt und mittels 1D- und 2D-PAGE zur Analyse aufgetrennt.

Fiir die Herstellung des CD22-Fc-Trégers wurde die Protein A-Sepharosesuspension 1 min
bei 1000 rpm zentrifugiert, der Pufferiiberstand abgenommen und durch HBS ersetzt. Die
Sepharose wurde dreimal mit HBS gewaschen und anschliefend bei RT unter langsamen
Rotieren mit der CD22-Fc-Ldsung inkubiert. Es wurde das 5-20-fache an CD22-Fc (w/w) zu
der gepackten (abzentrifugierten) Protein A-Sepharose eingesetzt. Ungebundene CD22-Fc-
Chimédren wurde durch viermaliges Waschen entfernt und die CD22-Fc-Protein A-Sepharose

wurde i.N. bei 4°C mit der Ligandenlosung in HBS-Azid unter langsamen Rotieren inkubiert.

Die Ligandenlosung wurde 1,5-15-fach (w/w) in HBS-Azid gegeniiber dem gekoppelten
CD22-Fc eingesetzt. Ungebundene Molekiile wurden durch viermaliges Waschen bei 4°C
entfernt und die Liganden durch Elution mit dem 1-2-fachen des Séulenvolumens
(Totvolumen) an 1-3 mM BPC-NeuSAc in HBS eluiert. Das Eluat wurde ii.N. bei —20°C mit

Aceton gefillt und anschliefend in dem entsprechenden Probenpuffer aufgenommen.
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Aullerdem wurde CD22-Fc kovalent durch die Firma GALAB (Geesthacht) an die
Sdulenmatrix AffiSep® gekoppelt (<°2.2.3). AffiSep®CD22-Fc konnte in Suspension oder als
gepackte Sidule fiir die Affinitdtschromatographie genutzt werden. Bei den verwendeten
MiniSpin-Saulen wurden die Losungen mittels Zentrifugation (Eppendorf MiniSpin), bei den
0,5 mL-Séulen mittels einer Spritze oder aufgrund der Schwerkraft iiber die Matrix gegeben.
Die 30-miniitige Inkubation zur Elution mit BPC-Neu5Ac entfiel. Das BPC-Neu5Ac wurde
bei den MiniSpin-Sdulen mittels Zentrifugation mit der Matrix in Kontakt gebracht, 10 min
inkubiert und das Eluat dann durchzentrifugiert. Bei den 0,5 mL-S&ulen wurden die Liganden
wéhrend des langsamen Durchlaufen durch den Trager eluiert. AffiSep®CD22-Fc¢ wurde nach
der Elution mit HBS gewaschen, verbliebene Molekiile durch 0,1 M Glycin pH 3 eluiert und
der Trager damit regeneriert. Die AffiSep®CD22-Fc wurde mit HBS-Azid gewaschen und
darin bei 4°C gelagert.

3.17 Peptidmassen-“Fingerabdruck” mittels MALDI-MS

Fiir die Analyse von Proteinen mit der Peptidmassen-“Fingerabdruck”-Methode mittels
MALDI-MS mussten die Proteine zuvor vollstindig durch 1D- oder 2D-PAGE getrennt, mit
Coomassie-Féarbelosung angefarbt und anschlieBend der Hintergrund gut entfirbt worden

sein.

Allen Losungen und Materialien wurden entweder sterilfiltriert oder duferst gut gereinigt. Es
wurde an einem sauberen  Arbeitsplatz mit Handschuhen gearbeitet, um
Proteinverunreinigungen zu vermeiden. Es wurden ausschlieBlich Pipettenspitzen mit Filtern
und 1,5 mL-Reagiergefdle von der Firma Eppendorf benutzt, die vor dem Gebrauch 10 min

mit Methanol und 10 min mit Acetonitril dquilibriert wurden.

3.17.1 Vorbereitung der Proteine fiir den ,in-Gel*“-Verdau mit Trypsin (nach
Bosserhoff)

Zundchst wurden mogliche Kandidatenproteine visuell ausgewéhlt und die sogenannten
Proteinspots (bei der 2D-PAGE) oder die Proteinbanden (bei der 1D-PAGE) mit einem
sauberen Skalpell aus dem Trenngel ausgeschnitten und in ein vorbereitetes Reagiergefal3

tiberfiihrt, um die Gelstiicke fiir den Trypsinverdau vorzubereiten (Bosserhoff et al., 1989).

AnschlieBend wurde durch wiederholte Inkubationsschritte ein mehrmaliges Quellen und
Schrumpfen der Gelstiicke erreicht, was zu einer erhohten Zugénglichkeit der Proteine bei
dem spéteren Trypsinverdau fiihrte. Es wurde dreimal mit 100 uL ddH,O und dreimal mit 100
nL Acetonitril / ddH,O (1:1) gewaschen, bevor die Gelstlicke mit 100 pL reinem Acetonitril
dehydratisiert wurden. Die Inkubationen wurden 20 min unter Schiitteln bei RT durchgefiihrt,
mit einem kurzen Zentrifugationsschritt bei 13000 rpm (Eppendorf MiniSpin) beendet und der
Uberstand abgenommen. Nach dem Entfernen des Acetonitrils wurden die Gelstiicke 5 min
bei gedffnetem Deckel getrocknet. Fiir die Trypsinisierung wurden die Gelstiicke mit 25
ng/uL der Protease Trypsin verdaut. Dazu wurden 20 pL 50 mM NaHCOs; pH 7,8 und 1 pl
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Trypsin (525 ng/uL in 50 mM Essigsdure) hinzugefiigt und 45 min auf Eis inkubiert.
AnschlieBend wurde das Trypsin-Puffer-Gemisch entfernt, durch 20 pL. 50 mM NaHCO; pH
7,8 ersetzt und 15 h bei 37 °C inkubiert.

3.17.2 Extraktion der Peptide und Aufkonzentrierung

Nach der 15-stiindigen Inkubation wurde der Verdauansatz zentrifugiert und der Peptid-
haltige Uberstand in ein vorbereitetes Reagiergefif iibertragen. Die Gelstiicke wurden analog
zu den durchgefiihrten Inkubationsschritten (©°3.17.1) dreimal 20 min bei RT mit 20 pL 50 %
(v/v) Acetonitril / 0,1 % (v/v) TFA extrahiert. Die Peptid-haltigen Extrakte wurden mit dem
ersten Uberstand vereinigt. Das Volumen der Extrakte wurde in einem Eppendorf

Konzentrator unter Vakuum bei 14000 rpm und 30°C auf <5 uL reduziert.

3.17.3 Vorbereitung der tryptischen Peptidextrakte fiir die MALDI-MS
Die konzentrierten Peptidextrakte wurden anschlieBend fiir Auftrag auf dem hydrophob

beschichteten 2-fach 96-well Probentrager vorbereitet.

Dazu musste die konzentrierte Probe zunédchst mit der Matrix gemischt werden. Als Matrix
wurde a-cyan-4-hydroxy-Zimtsdure (CHCA) verwendet, die als gesattigte 10 mg/mL Losung
in 50% (v/v) Acetonitril / 0,3% (v/v) TFA angesetzt wurde. Die CHCA-L&sung wurde 2-5
min gevortext und 5 min bei 8000 rpm (Eppendorf MiniSpin) zentrifugiert und anschlieend
der Uberstand verwendet.

Die Peptidextrakte wurden in der Regel mit der sogenannte ,,Dried Droplet Application® auf
den Probentriger aufgebracht. Dabei wurden die Peptidextrakte mit der Matrix gemeinsam
auf die Probenplatte pipettiert und bei RT cokristallisiert. Dazu wurden 0,6 pL Probe und 0,6
uL CHCA nacheinander auf die Platte pipettiert. Peptide, die auf < 1uL eingeengt wurden,

wurden direkt in der Matrix gelost und 1,2 uL von der Losung auf die Platte aufgetragen.

Als interner Standard konnte ein Protein eingesetzt werden, welches in bekannter
Konzentration zur der aufzutrennenden Probe gemischt und dessen Proteinbande oder -Spot

ebenfalls aufbereitet wurde.

Als externer Standard, zur Kalibrierung der aufgetragenen Peptide, diente eine
Peptidmischung mit bekannten Peptiden und bekannter Konzentration. Diese Calibration
Mixture 2 oder Calmix2 (Applied Biosystems) wurde versetzt unterhalb jeder Probe auf den
Probentrager aufgetragen und liel eine Kalibrierung im Molekulargewichtsbereich von 1296
Da bis 3657 Da (bzw. 5731 Da) zu. Der Calmix2 wurde nach Angaben des Herstellers in der
entsprechenden CHCA-Losungen rekonstituiert, aliquotiert und bei —20°C gelagert. Bei
Gebrauch wurde der rekonstituierte Calmix2 1:25 mit 30 % (v/v) Acetonitril / 0,01 % (v/v)
TFA verdiinnt. Er wurde dann 1:1 mit der, fiir die Peptidextrakte vorbereiteten, CHCA-Matrix

gemischt. Von der Mischung wurden 1 pL auf den Probentriger aufgetragen.

Die Peptidmassen-,,Fingerabdruck MALDI-MS Analyse und die Identifizierung der Proteine
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iiber ihre Peptidmassen-Spektren durch Datenbankrecherche erfolgte durch Herrn Marko
Mank mit einem FVoyager™ MALDI-TOF (matrix-assisted ionization time-of-flight)
Massenspektometrie-System (Applied Biosystems) bei Milupa Research in Friedrichsdorf.

3.18 Bindungstest auf Mikrotiterplatten mit immobilisierten sialylierten
Zielproteinen fiir Siglec Fe-Chiméiren

3.18.1 IgM-Mikrotiterplatten-Bindungstest fiir CD22-Fc¢

Fiir Bindungsstudien mit Glykoproteinen/-peptiden sowie Sialinsdurederivaten und CD22-Fc
wurde ein Festphasenbindungstest im Mikrotiterplattenformat mit bovinem IgM als
sialyliertes Zielprotein fiir CD22 etabliert (<~ Abbildung 5). Humanes und bovines IgM sind
hoch glykosylierte und sialylierte, kommerziell verfiigbare Proteine, die wegen ihrer
hauptsdchlich a2,6-verkniipften Sialinsduren geeignete Bindungspartner fiir humanes CD22
darstellen. IgM lésst sich in NaHCOs-Puffer pH 9,6 verdiinnt an die Plastikoberfliche von
Mikrotiterplatten immobilisieren. Eine Alternative zu IgM stellt das Serum-Glykoprotein
Fetuin da, welches sich aufgrund seiner a2,3-verkniipften Sialinsduren auch fiir andere

Siglecs, wie MAG, eignet.

Da die Bindungsstellen bei Protein-Kohlenhydrat-Interaktionen nur schwache Affinititen
zeigen, versucht man durch multivalente Prasentation von CD22-Fc die Aviditit der Bindung
zu erhdhen. CD22-Fc¢ wird deshalb iiber den Fc-Teil mit einem humanen Anti-hulgG zu
groBBeren Komplexen vernetzt. Der Antikorper ist mit dem Enzym alkalische Phosphatase
(AP) markiert, welches iiber eine Substrat-Enzym-Reaktion eine quantitative Bestimmung der
gebundenen CD22-Fc/Anti-hulgG-AP-Komplexe ermdglicht. Statt des chromogenen
Substrats para-Nitrophenol-Phosphat wurde FDP als Substrat fiir die alkalische Phosphatase
eingesetzt, da das fluoreszierende Produkt Fluoreszein wesentlich genauer und mit hoherer
Sensitivitdt nachgewiesen werden konnte. Um die Sensitivitit der Messung zu erhdhen und
vor allem um den zuverldssig quantitativ erfassbaren Bereich zu erweitern, wurde eine
kinetische Messung eingefiihrt, bei der die Menge gebundenen Enzyms, und damit die der
gebundenen CD22-Fc-Chiméren, durch Bestimmung der Anfangsgeschwindigkeit ermittelt
wurde. Dazu wurden anhand der relativen Fluoreszenzen des Produkts (Emission 520 nm) in
Abhingigkeit von der Zeit eine Zeit-Umsatz-Kurve gebildet. Aus dieser Kurve wurde die
maximale Steigungsrate (Amax. rel. Fluoreszenz (520 nm)/min) ermittelt, die die

Anfangsgeschwindigkeit der Enzymreaktion sicher wiedergab.

Durch Titrationen wurden die optimalen Konzentrationen fiir bovines IgM, CD22-Fc und den
Anti-hulgG-AP ermittelt. Dabei sollten die Komplexe gut in Losung bleiben und mit hoher
Affinitdt an das Zielprotein und nur schwach an die Puffer-Kontrolle auf der Platte binden
(<74.3). Fiir den IgM-Bindungstest (<" Abbildung 5) wurden schwarze 384-Well- oder 96-
Well-Mikrotiterplatten verwendet. Nach jedem Schritt wurde dreimal mit Puffer gewaschen,

um ungebundene Molekiile zu entfernen. Das Waschen der Platten sowie die Verdiinnung der
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Komplexe erfolgte zur Senkung unspezifischer Bindungen mit HBS mit 0,05% des Detergenz
Tween. Aufgrund der labilen Kohlenhydrat-Protein-Interaktionen wurde moglichst ziigig und
mit kaltem Puffer gewaschen. Bis auf die Inhibitoren wurden alle Losungen mit Mehrkanal-
Pipetten oder Multipetten pipettiert. Die Menge an potentiellen Inhibitoren war der
limitierende Faktor. Um dauerhaft an Losungen zu sparen, wurden die Volumina den
kleineren Wells der 384-Well-Platten angepasst (Protokoll A/B : grof3e/ kleine Volumina).

4
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Abbildung 5 Graphische Darstellung und Durchfithrung des IgM-Mikrotiterplatten-Bindungstests

[
N

Protokoll A: gro3e Volumina; Protokoll B: kleinere, an die Wells der 384-Well-Platten angepasste Volumina.
1 Immobilisieren von bovinem IgM: Inkubation mit 50 pL (A) oder 20 puL (B) einer 3 pg/mL IgM-Losung in
50 mM NaHCO; pH 9,6 ii.N. bei 4°C oder 2 h bei RT. Als Kontrolle fiir die unspezifische Bindung von CD22-
Fc diente Bicarbonatpuffer ohne IgM.

1a Blockierung mit BSA (optional): 60 pL 3-%ige (w/v) BSA-Losung in HBS-T fiir 1 h bei RT.

1b VCS-Behandlung des IgMs als Kontrolle (optional): Inkubation mit 40 pl. VCS-Puffer (50 mM
Natriumacetat pH 5,5 / 9 mM CaCl, / 154 mM NaCl) und 10 pL Vibrio cholerae Sialidase (VCS) fiir 1 h bei
37°C (die restlichen Wells wurden mit I[gM weiter inkubiert)

2 Zugabe der Inhibitoren oder der HBS-Kontrolle: 10 uL (A) oder 5 pL (B) Inhibitorlosung oder HBS wurden
grundsitzlich als Dreifachbestimmungen auf die Platte pipettiert. Es wurde auf Eis gearbeitet und die Platte
anschlieend bei 4°C und 2000 rpm 2 min mit einem Mikrotiterplattenrotor zentrifugiert.

3 Zugabe der CD22-Fc/Anti-hulgG-AP-Lésung: (A) 20 uL 0,1-0,4 pg/mL CD22-Fc mit 1:2000 Anti-hulgG-
AP in HBS-T oder (B) 5 uL 1 pg/mL CD22-Fc mit 1:1000 Anti-hulgG-AP in HBS-T wurden hinzugefiigt. Die
Platte wurde dann zweimal 1 min geschiittelt und danach zentrifugiert und (A) ii.N. bei 4°C oder (B) 4 h bei
4°C inkubiert.

4 Detektion durch Zugabe von FDP in Tris-MgCl,-Puffer (50 mM Tris-HCI pH 8,5 / 10 mM MgCl, / 37°C):
(A) 25 uL 30 uM FDP-Losung wurden auf die vorgewarmte Platte mit 25 uL. Tris-MgCl,-Puffer gegeben oder
(B) 25 pL 15 uM FDP-L6sung wurden direkt auf die Platte pipettiert.

Direkt nach der Substratzugabe wurde die Platte in das Mikrotiterplatten-Fluorimeter Fluroscan Ascent CL
(Thermo LifeSciences) eingelegt. Die Platte wurde 10 sec geschiittelt und das von der gebundenen alkalischen
Phosphatase umgesetzte Fluoreszein bei einer Exitation von 485 nm und einer Emission von 520 nm kinetisch
gemessen. Die Messintervalle richteten sich nach der Zahl der zu messenden Wells und der Integrationszeit,
die auf 200 msec festgelegt wurde. Bei einer 384-Well-Platte wurde alle 2,5 min {iber 30 min (B) bis 60 min
(A) gemessen. Die maximale Steigungsrate (A, rel. Fluoreszenz (520 nm)/min) wurde mittels der Fluroscan
Ascent-Software ermittelt und diente als MaB fiir die Bindung von CD22-Fc an IgM. Abweichungen/
Variationen von den Standardprotokollen A und B wurden im Ergebnissteil entsprechend angefiihrt.
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Bei Protokoll B reduzierte sich das Volumen der Komplexe von 20 uL auf 5 uL, das der
Inhibitoren von 10 pL auf 5 uL. Dadurch wurden die Konzentrationen der Inhibitoren durch
den Ansatz nur noch halbiert. Die Inkubationszeit wurde aulerdem auf 4 h verkiirzt. Die
FDP-Losung wurde auf 25 pl. Gesamtvolumen reduziert. Das geringere Volumen lief eine
schnellere Befiillung aller Wells zu. Die Platte musste daher nicht mit Puffer vorinkubiert
werden, sondern konnte direkt auf einem Heizblock mit der FDP-Losung befiillt werden. Die
Messzeit wurde auf 30 min verkiirzt, da diese Zeit ausreichte, um durch die maximale

Steigungsrate ein geeignetes MaB fiir die Bindung zu erhalten (<" Abbildung 5).

3.18.2 Einsatz der CD22-Fc¢ Mutanten im Mikrotiterplatten-Bindungstest

Um die exprimierten CD22-Fc¢ Mutanten auf ihre Sialinsdure-Bindung zu testen, wurden sie
im IgM-Bindungstest eingesetzt. Fiir jede eingesetzte Konzentration der CD22-Fc/Anti-
hulgG-AP-Komplexe wurden Dreifachbestimmungen durchgefiihrt. Die Bindung des CD22-
Fc Wt und der Mutanten an bovines IgM ergab sich aus der Differenz der gemittelten,
detektierten max. Steigungsraten nach Inkubation mit IgM und nach Inkubation ohne IgM
(Pufferkontrolle) (="Tabelle 2). Die Werte der Bindung der CD22-Fc Mutanten wurden zu
denen des Wildtyps ins Verhiltnis gesetzt.

3.18.3 Einsatz der Inhibitoren im Mikrotiterplatten-Bindungstest

Bei ausreichend verfiigbaren Mengen der ,,potentiellen Inhibitoren®, z.B. Milchproteine/-
peptide, Oligosaccharide, Sialinsdurederivate, wurden aus einer Stammlosung 1:2
Verdiinnungsreihen hergestellt und die Verdiinnungen als Dreifachbestimmungen im IgM-

Mikrotiterplatten-Bindungstest eingesetzt. Dieser Versuchsansatz wurde dreimal wiederholt.

Sialinsduren sind saure Zucker. Die Inhibitoren miissen daher i.d.R. beim Solubilisieren mit
IM NaOH neutralisiert werden, bevor 10% des Endvolumens an zehnfach-konzentriertem
PBS oder HBS hinzugefiigt wurden, damit die Substanz letztendlich in PBS oder HBS gelost

vorlag.

3.18.4 Darstellung der Bindungs-und Inhibitionsparameter
Mit Hilfe der ermittelten maximalen Steigungsraten (Amax. rel. Fluoreszenz (520 nm)/min)
wurden die allgemeinen Bindungsparameter fiir den Mikrotiterplatten-Bindungstest mit Siglec

Fc-Chiméren, am Beispiel von CD22-Fc mit IgM als sialyliertes Zielmolekiil, ermittelt

Tabelle 2  Darstellung und Berechnung der Bindungsparameter von CD22-Fc¢ an IgM.

Abkiirzungen / Berechnung

Mittelwerte der Steigungsraten bei CD22-Fc¢ (-AK)

mit HBS an IgM & HBS-IgM
mit Inhibitoren an IgM & Inh.-IgM
mit HBS an Bicarbonat (ohne IgM) / & HBS-ohne IgM

unspezifische Bindung von CD22 (Pufferkontrolle)



56 Methoden

Abkiirzungen / Berechnung

spezifische Bindung von CD22-Fc

an IgM in Anwesenheit von HBS & HBS-IgM - & HBS-ohne IgM

an IgM in Anwesenheit von Inhibitoren & Inh.-IgM - & HBS-ohne IgM
spezifische prozentuale Bindung (in %)

von CD22-Fc¢ an IgM mit HBS & HBS-IgM - & HBS-ohne IgM  *100
(100% Wert) & HBS-IgM - & HBS-ohne IgM
spezifische prozentuale Bindung (in %)

von CD22-Fc an IgM mit Inhibitoren & Inh.-IgM - & HBS-ohne IgM *100
(0-100%) @ HBS-IgM - & HBS-ohne IgM

von CD22-Fc ohne IgM & HBS-ohne IgM *100
(0% Wert) & HBS-IgM - & HBS-ohne IgM

spezifische prozentuale Inhibition (in %)
100% - spezifische Bindung (%)

Wurde der Inhibitor als 1:2 Verdiinnungsreihe eingesetzt, konnte die Konzentration des
Inhibitors ermittelt werden, die zu einer 50-%igen Inhibition der Bindung von CD22-Fc
fiihrte (ICsp) (=" Tabelle 3). Unterschiede zwischen den Bindungstests konnen aufgrund
verschiedener Eigenschaften der CD22-Fc/Anti-hulgG-AP-Komplexe zu abweichenden 1Cs
fiihren. Um solche versuchsabhidngigen Unterschiede der ICsy einer Substanz zu relativieren
und die Ergebnisse unterschiedlicher Versuche miteinander vergleichen zu konnen, wurde das

relative Inhibitionspotential (rIP) berechnet.

Tabelle 3  Tabellarische Auflistung der Inhibitionsparameter, ICsy und rIP, und ihre Berechnung

Konzentration des Inhibitors, die zu einer 50-%igen Inhibition der Bindung von CD22-Fc fiihrte (ICs). Bei
den Konzentrationen der ICsp-Werte handelt es sich generell um die Endkonzentrationen der Inhibitoren im
Versuchsansatz. Die Inhibitoren wurden aufgrund des Pipettierschemas im Test 1:3 (Protokoll A) bzw. spéter
1:2 (Protokoll B) verdiinnt. rIP =relatives Inhibitionspotential eines Inhibitors.

ICsy Konzentration an Inhibitor bei 50%-iger Inhibition der Bindung

rIP (in %) ICs einer Referenzsubstanz (¥100)
ICsy des Inhibitors

rIP >1 />100% Substanz inhibierte besser als die Referenzsubstanz

rIP <1 /<100% Substanz inhibierte schlechter als die Referenzsubstanz

Theoretische I1Csy bzw. rIP, wenn keine 50-%ige Inhibition erreicht wurde:
> Konz (in % ) max. erhaltene Inhibition von 25-50% bei der hochsten Konzentration
>>Konz. (in % ) max. erhaltene Inhibition < 25% bei der hdchsten Konzentration
Konz (in % ) bei fehlender Titrationskurve (Konzentration und erhaltene Inhibition)

n.i. nicht inhibiert (0% Inhibition)
< 1P (in %) bei maximal erhaltener Inhibition von 25-50 %

<<1IP (in %) bei maximal erhaltener Inhibition < 25 %
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3.19 Bindungstest fiir Siglec Fc-Chiméiren auf GlycoWell™-Platten

Fir den Bindungstest mit Siglec Fc-Chimédren wurden alternativ derivatisierte
Mikrotiterplatten, deren Oberfliche mit NeuSAc immobilisiert waren (Glyco Well™-Streifen/-
Platten) eingesetzt.

Die verwendeten GlycoWell™-Streifen wurden zundchst mit HBS-T befiillt und fiir 5-10 min
rehydriert. Der Puffer wurde entfernt und die Streifen in die Plattenhalterung eingesetzt. Es
wurden 10 pL Glykokonjugat-Losung in HBS oder HBS pur in die Wells der NeuS5Ac-
GlycoWell™-Streifen pipettiert. AnschlieBend wurden 20 uL. Komplexe mit 0,4 pg/mL Siglec
Fc-Chimiren und 1:2000 verdiinntem Anti-hulgG-AP in HBS-T dazupipettiert. Als Kontrolle
fiir eine unspezifische Bindung wurden die Komplexe mit HBS als Dreifachbestimmung in
die Wells eines N-Acetyl-(Blank)-GlycoWell™-Streifens gegeben. Nachdem der Inhalt der
Platte griindlich geschiittelt und abzentrifugiert wurde, wurde die Platte abgedeckt und ii.N.
bei 4°C inkubiert. Die ungebundenen Komplexe wurden durch viermaliges Waschen mit
kaltem Puffer entfernt. AnschlieBend wurden zunédchst 50 pL Tris-MgCl-Puffer (50 mM
Tris-HCI pH 8,5 / 10 mM MgCl, / 37°C) auf die Platte pipettiert und die Platte fiir 5 min bei
37°C inkubiert. Es wurde 50 uL 30 uM FDP in Tris-MgCl,-Puffer hinzugegeben, die Platte
sofort im Fluroscan Ascent CL 10 sec geschiittelt und dann jede Minute mit einer
Gesamtmesszeit von 30 min kinetisch gemessen. Die Messparameter, die Bestimmung der
maximalen Steigungsrate und die Bestimmung der spezifischen Bindung erfolgte wie in
Kapitel 3.18 beschrieben. Als Kontrolle fiir die Sialinsdure-unabhidngige Bindung wurde die

maximale Steigungsrate der Komplexe bei den N-Acetyl-Glyco Well™-Streifen herangezogen.

3.20 Bindungsstudien mit dem IAsys

Der optische Biosensor [Asys™ Auto plus  (Affinity Sensors, ThermoLifeSciences)
ermoglicht es, die Interaktionen von Molekiilen in Echtzeit zu analysieren. Er beinhaltet ein
Doppel-Mikrokiivettensystem (je 4 mm?), bei dem je nach Art der Kiivettenoberfliche
bestimmte Molekiile immobilisiert werden konnen, die dann mit Molekiilen aus der
umgebenden Ldsung interagieren konnen. Als Sensoroptik enthdlt die Kiivette einen
Prismenblock, der in der Regel das polarisierte Licht des Laserstrahls totalreflektiert. Ein
geringer Teil dieses Lichts gelangt in eine hochbrechende Schicht oberhalb des
Prismenblocks, dem evaneszenten Feld. Das Licht interagiert dabei nicht mit dem Inhalt der
Kivette, sondern vielmehr mit dessen Oberfldche. Die Dichte- und Massenverhiltnisse der
interagierenden Molekiile an der Oberflichen verursachen eine messbare Verdnderung des
Brechungswinkels des Laserstrahls. So ist es moglich Bindungen und Dissoziationen
verschiedenster Bindungspartner zu messen. Das Signal wird als Winkelsekunde (arc sec)
angegeben, wobei eine Anderung des Brechungswinkels um 600 arc sec auf einer planaren
Sensormatrix und um 200 arc sec bei einer CMD-Hydrogelmatrix einer Anderung der

Proteinkonzentration um 1ng/mm? entspricht.
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Es wurde eine Kiivette mit einer Carboxylatoberfliche verwendet. Um verbesserte Signale bei
schwachen Bindungsereignissen zu erzielen, wurde eine Carboxymethyl-Dextran-Oberfldche
eingesetzt. Die eingesetzten Molekiile sowie verwendete Losungen wurden vor Gebrauch
griindlich gemischt, zentrifugiert und mit Parafilm bedeckt in 1,5 ml-Reagiergefdflen im Gerit
bereitgestellt. Das Sterilfiltrieren des Laufpuffers HBS und der Parafilm diente dazu, das
System vor optisch storenden Verunreinigungen in den Losungen zu schiitzen. Die
Temperatur im Gerdt betrug 25°C und die Riihrer-Geschwindigkeit 85 rpm. Vor der
Datenaufnahme wurde die Kiivette mit dem Laufpuffer dquilibriert, bis sich eine stabile
Grundlinie gebildet hatte.

Um eine gerichtete und multivalente Prédsentation der CD22-Bindungsdoméne auf der
Oberflache zu gewdhrleisten, wurde ein anti-hulgG-Antikorper kovalent an die Oberflache
gekoppelt, an den CD22-Fc iiber den Fc-Teil gebunden wurde. Die Carboxylgruppen auf der
Kiivettenoberfliche wurden nach Angaben des Herstellers durch ein EDC/NHS-Gemisch fiir
10 min aktiviert. Nach dem Waschen mit Laufpuffer wurde auf den Immobilisierungspuffer
10 mM HEPES pH 7,4 umgestellt. Es wurden 10-20 pg Anti-hulgG in 50 uL 10 mM HEPES
zur Immobilisierung in beiden Zellen eingesetzt. Die Immobilisierung wurde 15-30 min bis
zum Sittigungspunkt der Bindungskurve durchgefiihrt. Ungebundener Anti-hulgG wurde
daraufhin durch Waschen mit Immobilisierungspuffer entfernt. Um ungebundene, nicht-
aktivierte Bindungsstellen auf der Oberflache zu blockieren, wurde fiir 5 min mit 50 uL 1 M
Ethanolamin pH 8,5 inkubiert. Durch Waschen mit Immobilisierungspuffer wurde
iiberschiissiges Ethanolamin entfernt. Alle nicht-gebundenen Molekiile auf der Oberfldache
wurden durch zwei Regenerationsschritte mit 1 mM HCl fiir jeweils 1 min und
anschlieendem Waschen mit Immobilisierungspuffer entfernt. Die Menge an angebundenem
Anti-hulgG konnte aufgrund der Differenz der Signalhdhe vor der Anbindung und nach dem

letzten Waschschritt ermittelt werden.

AnschlieBend wurde wieder auf Laufpuffer umgestellt. An den immobilisierten Anti-hulgG
wurden nun Fc-Chimédren des CD22 (Wildtyp und Mutanten) gebunden, die zuvor in 50 uL
Laufpuffer verdiinnt eingesetzt wurden. Die Anbindung war beendet, sobald die
Bindungskurve einen linearen Verlauf annahm. Anschlieend wurden die ungebundenen Fc-
Chimédren durch Waschen mit Laufpuffer entfernt. Die Menge an gebundenem CD22-Fc

wurde durch die Signaldifferenz vor der Anbindung und nach dem Waschen ermittelt.

Als Zielprotein fiir eine Sialinsdure-abhingige Bindung wurde bovines IgM oder
Milchglykoproteine/-peptide eingesetzt. Das bovine IgM wurde in Laufpuffer verdiinnt in die
Kiivettenzelle gegeben. Die Anbindung war beendet, sobald die Bindungskurve einen linearen
Verlauf annahm. Die Dissoziation der Glykoproteine/-peptide vom CD22-Fc durch Puffer
bzw. die Menge an gebundenen Glykoproteinen/-peptiden wurde durch die Signaldifferenz
vor der Anbindung und nach dem Waschen ermittelt. Durch die Zugabe von BPC-Neu5Ac

wurde eine Sialinsdure-abhéngige Verdringung der an CD22-Fc gebundenen Glykoproteine/-
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peptide untersucht. Die Sialinsdure-abhéngige Dissoziation der Glykoproteine/-peptide wurde
durch a) direkte Zugabe von BPC-Neu5Ac in die Glykoprotein-/Glykopeptid-Losung oder b)
Zugabe von BPC-Neu5Ac nach dem Entfernen ungebundener Glykoprotein-/Glykopeptid-
Molekiile bestimmt.

3.21 Bial-Test zum Nachweis freier und gebundener Sialinsiuren

In Anwesenheit von Salzsdure werden Pentosen und Hexosen zu Furfuralderivaten dehydriert,
die mit Orcinol und Eisenchlorid zu einem griin-blau gefarbten oder braun gefarbten Produkt
reagieren. Sialinsduren reagieren mit diesem Bial-Reagenz (81,4 mL HCL (37-%ig) / 0,2g
(w/v) Orcinol / 2,0 mL 1-%iges (w/v) FeCls) zu einem violett gefarbten Produkt. Das gefarbte
Produkt wird aus dem Bial-Gemisch durch 1-Pentanol extrahiert und kann bei 562 nm

bestimmt und die Konzentration anhand einer Neu5Ac-Eichreihe bestimmt.

Dazu wurden 20 puL (40 pL) Probe mit dem gleichen Volumen an Bial-Reagenz in einem 1,5
mL-Reaktionsgefdl versetzt, gemischt, zentrifugiert und 15 min bei 95°C erhitzt und
anschlieBend 5 min auf Eis abgekiihlt. Das Gemisch wurde mit 150 pL (300 pL) 1-Pentanol
versetzt und unter Schiitteln 5 min bei RT inkubiert, 5 min auf Eis gestellt und 10 min bei
13000 rpm (Eppendorf MiniSpin) zentrifugiert. Fiir die Eichreihe wurden 1, 2 ,5, 10, 15, und
20 pL einer ImM NeuSAc-Losung in HBS auf 20 pL (40 uL) mit HBS aufgefiillt und analog
zu den Proben verfahren (1-20 nmol NeuSAc/ Ansatz). 100uL der gefarbten Pentanol-Phase
wurde in eine Mikrotiterplatte Ttbertragen. Diese wurde bei 562 nm in einem
Mikrotiterplatten-Photometer (Multiscan Ascent) gemessen und mittels einer NeuSAc-
Eichreihe der Gehalt an Sialinsduren bestimmt. Die Volumina der Probe von 1-40 uL richtet

sich nach dem geschitzten Gehalt an Sialinsduren in den Proben.

322 Analyse der BZR-abhingigen Ca’’-Mobilisierung mittels
Durchflusscytometrie
Die Kreuzvernetzung des B-Zell-Rezeptors 16st verschiedene nachfolgende Signalwege aus,
von denen einige, Sekunden nach der Stimulierung, zur Ausschiittung von Ca*"-Ionen als
sekundiren Botenstoff fithren. Dabei werden zunichst die intrazelluliren Ca**-Speicher im
Endoplasmatischen Reticulum geleert, bis durch Ca’"-Kanile in der Zellmembran
extrazellulires Ca”" einstromt. Dieser Ca”"-EinfluB gibt Aufschluss iiber die BZR induzierte
Signalstirke in der B-Zelle und kann mittels Durchflusscytometrie gemessen werden. Die
Durchflusscytometrie erlaubt mittels Laseroptik die Messung von verschiedenen
Fluoreszenzsignalen an einzelnen Zellen neben ihrer relativen GroBe und Granularitdt, die als
FSC und SSC bestimmt werden. Letztere sind u.a. wichtig, um Zellpopulationen
einzugrenzen. Die Konzentration an freiem Ca®" in der Zelle kann mit fluoreszierenden
Chelatoren wie Indo-1 gemessen werden, das die Eigenschaft besitzt, freies Ca’" zu binden
und dabei seine Emissionswellenldnge zu dndern. Dazu werden die Zellen zunichst mit Indo-

1 beladen (<°3.22.1). Das Durchflusscytometer muss neben den zwei Argonlasern fiir den
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SSC und FSC einen UV-Laser beinhalten, der die Voraussetzung fiir die Messung der
kurzwelligen Strahlung ist, die benotigt wird um die Ionophoren des Ca**-gebundenen Indo-1
anzuregen. Mit den Fluoreszenzkandlen FL4 und FLS5 des FACS-Vantage™ (Becton
Dickinson) kénnen die Fluoreszenzen von Ca’’-gebundenem Indo-1 (Exitation 424 nm,
Emission 444 nm) und ungebundenem Indo-1 (Exitation 530 nm, Emission 530 nm) erfasst
werden. In B-Zellen kann das mIgM im BZR-Komplex mit einem anti-IgM-Antikorper
stimuliert werden. Der Ca®"-Ausstrom kann als Verhiltnis der Fluoreszenz des Ca*'-Indo-1-
Komplexes bei FL5 gegen die Fluoreszenz von Indo-1, ohne gebundenes Ca®’, bei FL4

gemessen werden.

Die Software Cell Quest des FACS-Vantage™ stellt dieses Verhéltnis der Fluoreszenzen bei
FL4/FLS5 innerhalb der abgebildeten Zelle in Abhéngigkeit von der Zeit dar. Als Zellsystem
wurden humane lymphoblastoide B-Zellen (Daudi-Zellen) eingesetzt, die CD22 exprimieren
und durch einen anti-IgM-Antikorper aktiviert werden konnten. Die Zellen wurden mit
verschiedenen Milchproteinen/-peptiden sowie BPC-NeuSAc vorinkubiert, um ihren Einfluss

auf die (CD22-abhingige) B-Zell-Rezeptor vermittelte Ca’ -Mobilisierung zu bestimmen.

3.22.1 Kultivierung und Indo-1 -Beladung der Daudi-Zellen

Daudi-Zellen (humane lymphoblastoide B-Zellen) wachsen in Einzelzellsuspension und
wurden in Zellkulturflaschen in H,O gesittigter Atmosphére bei 37°C und 5% CO; im
Begasungs-Wérmeschrank kultiviert. Die Daudi-Zellen wurden zur Aufzucht in RPMI + SC
(mit 10% FCS) kultiviert. Die Zellen wurden alle 2-3 Tage mit einer Pipette resuspendiert und

auf neue Zellkulturflaschen mit Komplettmedium verteilt.

Zur Beladung der Daudi-Zellen mit dem Farbstoff Indo-1 wurden die Zellen gut
resuspendiert, ein Aliquot 1:1 (v/v) mit Tryphanblau gemischt, die Zelldichte mit einer
Neubauerzihlkammer bestimmt und die Zellsuspension mit einer Dichte von 5x10°

Zellen/mL in Komplettmedium aufgenommen.

50 pg Indo-1 wurde in 25 pL DMSO resuspendiert, 25 uL pluoronisches F-127 durch
Pipettieren hinzugemischt, fiir 5 min bei RT inkubiert und schlieBlich 113 pL. FCS unter
Pipettieren hinzugefiigt und der Indo-1-Mix fiir 5 min bei RT inkubiert.

15 pL Indo-1-Mix wurden mit 5x10° Zellen unter Schwenken gemischt, 45 min im Dunkeln
im  37°C-Wasserbad inkubiert und wéhrenddessen mehrmals geschwenkt. Nach der
Inkubation wurden die Zellen mit Komplettmedium gewaschen und in einer Dichte von
1x107/mL Zellen aufgenommen. Die Zellen wurden bis und wihrend der Messung im
Dunkeln auf Eis aufbewahrt.

3.22.2 Messung der Ca**-Mobilisierung in Daudi-Zellen

Bei der Messung wurden zwischen 0,8-1,5x10° Indo-1 beladenen Daudi-Zellen mit

Komplettmedium auf 1 mL verdiinnt, so dass die Flussrate um 1000 Zellen/sec lag. Nach
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Messung der Basislinie fiir 70 sec wurden die Daudi-Zellen durch Zugabe von 10-20 pL Anti-
IgM aktiviert und {iber eine Gesamtmessdauer von 512 sec gemessen.

Die Milchproteine/-peptide sowie BPC-NeuSAc wurde mit einem maximalen Volumen von
300 uL zu den Zellen gegeben, um das Medium nicht zu stark zu verdiinnen. Die
Milchproteinproben wurden in einer Mindestausgangskonzentration von 10 mg Probe/mL
HBS eingesetzt. Als Kontrolle fiir eine basale Ca**-Mobilisierung dienten Zellen, die vor der
Messung 8 min bei RT im Dunkeln mit 50 oder 300 puL Puffer (in Abhéngigkeit von den
eingesetzten Volumina der Proben) vorinkubiert wurden. Als Kontrolle fiir eine erhohte Ca*'-
Mobilisierung wurden die Zellen mit BPC-Neu5Ac in einer Endkonzentration von 0,5 mM

vorinkubiert.

Die Messungen der Ca’’-Mobilisierung wurden zunichst in einem Intensitits-
Haufigkeitshistogramm mittels der Gerite-Software Cell Quest (Becton Dickinson fiir
Macintosh) dargestellt. Die erfassten Daten einer Messung wurden anschlieBend mit der auf
Auswertungssoftware FlowJo (Tree Star, fiir Macintosh) bearbeitet. Fiir die Analysen wurden
nur die lebenden Zellen erfasst, d.h. es wurde ein sogenanntes ,Lifegate* erstellt. Die
Fluoreszenzen der erfassten Zellen wurden gemittelt (Mittelwertberechnung, mean) und als
Funktion gegen die Zeit aufgetragen. Die so kalkulierten Kurven mehrerer Messungen
konnten — ebenfalls mit der Auswertungssoftware FlowJo — gemeinsam, vergleichend
dargestellt werden.

T4 ‘ Stimulierung durch Anti-IgM \ Stimulierung durch Anti-igM
- g B
= 800 ] BPC-Neu5Ac BPC-Neu5Ac
o ] 0,5mM 0,5mM
g’ 600 7 E B Kinetics
5 _] |vEE mean
I% 400 1
3 4
2 200 1
+ - - 1 T - - 1 - T - - 1 - 71 71
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Intensitit-Haufigkeitsdiagramm (Cell Quest):  Kurvendiagramm (Flow Jo / Kinetics):
Die Menge an freigesetztem Ca2* kann durch Die Mittelwerte der FL5/FL4-Fluoreszenzen
das Verhaltnis der Fluoreszenzen von Indo1- aller einbezogenen, Ilebenden Zellen
Ca?*-Komplexen (FL5) zu ungebundenem Indo- (Lifegate) wurden mittels der Cell Quest-
1 (FL4) fir jede Zelle dargestellt werden in Daten ermittelt und als Funktion der Zeit
Abhangigkeit von der Zeit dargestellt.

Eine gemeinsame Darstellungen mehrerer

Messungen ist auf diese Weise mdglich.

Abbildung 6 Vergleich eines Intensitéts-Haufigkeitsdiagramms und eines Kurvendiagramms bei
der Darstellung der Ca’*-Mobilisierung ( FL5/FL4) in Abhingigkeit von der Zeit.

Die Ca*"-Mobilisierung wurde in mit 0,5 mM BPC-Neu5Ac inkubierten Daudi-Zellen nach Stimulierung mit
einem anti-IgM-Antikorper gemessen.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

Als Modellsystem fiir Untersuchungen zu immunstimulierenden und -modulierenden
Eigenschaften von Milchproteinen/-peptiden wurde ein akzessorisches Molekiil des BZR,
CD22, gewéhlt, da es neben der Eigenschaft die BZR-vermittelte Immunantwort zu dimpfen
auch die eines Sialinsdure-bindenden Lektins hat (Nitschke et al., 1997; Kelm et al., 1994a).
Es wird vermutet, dass die extrazelluldre Bindung von Liganden an CD22 einen Einfluss auf
seine intrazelluldre Funktion bei der Rekrutierung negativer Regulatoren der B-Zell-Antwort
hat (Kelm et al., 2002; Jin et al., 2002). Fiir die Analyse der Sialinsdure-abhangigen Bindung
von CD22-Fc mit Glykoproteinen/-peptiden und Sialinsdurederivaten wurde ein
Mikrotiterplatten-Bindungstest mit IgM als sialyliertes Zielmolekiil fiir CD22-Fc entwickelt
(<74.3.2). Bindungsstudien mit dem CD22-affinen Sialinsdurederivat BPC-Neu5Ac konnten
zu dem Verstidndnis des Bindungsverhaltens von CD22 beitragen (<-4.4). In ortsgerichteten
Mutagenesestudien an verschiedenen Siglecs konnte gezeigt werden, dass die Verdnderung
bestimmter Aminosduren in der Bindungstasche zum Verlust der Sialinsdure-Bindung fiihrt
(Jin et al., 2002; van der Merwe et al., 1996; Vinson et al., 1996). Die Herstellung und
Charakterisierung von CD22-Fc Mutanten (<4.2) mit defekter Bindungstasche konnte daher
zu dem Verstindnis der Sialinsdure-Bindung beitragen und als Kontrolle fiir eine

unspezifische, Sialinsdure-unabhidngige Bindung dienen (<°4.4.2).

Von Inhaltsstoffen der Muttermilch ist bekannt, dass sie im Vergleich zu boviner Milch
starker glykosyliert und sialyliert sind (Speer et al., 1993). Der Einfluss verschiedener
Glykanstrukturen sowie der Sialinsdure auf die Inhibition von Bakterien ist bekannt (Hanisch
et al., 1993; Coppa et al., 1993). In einer Vielzahl von Bindungsversuchen (Diplomarbeit
Bock, 2000) konnte gezeigt werden, dass CD22-Fc spezifisch mit verschiedenen
Milchglykokonjugaten reagiert. In verschiedenen Bindungsversuchen mit CD22-Fc (<°4.5)
wurden unverdaute und enzymatisch verdaute Milchproteine, die resultierenden nicht-
fraktionierten, sowie die sdulenchromatographisch fraktionierten Peptide aus Milchen
verschiedener Spezies eingesetzt (<°4.5.1). Aktive, an CD22-bindende Peptide wurden in B-
Zell-Aktivierungstests auf ihre Eigenschaft, die BZR-abhédngige Immunantwort zu regulieren,
untersucht (<°4.6). Caseine und Molkenproteine unterschiedlicher Herkunft wurden auf ihre
Zusammensetzung und Sialylierung mittels elektrophoretischer Verfahren und PNA- und
SNA-Nachweis getestet (<°4.7). Durch CD22-Fc-Affinititschromatographie = mit
Milchproteinen konnten CD22-spezifische Liganden aufgereinigt werden (<4.8), die iiber

ihren Peptidmassen-,,Fingerabdruck® massenspektrometrisch analysiert wurden (<°4.9).
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4.2 Expression von CD22-Fc¢ Wildtyp und den Mutanten

Fiir den Einsatz in der Affinitdtschromatographie und in den Bindungsstudien wurden groBere
Mengen CD22-Fc benétigt. Daher wurde die kodierende Sequenz von CD224;3 in den
Expressionsvektor pDEF(Fc-3¢) umkloniert, der einen Selektionsmarker fiir die Herstellung
von Zelllinien besitzt (<°3.1). Das Plasmid pDEF(Fc-3¢)-CD224,3 Wt diente als
Ausgangssequenz flir die ortsgerichtete Mutagenese der drei Aminosduren W24, R120 und
W128 in dem Insert von CD224;.3 (<°3.4). CHO-Zellen wurden mit den Plasmiden transfiziert
(©73.9.3) und stabile Zelllinien selektioniert (<°3.9.4). Die aus den Kulturiiberstanden dieser
Zellen isolierten Fc-Chiméren wurden mittels Sandwich-ELISA (<°3.10.3), in der SDS-
PAGE (<3.14.1) und durch Immunoblot-Nachweis mit Anti-CD22 und Anti-hulgG
(<°3.15.4) quantifiziert und charakterisiert. Die dabei erhaltenen Ergebnisse mit den erzeugten

CD22-Fc-Chimiren und ihren Abkiirzungen wurden in Tabelle 4 zusammengefasst.

Die Konzentration der Fc-Chiméren im Zellkulturiiberstand aus den Cellline Fermentern war
aufgrund der Dichte der Zellen deutlich hoher als bei Kultivierung in Zellkulturschalen. Sie
lag fiir CD22-Fc Wt bei 40 pg/mL, fir CD22-Fc R120A bei 23 pg/mL und fiir CD22-Fc
Triple bei 24 pg/mL. Etwa 6-8 Wochen nach der Inokulation lie3 die Produktion der Fc-
Chimiren in den Fermentern nach. Bei Konzentrationen unter 10 pg Fc-Chiméren /mL

Zellkulturiiberstand wurde die Produktion eingestellt.

Tabelle 4 Die erzeugten CD22-Fc-Chiméren, ihre jeweils erzielten Expressionsraten und ihre
immunologische Reaktivitit.
Dargestellt werden die erzeugten CD22-Fc-Chiméren, die verwendeten Abkiirzungen, ihre immunologische

Reaktivitdt im Immunoblot und die jeweils erzielten Expressionsraten, die im Sandwich-ELISA als pg Fc-
Chimire pro mL Zellkulturiiberstand (von auf Zellkulturschalen kultivierten Zellen) ermittelt wurden.

Nr. mutierte Aminosaure in Abkiirzungen Anti-CD22 Expression
CD22[41.3-(3c)]-Fc Anti-hulgG (ug/mL)
1 Wildtyp CD2241.5-Fc Wildtyp ja 3,60
2 Arg120 zu Ala CD22413-Fc R120A ja 2,40
3  Trp128 zu GIn CD2241.5-Fc W128Q ja 1,80
4  Trp24 zu Gin CD2241.5-Fc W24Q ja 0,53
5  Arg120 zu Ala, Trp128 zu GIn CD22413-Fc R120A / W128Q ja 0,49
6  Arg120 zu Ala, Trp24 zu GIn CD22413-Fc R120A / W24Q ja 1,40
7  Trp128 zu Gin, Trp24 zu Gin CD22413-Fc W128Q / W24Q ja 0,62
8 Arg120 zu Ala, Trp128 zu GIn CD2244.3-Fc Triple ja 2,40

und Trp24 zu GIn

In der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese wandern die gereinigten CD22-Fc-Chiméren
mit einer Hauptbande bei einer apparenten Molekularmasse von etwa 90 kDa. Sowohl der
Antikorper gegen CD22 als auch der Anti-hulgG, der gegen den Fc-Teil gerichtet ist, bindet
an das Protein mit etwa 90 kDa (<" Abbildung 7). Dies gilt fiir CD22-Fc Wildtyp als auch fiir

alle Mutanten. Aufgrund der Aminosiuresequenz werden 61,5 kDa fiir eine Untereinheit nach
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Reduktion erwartet. Dieses langsamere Laufverhalten kann auf Glykane an den potentiellen

N-Glykosylierungsstellen des Proteins zuriickgefiihrt werden.

Nachweis 2 36 7 5 8 M 1 3 ,p Abbildung 7 Elektrophoretische
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durch die Detektion mit einem anti-CD22-
oder einem Fc-spezifischen anti-hulgG-Antikdrper (<°2.1.2). Die Nummern der aufgetragenen Fc-Chiméiren
entsprechen der Nummerierung in Tabelle 4. (mangelndes Blotten der Fc-Chimére Nr. 2 auf die Membran)

Neben der Hauptbande (90 kDa) wurden mit beiden Antikdrpern Nebenprodukte von CD22-
Fc detektiert. Es wurde vor allem bei CD22-Fc Wt ein Produkt mit einem apparenten
Molekulargewicht von 60 kDa nachgewiesen, welches dem Molekulargewicht von
deglykosyliertem CD22-Fc entspricht und auch bei PNGase-verdautem CD22-Fc
nachgewiesen werden konnte (Daten nicht gezeigt). Bei unvollstaindiger Reduktion bzw.
Zuriickbildung der Disulfidbriicken konnte nicht-reduziertes CD22-Fc (>150 kDa) sowie
Komplexe von CD22-Fc im hochmolekularen Bereich >200 kDa mittels SDS-PAGE
nachgewiesen werden (<~ Abbildung 31). Abhéngig von der Lagerungsdauer wurde bei den

Fc-Chimiren eine zunehmende Tendenz zur Bildung von Aggregaten beobachtet.

4.3 Entwicklung eines IgM-Mikrotiterplatten-Bindungstests fiir CD22-Fc¢

4.3.1 GlycoWell- Mikrotiterplatten-Bindungstest

Fiir die Analyse der Sialinsdure-Bindung von verschiedenen Siglecs mit Sialinsdurederivaten
wurde bisher ein Hapten-Inhibitionstest eingesetzt, der auf Sialinsdure-tragenden Zielzellen in
Losung basierte und bei dem die gebundenen Siglecs iiber '*’I radioaktiv markierte anti-
hulgG-Antikdrper oder Fc-Chiméren der Siglecs bestimmt wurden (Crocker et al., 1996;
Diplomarbeit Bock, 2000). Die Komplexierung der Siglec Fc-Chimédren mit einem Fc-
spezifischen Antikorper war erforderlich, um eine multivalente Prasentation und damit eine
erhohte Aviditidt der Bindung zu erreichen, da die einzelnen Bindungsstellen bei Protein-

Kohlenhydrat-Interaktionen in der Regel nur eine niedrige Affinitét haben.

Der Hapten-Inhibitionstest war fiir Monosaccharide geeignet. Die Ergebnisse dieser
Inhibitionsstudien trugen wesentlich zu dem Verstidndnis der Sialinsdure-Bindung der Siglecs
bei (Kelm et al., 1998; Strenge et al., 1998; Diplomarbeit Bock, 2000). Fiir Untersuchungen
mit Milchproteinen erwies sich diese Methode jedoch als ungeeignet (Diplomarbeit Bock,
2000).
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In einer Weiterentwicklung dieses Verfahrens (M. Rusch und S. Kelm, personliche
Mitteilung) wurden die Zielzellen durch GlycoWell™-Mikrotiterplattenstreifen der Firma
Lundonia Biotech (Lund, Schweden) ersetzt, deren Oberfliche mit immobilisiertem NeuSAc
derivatisiert ist (<~3.19). Als Kontrolle fiir eine unspezifische Bindung dienten Wells, die statt
NeuS5Ac nur eine Acetyl-Gruppe enthielten. Um den Einsatz radioaktiver Isotope zu
umgehen, wurde ein mit alkalischer Phosphatase gekoppelter anti-hulgG-Antikérper zur
quantitativen Bestimmung der gebundenen Komplexe eingesetzt. Dabei wurde neben dem
chromogenen Substrat para-Nitrophenol-Phosphat auch FDP eingesetzt, da das bei der
Umsetzung entstehende Fluoreszein mit wesentlich hoherer Sensitivitit und Genauigkeit

nachgewiesen werden kann.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die optimalen Inkubationsbedingungen fiir verschiedene Fc-
Chimédren ermittelt. Um die Sensitivitit der Messung zu erhéhen und vor allem um den
zuverlédssig quantitativ erfassbaren Bereich zu erweitern, wurde eine kinetische Messung
eingefiihrt (©°3.18), bei der die Menge gebundenen Enzyms, und damit die der gebundenen
Siglec Fc-Chiméren, durch Bestimmung der Anfangsgeschwindigkeit der enzymatischen

Reaktion ermittelt wurde.

Neben dem bereits mit den GlycoWell™-Mikrotiterplattenstreifen getesteten MAG-Fc wurden
auch Fc-Chimédren von Sialoadhdsin und CD22 mit diesen Platten eingesetzt. Nach mehreren
Titrationsexperimenten wurde deutlich, dass sich diese Methode sehr gut fiir MAG-Fc eignet,
aber nicht fiir Sialoadhésin-Fc oder fiir CD22-Fc geeignet war. Beide Fc-Chimédren binden
nur geringfiigig / nicht besser an die NeuSAc-Oberfliche als an die Acetyl-Kontrolle. Bei
Sialoadhédsin waren alle Werte relativ niedrig, wahrend bei CD22 auflerdem eine leicht

erhohte unspezifische Bindung an die acetylierten Oberflichen beobachtet wurde.

4.3.2  Entwicklung eines Mikrotiterplatten-Bindungstests fiir CD22-Fc
Da fiir Bindungsstudien mit CD22 die Neu5Ac-Oberfliche der GlycoWell™-Mikrotiter-

platten nicht geeignet war, wurde IgM als Zielmolekiil fiir eine Sialinsdure-abhéngige
Bindung eingesetzt. Powell et al. (1995) konnten zeigen, dass CD22-Fc an eine Vielzahl
a2,6-sialylierter Serum-Glykoproteine bindet. Immunglobuline lassen sich dabei wesentlich
besser an Plastikflichen immobilisieren, als z.B. das a'-Glykoprotein (Powell et al., 1994).
Humanes und bovines IgM sind hoch glykosylierte und «o2,6-sialylierte, kommerziell
verfiigbare Proteine, wobei letzteres eine preisgiinstigere Alternative darstellt und zudem
nicht von dem zur Komplexierung der Fc-Chiméren eingesetzten anti-hulgG-Antikorper

gebunden wird.

Zunichst wurden die mit den GlycoWell™-Platten eingesetzten Versuchsbedingungen, wie
Volumina, die Konzentrationen der Fc-Chimiren und des Anti-hulgG-AP, die Waschschritte
und die Nachweisreaktion, iibernommen. Dazu wurde eine hochbindende schwarze 96-Well-

Platte eingesetzt. In Anlehnung an den Sandwich-ELISA wurde zur Immobilisierung das IgM



Ergebnisse 67

ausgehend von 15 pg/mL als 1:2 Verdiinnungsreihe eingesetzt. Noch verfligbare
Bindungsstellen auf der Platte wurden mit einem Glykoprotein-freien Reagenz, z.B. reines
BSA, blockiert (<°3.18.2, Abbildung 5). In Abbildung 8 wurden die Ergebnisse der ersten

Titrationsversuche von CD22-Fc-AK-Komplexen und IgM zusammengefasst.
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Abbildung 8 IgM-Mikrotiterplatten-Bindungstest: Titration von IgM und CD22-Fc.

IgM wurde in den angegebenen Konzentrationen in einer Mikrotiterplatte immobilisiert. Nach Blockierung mit
BSA wurden Komplexe aus Anti-hulgG-AP und CD22-Fc zugegeben, liber Nacht bei 4°C inkubiert und
anschliefend gewaschen. Nach Zugabe des Substrats FDP wurde in Intervallen von 27 sec die Fluoreszenz
gemessen. Das Mischungsverhiltnis der Komplexe war in allen Ansédtzen gleich (Anti-hulgG-AP 1:1000 bei
0,2 pg CD22-Fc/mL). Angegeben ist jeweils die Konzentration der Fc-Chiméren.

(A) Verlauf der enzymatischen Substratumsetzung, dargestellt als Anstieg des Fluoreszenzsignals in
Abhéngigkeit der Zeit (Zeit-Umsatz-Kurve) durch die gebundene Menge AP, die aus der Bindung der CD22-
Fc/Anti-hulgG-AP-Komplexe (bei der angegebenen Konzentration) an die verschiedenen, bei der
Immobilisierung eingesetzten Konzentrationen an IgM resultierte. Zur besseren Ubersichtlichkeit wurde nur
jeder vierte Messpunkt dargestellt.

(B) Dargestellt ist die Menge gebundener Komplexe (gebundene AP) in Abhidngigkeit von der zur
Immobilisierung eingesetzten IgM-Konzentration. Die Kurven stellen die Anbindung von CD22-Fc in den
angegebenen Konzentrationen da.

(C) Dargestellt ist die Menge gebundener Komplexe in Abhdngigkeit von den eingesetzten Konzentrationen
an CD22-Fc. Die Kurven stellen die Anbindung von CD22-Fc bei den angegebenen IgM-Konzentrationen, die
zur Immobilisierung eingesetzt wurden, da.
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Aus den Zeit-Umsatz-Kurven in Abbildung 8 A ist ersichtlich, dass selbst bei niedrigen
Konzentrationen des IgMs (0,75 pg/mL) bei der Immobilisierung die Menge gebundener
CD22-Fc/Anti-hulgG-AP-Komplexe (gebundene AP) so hoch war, dass eine
Substratumsetzung detektiert werden konnte. Bei dieser niedrigen IgM-Beladung konnte die
AP-Bindung nur zuverldssig detektiert werden, wenn mind. 60 Minuten gemessen wurde.
Dagegen erfolgte bei einer Beladung mit 3,75 pg/mL IgM eine derart schnelle
Substratdepletion, dass nach wenigen Minuten die Reaktionsgeschwindigkeit nachliel3,
sichtbar in einem Abflachen der Zeit-Umsatz-Kurve (<" Abbildung 8 A). Um zuverldssig die
Menge gebundenen Enzyms und damit die der gebundenen Siglec Fc-Chimédren zu ermitteln,
wurde die Anfangsgeschwindigkeit der enzymatischen Reaktion anhand der maximalen
Steigungsrate der Zeit-Umsatz-Kurve bestimmt. Die Titrationen in Abbildung 8 B/C zeigen
deutlich, dass die Menge an gebundenem Anti-hulgG-AP mit der eingesetzten Konzentration
an CD22-Fc und IgM bis zu dem Eintreten einer Sattigung korreliert. Die Konzentration an
CD22-Fc/Anti-hulgG-AP-Komplexen ist eine kritische Grof3e fiir die Enzymaktivitit.

Aufbauend auf den Ergebnissen dieser Titrationen wurden zundchst verschiedene Platten
getestet. Beriicksichtigt wurde dabei neben einem guten Signal/Hintergrund-Verhiltnis auch
der Preis pro Platte sowie die Verfligbarkeit von 384-Well-Platten. Als optimal erwiesen sich
die Cliniplate-Platten mit U-férmigen Vertiefungen, in denen mit kleineren Volumina
gearbeitet werden kann. Daher wurden die weiteren Bindungstest hauptsdchlich mit diesen
Platten durchgefiihrt. Aus den Vorversuchen wurden die folgenden Bedingungen abgeleitet: 3
pg/mL IgM in 50 pL/Well fiir die Immobilisierung, 60 pL 3-%iges BSA und 20 pL
Komplexe mit zundchst 0,05 pg/mL und 1:2000 verdiinntem Anti-hulgG-AP. Wie aus den
Kurven in Abbildung 8 A ersichtlich, war die AP-Reaktion in den ersten Minuten etwas
geringer als die maximale Reaktionsgeschwindigkeit. Dieser Effekt wurde auf eine
unzureichende Temperierung der Platten vor Zugabe des Substrats zuriickgefiihrt. Daher
wurden die Platten nach dem Waschen erst mit angewédrmten Tris-Puffer (25 pL) inkubiert,
bevor 25 pL der eigentlichen, ebenfalls angewédrmten Substratlosung hinzugegeben wurde.
Bei den 96-Well-Platten wurden entsprechend jeweils 50 puL eingesetzt. Die gesamte Messzeit
wurde auf 60 Minuten verkiirzt und die Intervalle zur Messung der 384-Well-Platten auf 2,5
min erhdht. Bei fortschreitender Lagerung der Fc-Chiméren ergaben sich Verschiebungen der
idealen Konzentrationen. Diese wurden vor Versuchsreihen immer wieder durch Titration
ermittelt. Die idealen Endkonzentrationen lagen zwischen 0,05-0,2 ng/mL CD22-Fc und einer
Antikorper-Verdiinnung von 1:2000. In Abbildung 9 wurde beispielhaft die
konzentrationsabhéngige Bindung von CD22-Fc in einer solchen Titration im Vergleich zu
MAG-Fc an IgM dargestellt.
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Die Fc-Chimidre von Siglec-4 (MAG) zeigt keine Bindung an IgM, die gemessenen
Fluoreszenzen entsprachen denen, die bei der unspezifischen Bindung des Antikorpers an das
IgM gemessen wurden. Diese Ergebnisse weisen auf eine hohe Spezifitit des CD22 fiir die
Glykane des IgMs hin.

Die zentrale Frage der Experimente war, ob die Bindung von CD22-Fc an IgM Sialinséure-
abhédngig ist. Dazu wurden zunéchst die Sialinsduren vom IgM enzymatisch durch VCS-
Behandlung abgespalten. Da die Sialidase-Behandlung nicht ausreicht, um die Bindung von
CD22-Fc an IgM vollstindig zu reduzieren, wurde eine saure Hydrolyse (<°3.12)
durchgefiihrt (<" Abbildung 10 A). Da diese wiederum unter denaturierenden Bedingungen
(80°C) erfolgte, musste festgestellt werden, ob die Hitzedenaturierung alleine zu einem Abfall
der Bindung fiihrt. Der Gehalt gebundener Sialinsduren von nativem und hydrolysiertem IgM
wurden mittels Bial-Test bestimmt (<°3.21) und in Tabelle S5 dargestellt. Wie erwartet,
konnte keine Bindung von CD22-Fc an IgM-sH beobachtet werden. Die Bindung wurde wie
bei CD22-Fc an die Platte ohne IgM (Pufferkontrolle) vollstindig reduziert. Allerdings wurde
die Bindung an hitzebehandeltes IgM ebenfalls reduziert. Die reduzierte Bindung korrelierte
mit dem geringeren Gehalt an gebundener Sialinsdure. In einem weiteren Ansatz zur
Kontrolle der unspezifischen Bindung von CD22 an IgM wurde die Sialinsdure-
Bindungsstelle von CD22-Fc durch den Inhibitor BPC-Neu5Ac blockiert. Bei den
eingesetzten Konzentrationen konnte eine fast vollstindige Inhibition der Bindung erreicht
werden (<" Abbildung 10 A).

Neben IgM wurde Fetuin als potentielles Zielglykoprotein getestet. Das Serumprotein Fetuin
enthdlt a2,3- und a2,6-sialylierte N- und O-Glykane. Auch hier wurde zur Kontrolle der
unspezifischen Bindung Fetuin mit Sialidase behandelt sowie durch HCI-Behandlung
desialyliert. AuBerdem wurde MAG-Fc zum Nachweis von «2,3-sialylierten Glykanen
eingesetzt. Die gebundenen Sialinsduren von nativen und desialyliertem Fetuin wurden
mittels Bial-Test bestimmt und ebenfalls in Tabelle S dargestellt.
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Tabelle 5 Sialinsdurebestimmung von nativem und desialyliertem IgM und Fetuin.

Zur Kontrolle der Sialinsdure-abhidngigen Bindung wurden IgM 1 h bei 80°C mit 0,1 M HCL (IgM-sH) und
IgM zur Hitzekontrolle mit ddH,O (IgM-H) behandelt. Freie Sialinsduren wurden durch Aceton-Prézipitation
entfernt (= 3.13). Eine Sialinséurebestimmung der Proteine wurde mittels Bial-Test durchgefiihrt (<=3.21).
Vergleichend wurde die Sialinsdurebestimmung von nativem und desialyliertem Fetuin aufgefiihrt.

Probe Sialinsaure / Protein Sialinsauren / Protein
natives Fetuin 0,11 g/ g Fetuin 16,5 mol / mol Fetuin
natives IgM 0,035g/glgM 113 mol / mol IgM
IgM-H 0,030 g/ g IgM-H 97 mol / mol IgM-H
Fetuin-sH / IgM-sH (nicht nachweisbar) (nicht nachweisbar)

A IgM / + BPC-Neu5Ac (66,7 uM) -
IgM / +1gM-H (0,33 uM)
IgM / +1gM-sH (0,33 uM)
igM / + Puffer
IgM-H  / + Puffer
IgM-sH / + Puffer
NaHCO, / + Puffer
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Bindung von CD22-Fc (in %)
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Fetuin-sH ( 0,1 M HCI 1h 80°C)

Fetuin
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Abbildung 10 Sialinsdure-abhingige Bindung von CD22-Fc an IgM sowie CD22-Fc und MAG-Fc
an Fetuin.

A) Eine Mikrotiterplatte wurde nach Protokoll A mit IgM, IgM-H und IgM-sH beschichtet. Es wurden 10 pL
1 pg/mL CD22-Fc, 10 pL 1:1000 verdiinnter Anti-hulgG-AP und 10 pL Puffer, IgM-H, IgM-sH oder BPC-
Neu5Ac in den angegebenen Konzentrationen eingesetzt und 4 h inkubiert. Die Bindung von CD22-Fc an das
Zielmolekiil und in Anwesenheit potentieller Inhibitoren wurde auf die Bindung von CD22-Fc an IgM (100%)
bezogen.

(B) 100 pg Fetuin wurden mit 100ul GlycoCleave®VCS fiir 3 h inkubiert oder mit HCI hydrolysiert. Eine
Mikrotiterplatte wurde mit 5 pg/mL nativen oder behandeltem Fetuin beschichtet und anschlieBend mit BSA
blockiert. Immobilisiertes Fetuin wurde zur weiteren Kontrolle mit 10 mU VCS/Well fiir 60 min bei 37°C
behandelt. Es wurden 20 pL 1:1000 verdiinnter Anti-hulgG-AP ohne/ mit 0,5 pg/ml Fc-Chiméren hinzugefiigt
und .N. inkubiert.
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Wie in Abbildung 10 B dargestellt, binden CD22-Fc¢ und auch MAG-Fc, das im Gegensatz
zu CD22 oa2,3-verkniipfte Sialinsduren bevorzugt, an Fetuin. Die Bindung an durch
Hydrolyse mit HCI desialyliertes Fetuin ist bei beiden Fc-Chiméren und die Bindung an VCS-
behandeltes Fetuin bei MAG-Fc vollstindig reduziert. Die Reduktion bei dem VCS-Fetuin ist
bei CD22-Fc geringer, moglicherweise aufgrund der hoheren Affinitdt der Vibrio cholerae

Sialidase fiir a2,3-verkniipfte Sialinsduren.

Sowohl durch die saure Hydrolyse der Zielproteine als auch durch Blockierung der
Sialinsdure-Bindungsstelle von CD22-Fc¢ durch BPC-NeuSAc konnte die Bindung von CD22
auf das Niveau der Pufferkontrolle gesenkt werden. Eine Denaturierung der Proteine durch
die Hydrolyse und eine unvollstindige Immobilisierung an die Plastikoberfliche aufgrund
verdnderter Oberflichenladung konnte aber nicht ausgeschlossen werden. Die Pufferkontrolle

wurde als allgemeine Kontrolle fiir die unspezifische Bindung eingesetzt (<°3.18.4).

In einem weiteren Versuch wurde die Potenz von IgM-H und IgM-sH im Vergleich zu BPC-
Neu5SAc iiberpriift, die Bindung von CD22-Fc an IgM zu inhibieren (<" Abbildung 10 A). Es
konnte keine messbare Inhibition der Sialinsdure-abhéngigen Bindung von CD22-Fc durch
desialyliertes IgM-sH erzielt werden, wéhrend sialyliertes [gM-H und BPC-Neu5Ac eine
Inhibition von iiber 95 % bei den angegebenen Konzentrationen erzielte. In Titrations-
experimenten wurden die ICso-Werte von Fetuin (4 uM), IgM (0,03 uM) und BPC-Neu5Ac (3
uM) bestimmt (<" Abbildung 11). Danach inhibiert IgM 100-fach besser als Fetuin und
BPC-Neu5Ac. Bezieht man die ICsop-Werte allerdings auf die Konzentrationen an
proteingebundener Sialinsduren (<" Tabelle 5), erhidlt man mit 3,4 uM Sialinsduren fiir [gM
und 3 puM Sialinsduren fiir BPC-NeuSAc &hnliche 1Csp-Werte, wéihrend das Inhibitions-
potential der Sialinsdure von Fetuin mit einem ICsp-Wert von 54 uM Sialinsduren etwa 10-

fach schwicher ist.

Abbildung 11 Sialinséure-abhingige Inhibition
—®— BPC-Neu5Ac der Bindung von CD22-F¢ an IgM durch BPC-
(Mw 524 g / mol) o .
v bovines IgM Neu5Ac und Glykoproteine wie IgM und Fetuin.
(Mw 1000.000 g / mol) Eine 384-Well-Platte wurde nach Protokoll B mit IgM
—®— bovines Fetuin beschichtet und die Bindung von komplexiertem CD22-
(Mw 48.000 g / mol) Fc in Anwesenheit von IgM, Fetuin oder BPC-Neu5Ac in

den angegebenen Konzentrationen nach 4 h bestimmt.
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In weiteren Experimenten wurden die Reaktionsvolumina und Inkubationszeiten weiter
reduziert und damit den 384-Well-Platten angepasst (<~3.18.2 Protokoll B).

Der IgM-Mikrotiterplatten-Bindungstest wurde als Standardtest fiir Inhibitions- und
Bindungsstudien mit Sialinsdurederivaten, Milchproteinen und —peptiden sowie mit den
CD22-Fc Mutanten eingesetzt.

4.4 Charakterisierung der Sialinsiure-abhingigen Bindung von CD22

4.4.1 Analyse der Bindung von CD22-Fc¢ Wildtyp

Verschiedene Glykoproteine/-peptide sowie Sialinsdurederivate wie BPC-NeuSAc sollten als
Inhibitoren der Sialinsdure-abhingigen Bindung von CD22 untersucht werden. Dabei ist

grundsétzlich zwischen folgenden zwei Vorgidngen zu unterscheiden:

1.) Hemmung der CD22-Bindung an ein sialyliertes Zielmolekiil als kompetitiver Inhibitor,

d.h. kann der Inhibitor in einer Coinkubation mit CD22-Fc dessen Anbindung verhindern.

2.) Verdringung des bereits gebundenen CD22-Fc, d.h. kann der Inhibitor eine etablierte und
moglicherweise durch Vernetzung der CD22-Fc/Anti-hulgG-Komplexe weiter stabilisierte

Bindung von CD22 an ein sialyliertes Zielmolekiil autheben.

Mittels Mikrotiterplatten-Bindungstest und Bindungsanalysen mit dem /4sys™ wurde BPC-
NeuS5Ac auf seine Fahigkeit getestet, CD22 aus der Sialinsdure-abhéngigen Bindung mit
Fetuin und IgM zu verdringen. Wie aus Abbildung 12 ersichtlich, konnte weder durch 1-
stiindige Inkubation noch durch Konzentrationen von 0,8 mM BPC-NeuS5Ac CD22-Fc aus der

Bindung mit IgM verdrdngt werden.
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Abbildung 12 Verdringung von CD22-Fc aus der Sialinsdure-abhingigen Bindung an IgM und
Fetuin durch BPC-Neu5Ac.

Eine 384-Well-Platte wurde nach Protokoll A mit IgM (links) oder Fetuin (rechts) beschichtet. Komplexiertes
CD22-Fc (0,4 pg/mL) wurde ii.N. inkubiert und ungebundene Komplexe durch Waschen entfernt. Die Wells
wurden 60 min mit BPC-Neu5Ac (schwarz) oder zundchst 55 min mit Puffer und dann mit BPC-Neu5Ac
(grau) in den angegebenen Konzentrationen inkubiert. Angegeben ist die Bindung als % der Bindung, die in
dem Parallelansatz ohne BPC-Neu5Ac ermittelt wurde.
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Dagegen ist es moglich, bei gleichem Versuchsansatz CD22-Fc aus der bestehenden Bindung
an Fetuin durch BPC-NeuSAc zu verdriangen. Eine Verldngerung der Inkubationsdauer mit
BPC-Neu5Ac von 5 Minuten auf 60 Minuten fiihrte zu einer stirkeren Dissoziation von
CD22-Fc/Anti-hulgG-AP-Komplexen. Es wurde keine Konzentrationsabhidngigkeit bei der
Verdrangung im Bereich der im Test eingesetzten BPC-Neu5Ac-Konzentrationen beobachtet
werden. Der Befund, dass Fetuin leichter aus der Bindung an CD22-Fc verdringt werden
kann als IgM, ist in Einklang mit den Ergebnissen der Bindungs- und Inhibitionsexperimente,
die in Kapitel 4.3.2 beschrieben wurden. Es wurde vermutet, dass durch Vernetzung der
CD22-Fc/Anti-hulgG-Komplexe eine weitere Stabilisierung der Bindung von CD22-Fc an
das sialylierte Zielmolekiil erfolgte.

In weiteren Experimenten, in denen die Bindung von Siglec-Fc/Anti-hulgG-AP-Komplexen
in Abhidngigkeit von der Inkubationsdauer an sialylierten Zielmolekiilen getestet wurden,
konnte gezeigt werden, dass nach 2 Stunden eine iiber 80-%ige und nach 4 Stunden eine
vollstindige Anbindung erfolgt war (Daten nicht gezeigt). Aufgrund dieser Ergebnisse
wurden die Inkubationsdauer der CD22-Fc/Anti-hulgG-AP-Komplexe von 16 Stunden auf 4
Stunden reduziert. Die Moglichkeit, CD22-Fc aus der nach 2 Stunden bereits erfolgten
Bindung an IgM oder Fetuin zu verdringen, wurde durch Zugabe von BPC-Neu5Ac oder
Puffer zu den Komplexen nach 120 Minuten ermittelt (<" Abbildung 13 A). Unter diesen
Bedingungen wurden durch 150 uM BPC-Neu5Ac 80 % der CD22-Fc/Anti-hulgG-AP-

Komplexe vom IgM und 95% vom Fetuin verdrangt.
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Abbildung 13 Verdringung von CD22-Fc aus der Bindung an sialylierte Zielmolekiile durch BPC-
NeuSAc und Nachweis der Dissoziation von IgM durch Bindungsstudien im /4sys.

(A) CD22-Fc/Anti-hulgG-AP-Komplexe wurden nach Protokoll B in IgM- bzw. Fetuin-beschichten Wells
einer Mikrotiterplatte inkubiert. Nach 120 min wurde zu einem Teil der Ansétze (schwarz) BPC-NeuS5Ac
(Endkonzentration 150 pM) zugegeben. Nach weiteren 120 Minuten wurde die Menge gebundener Fc-
Chiméren bestimmt. Angegeben ist die Bindung als % der Bindung, die in dem Parallelansatz ohne BPC-
Neu5Ac (grau) ermittelt wurde.

(B) Bindungsanalysen im /4sys™ mit einem immobilisierten Anti-hulgG mit gebundenem CD22-Fc (0,7 ng).
Die Abbildung zeigt den zeitlichen Verlauf der Bindung von IgM an CD22-Fc¢ in Gegenwart von 10 uM IgM.
Die Dissoziation des gebundenen IgMs wurde durch Waschen mit HBS-Puffer (grau) bezichungsweise die
Zugabe von BPC-NeuSAc (Endkonzentration 9 uM, schwarz) eingeleitet (<°3.20).
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Wihrend in den zuvor beschriebenen Experimenten versucht wurde, gebundene Komplexe
aus CD22-Fc¢ und anti-Fc-Antikorpern aus der Bindung an immobilisierte Glykoproteine zu
verdrdangen, konnte im /4sys untersucht werden (<-3.20), ob BPC-Neu5Ac in der Lage ist,
gebundenes IgM aus der Bindung an Antikdrper-gekoppelte CD22-Fc-Chimidren zu
verdrangen (<" Abbildung 13 B). AuBlerdem konnte in diesen Experimenten der zeitliche
Verlauf der Assoziation und Dissoziation des IgMs verfolgt werden. Nach 5 Minuten hatten
etwa 0,83 ng IgM gebunden (entsprechend 125 arc sec). Dies entspricht 0,17 % des
eingesetzten IgMs. Durch Zugabe von 9 uM BPC-Neu5Ac konnten 80 % des gebundenen

IgMs vom CD22-Fc innerhalb von 2 Minuten verdringt werden.

4.4.2 Bedeutung der Mutationen in der Bindungsdomine des CD22 fiir die
Sialinsiure-Bindung

Um den Einfluss der durchgefiihrten Mutationen des CD22 zu analysieren, wurden die
entsprechenden Fc-Chiméren als isolierte Proteine im IgM-Mikrotiterplatten-Bindungstest
eingesetzt (T Abbildung 14 A). Die Mutanten zeigten weder eine Bindung an unbehandeltes
noch an Vibrio cholerae Sialidase-behandeltes IgM. Die nicht-nachweisbaren Bindung der
Mutanten konnte an einer zu niedrigen Belegungsdichte der Oberfliche mit den
Zielmolekiilen (IgM) oder an einer zu niedrigen Konzentration der CD22-Fc/Anti-hulgG-AP-
Komplexe liegen. Daher wurden Versuche mit hoheren Konzentrationen von CD22-Fc sowie
des IgMs durchgefiihrt. Durch Erhohung der Konzentration an CD22-Fc Wt konnte eine
Erhohung der spezifischen Bindung erzielt werden, nicht dagegen durch eine erhéhte IgM-
Konzentration. Letzteres ist durch die begrenzte Bindungskapazitéit des Plastiks zu erkldren.
Auch die Bindung der Mutanten konnte bei sehr hohen Konzentrationen (40pg/mL), wenn
auch nur sehr gering, erhoht werden (<" Abbildung 14 C). Wéihrend die Bindung von CD22-
Fc Wt an IgM durch BPC-Neu5Ac inhibiert wurde, also Sialinsdure-abhédngig ist, konnten
keine Unterschiede in der Bindung der Mutanten in Anwesenheit von BPC-NeuSAc detektiert
werden (< Abbildung 14 B).
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Abbildung 14 Analyse der Sialinsdure-abhéngigen Bindung von CD22-Fc Mutanten.

A FEine 384-well-Platte wurde nach Protokoll B mit IgM beschichtet, VCS-behandelt und die Komplexe von
CD22-Fc Wt und Mutanten hinzugefiigt und 4 h inkubiert. Die Bindung wurde fiir immobilisiertes IgM, VCS-
behandeltes IgM sowie fiir die Kontrolle ohne IgM nachgewiesen.
B Eine 384-well-Platte wurde nach Protokoll B beschichtet. Es wurden 40 pg/mL CD22-Fc Wildtyp und
Mutanten (komplexiert mit 1:25 verdliinntem Anti-hulgG-AP in 5 pL) hinzugefiigt und 4 h in An- und
Abwesenheit von 5 uL. 1 mM BPC-Neu5Ac inkubiert. Dargestellt wird die Bindung von CD22-Fc¢ Wildtyp
und den Bindungsmutanten.
C Eine 384-well-Platte wurde nach Protokoll B mit den angegebenen Konzentrationen an IgM beschichtet. Es
wurden Komplexe in verschiedenen Konzentrationen hinzugefiigt und 4 h inkubiert (1ug/mL CD22-Fc mit
1:1000 Anti-hulgG-AP, 10pg/mL CD22-Fc mit 1:100 Anti-hulgG-AP, 40pug/mL CD22-Fc mit 1:25 Anti-
hulgG-AP in je SuL ).
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In Bindungsstudien im /A4sys konnten ebenfalls keine Hinweise auf eine Sialinsdure-
abhédngige Bindung der CD22-Fc Mutanten an IgM nachgewiesen werden (<" Abbildung 15).
Bei diesen Versuchen wurde beobachtet, dass die Bindung von CD22-Fc Wt und Mutanten an
den immobilisierten Anti-hulgG trotz gleicher Konzentrationen der Fc-Chiméren
unterschiedlich hoch war (<" Abbildung 15 A). Nach dem Entfernen ungebundener Fc-
Chimédren durch Waschen (nicht gezeigt) konnte eine Anbindung von ca. 120
Winkelsekunden beim Wt und ca. 70 Winkelsekunden bei den Mutanten detektiert werden,
was 0,8 ng (6,5 fmol) gebundenem CD22-Fc Wt und ca. 0,47 ng (3,9 fmol) gebundener
CD22-Fc Mutanten entspricht. Auch mit hoheren Konzentrationen an Fc-Chimiren konnte
keine hohere Bindung der CD22-Fc Mutanten erzielt werden (Daten nicht gezeigt).

Bindung von CD22-Fc an Anti-hulgG Bindung von IgM an CD22-Fc
160
140 1 A 140[ B
T 120 Wt 120 IgM an Wildtyp
g 100 100
& 80 80
T 60 | 60
.(%’ 40 | 40 IgM an
20 20 CD22-Fc Mutanten
Mutanten <
0 0
0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4
Zeit (min) Zeit (min)
90 c CD22-Fc Wt an Anti-hulgG
80
‘g 70 CD22-Fc Wt an VCS-Anti-hulgG
» 60
e 5 | CD22-Fc Triple an Anti-hulgG
< 0 —— CD22-Fc Triple an VCS-Anti-hulgG
g 30 //'/‘J/’//
n 20 7 Bindung von CD22-Fc Wt und Triple an
10 1/ nativen und VCS-behandelten Anti-hulgG
0
0 1 2 3 4
Zeit (min)

Abbildung 15 Bindungsstudien im /4sys mit [gM und CD22-Fc Wt und Mutanten.

An eine Carboxylatoberfldche einer /4sys™-Kiivette wurden 9,9 ng Anti-hulgG (68,5 fmol) immobilisiert.

(A) Zugabe von 500 ng CD22-Fc Wt und Mutanten : Signal nach Entfernen ungebundener Fc-Chimiren
(nicht gezeigt): 120 arc sec (0,8 ng) beim WT und ca. 70 arc sec (0,47 ng) bei den Mutanten.

(B) Zugabe von 500 ng IgM zu den gebundenen CD22-Fc-Chiméren (nach dem Waschschritt 120 arc sec: 0,8
ng CD22-Fc Wt)

(C) Nach Regeneration des Anti-hulgG mit Glycin pH 3 wurde in einer Zelle der Anti-hulgG mit 10mU VCS
in 50 pL VCS-Puffer fiir 1 h bei 37°C behandelt. Anschlieend wurde bei beiden Zellen 500 ng CD22-Fc Wt
(Signal nach dem Waschen: 80 arc sec und 60 arc sec) und nach einem Regenerationsschritt 500 ng CD22-Fc
Triple eingesetzt (Signal 40 arc sec).
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Zur Kontrolle wurde der Anti-hulgG in einer Kiivettenzelle mit Vibrio cholerae Sialidase
behandelt. Bei erneuter Zugabe der CD22-Fc-Chimédren zeigte sich, dass die Bindung von
CD22-Fc Wt an den VCS-behandelte Anti-hulgG niedriger war (<" Abbildung 15 C). Es
wurden 0,53 ng (4,3 fmol) CD22-Fc Wt an den unbehandelten Anti-hulgG gebunden, aber
nur 0,4 ng (3,2 fmol) an den VCS-behandelten Anti-hulgG. Dies konnte durch den Verlust
von Antikérpermolekiilen wihrend der Regenerationsschritte erkliart werden. Jedoch wurde
keine Anderung bei der Anbindung der CD22-Fc Dreifachmutante detektiert. Allerdings war
die Bindung mit 0,27 ng (2,2 fmol) etwas geringer als beim Wt an den VCS-behandelten
Anti-hulgG. Dieser Befund legt nahe, dass ein Teil der Bindung der CD22 Wt Fc-Chimiren
iiber Sialinsduren auf dem immobilisierten anti-Fc-Antikorper vermittelt wird. Die Tatsache,
dass auch nach VCS-Behandlung die Anbindung von CD22 Wt Fc-Chiméren noch etwas
hoher war als bei der Mutante konnte daran liegen, dass die Sialidase-Behandlung nicht zu

einem vollstdndigen Verlust der a.2,6-verkniipften Sialinsdure fiihrte.

Es muss beriicksichtigt werden, dass CD22-Fc Wt Molekiile, die iiber Sialinsdure an die

Antikorpermolekiile gebunden sind, nicht fiir eine Bindung von IgM zur Verfiigung stehen.

Nach Zugabe von 500 ng IgM (500 fmol) wurde eine deutliche Bindung an CD22-Fc Wt
beobachtet, die nach 4 Minuten eine Signalerhéhung von 140 Winkelsekunden erreichte
(= Abbildung 15 B). Nach dem Entfernen ungebundener Fc-Chiméren verblieben etwa 0,93
ng (0,93 fmol) gebundenes IgM. Dagegen konnte keine Bindung von IgM an die CD22-Fc
Mutanten beobachtet werden.
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4.5 Einfluss von Milchglykoproteinen und -peptiden auf die Sialinsiure-
abhingige Bindung von CD22

4.5.1 Darstellung der verwendeten Milchproteine/-peptide

In Bindungsstudien mit CD22-Fc sollten native und proteolytisch verdaute Milchproteine

unterschiedlicher Herkunft auf Interaktionen mit CD22-Fc getestet werden.

Dazu wurden von Milupa Research aus humaner, boviner und Kamel-Milch zunéchst durch
Séureprézipitation bei pH 4,6 die Caseine an ihrem isoelektrischen Punkt ausgefillt. Dadurch
werden die beiden Milchproteinfraktionen Caseine und Molkenproteine getrennt. Mit diesen
Proteinfraktionen wurden enzymatische Hydrolysen durchgefiihrt. Dabei handelte es sich in
der Regel um einen tryptisch/chymotryptischen Verdau. In ersten Versuchen wurden die
Kamel-Caseine und bovines Laktoferrin zundchst nur mit Trypsin verdaut. Die
Verdauungsenzyme wurden durch Erhitzung inaktiviert und die Proben lyophilisiert.
Weiterhin wurden die Milchproteinhydrolysate sdulenchromatographisch aufgetrennt. Der
erste  Schritt war dabei eine Gelpermeationschromatographie (GPC) mit einer
Ausschlussgrenze von 3000 Da fiir globuldre Proteine. Die Fraktion GPC-1 enthielt mit dem
Ausschlussvolumen eluierte proteolytische Produkte. Eine weitere Subfraktionierung der
GPC-Fraktionen erfolgte durch Reversed-Phase-Chromatographie (RPC). Der Durchlauf
(Fraktion RPC-3) der jeweils aufgetragenen GPC-Fraktion enthielt die stark hydrophilen
Proteine/Peptide sowie Salze und freie Sialinsduren. In der letzten Fraktion, RPC-6, wurden
die am meisten hydrophoben Peptide/Proteine angereichert. Die Hydrophobizitét korrelierte
in der Regel mit der GroBBe der Molekiile (Milupa Research, personliche Mitteilung). Alle
Fraktionen wurden in lyophilisierter Form zur Verfligung gestellt. Fiir ihren Einsatz wurden

sie gelost und auf einen physiologischen pH von 7,4 eingestellt (<°2.4).

In den folgenden Kapiteln werden die Produkte des proteolytischen Verdaus der
Milchproteine vereinfacht als Peptide bezeichnet, obwohl auch unverdaute Proteine
vorhanden sein konnen. Caseine und Molkenproteine sind Proteinfraktionen mit einer
heterogenen Zusammensetzung aus verschiedenen Proteinen. Die Zusammensetzung kann
z.T. auch von der Art der Aufarbeitung der Milch abhdngig sein (Milupa Research,
personliche Mitteilung;)

4.5.2  Einfluss von Milchproteinen und-peptiden auf die Bindung von CD22 an IgM
Ein Ziel dieser Arbeit war es zu priifen, ob Milchproteine und die daraus abgeleiteten Peptide
Bindungspartner fiir CD22 enthielten. Um einen Uberblick iiber Vorkommen und Stirke der
Interaktionen von verschiedenen Milchfraktionen mit CD22 zu erhalten, wurden sie im IgM-
Mikrotiterplatten-Bindungstest eingesetzt (<~ Abbildung 5, 3.18.1).



Ergebnisse 79

Glykosylierte Proteine und Peptide verhalten sich in Inhibitionstests anders als monovalente
Monosaccharide wie das BPC-NeuSAc. In diesem Zusammenhang ist vor allem wichtig, dass
sie mehrere sialylierte Glykane enthalten konnen, die zu einer oligo- oder multivalenten
Prisentation der Sialinsdure fithren. Der Einfluss der Prédsentation auf das inhibitorische
Potential kann auch deutlich von der Konformation des Gesamtmolekiils abhdngen. Zwischen
verschiedenen Messreihen konnte es daher zu Unterschieden in den ICso-Werten kommen.
Auch die Konzentration der eingesetzten CD22-Fc-Chiméaren und des Anti-hulgG-AP sowie
der lagerungsbedingte Zustand der aufgereinigten CD22-Fc-Chiméren konnten zu diesen
Schwankungen fiihren. Zudem war eine genaue Angabe der ICsp-Werte anhand der
Molaritdten nicht moglich, da keine Massenbestimmung der verschiedenen Milchfraktionen
vorlag bzw. es sich bei den Fraktionen um Gemische verschiedener Molekiile handelte. Aus
diesem Grund werden im folgenden nur die relativen inhibitorischen Potentiale (rIP) bezogen

auf eine interne Referenzmilchfraktion, die humanen Caseine, aufgefiihrt (<°3.18.4).

4.5.3 Einfluss von Caseinen und Caseinpeptiden auf die Bindung von CD22 an IgM

In Tabelle 6 wurden die rIPs humaner, boviner und Kamel-Caseine, ihrer Peptide sowie
einzelner Subfraktionen der Peptide gegeniibergestellt. Die hochste Inhibition wurde bei
humanen Caseinen gefunden, die als interne Referenz dienten. Sie inhibierten 5-fach besser
als unverdaute Kamel-Caseine und 50-fach besser als bovine Caseine. Proteolytischer Verdau
der Caseine fiihrte in der Regel zu einer Reduktion des inhibitorischen Potentials. Dies war
am deutlichsten bei den humanen Caseinen, bei denen die Hydrolyseprodukte 10-fach
schlechter inhibierten als unverdaute Caseine. Damit waren die relativen Inhibitionspotentiale
fiir Caseinpeptide aus humaner Milch und aus Kamelmilch ungefahr gleich und immer noch
deutlich hoéher als das Inhibitionspotential der unverdauten bovinen Caseine. Nach
sdulenchromatographischer Auftrennung mittels GPC konnte das Inhibitionspotential der
unfraktionierten Caseinpeptide fast ausschlieBlich im Ausschlussvolumen (GPC-1)
wiedergefunden werden Nach der weiteren Subfraktionierung mittels RPC wurde ein
messbares r[P nur noch bei Peptiden aus humanen Caseinen (RPC-3, RPC-4 und RPC-6)
gefunden.

Die hochsten Sialinsdurekonzentrationen wurden in den GPC-1 Fraktionen und deren RPC-
Fraktionen 3 und 4 gefunden. Beim Vergleich der Sialinsdurekonzentrationen mit den rIPs
fallt auf, dass alle Fraktionen, bei denen ein rIP nachgewiesen wurde, relativ viel Sialinsduren
enthalten. Allerdings bedeutet dies nicht, dass eine hohe Sialinsdurekonzentration auch zu
einem hohen rIP flihrt. Beispielsweise ist der Sialinsduregehalt der aus GPC-1 abgeleiteten
Subfraktionen RPC-3, RPC-4 und RPC-6 bei humanen Caseinpeptiden und den
entsprechenden Peptiden aus Kamelmilch &hnlich hoch. Jedoch wurde nur bei humanen
Caseinen bei diesen Fraktionen ein rIP gefunden, jedoch nicht bei den entsprechenden

Fraktionen aus Kamelmilchhydrolysaten.
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Tabelle 6 Relative Inhibitionspotentiale (rIP in %) von humanen, bovinen und Kamel-Caseinen

und ihren Praparationen auf die Bindung von CD22-Fc an IgM.

Die Referenzsubstanz humane Caseine ist weil} auf schwarz hervorgehoben, die Priaparationen mit einem rIP
>9 % wurden dunkelgrau, mit einem rIP >3 % hellgraugrau unterlegt. Die Menge an Sialinséuren ist in ug pro
mg Probe angegeben. Kamel-Caseine wurden tryptisch; humane und bovine Caseine tryptisch/chymotryptisch
verdaut. (Die bei hochster Konzentration maximal erreichte Inhibition ist in Klammern angegeben; <~ Tabelle

3in3.18.4)
humane Kamel- bovine
Caseine Caseine Caseine

Fraktion riP % Mg Sia riP % Mg Sia riP % Mg Sia
Unverdaut 100 10,4 21,8 6,2 2,3 2,3
Hydrolysiert 9,5 14,9 11,8 9,5 < 1,4 (25%) 3,1
GPC-1 4,0 20,0 15,0 34,5 < 1,4 (25%) 8,5
GPC-2 0,1 0,2 << 2,6 (15%) 1,2 | <<1,4(15%) 1,1
GPC-3 << 2,6 (20%) 1,3 << 1,4 (15%) 0,4
GPC-4 << 2,6 (15%) 1,1

GPC-5 << 2,6 (20%) 1

GPC-6 <<26(15%) 0,6

GPC-7 << 2,6 (0%) 2,2

GPC-1 RPC-3 4,0 33,3 << 2,6 (0%) 13,8

GPC-1 RPC-4 3,0 60,7 << 2,6 (10%) 79,9

GPC-1 RPC-5 0,9 5,1 < 2,6 (25%) 27,8

GPC-1 RPC-6 3,6 8,3 (<)21 11,6

GPC-2 RPC-3 << 2,6 (15%) 0,9

GPC-2 RPC-4 << 2,6 (15%) 0,5

GPC-2 RPC-5 0,1 0,1 << 2,6 (15%) 1,4

GPC-2 RPC-6 0,1 4,2 << 2,6 (15%) 1,5

4.5.4 Einfluss von Molkenproteinen und ihren Peptiden auf die Bindung von CD22

an IgM
In Tabelle 7 wurden die rIPs, bezogen auf humane Caseine, von humanen und bovinen
Molkenproteinen, deren Peptiden und Peptidsubfraktionen zusammengefasst und mit den
Fraktionen aus humanen Caseinen verglichen. Zundchst fdllt auf, dass keine der

Peptidfraktionen der Molkenproteine einen rIP iiber 20 % hat.

Es zeigt sich, dass bei den bovinen Molkenproteinen die enzymatische Hydrolyse zu einem
hoheren rIP (12,7 %) gegeniiber den unverdauten Molkenproteinen (rIP < 1,4 %) fiihrte. Bei
der Fraktionierung der bovinen Molkeproteinpeptide mittels GPC konnten die inhibitorischen
Proteine/Peptide in der Fraktion GPC-1 etwas angereichert werden (rIP 19 %). Bei den
GPC-Fraktionen der rIPs.
Subfraktionierung der bovinen Peptide mittels RPC erfolgte nicht.

korrelierte Sialinsduregehalt mit den Eine weitere
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Tabelle 7 Relative Inhibitionspotentiale (rIP in %) von humanen und bovinen Molkenproteinen,
und ihrer unfraktionierten und sdulenchromatographisch fraktionierten proteolytischen Produkte.

Als Referenz wurden humane Caseine (rIP 100 %) verwendet (weill auf schwarz). Die Pridparationen mit
einem rIP >9 % sind dunkelgrau, mit einem rIP >3 % hellgrau unterlegt. Der Sialinsduregehalt ist in pg pro

mg Probe angegeben. Alle Proteine wurden tryptisch/chymotryptisch verdaut. (Die bei hochster Konzentration
maximal erreichte Inhibition ist in Klammern angegeben; <~ Tabelle 3 in 3.18.4)

humane humane bovine
Caseine Molkenproteine Molkenproteine
Fraktion rlP in % Mg Sia rlP in % Mg Sia riP in % Mg Sia
Unverdaut 4,2 119 | <14(25%) 10,0
Hydrolysiert 9,5 14,9 4,0 25,7 12,7 13,7
GPC-1 4,0 20,0 7,7 26,0 19,0 17,3
GPC-2 0,1 0,2 1,8 13,8 2,6 10,3
GPC-3 << 1,4 (10%) 6,7 << 1,4 (20%) 4,3
GPC-4 << 1,4 (20%) 1,1
GPC-5
GPC-6 < 1,4 (40%) 4.1
GPC-7 < 1,4 (30%) 2,0
GPC-8 < 1,4 (30%) 0,2
GPC-1 RPC-3 4,0 33,3 15,0 40,0
GPC-1 RPC-4 3,0 60,7 1,8 19,9
GPC-1 RPC-5 0,9 5,1 4,0 8,9
GPC-1 RPC-6 3,6 8,3 12,2 6,0
GPC-2 RPC-3 5,1 12,9
GPC-2 RPC-4 0,2 2,6
GPC-2 RPC-5 0,1 0,1
GPC-2 RPC-6 0,1 4,2 0,4 2,4
GPC-3 RPC-3 << 1,4 (20%) 11,9
GPC-4 RPC-3 << 1,4 (10%) 0,0
Laktoferrin 13,0 7.9
Laktoferrin tryptisch 5,2 9,7

Auch bei humanen Molkenproteinen konnten hoéhere rIPs in den Peptidfraktionen mit
hoherem Sialinsduregehalt beobachtet werden. Im Gegensatz zu den bovinen
Molkenproteinen zeigte die rIPs von unverdauten und verdauten humanen Molkenproteinen
kaum Unterschiede. Wie bei den bovinen Peptiden, wurde eine Anreicherung inhibitorisch
aktiver Molekiile in der Fraktion GPC-1 gegeniiber GPC-2 bis GPC-8 beobachtet. Diese
Anreicherung wurde durch die RPC fortgefiihrt. Die Peptide von RPC-3 und RPC-6 zeigten
die hochsten rIPs innerhalb der humanen Molkenprotein-Préparationen. Verglichen mit den

tibrigen inhibitorisch aktiven Fraktionen hatte RPC-6 einen relativ geringen Sialinséduregehalt.
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4.5.5 Einfluss von Proteinen pflanzlicher Herkunft auf die Bindung von CD22 an
IgM

Neben den oben beschriebenen Milchproteinhydrolysaten wurden zwei Hydrolysate von

Proteinen aus Erbsen und Soja untersucht. In Tabelle 8 wurden die Ergebnisse dieser

Untersuchungen zusammengefasst und mit denen verschiedener Milchproteinen verglichen.

Das inhibitorische Potential der Pflanzenproteinhydrolysate lag unter 1,4% bezogen auf

humane Caseine mit 100%.

Tabelle 8 Relative Inhibitionspotentiale (rIP in %) von Pflanzenproteinhydrolysaten im Vergleich
zu Milchproteinhydrolysaten auf die Bindung von CD22-Fc an IgM.

Als Referenz wurden humane Caseine (rIP 100%) verwendet (weifl auf schwarz). Die Hydrolysate mit einem
rIP >9% sind dunkelgrau, mit einem rIP >3% hellgrau unterlegt. Der Sialinsduregehalt ist in pg pro mg Probe
angegeben. Alle Proteine wurden tryptisch/chymotryptisch verdaut. (Die bei hochster Konzentration maximal
erreichte Inhibition ist in Klammern angegeben; < Tabelle 3 in 3.18.4)

Probe rIP in % Hg Sia
humane Caseine hydrolysiert 9,5 14,9
humane Molkenproteine hydrolysiert 4,0 25,7
Kamel-Caseine hydrolysiert (tryptisch) 11,8 9,5

bovine Caseine hydrolysiert <1,4 (25%) 3,1

bovine Molkenproteine hydrolysiert 12,7 13,7
Erbsenprotein-Isolat 1,4 (nicht nachweisbar)
Erbsenprotein-lsolat hydrolysiert << 1,4 (15%) (nicht nachweisbar)
Sojaproteinhydrolysat Si Brm 4 << 1,4 (15%) (nicht nachweisbar)
humane Caseine unverdaut 100 10,4

4.5.6 Bindungsstudien von CD22-Fc mit humanen Caseinen im /4sys

Fir die Bindungsanalysen im [4sys™ (<°3.20) mit den Milchproteinen wurde eine
Carboxymethyl-Dextran (CMD)-Oberflache eingesetzt. Es wurden 32 ng (~222 fmol) Anti-
hulgG an die CMD-Oberfliche immobilisierten und im Mittel 3,2 ng (26 fmol) CD22-Fc
gebunden (nicht abgebildet).

Die Zugabe von insgesamt 10 pg humanen Caseinen fiihrte nach 10-miniitiger Anbindung zu
einem Signal von 140 Winkelsekunden (arc sec) (< Abbildung 16 ®). Die Zugabe von 11
uM BPC-NeuSAc (T @) in die Caseinlosung fiihrte zu eine Dissoziation um 25 arc sec.
Nach dem Entfernen ungebundener Molekiile (T'? @) ergab sich ein Signal von 70 arc sec,
was einer Bindung der Caseine von 1,4 ng entspricht. Die Anbindung verdauter humaner
Caseine ist trotz erhohtem Einsatz von 12,5 pg wesentlich geringer als bei unverdauten
Caseinen (<" Abbildung 16 @®). Es verblieben nach dem Entfernen ungebundener Molekiile
etwa 0,4 ng (T®® @®). Bei dem Caseinhydrolysat @ entspricht das 6 pg (19 fmol)
Sialinsduren, bei den Peptiden der GPC-1 etwa 8 pg (26 fmol) Sialinsduren. Die Zugabe von
16,7 uM BPC-Neu5SAc (T® @) bewirkt eine vollstindige Dissoziation des Caseinhydrolysates

innerhalb von 1,5 Minuten.
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Die Zugabe von 16,7 uM BPC-NeuSAc (T'%° @) fiihrte aber nicht zu einer vollstindigen
Dissoziation der Peptiden der GPC-1 (T"'®). Neben den humanen Caseinen wurden zum
Vergleich Laktoferrin und IgM in den Bindungsexperimenten eingesetzt (" Abbildung 16 @-
®). Nach der Anbindung und dem Entfernen ungebundener Molekiile haben nach 0,5 ug
Einsatz 3,2 ng IgM gebunden (T'? ®) und nach 1 pg Einsatz 0,9 ng humane Caseine (T® ®)
und 0,4 ng Laktoferrin (T’ @) an CD22-Fc gebunden. Die Zugabe von 16 uM BPC-NeuSAc
bewirkte eine vollstindige Dissoziation der gebundenen Caseine (T*'? ®). Durch Zugabe von
9 uM BPC-Neu5Ac zu 10uM IgM konnten 80 % des gebundenen IgMs vom CD22-Fc

innerhalb von 2 Minuten verdrdangt werden.

Bindung von humanen Milchglykoproteinen/-peptiden an CD22-Fc Wt

1407 TO Caseine 5 ug
120+ T6 + Caseine 5 ug @
i i T10+ BPC-Neu5Ac 11 uM
$ 100] T12  Waschen mit HBS
[&] |
8 9] TO Caseinhydrolysat 12,5 ug
T 60 T5 Waschen mit HBS
5 T65 25 L HBS
n — T8 + BPC-NeuSAc 16,7 uM
20 % TO  Casein-Peptide GPC-1 12,5 g
of (3 ) T T6  Waschen mit HBS (3)

e TT5 25 L HBS
01 2 3 4 5 6 7.8 9 10 11 12 13 T10 + BPC-Neu5Ac 16,7|JM
Zeit (min)

TO IgM 0,5 ug (in 50 pL : 10 uM)

200 7 T7 + BPC-Neu5Ac 9 uM (&
T 150 TO IgM 0,5 pg (in 50 L : 10 pM)
3 T2 Waschen mit HBS
5 T12 BPC-Neu5Ac 16 uM @
§ 100 7 .
=) TO humane Caseine 1 ug @
@ T5 Waschen mit HBS

[4)]
o

T8 BPC-Neu5Ac 16 uM

or e v T® humanes Laktoferrin 1 ug
01 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 T4 Waschen mit HBS )
Zeit (min)

Abbildung 16 Bindungsstudien von Caseinen und Caseinpeptiden mit CD22-Fc Wt im IA4sys.

3,2 ng (0,026 pmol) CD22-Fc waren an 32 ng (0,22 pmol) immobilisierten Anti-hulgG auf einer CMD-
Oberfldche gebunden. Zeitpunkte (min), an denen eine Zugabe an Losung erfolgte oder ein Bindungs- oder
Dissoziationsereignis stattfand wird als T* angegeben. Pfeile markieren die Zugabe von BPC-NeuSAc.

Die Bindung wird anhand der Signalstirke nach dem Entfernen ungebundener Molekiile berechnet. Die
Abbildung zeigt die Bindung von O humanen Caseinen, @ Caseinhydrolysat und @ der GPC-Fraktion 1 der
Caseinpeptide auBerdem von @® IgM, ® humanen Caseinen und @ humanem Laktoferrin. In den
angegebenen Mengen. Die tatsidchliche Bindung nach Entfernen ungebundener Molekiile durch Waschen mit
HBS / und Zugabe von BPC-NeuS5Ac oder durch direkte Zugabe von BPC-NeuSAc wihrend der Anbindung
wurde verfolgt.
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4.6 Einfluss von Milchglykoproteinen und —peptiden auf die BZR-abhéngige
Ca’*-Mobilisierung

4.6.1 Verwendete Milchproteine und -peptide und die Messung der Ca*'-
Mobilisierung in B-Zellen

Um eine immunmodulierende Wirkung von Milchproteinen und -peptiden zu untersuchen,
wurde ihr Einfluss auf das intrazellulire BZR-Signal analysiert. Ein direkter Nachweis fiir die
Stirke des BZR-Signals nach Stimulation ist die Verdnderung der Ca®"-Konzentration in der
B-Zelle, deren Hohe mit der Stirke des BZR-Signals korreliert. Wenn die inhibitorische
Wirkung von CD22 auf das BZR-Signal fehlt, wie in CD22-defizienten B-Zellen oder in B-
Zellen, die mit dem CD22-affinem BPC-Neu5Ac inkubiert wurden, tritt eine deutlich hohere
und lidnger anhaltende Ca’’-Mobilisierung ein (Nitschke et al., 1997; Kelm et al., 2002).

Fiir die Analyse der intrazelluldren Ca®"-Mobilisierung wurden Daudi-Zellen, eine humane B-
Zelllinie, eingesetzt, die mit dem Calcium-Chelator Indo-1 beladen waren (<°3.22.1). Nach
Vorinkubation mit den entsprechenden Proben wurden die Daudi-Zellen mit einem
monoklonalen anti-IgM-Antikérper stimuliert (<°2.1.1) und die Ca**-Mobilisierung mittels
Durchflusscytometrie gemessen (<°3.22). Durch Zugabe von BPC-NeuSAc, welches eine
hohe Affinitit zu CD22 besitzt, kann die inhibitorische Wirkung des CD22 gehemmt werden.
Im Vergleich zu den ICsp-Werten des BPC-Neu5Ac in den in vitro Mikrotiterplattentests von
ca. 0,4-8 uM, miissen ca. 100-fach hohere Konzentrationen eingesetzt werden (0,5 mM), um
eine messbare ErhShung der Ca’’-Mobilisierung zu detektieren. Es wurde daher
angenommen, dass die Milchfraktionen auch in relativ hohen Konzentrationen ab 1 mg/mL

eingesetzt werden miissen, um einen dhnlichen Effekt zu erzielen.

Die eingesetzten Proben wurden basierend auf ihren Inhibitionspotentialen im IgM-
Mikrotiterplattentest ausgewéhlt, bei dem unverdaute humane Caseine am potentesten die
Bindung von CD22-Fc an IgM inhibiert hatten. Kamel-Caseine inhibierten ebenfalls, aber
schlechter (< Tabelle 6). AuBlerdem sollten humane Molkenproteine vergleichend zu
humanen Caseinen eingesetzt werden. Auch der Einfluss der Hydrolyse und der
sdulenchromatographischen Fraktionierung der Peptide wurde analysiert. In den
Inhibitionsstudien zeigte sich, dass das inhibitorische Potential der verdauten
Milchproteinfraktionen auf die CD22-Bindung hauptsédchlich oder ausschlielich nach GPC
in GPC-1 wiedergefunden wurde. Nach Reversed-Phase-Chromatographie dieser Fraktion
zeigten RPC-3 und RPC-6 die beste inhibitorische Wirkung (< Tabelle 7). Verschiedene
Konzentrationen dieser Fraktionen wurden daher in ihrem Einfluss auf die Ca®'-
Mobilisierung mit Daudi-Zellen getestet. Die erfassten Daten der Messungen wurden in den
folgenden Abbildungen mit der Auswertungssoftware FlowlJo erstellt. Es wurden die
gemittelten Fluoreszenzen von Ca’’-gebundenem und ungebundenem Indo-1 als Funktion
gegen die Zeit aufgetragen. Die so kalkulierten Kurven mehrerer Messungen wurden zum
leichteren Vergleich gemeinsam dargestellt (<~ Abbildung 6 in 3.22.2).
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4.6.2 Humane Caseine, Molkenproteine und ihre Peptide und ihr Einfluss auf die
Ca**-Mobilisierung

In Abbildung 17 A wurde der Einfluss von unverdauten und tryptisch/chymotryptisch
verdauten humanen Caseinen und Molkenproteinen, ihren sdulenchromatographisch
aufgetrennten Peptiden aus der Gelpermeationschromatographie Fraktion 1 (GPC-1) und
denen aus dieser Fraktion mittels Reversed-Phase-Chromatographie aufgetrennten Peptiden
Fraktion 6 (GPC-1 RPC-6) auf die Ca*"-Mobilisierung im Vergleich zu Puffer und BPC-
NeuS5Ac dargestellt. Unverdaute humane Caseine konnten nicht eingesetzt werden, da die

Triibung der Losung durch die Caseinmicellen keine korrekte Fluoreszenzmessung zuliel3.
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Abbildung 17 Einfluss proteolytischer Produkte humaner Caseine und Molkenproteine auf die

Ca**-Mobilisierung in Daudi-Zellen.

(A) 0,9x10° Indo-1 beladene Daudi-Zellen wurden mit Puffer, BPC-Neu5SAc oder den Casein- und
Molkenprotein-Préparationen in den angegebenen Konzentrationen fiir 8 min bei RT im Dunkeln vorinkubiert.
Es wurde mit Anti-IgM (0,8 ng/mL) stimuliert.

(B) 1x10° Indo-1 beladene Daudi-Zellen wurden mit hydrolysierten und fraktionierten Caseinen und
Molkenproteinen behandelt. Es wurde mit 0,4 pg/mL Anti-IgM stimuliert. In B wurden die Pufferkontrolle
,-nach® Titration der Peptide/am Ende der Messreihe als diinne/ gestrichelte schwarze Linie abgebildet.

Im Vergleich zu der Pufferkontrolle wurde mit allen eingesetzten Fraktionen keine Erh6hung
des Ca’"-Signals wie bei BPC-Neu5Ac, sondern eine weitere Dampfung gegeniiber der
Pufferkontrolle beobachtet, mit Ausnahme der Peptide der GPC-1 sowie der unverdauten
Molkenproteine, die keine oder nur eine sehr schwache Ddmpfung bewirkten. Die Fraktionen,

die durch Auftrennung der proteolytisch verdauten humanen Molkenproteine und Caseine
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erhalten wurden, zeigten ansonsten bei gleichen Konzentrationen &hnliche Auswirkungen:
Den geringsten Effekt im Vergleich zu der Pufferkontrolle hatten die Peptide der GPC-1. Die
Peptide der RPC-6 hatten einen stiarker ddmpfenden Effekt, doch die stirkste Ddmpfung des
Ca”*-Signals wurde durch die unfraktionierten Peptide erzielt (< Abbildung 17 A). Bei
dieser Messung war die Ca’"-Mobilisierung in Anwesenheit von Puffer bereits relativ hoch
und wurde durch das BPC-Neu5Ac nicht wesentlich erhoht.

Bei einem weiteren Experiment mit den fraktionierten Peptiden wurden daher niedrigere
Konzentrationen der stimulierenden Antikorper und Peptide eingesetzt (" Abbildung 17 B).
Der dimpfende Effekt konnte hierbei nicht fiir alle Fraktionen bestdtigt werden. Bei humanen
Molkenproteinen flihrten die Peptide von RPC-6 und RPC-3 zu einer Didmpfung, die der
GPC-1 dagegen zu einer Erhohung des Ca’’-Signals. Zum Vergleich wurde eine weitere
(diinngestrichelte) Pufferkontrolle dargestellt, um zu verdeutlichen, dass es mit zunehmender
Alterung der beladenen Zellen zu einem héheren Ca®’-Signal auch ohne BPC-Neu5Ac
kommt. Bei humanen Caseinen konnte der ddmpfende Effekt fir RPC-6 bei niedrigeren
Konzentrationen nicht bestitigt werden, wihrend RPC-3 bei diesen Konzentrationen bereits
den stirksten dimpfenden Effekt auf das Ca*"-Signal hatte.

Zur Analyse des Einflusses der Konzentration der Peptide auf einen dimpfenden Effekt bei
der Ca’’-Mobilisierung wurden Titrationen mit den fraktionierten Peptiden der humanen
Molkenproteine durchgefiihrt (<" Abbildung 18). Es wurden bei diesen Versuchen geringere
Konzentrationen des stimulierenden Antikorpers eingesetzt. Das Ca’'-Signal ist daher die
Stimulation ohne Inhibitor relativ gering, der Einfluss durch BPC-Neu5Ac auf eine erhohte
Mobilisierung jedoch wesentlich deutlicher. Bei dieser Messung haben die Peptide von GPC-
1 auch bei 6 mg/mL keinen ddmpfenden Einfluss (< Abbildung 18 A). Bei den Peptiden von
RPC-3 konnte eine Ddmpfung ab 4 mg/mL beobachtet werden, bei denen von RPC-6 ab 6
mg/mL. Bei niedrigen Konzentrationen konnte sogar ein gegenldufiger Effekt, ndmlich ein
erhohtes Ca”"-Signal gegeniiber der Pufferkontrolle durch die Peptide der GPC-1 und vor
allem durch die Peptide der RPC-6 beobachtet werden (" Abbildung 18 A,C).
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Abbildung 18 Konzentrationsabhéngiger
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Der Einfluss der Peptide der Fraktionen aus der Reversed-Phase-Chromatographie von
humanen Caseinen und Molkenproteinen wurde in Abbildung 19 dargestellt. Es stand nicht
immer geniigend Ausgangsmaterial der siulenchromatographischen Fraktionierungen fiir
mehrere Messungen zur Verfiigung. Daher waren nicht alle Titrationen vollstindig. Wahrend
die Peptide der RPC-Fraktionen von humanen Molkenproteinen erst bei hohen
Konzentrationen zu einer Erniedrigung des Ca®‘-Signals fithrten, dimpften die Peptide von
RPC-3 der humanen Caseine bereits bei 1 mg/mL. Bei 3 mg/mL wurde das Ca**-Signal auf
das des Basissignals vor der Aktivierung mit Antikorper reduziert. Dagegen zeigten die RPC-
6 Peptide bei 4 mg/mL keinen Effekt gegeniiber der Pufferkontrolle.

Fir weitergehende Versuche wurde auf eine aufwendige Fraktionierung der Peptide
verzichtet, sondern nur mit unfraktionierten tryptisch/chymotryptischen Hydrolysaten

gearbeitet, da deren Effekte am stirksten waren.
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Abbildung 19 Einfluss der Peptide der RPC-Fraktionen hydrolysierter Molkenproteine und Caseine
auf die Ca**-Mobilisierung in Daudi-Zellen.

1x10° Indo-1 beladene Daudi-Zellen wurden mit den Peptiden der Reversed-Phase-Fraktionen der GPC-1
tryptisch/chymotryptisch hydrolysierten Milchproteinen behandelt. Es wurde mit 0,4 pg/mL Anti-IgM
stimuliert.

4.6.3 Kamel-Caseinhydrolysate und ihr Einfluss auf die Ca**-Mobilisierung

Neben humanen Caseinen und Molkenproteinen wurden auch Kamel-Caseine in den B-Zell-
Aktivierungsexperimenten eingesetzt. Aufgrund der geringen verfiigbaren Mengen der
fraktionierten Kamel-Caseinpeptide wurden vor allem unverdaute und tryptisch verdaute
Kamel-Caseine und die Peptide der GPC-1 eingesetzt, die eine deutliche Inhibition bei den
Bindungsstudien bewirkt hatten (<"Abbildung 20). Weiterhin wurden zum Vergleich
Fraktionen der Reversed-Phase-Chromatographie von GPC-2 getestet, die in den
Bindungsstudien kein inhibitorisches Potential auf die CD22-Bindung an IgM gezeigt hatten.

In Abbildung 20 A wurden die Effekte auf die Ca**-Mobilisierung durch Kamel-Caseine
zundchst denen von humanen Caseinen gegeniibergestellt, wobei die Kamel-Caseine geringer
konzentriert eingesetzt wurden. Im Gegensatz zu humanen Caseinen konnten die unverdauten
Kamel-Caseine im FACS gemessen werden. Eine Triibung der Stammldsung, wie sie bei
humanen Caseinen durch die Caseinmicellen entsteht, konnte bei Kamel-Caseinen nicht

festgestellt werden.
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Abbildung 20 Einfluss proteolytischer Produkte humaner Caseine und Kamel-Caseine auf die
Ca*"-Mobilisierung in Daudi-Zellen.

(A) 0,9x10° Indo-1 beladene Daudi-Zellen wurden mit den angegebenen Caseinfraktionen in den angegebenen
Konzentrationen behandelt. Es wurde mit 0,8 pg/mL Anti-IgM stimuliert. Unverdaute humane Caseine lieSen
keine korrekte Fluoreszenzmessung im FACS zu.

(B) 0,9x10° Indo-1 beladene Daudi-Zellen wurden mit tryptisch verdauten Kamel-Caseinen und 1x10° Indo-1
beladene Daudi-Zellen wurden mit den tryptisch/chymotryptisch verdauten humanen Caseinen in den
angegebenen Konzentrationen behandelt. Es wurde mit 0,4 pug/mL Anti-IgM stimuliert.

Bei humanen Caseinen flihrten unfraktionierte Peptide zu einer deutlichen, die Peptide der
GPC-1 nur zu einer geringen Diampfung des Ca®’-Signals bei 6 mg/mL. Beide Fraktionen
zeigten dagegen bei den Kamel-Caseinen nur einen geringen dédmpfenden Effekt
(= Abbildung 20 B). Bei gleicher Konzentration zeigten unverdaute Kamel-Caseine einen
starkeren Dampfungseffekt. Bei Titrationen der unfraktionierten Caseinhydrolysate zeigten
die Kamel-Caseinhydrolysate erst bei 6 mg/mL einen deutlichen Dimpfungseffekt. Dieser

konnte bei humanen Caseinhydrolysaten bereits bei 3 mg/mL erzielt werden.

In Abbildung 21 wurden verschiedene Fraktionen der Kamel-Caseinhydrolysate miteinander
verglichen und Konzentrationseffekte dargestellt. Unfraktionierte Peptide und die Peptide der
GPC-1 zeigen erst bei einer verdoppelten Konzentration eine stirkere Dédmpfung als die

unverdauten Kamel-Caseine.
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Abbildung 21 Konzentrationsabhéngiger Einfluss unterschiedlich hydrolysierter Kamel-Caseine
und ihrer Chromatographiefraktionen auf die Ca*"-Mobilisierung in Daudi-Zellen.

(A,C,D,E) 0,9 x10° Indo-1 beladene Daudi-Zellen wurden mit den beschriebenen Kamel-Caseinfraktionen in
den angegebenen Konzentrationen behandelt. Es wurde mit 0,8 pg/mL Anti-IgM stimuliert.

(B) 1,5 x10° Indo-1 beladene Daudi-Zellen wurden mit 3 mg/mL der GPC-2 tryptisch verdauter Kamel-
Caseine behandelt. Es wurde mit 0,4 ng/mL Anti-IgM stimuliert.

(F) 1,25 x10° Indo-1 beladene Daudi-Zellen wurden mit tryptisch/chymotryptisch verdauten Kamel-Caseinen
in den angegebenen Konzentrationen behandelt. Es wurde mit 0,8 pug/mL Anti-IgM stimuliert.

Der direkte Vergleich der Titrationen unfraktionierter Peptide und GPC-1 zeigte, dass bei der
Hochstkonzentration von 6 mg/mL beide Priparationen eine dhnlich starke Dadmpfung des
Ca”*-Signals bewirken (<Abbildung 21 C, D). Bei 1 mg/mL zeigt sich, dass die GPC-1
Peptide zu einer leichten Erhdhung der Ca”*-Mobilisierung fithren, wie sie schon bei den

GPC-1 Peptiden der humanen Molkenproteine beobachtet werden konnte.
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Bei spéteren Versuchen mit humanen, bovinen und Kamel-Caseinhydrolysaten wurden die
Caseine alle tryptisch/chymotryptisch verdaut eingesetzt. Die erzielten Ergebnisse wurden
daher den mit tryptisch verdauten Kamel-Caseinen erzielten Ergebnissen gegeniibergestellt
(= Abbildung 21 E,F). Bei 6 mg/mL fiihren beide Hydrolysate zu einer dhnlichen Reduktion
des Ca®"-Signals im Vergleich zur Pufferkontrolle. Bezogen auf das Fluoreszenzmaximum
konnen beide eine Reduktion um das 1,4 bis 1,5-fache bewirken. Bei gleicher Konzentration

bewirken hydrolysierte humane Caseine eine 2-fache Reduktion (<~ Abbildung 20).

Zum Vergleich verschiedener RPC-Subfraktionen wurden die Peptide der GPC-2 RPC-3 bis
RPC-6 mit 3mg/mL eingesetzt (<" Abbildung 21 B). Es zeigten sich deutliche Unterschiede
zwischen den Fraktionen. Wie bei humanen Caseinen hatten die Peptide von RPC-3 einen
dampfenden Einfluss auf das Ca*"-Signal, wihrend die von RPC-6 kaum einen Effekt zeigten.
Insgesamt zeigten die unverdauten Kamel-Caseine den deutlichsten Effekt auf eine Dampfung

des Ca*"-Signals bei humanen Daudi-Zellen.

Tabelle 9 Tabellarische Zusammenfassungen der Effekte humaner Molkenproteine und Caseine
sowie Kamel-Caseine auf die Ca**-Mobilisierung in stimulierten Daudi-Zellen.

Relatives inhibitorisches Potential (rIP) der Proteine /Peptide gegeniiber der jeweiligen Pufferkontrolle (rIP=1)
bezogen auf das maximale Ca*'-Signal (FL5/FL4).

humane Molkenproteine humane Caseine Kamel-Caseine
Konz. mg/mL 1 3-4 6 1 3 6 1 3 6
unverdaut / / 0,95 nicht messbar / 0,75 /
verdaut / / 0,45 1,0 0,7 0,5 1,05 0,9 0,7
GPC-1 1,5 1,5 1,3 / 0,9 0,9 1,15 0,9 0,65
1,15 1,156 0,95

RPC-3 1,0 0,85 0,7 0,75 0,4 / nicht getestet
RPC-6 1,4 1,4 0,8 / 1,0 0,75 nicht getestet

4.6.4 Vergleich von humanen, bovinen und Kamel-Caseinhydrolysaten in der
Dimpfung der Ca**-Mobilisierung

Aufbauend auf vorherige Ergebnisse aus den B-Zell-Aktivierungstests mit humanen und
Kamel-Caseinhydrolysaten wurden unfraktionierte tryptisch/chymotryptisch verdaute Caseine
aus boviner, humaner und Kamel-Milch im direkten Vergleich in den B-Zell-
Aktivierungsexperimenten eingesetzt. Die Peptide wurden als hochkonzentrierte
Stammldsungen angesetzt, um die Peptide in den Messungen in moglichst hohen

Konzentrationen einsetzen zu konnen.

Um den Einfluss der Sialylierung der Peptide auf das Ca**-Signal in Daudi-Zellen zu
analysieren, wurden Peptide eingesetzt, die zur Abspaltung der Sialinsdure mit 0,1 M HCL
hydrolysiert worden waren (<°3.12). Die freien Sialinsduren wurden fiir die
Aktivierungsversuche mit den Daudi-Zellen nicht entfernt, da sie als freie Monosaccharide

keinen Einfluss auf die CD22-Bindung oder das Ca”"-Signal haben sollten. Parallel wurden
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diese Asialo-Peptide 1im IgM-Mikrotiterplatten-Bindungstest eingesetzt und ihr
Sialinsduregehalt im Bial-Test liberpriift (<" Abbildung 22). Die Sialinsdurebestimmung
zeigte, dass humane Caseinehydrolysate am stdrksten sialyliert sind. Es konnten keine

Sialinsdure bei den desialylierten Caseinhydrolysaten nachgewiesen werden.

Im Bindungstest wird deutlich, dass die Inhibition der Bindung von CD22-Fc¢ an IgM durch
die Caseinpeptide Konzentrations- und Sialinsdure-abhingig ist. Weder bovine Sialo- noch
Asialo-Caseinpeptide konnten bei den eingesetzten Konzentrationen eine 50-%ige Inhibition
erreichen. Der ICsg fiir humane Caseinpeptide betrug 4 mg/mL und fiir Kamel-Caseinpeptide
9,5 mg/mL. Eine 50-%ige Inhibition konnte durch die korrespondierenden Asialo-Peptide
nicht erreicht werden.

% Inhibiti
Rl hydrolysierte pg Sia/ IC50
011 r ) Ll — Caseine mg Probe pg/mL
' . >15000
bovin 3,13 (30%)
bovin nn >14425
(Asialo-) o (25%)
50 1| —@— bovin T — human 7,32 4000
—O— bovin (Asialo)
—%— human \ human on >14425
, .n. .
—v— human (Asialo) | | (Asialo-) (30%)
—i— Kamel-
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Konzentration der Caseinhydrolysate in pg/mL

Abbildung 22 Einfluss der Caseinhydrolysate und ihrer Sialylierung auf die Bindung von CD22-Fc
an IgM.

Die Caseinhydrolysate wurden durch HCL-Behandlung desialyliert (<°3.12) und fiir den IgM-Bindungstest
und fiir die Sialinsdurebestimmung die Sialinsdure durch Acetonfillung entfernt (<°3.13). ,,n.n.“= nicht
nachweisbar (Hintergrund).

(links) Eine 384-well-Platte wurde nach Protokoll B mit IgM beschichtet und die Komplexe eingesetzt. Die
Caseinhydrolysate wurden in den angegebenen Konzentration eingesetzt.

(rechts) Tabellarische Auflistung der korrespondierenden ICs-Werte und der Sialinsduregehalte der
Caseinhydrolysate.

In den B-Zell-Aktivierungsexperimenten  wurden  zundchst  Titrationen  dieser
Caseinhydrolysate von 1,5 mg/mL bis 9 mg/mL mit den Daudi-Zellen durchgefiihrt, um den
Effekt auf die Ca’’-Mobilisierung zu testen (< Abbildung 23 A). Die bovinen
Caseinhydrolysate zeigten im B-Zell-Aktivierungstest den grofiten ddmpfenden Einfluss auf
die Ca**-Mobilisierung. Bereits bei 1,5 mg/mL ist der Effekt deutlich erkennbar und erhdhte

sich bis zu der hdochsten eingesetzten Konzentration von 9 mg/mL. Die humanen
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Caseinhydrolysate zeigen bei 1,5 mg/ml einen dhnlichen Einfluss wie die bovinen Peptide.
Bei der hochsten Konzentration ist die Dampfung des Ca®’-Signals niedriger als bei den
bovinen Peptiden. Kamel-Caseinhydrolysate zeigten den schwéchsten Effekt bei niedrigen
Konzentrationen, bei der Hochstkonzentration war die Reduktion des Ca”*-Signals dhnlich
wie durch humane Caseinhydrolysate.
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Abbildung 23 Konzentrations- und Sialinséure-abhingiger Einfluss der bovinen, humanen und

Kamel-Caseinhydrolysate auf die Ca**-Mobilisierung in Daudi-Zellen.

1,25 x10° Indo-1 beladene Daudi-Zellen wurden mit den angegebenen Hydrolysaten in den angegebenen
Konzentrationen vorinkubiert. Es wurde mit 0,8 pg/ml anti-IgM-Antikorper stimuliert. Die Caseinhydrolysate
wurden mittels saurer Hydrolyse desialyliert (<~3.12). Die freien Sialinsduren wurden fiir die FACS-Analysen
nicht entfernt.

Die Diampfung des Ca**-Signals durch die Asialo-Peptide war gegeniiber den unbehandelten
Peptiden verstarkt (< Abbildung 23 B). Bei den bovinen Asialo-Caseinhydrolysaten konnte

eine weitere Ddmpfung gegeniiber den Sialo-Peptiden nur bei 1,5 mg/mL detektiert werden.
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Auch die humanen Asialo-Caseinhydrolysate zeigten bei 1,5 mg/mL einen dhnlich Effekt wie
die bovinen Caseinhydrolysate. Bei 9 mg/mL war das Ca®'-Signal sogar geringer als bei
humanen Sialo-Peptiden oder bovinen Asialo-Peptiden. Bei den Kamel-Caseinhydrolysaten
wirkten die Asialo-Peptide bei 1,5 mg/mL stirker ddmpfend als die Sialo-Peptide. Dabei
wurde das Niveau der bovinen und humanen Asialo-Peptide erreicht. Wie bei den humanen
Asialo-Caseinhydrolysaten war bei 9 mg/mL der stirkste Dampfungseffekt aller Kamel-
Proben zu beobachten (<" Abbildung 23 B).

Weiterhin wurden pflanzliche Proteinhydrolysate im B-Zell-Aktivierungstest eingesetzt, um
den Effekt von Natur aus nicht-sialylierter Peptide zu testen (<" Abbildung 23 C). Die mit 6
mg/ml eingesetzten Hydrolysate von Erbsenprotein und Sojaprotein fiihrten im Vergleich zu 9
mg/mL  konzentrierten = Sialo-Caseinhydrolysaten zu einem deutlich stdrkeren
Déampfungseffekt als humane und Kamel-Caseinhydrolysate, aber nur zu einem gering
verbesserten Effekt gegeniiber den bovinen Caseinpeptiden. Im Vergleich zu den Asialo-
Peptiden ergab sich der umgekehrte Fall. Hier ddmpften humane und Kamel-Asialo-
Caseinhydrolysate das Ca®’-Signal mehr als die pflanzlichen Proteinhydrolysate und die

bovinen Asialo-Caseinhydrolysate.

Hydrolysate | riPbei | rlPbei | rIP bei Tabelle 10 Tabellarische
1 mg/mL | 6 mg/mL | 9 mg/mL Dsgriteilzn.g 1derC Efffek}tle (ngIl’) der
Sialo-  bovine Caseine 08 0,5 0,45 lfa do' CS‘;ﬁ (; asim ydrolysate
-Sign
Asialo- 0,65 0,35 Ralut. - ;b_t £ E —

- - elatives inhibitorisches Potentia
Sialo-  humane Caseine 0,8 0,65 0,55 (tIP) der Sialo-/ Asialo-Casein-
Asialo- 0,75 0,25 hydrolysate aus boviner, humaner und
Sialo- Kamel-Casein 0,9 0,7 0,6 Kamel-Milch bei den angegebenen
Asialo- 0.75 0.3 Konzentrationen gegeniiber der

: Pufferkontrolle ( rIP=1) bezogen auf
Erbsenprotein 0,35 das maximale Ca”'-Signal (FL5/FL4)
Soja 0,4 (Néherungsangaben)

Durch die Coinkubation der Caseinhydrolysate mit BPC-NeuSAc sollte analysiert werden, ob
die stark ddimpfende Wirkung der Hydrolysate durch BPC-Neu5Ac aufgehoben werden kann.
In Abbildung 24 A wurde eine Titration der Caseinhydrolysate dargestellt, um diese
Ergebnisse mit den Coinkubationsexperimenten vergleichen zu konnen, die mit denselben
beladenen Zellen durchgefiihrt wurden. Die Ergebnisse der Titrationen stimmten im
wesentlichen mit denen der vorherigen Titrationen iiberein (<~ Abbildung 23). Bei niedrigen
Konzentrationen wurden im Vergleich zu vorherigen Messungen kein deutlicher Effekt im
Vergleich zur Pufferkontrolle beobachtet. Bovine Caseinhydrolysate zeigten den stirksten
Effekt. Bei humanen Caseinhydrolysaten war erst ab 6 mg/mL ein deutlicher
Dampfungseffekt zu sehen. Die Kamel-Caseinhydrolysate zeigten selbst bei der hochsten

Konzentration den niedrigsten Effekt.



Wihrend bei den bisherigen Experimenten die Proben 8 Minuten mit den Daudi-Zellen
inkubiert wurden, wurden bei den Coinkubationsexperimenten (< Abbildung 24 B) die
Caseinhydrolysate fiir 5,5 Minuten mit den Daudi-Zellen inkubiert und fiir die verbleibende
Zeit gleiche Volumina an Puffer oder BPC-Neu5Ac dazugegeben und coinkubiert. Bei allen
Caseinhydrolysaten konnten bei 2,5-miniitiger Coinkubation mit BPC-Neu5Ac im Vergleich
zu der Coinkubation mit Puffer eine ErhShung des Ca**-Signals beobachtet werden. Die Ca*'-

Mobilisierung war im Vergleich zur Pufferkontrolle erhdht, erreichte aber nicht das Niveau
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wie nach ausschlieBlicher BPC-Neu5Ac-Inkubation der Daudi-Zellen.

ca* A Caseinhydrolysate B Caseinhydrolysate mit BPC-NeuSAc
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>
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Abbildung 24 Einfluss boviner, humaner und Kamel-Caseinhydrolysate sowie der Coinkubationen

mit BPC-Neu5Ac auf die Ca**-Mobilisierung in Daudi-Zellen.

1,2x10° Indo-1 beladene Daudi-Zellen wurden (A) mit den Caseinhydrolysaten in den angegebenen
Konzentrationen oder (A+B) mit Puffer und 0,5 mM BPC-Neu5Ac fiir 8 min vorinkubiert. Es wurde mit Anti-
IgM (0,8 ug/mL) stimuliert. (B) 7,5 mg Caseinhydrolysate/mL wurden mit den Zellen fiir 5,5 min inkubiert
und fiir die restlichen 2,5 min mit gleichen Volumina an Puffer oder BPC-Neu5Ac (Endkonzentration 0,5

mM) coinkubiert.
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4.7 Zusammensetzung und Sialylierung von Caseinen und Molkenproteinen

Fiir die Charakterisierung der beiden Hauptproteinfraktionen der Milch, den Caseinen und
den Molkenproteinen, wurden die in ihnen enthaltenen Proteine elektrophoretisch nach ihrem
Molekulargewicht und isoelektrischen Punkt aufgetrennt (<-3.14), Proteine durch Coomassie-
oder Silberfirbung detektiert (<°3.15) und sialylierte Glykoproteine durch Lektinnachweis
(<°3.15.5) identifiziert.

4.7.1  Analyse der Caseine und Molkenproteine durch Auftrennung mittels SDS-
PAGE mit Proteinfirbung und Lektinnachweis

Es wurden zunidchst Caseine und Molkenproteine aus humaner, boviner und Kamel-Milch
unverdaut und nach proteolytischem Verdau elektrophoretisch nach ihrem Molekulargewicht
mittels SDS-PAGE aufgetrennt, um einen Uberblick iiber die Molekulargewichte der Proteine
und Peptide zu erhalten (<"Abbildung 25). Bei den verdauten Caseinen konnten keine
Protein-/Peptidbanden tiber 20 kD nachgewiesen werden. Dagegen konnten bei den verdauten
Molkenproteinen Proteine mit einem apparenten Molekulargewicht um 48-73 kD detektiert
werden. Diese(s) Protein(e) scheinen in der GPC-1 Fraktion der verdauten humanen

Molkenproteine angereichert zu werden.
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Abbildung 25 Nachweis elektrophoretisch aufgetrennter Caseine und Molkenproteine sowie deren
proteolytischer Produkte durch Silberfarbung.

Auftrennung von 25 pg Caseinen oder Molkenproteinen und ihre Hydrolysate unter reduzierenden
Bedingungen mittels SDS-PAGE in einem 15-%igen Polyacrylamidgel mit nachfolgender Silberfarbung:
bovin (b), human (h), Kamel (k), Casein (C), Molkenproteine (M), Laktoferrin (L), -Peptide/Hydrolysate (P),
GPC-Fraktion 1 ("), Proteinstandard (M), Peptidstandard (M").

Aufgrund der insgesamt geringeren molekularen Masse der Peptide wurden fiir folgende
elektrophoretische Analysen nur unverdaute Proteine eingesetzt. Der Schwerpunkt wurde auf
die Charakterisierung der humanen Caseine gesetzt, da sie in den Bindungstests mit CD22 das
hochste inhibitorische Potential (rIP) gezeigt hatten. Nach der Analyse der rIPs gegeniiber der
Bindung von CD22-Fc an IgM im IgM-Mikrotiterplatten-Bindungstest und der
Sialinsdurequantifizierung sollte die Sialylierung der unverdauten Milchproteine nach
elektrophoretischer Auftrennung untersucht werden.
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Die Detektion einer CD22-spezifischen Bindung war dabei nicht oder nur unzureichend
moglich, da die Bindungsaffinitit des CD22 zu der Sialinsdure zu gering ist, um einen
direkten Nachweis im Lektinblot zu ermdglichen. Die K4 von rekombinantem CD22 bei 4°C
fir die Sequenz NeuSAca2,6Galf1,4Glc ist nur 30 puM (Powell et al.,, 1995). Die
Bindungsspezifitit von CD22 ist jedoch mit der von SNA vergleichbar (Powell et al., 1995).
SNA erlaubt einen spezifischen Nachweis der Sequenz Siaa2,6Gal/GalNAc mit einer K4 von
2,5 uM (Shibuya et al., 1987). Damit erkennt SNA sialylierte N-Glykane und O-Glykane. Die
a2,6-Sialylierung an GIcNAc in N-Glykanen, wie in der Sequenz Neu5Aca2,3Galf1,3-
(Neu5Aca2,6)-GIcNAcB1,4Man wird nicht erkannt. Um zwischen O- und N-Glykanen zu
unterscheiden, kann PNA, das Erdnuss-Agglutinin, eingesetzt werden. Es erkennt die Sequenz
Galp1,3GalNAcP1,3Ser/Thr (Green et al., 1988), wie sie bei desialylierten O-Glykanen
vorkommt. Um diese Sequenz auf O-Glykanen zu erfassen, miissen die Proteine daher vorher
desialyliert werden (<°3.12).

In Abbildung 26 wurden verschiedene unbehandelte und Sialidase-behandelte Caseine und
Molkenproteine elektrophoretisch aufgetrennt, Coomassie gefarbt oder ein Lektinnachweis
mit SNA und PNA durchgefiihrt. Die detektierten Hauptproteinbanden aller getesteten

Milchproteinfraktionen wurden in Tabelle 11 zusammengefasst.

Die verschiedenen Caseine (o—,—k-Casein) haben ein apparentes Molekulargewicht
zwischen 19-25 kDa. Wie in Abbildung 25 und Abbildung 26 deutlich erkennbar,
unterscheiden sich humane, bovine und Kamel-Caseine in diesem Hauptproteinbereich
zwischen 25-32 kDa. Aufgrund posttranslationaler Modifikationen wie Glykosylierung und
vor allem Phosphorylierung wandern diese Proteine langsamer in der SDS-PAGE und kénnen
bei einem hoheren Molekulargewicht nachgewiesen werden. AuBBerdem beeinflussen diese
Modifikationen den Ladungszustand der Proteine, die zu Mikroheterogenitéten fithren und als
Spot-Muster nach 2D-PAGE nachgewiesen werden konnen (< Abbildung 27). Neben den
potentiellen Caseinen konnten weitere Proteine detektiert werden, deren Mw hoher oder

niedriger als das der Caseine ist.

Es konnte gezeigt werden, dass durch die Lektine keine Proteine mit einem Mw < 30 kD
detektiert werden konnten (<" Abbildung 26). Nicht alle in den desialylierten Proben mit
PNA nachgewiesenen Proteine konnten in der unbehandelten Probe mit SNA detektiert
werden. Es konnten keine sialylierten Proteine im Hauptmolekulargewichtsbereich der

Caseine identifiziert werden.

Bei hohen Proteinauftragsmengen zeigte sich deutlich, dass bei humanen desialylierten
Caseinen prominente, O-glykosylierte Proteine mit PNA in dem Molekulargewichtsbereich
von 35-120 kDa identifiziert werden konnten. Bei den unbehandelten Caseinen konnte mit
SNA dieser Bereich ebenfalls detektiert werden, vorrangig aber Proteine > 75 kDa. In den
IgM-Bindungstests erwiesen sich humane Caseine als beste Inhibitoren einer Sialinsdure-

abhédngigen Bindung.
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In den meisten unbehandelten Proben war kein Nachweis durch PNA mdglich, mit Ausnahme
von Proteinen im hochmolekularen Bereich (>200 kD). Bei den desialylierten Proben konnte
SNA vereinzelnd sialylierte Proteine erkennen, was fiir eine unvollstindige Abspaltung der

a.2,6-verkniipften Sialinsduren durch die Vibrio cholerae Sialidase spricht, wie sie schon an
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anderer Stelle beobachtet wurde (<°4.3.2, @~ Abbildung 15).
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Abbildung 26 Elektrophoretische Auftrennung und SNA- und PNA-Lektinnachweis von nativen
und VCS-behandelten Caseinen und Molkenproteinen aus humaner, boviner und Kamel-Milch.

Auftrennung von 10 pg bzw. 2,5 ng unbehandelten oder VCS-behandelten Caseinen oder Molkenproteinen
unter reduzierenden Bedingungen mittels SDS-PAGE in einem 12-%igem Polyacrylamidgel. Die Gele wurden
Coomassie gefdrbt oder geblottet und mit 2 pg/mL PNA oder 0,5 pg/mL SNA eine Lektindetektion
durchgefiihrt. Fiir die VCS-Behandlung wurden 50 pg Protein mit 50 mU GlycoCleave®VCS fiir 4 h bei 37°C
inkubiert. Als Positivkontrolle diente humanes Laktoferrin. Abkiirzungen: bovin (b), human (h), Kamel (k),

PNA-Lektinblot

SNA-Lektinblot

Casein (C), Molkenproteine (M), Laktoferrin (L), VCS-behandelt (V), Proteinstandard (M).
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Tabelle 11 Tabellarische Zusammenfassung der nachgewiesenen Proteine in Caseinen und
Molkenproteinen nach Auftrennung mittels SDS-PAGE.

Nach Auftrennung mittels SDS-PAGE und Coomassie-Farbung, SNA- oder PNA-Detektion in
Molkenproteinen (M) oder Caseinen (C) aus boviner (b), humaner (h) oder Kamel-Milch (k) nach VCS-
Behandlung oder ohne Behandlung nachgewiesene Proteine. Das Molekulargewicht der Proteine gibt die
Position ihrer Banden im Gel wieder. Ein positiver Nachweis wird mit ,,+*, nicht-nachweisbar wird durch ,, -
gekennzeichnet. ,,Schmier* bedeutet, eine diffuse breite Bande.

Nr. Probe Mw (kDa) Coomassie SNA (nativ) PNA (VCS-)
1 KCa, hCa, bCa, hMo, bMo >>180 - - +
5 hCa, hMopo, 120-180 + + +

kCa 120-180 + - +

hCa, bCa, hMo, bMo, hLf 70-100 + + +

3 kCa 70-100 + - +
4 hCa, kCa, hMo, bMo > 55 + (Schmier) + +
bCa >55 + (Schmier) - -

5 hC, hMo, bCa, 35-50 + (Schmier) + +
bMo 40 + - -

6 hCa, kCa, bCa 25-32 + - +
7 hMo 25-30 + - -
bMo 25-30 + - +

8 hCa, kCa, bCa <25 + - -
9 hCa, kCa, bCa, bMo, hMo <20 + - -

4.7.2  Analyse der Caseine durch Auftrennung mittels 2D-PAGE mit Proteinfirbung
und Lektindetektion

Nachdem die eindimensionale Auftrennung der Milchproteine nur begrenzte
Differenzierungen der Proteine in den Milchproteinfraktionen zulieB, wurde dazu
iibergegangen diese zweidimensional aufzutrennen: nach ihrem isoelektrischen Punkt (pl)

iiber einen pH-Bereich von 3-10 und anschlieBend nach ihrem Molekulargewicht (Mw)
(<°3.14.2).

Es wurden zundchst unterschiedliche Mengen humaner Caseine mittels 2D-PAGE
aufgetrennt, Coomassie gefarbt und ein Lektinnachweis mit SNA und PNA durchgefiihrt
(= Abbildung 27). Fir den PNA-Nachweis wurden sowohl durch HCI-Behandlung
desialylierte humane Caseine, als auch unbehandelte Caseine eingesetzt. In Abbildung 28
werden mittels 2D-PAGE aufgetrennte humane Caseine (H) mit bovinen (B) und Kamel-
Caseinen (K) miteinander verglichen. Die nachweisbaren Hauptproteine, ihr Mw und pl sind
in Tabelle 12 dargestellt.

Nach zweidimensionaler elektrophoretischer Auftrennung humaner, boviner und Kamel-
Caseine (<" Abbildung 28) mittels 2D-PAGE wurde deutlich, dass die Caseine (Mw 25-32
kDa) dominieren und sich vor allem durch unterschiedliche isoelektrische Punkte aber

geringere Molekulargewichtsénderungen auszeichnen.
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Caseine sind stark phosphorylierte und zum Teil glykosylierte Proteine. Diese Modifikationen

konnen die Heterogenititen der verschiedenen Casein-Subtypen in der 2D-PAGE erkléren.

Die Caseine selbst konnten durch SNA nicht nachgewiesen werden, dafiir konnten aber
weitere Proteine in der Caseinfraktion detektiert werden. Bei humanen Caseinen
(= Abbildung 27) konnten dabei deutlich mehr sialylierte Proteine identifiziert werden, wie
schon zu Abbildung 26 beschrieben. Die Mehrheit der mit SNA detektierten Glykoproteine
hatten ein Molekulargewicht iiber 40 kDa.
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Abbildung 27 PNA- und SNA-Lektinnachweis von humanen Caseinen nach zweidimensionaler
elektrophoretischer Auftrennung.

25, 50 und 125 pg humane Caseine wurden mittels 2D-PAGE in einem 12-%igen Polyacrylamidgel
aufgetrennt, Coomassie gefarbt oder auf eine Membran geblottet und eine Lektindetektion mit SNA oder PNA
durchgefiihrt. Es wurden (A) 125 pg Casein (bei der PNA-Detektion: HCl-behandelte Caseine <= 3.12), (B)
140 pg Casein und (C) 25pg Casein eingesetzt. Die Pfeile kennzeichnen gleiche Spotmuster in den 2D-Gelen.

Mit PNA konnten in der desialylierten Probe hauptsdchlich Spots im basischen pH-Bereich
erkannt werden. Durch Coomassie-Fiarbung konnte eine Vielzahl vertikaler Spots mit
heterogenen pls von 4-10 und mit einem apparenten Molekulargewicht iiber 35-50 kDa

angefiarbt werden. PNA erkennt diese Spots bei desialylierten Caseinen erst ab pH 6, bei
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nativen Caseinen iiber den gesamten pH-Bereich. Ohne Sialinsduren haben Glykoproteine
generell einen basischeren pl. Da von PNA unbehandelte Glykoproteine mit saurem pl
erkannt wurden, scheinen die O-Glykane an den Proteinen als Gemisch sialylierter und

desialylierter Strukturen vorzukommen.
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Abbildung 28 SNA- und Coomassie-Nachweis von bovinen, humanen und Kamel-Caseinen nach
zweidimensionaler elektrophoretischer Auftrennung.
Es wurden je 25pg bovine (B), humane (H) und Kamel-(K) Caseine mittels 2D-PAGE in einem 12-%igen

Polyacrylamidgel aufgetrennt und Coomassie gefarbt oder auf eine Membran geblottet und eine
Lektindetektion mit SNA durchgefiihrt. Die Pfeile kennzeichnen gleiche Spotmuster in den 2D-Gelen.



102 Ergebnisse

Tabelle 12 Tabellarische Zusammenfassung der nachgewiesenen Proteine in humanen, bovinen
und Kamel-Caseinen nach Auftrennung mittels 2D-PAGE sowie Proteinfarbung und
Lektinnachweis.

Nachgewiesene Proteine aus humanen, bovinen und Kamel-Caseinen nach Auftrennung mittels 2D-PAGE mit
nachfolgender Coomassie-Farbung oder SNA-Detektion (und PNA-Detektion bei humanen Caseinen)
(< Abbildung 27, Abbildung 28). Die Positionen der nachgewiesen Proteine im 2D-Gel werden durch das
apparente Mw und den pls dargestellt. Die Nummerierungen beziechen sich auf die in Tabelle 11 angegeben
Mw-Bereiche. Die Liganden aus der CD22-Fc-Affinitdtschromatographie mit den Caseinen sind fett gedruckt
(<°4.8.1). ,35-50’ kDa steht fiir hohe-vertikale Spots.

humane Caseine bovine Caseine Kamel-Caseine
NI Mw pl pl pl Mw pl pl Mw pl pl
(kDa) Coo SNA PNA (kDa) Coo SNA | (kba) Coo SNA
2 | 120-180 4,5-6 4,5-6 5-6 / / / / / /
~100 5-6 5-6 6
3 | 70-100 7-8,5 (7-8,5) (7-8,5) | 70-100 4-5 / / / /
70-100 8,5-95 8,595 8595
4 > 55 5-7,5 5-7,5 6-7,5 > 55 ~55 ~55 / / /
,35-50° 4-8 / (4)6-10
5 33(-40) 5-6 5-6 ?
33-40 6,5-72 6,5-7,2 / 40-55 7-75 7-7,5 | 40-55 6,5-7,5 6,5-7,5
> 40 8-9 8-9 /
<32 5,5-6 <32 4-5 <32 4,8-53
5 ~27-32 5-6,5 25-32 4,8-5,5 25-32 5-6
~27 4,5-6 30 3-5
>25 4,7-6 >25 5565 >25 55-6,5

Nach dem Nachweis sialylierter Proteine in Caseinen sollten diese in der
Affinitdtschromatographie mit CD22 eingesetzt werden, um potentielle (sialylierte) Liganden

aufzureinigen und zu identifizieren.
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4.8 Affinitatschromatographie von Milchglykoproteinen mit CD22-Fc¢

4.8.1 Affinititschromatographie mit bovinen, humanen und Kamel-Caseinen

Die Affinititschromatographie von bovinen (B), humanen (H) und Kamel-Caseinen (K)
wurde mit CD22-Fc durchgefiihrt, welches iiber den Fc-Teil an Protein A-Sepharose
gebunden wurde (<°3.16). Aufgrund dieser gerichteten Anbindung an den Triger sollte die
Sialinsdure-Bindungsdomine von CD22-Fc frei vorliegen. Bei dieser Anbindung wird das
CD22-Fc jedoch nicht-kovalent gekoppelt. Es besteht die Gefahr, dass es wihrend der
Aufreinigungs- und Elutionsschritte vom Tridger abgelost wird. Die Spezifitit der
Affinitdtschromatographie mit CD22-Fc wurde durch die Elution mit dem CD22-affinem
Sialinsdurederivat BPC-Neu5Ac verstarkt. Auf diese Weise sollten Liganden, die spezifisch
tiber die Sialinsdure-Bindungsstelle an CD22-Fc gebunden haben, durch das BPC-Neu5Ac
verdringt und dadurch eluiert werden. Die Coomassie-gefarbten, mittels 2D-PAGE
aufgetrennten Fluate und Caseine wurden vergleichend dargestellt (<" Abbildung 29) und
erstere mit den mittels SNA detektierten, elektrophoretisch aufgetrennten Caseinen aus
Abbildung 28 verglichen (" Abbildung 30). Anhand durch Coomassie-Farbung detektierten
Proteine im mittels 2D-PAGE aufgetrennten BPC-NeuS5Ac-Eluat zeigte sich, dass aus allen
Caseinen potentielle CD22-Liganden aufgereinigt werden konnten. Diese sind in Tabelle 12

fett hervorgehoben.

Aus allen eingesetzten Caseinen konnten Proteine mit einem apparenten Mw zwischen 33-55
kDa und einem pl um 5-7,5 aufgereinigt werden. Bei bovinen Caseinen sind diese Proteine in
dieser Abbildung nur schwach oder gar nicht zu erkennen. Diese Proteine konnten mit SNA
nachgewiesen werden. Weiterhin wurden aus allen Caseinen Proteine aufgereinigt, die ein
apparentes Mw unter 35 kDa haben, pls um 5 besitzen und mit SNA nicht nachweisbar

waren.

Die meisten Liganden wurden aus humanen Caseinen aufgereinigt. Dort konnten auch
Proteine mit einem apparenten Mw < 100 kDa und weitere Proteine mit einem Mw > 70 kDa
nachgewiesen werden, die liberwiegend durch SNA als a2,6-sialylierte Proteine identifiziert

wurden.

In allen Eluaten konnen Proteine mit einem Mw bei 55-75 kDa mit pls zwischen 5-6 und bei
ca. 90 kDa mit pl zwischen 5,8-7,5 nachgewiesen werden, bei denen es sich, wie in folgenden
Abbildungen gezeigt (7" Abbildung 31), um CD22-Fc handelt. Im weiteren Verlauf wurden
Affinitdtschromatographien von humanen Caseinen mit CD22-Fc, das auf unterschiedliche
Weise an eine Matrix immobilisiert wurde, durchgefiihrt (©°2.2.3). Dabei war vorrangiges
Ziel, CD22-Fc-Kontaminationen im Eluat auszuschlieBen, aber Liganden in préparativen

Mengen aufzureinigen.
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Abbildung 29 Eluate der Affinititschromatographie von bovinen, humanen und Kamel-Caseinen

mit CD22-F¢ vs. den Caseinen nach zweidimensionaler elektrophoretischer Auftrennung.

Die Affinititschromatographie wurde von 2 mg bovinen (B), humanen (H) oder Kamel-Caseinen (K) mit
Protein A-Sepharose-gebundenem CD22-Fc (220 pg an 10 pL) iiber Nacht bei 4°C durchgefiihrt. Eluiert
wurde mit 100 pL 0,75 mM BPC-Neu5Ac. Die Eluate (links) und 50 pg Caseine (rechts) wurden mittels 2D-
PAGE in einem 15-%igen Polyacrylamidgel aufgetrennt und Coomassie gefédrbt. Die Pfeile kennzeichnen

gleiche Spotmuster in den 2D-Gelen von Eluat und Caseinen (potentielles CD22-Fc: C).



Ergebnisse 105

3 pH 10 3 pH 10
kD = T T T T T T ' kD
170
130 =
% =75
55 c - 54
40 48
33 /4 35
| 24
170 ye
130 4 =
1(7)8 w e * \.. =75
(o -
55 N =%
40 ' — 35
33 al
24 AN — 24
» » — 16
H * % 10
170
=130
= p Z s
Ve -
. ‘ 55 -~ 4 . o
- 40
4 / 35
K v 24
Caseine / SNA-Lektinblot Eluat / Coomassie-Farbung

Abbildung 30 Eluate der Affinitdtschromatographie von bovinen, humanen und Kamel-Caseinen
mit CD22-Fc vs. SNA-Nachweis von Caseinen nach zweidimensionaler elektrophoretischer
Auftrennung,.

(links) 25 pg Caseine wurden mittels 2D-PAGE in einem 12-%igen Polyacrylamidgel aufgetrennt, auf eine
Membran geblottet und eine Lektindetektion mit SNA durchgefiihrt.

(rechts) Die Affinititschromatographie wurde von 2 mg bovinen (B), humanen (H) oder Kamel-Caseinen (K)
mit Protein A-Sepharose-gebundenem CD22-Fc (220 pg an 10 pL) @i.N. bei 4°C durchgefiihrt. Eluiert wurde
mit 100 pL 0,75 mM BPC-Neu5Ac. Die Eluate wurden mittels 2D-PAGE in einem 15-%igen Polyacryl-
amidgel aufgetrennt und mit Coomassie geférbt. Die grauen Pfeile kennzeichnen mit SNA nachgewiesene
Spots, die schwarzen Pfeile die Spots potentieller CD22-Liganden (potentielles CD22-Fc: C) in den 2D-Gelen.

4.8.2  Vergleichende Affinititschromatographie von humanen Molkenproteinen mit
CD22-Fc

Fiir die Affinititschromatographie von humanen Molkenproteinen mit CD22-Fc wurden vor
allem Liganden im Molekulargewichtsbereich >60 kDa erwartet. Die CD22-Fc-
Affinitdtschromatographie von den Caseinen hatte gezeigt, dass vermutlich CD22-Fc wihrend
der Elution von der Matrix dissoziiert und in groeren Mengen im Eluat vorhanden ist.
AuBerdem wurde aufgrund der vorherigen Ergebnisse vermutet, dass Laktoferrin ein

potentieller CD22-Ligand sein konnte. Daher wurden CD22-Fc und Laktoferrin, sowie das
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Eluat einer Affinitdtschromatographie von humanen Caseinen mit CD22-Fc¢ mittels 2D-PAGE
aufgetrennt, die Proteine wurden gefarbt und CD22-Fc¢ immunologisch durch Anti-CD22
nachgewiesen (<" Abbildung 31).
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Abbildung 31 Immunologischer Nachweis von CD22-Fc im Eluat der Affinitidtschromatographie
sowie Silberfiarbung von CD22-Fc und Laktoferrin nach zweidimensionaler elektrophoretischer
Auftrennung.

30 pg Laktoferrin (b) aus humaner Milch und 13 pg CD22-Fc Wt (a) wurden mittels 2D-PAGE in einem 10-
%igen Polyacrylamidgel aufgetrennt und Silber geférbt.

(c,d) BPC-NeuSAc (100 pL ImM)-Eluat der Affinitdtschromatographie von humanen Caseinen (2 mg) mit
CD22-Fc Wt (100 pg) gekoppelt an Protein A-Sepharose (20 pL). Das Eluat wurde mittels 2D-PAGE in
einem 10-%igen Polyacrylamidgel aufgetrennt. Der Nachweis erfolgte durch (d) Coomassie-Farbung oder (c)
oder immunologisch nach Western-Blotting mit einem anti-CD22-Antikdrper.

Das Laktoferrin hat ein aufgrund seiner Aminosduresequenz ein errechnetes Mw von 78 kDa
und einen pl von 8,6. Nach Auftrennung von Laktoferrin mittels 2D-PAGE konnten
Proteinspots mit einem apparenten Mw von 85-90 kDa und pls zwischen 8,6 bis 9,6
nachgewiesen werden (<" Abbildung 31 b). Die Differenzen sind auf die Glykosylierung von
Laktoferrin zuriickzufiihren. Diese Spotmuster konnten in aufgetrennten humanen Caseinen
mittels Coomassie-Farbung und SNA-Detektion, sowie im Eluat der CD22-Affinitéts-
chromatographie von humanen Caseinen nachgewiesen werden (<°Abbildung 27, Abbildung
30).
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Fiir die Hauptbande einer Untereinheit von CD22-Fc konnte bereits eine Bande mit einer
apparente Molekularmasse von etwa 90 kDa identifiziert werden (<~ Abbildung 7). Sie konnte
sowohl bei CD22-Fc als auch im Eluat der CD22-Fc-Affinitidtschromatographie nach
Auftrennung mittels 2D-PAGE durch Proteinfarbung und mittels Immunoblot mit Anti-CD22
nachgewiesen werden (<" Abbildung 31 a/c/d). Die Heterogenitidt von CD22-Fc, ersichtlich
anhand der pls zwischen 5,8-7,5, kann auf Glykane an den potentiellen N-Glykosylierungs-
stellen des Proteins zuriickgefiihrt werden (<" Abbildung 36, Anhang). Auflerdem wurden
weitere Spots mit Molekularmassen zwischen 55-75 kDa und pls um 5,5 und >100 kDa und
pls zwischen 5,8-7,5 als CD22-Fc identifiziert. Es handelt sich dabei wahrscheinlich um
Nebenprodukte oder Aggregate von CD22-Fc (<74.2), da sie mit dem CD22-spezifischen
Antikorper detektiert werden konnten (<- Abbildung 31 c).

Humane Molkenproteine enthalten Immunglobuline, vor allem sIgA, aber auch IgG und IgM,
deren schweren Kette ein apparentes Molekulargewicht zwischen 50-70 kDa hat. Zum
Vergleich mit dem Eluat der Affinitdtschromatographie von humanen Molkenproteinen
(= Abbildung 32 B,C) wurden daher mittels 2D-PAGE aufgetrenntes und Silber-gefarbtes
humanes IgM (hellgrauer Pfeil, C) sowie CD22-Fc (grauer Pfeil, B) eingesetzt, um Hinweise
auf dhnliche Spotmuster zu bekommen. Zur Kontrolle der Sialinsdure-abhéngigen Bindung
der humanen Molkenproteine wurde die CD22-Fc Dreifachmutante in der Affinitéts-
chromatographie eingesetzt (" Abbildung 32 D,E). Es konnten keine CD22-spezifischen
Liganden eluiert werden. Vielmehr konnte auch hier eine Ablosung der CD22-Fc-Chiméren
nach der 30-miniitigen Elution gezeigt werden. Durch Elution bei pH 3 wurden alle an Protein
A-gebundenen Molekiile eluiert und es zeigte sich, dass es sich iiberwiegend um CD22-Fc
handelte (E). Da weitere Proteine durch die pH-Senkung miteluiert wurden, wurden eine
Affinitdtschromatographie von humanen Molkenproteinen mit Protein A, welches
hochspezifisch an IgG bindet, durchgefiihrt (T Abbildung 32 F). Es konnte dasselbe
Spotmuster bei einem apparenten Mw von 55 kDa und pls zwischen 6-9 nachgewiesen
werden. Wie bei IgM wurden Proteine im Molekulargewichtsbereich der leichten Kette der

Immunglobuline detektiert.

Der Einsatz von Protein A-Sepharose fiihrte bei den Molkenproteine aufgrund der CD22-
Kontaminationen zur Problemen bei der Detektion von potentiellen CD22-Liganden. Es
wurde daher kovalent gekoppeltes AffiSep®CD22-Fc in der Affinititschromatographie
eingesetzt (" Abbildung 32 H). In dem resultierenden Eluat konnten die bereits in
aufgetrennten humanen Caseinen detektierten, charakteristischen vertikalen Spots mit einem
pl von 4 bis 8 nachgewiesen werden. Die in Molkenproteinen sowie im Eluat der
Affinitdtschromatographie von Molkenproteinen mit Protein A-CD22-Fc¢ detektierten Spots
mit einem apparenten Mw von 70-100 kDa und pls zwischen 5-7 konnte nur unzureichend
nachgewiesen werden (<" Abbildung 32 G,H). Dafiir konnten die potentiellen
Laktoferrinspots in allen drei Gelen detektiert werden. Die Ergebnisse aus Abbildung 31 und

32 wurden in Tabelle 13 zusammengefasst.
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Tabelle 13 Tabellarische Zusammenfassung von Molkenproteinen und der verschiedenen Eluate
der Affinitdtschromatographie von humanen Molkenproteinen nach Auftrennung mittels 2D-PAGE
und Proteinfarbung vergleichend zu den mittels Protein- und Lektindetektion nachgewiesenen
Proteinen in humanen Molkenproteinen nach SDS-PAGE.

(A) Nach Auftrennung mittels SDS-PAGE, Coomassie-Farbung, SNA- oder PNA-Detektion in
Molkenproteinen nachgewiesene Proteine. Das Molekulargewicht der Proteine gibt die Position ihrer Banden

im Gel wieder. Ein positiver Nachweis wird mit ,,+*, nicht nachweisbar wird durch ,, -* gekennzeichnet ( aus
Abbildung 25, Abbildung 26, Tabelle 11)

(B) Nach Auftrennung mittels 2D-PAGE und Coomassie- oder Silberfarbung in Molkenproteinen/ nach
unterschiedlichen Affinititschromatographieansitzen von Molkenproteinen im Eluat nachgewiesene Proteine.
Das Mw und der pl der Proteine geben ihre Positionen im Gel wieder. ,,Eluate” beziehen sich, wenn nicht
anders benannt, auf die Eluate aus Affinitdtschromatographie von humanen Molkenproteinen mit Protein A /-
gekoppelten Fe-Chimédren. Angegeben sind in Klammern die Buchstabencodes analog zu Abbildung 31 und
Abbildung 32.

(A) Molkenproteine / SDS-PAGE (B) Eluat-/Molkenproteine + Vergleichsproteine / 2D-PAGE
Mw Coo SNA PNA Mw

. (kDa) (nativ) (VCS-) | (kDa) pl Proteine wurden nachgewiesen bei:
/ >150 6-7,5 BPC-Neu5Ac-Eluat mit CD22-Fc Triple (D)
90 5,8-7,2 pH3-Eluat von CD22-Fc Triple (E)
(55-75) (5,5) BPC-Neu5Ac-Eluat mit CD22-Fc Wt (A)
CD22-Fc / Silberfarbung + Anti-CD22 (c,d)
3 | 70-100 + + + 85-90 8,6-9,6 Laktoferrin/ Silberfarbung (b)
BPC-Neu5Ac-Eluat mit AffiSepCD22-Fc (H)
BPC-Neu5Ac-Eluat mit CD22-Fc Wt (A)
Molkenproteine / Coomassie (G)
humane Caseine / Coomassie (l)
/ 70 5-7,5 IgM / Silberfirbung (schwere Kette) (C)
4 |>55-75 + + + Molkenproteine / Coomassie (G)

BPC-Neu5Ac-Eluat mit CD22-Fc Wt (A)
BPC-Neu5Ac-Eluat mit AffiSepCD22-Fc (H) ?
(4) 55 ~55 7-9  pH3-Eluat mit CD22-Fc Triple (E)

~ 55 6-9  pH3-Eluat mit Protein A (F)

5 35-50 + + + ,35-50’ 4-8 BPC-Neu5Ac-Eluat mit AffiSepCD22-Fc (H)
vertikal humane Caseine / Coomassie (l)
7 25-30 + - - >24 6-8 IgM / Silberfarbung (leichte Kette) (C)

Molkenproteine / Coomassie (G)
BPC-Neu5Ac-Eluat mit CD22-Fc Wt (A)
BPC-Neu5Ac-Eluat mit AffiSepCD22-Fc (H)
pH3-Eluat mit CD22-Fc Triple (E)

pH3-Eluat mit Protein A (F)

9 <20 + - - <16 5 Molkenproteine / Coomassie (G)
BPC-Neu5Ac-Eluat mit AffiSepCD22-Fc (H)
humane Caseine mit bovinem Laktalbumin /

Coomassie (1) :
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Abbildung 32 Eluate der Affinitdtschromatographie von humanen Molkenproteinen mit CD22-Fc,
CD22-Fc Triple und Protein A nach zweidimensionaler elektrophoretischer Auftrennung.

Affinitdtschromatographie von humanen Molkenproteinen (2 mg) mit Protein A-Sepharose (50 pL): (A)
gekoppelten CD22-Fc Wt (250 pg) : BPC-Neu5Ac (100 pL ImM)-Eluat; (D) gekoppelten CD22-Fc
Dreifachmutante (250 pg): BPC-NeuSAc (100 pL 1mM)-Eluat und (E) Eluat mit 200 pL 0,1 M Glycin pH 3
nach der BPC-Neu5Ac-Elution ; (F) ohne Fc-Chiméren: Eluat mit 200 pL 0,1 M Glycin pH 3 (pH3-Eluat)

(B) CD22-Fc Wt (13 pg) (grauer Pfeil) und (C) humanes IgM (Dianova) 20 pg (dunklelgrauer Pfeil)

A-F wurden mittels 2D-PAGE in einem 10-%igen Polyacrylamidgel aufgetrennt und Silber gefarbt.

(schwarze Pfeile A-C: moglicher Ligand in A; schwarze Pfeile D-F: moglicherweise schwere Kette von IgG)
(G) 140 pg humane Molkenproteine mittels 2D-PAGE in einem nichtlinearen IPG-Streifen pH 3-10 und in
einem 8-16%igen Gradientenfertiggel (BIORAD) aufgetrennt und Coomassie gefarbt.

(H) BPC-Neu5Ac (50 pL 3mM)-Eluat der Affinitdtschromatographie von humanen Molkenproteinen (2 mg)
mit AffiSep®CD22-Fc Wt -MiniSpin-Sédule und (I) 140 pg humane Caseine mittels 2D-PAGE in einem 12-
%igen Polyacrylamidgel aufgetrennt und Coomassie gefarbt. ( schwarze Pfeile G-I1: mogliche Liganden)
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4.8.3 Vergleich der Affinititschromatographie von humanen Caseinen mit kovalent
gekoppeltem und Protein A-gebundenem CD22-F¢

Eine Mdglichkeit, die Ablosung von CD22-Fc von der Matrix zu verhindern, ist die kovalente
Kopplung von CD22-Fc an die Matrix. NHS-aktivierte Sepharose besteht aus einer mit einem
N-Hydroxysuccinimid (NHS)-Ester derivatisierten Sepharose. Unter Abspaltung von
Succinimid reagieren die priméren Aminogruppen (Lysine, N-terminale Aminogruppen) von
Proteinen mit dem NHS-Ester zu einer stabilen Aminoverbindung. Freie Bindungsstellen
konnen mit Puffern, die reich an Aminogruppen sind, abgesittigt werden. Die Nachteile der
kovalenten Kopplung liegen in der Kopplungschemie und in der ungerichteten,
unspezifischen Art der Kopplung, durch welche z.B. die Integritdt der Bindungstasche bei
CD22-Fc gestort werden kann.

In Abbildung 33 wurden FEluate verschiedener Affinitidtschromatographieansitze von
humanen Caseinen mit CD22-Fc nach Auftrennung mittels 2D-PAGE und Anfirbung mit

Coomassie dargestellt.

In Abbildung 33 A/B wurde CD22-Fc nicht-kovalent an Protein A-Sepharose gebunden oder
kovalent an NHS-Sepharose gekoppelt. Bei der Kopplung an Protein A-Sepharose wurde das
2,5-fache an CD22-Fc gebunden, die Anzahl der Bindungsstellen sollte dementsprechend
hoher sein, da die Kopplung gerichtet war. Tatsdchlich konnten mehr Proteine in hoheren
Quantititen detektiert werden. Einige der Proteine finden sich in beiden Ansétzen wieder. Sie
sind offensichtlich unabhingig von der bei der Kopplung verwendeten Matrix und damit
wahrscheinlich CD22-spezifische Liganden. Proteinspots, bei denen es sich wahrscheinlich
um CD22-Fc handelt, sind in dem Ansatz mit der kovalenten Kopplung von CD22-Fc
deutlich verringert, aber noch detektierbar (<~ Abbildung 31).

Weiterhin wurde CD22-Fc von der Firma GALAB kovalent an eine AffiSep®-Matrix
gekoppelt (< 2.2.3). Die Affinititschromatographie wurde zum einen mit AffiSep®CD22-Fc
in Suspension und als Minispin-Sdule mit 350 pg gekoppelten CD22-Fc verwendet. Die
Menge der aufgereinigten Liganden war bei der MiniSpin-Sdule etwas geringer
(= Abbildung 33 D). Bei gleicher Menge gebundener CD22-Fc-Chiméren bei den Ansdtzen
A,C und D konnte festgestellt werden, dass die Menge an Liganden durch die kovalente
Kopplung (C/D) des CD22-Fc zuriickgeht. Die Reinheit des Eluats ist jedoch fiir eine
effiziente Affinitdtschromatographie und Identifizierung der Liganden essentiell. In dem Eluat
aus den Ansdtzen mit AffiSep®CD22-Fc konnte kein potentielles CD22-Fc detektiert werden.
Ein weiterer Vorteil war, dass die Sdulen nach Regeneration mehrmals gebraucht werden

konnten.

Fiir die Affinitditschromatographie im préparativen Mallstab wurden zwei AffiSep®CD22-Fc
mit jeweils 2,9 mg kovalent gekoppeltem CD22-Fc eingesetzt und der Einsatz an humanen
Caseinen deutlich erhoht (< Abbildung 33 F).
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Abbildung 33 Eluat der Affinitdtschromatographie von humanen Caseinen mit kovalent und nicht-
kovalent gekoppeltem CD22-Fc nach zweidimensionaler elektrophoretischer Auftrennung.

Affinitdtschromatographie von 1,5 mg humanen Caseinen mit (A) Protein A-Sepharose-gebundenem CD22-Fc
(900 pg an 100 pL ) und (B) an NHS-Sepharose kovalent gekoppeltem CD22-Fc (ca. 375 pg an 50 pL).
Eluiert wurde mit 100 pL 3 mM BPC-Neu5SAc. (C) 100 pL AffiSep®CD22-Fc oder mit (D) AffiSep®CD22-Fc
MiniSpin-Saule. Eluiert wurde mit 50 pL 3 mM BPC-Neu5Ac. Die Eluate wurden mittels 2D-PAGE in einem
12-%igen Polyacrylamidgel aufgetrennt und Coomassie geférbt.
Préiparative Affinititschromatographie von 75 mg humanen Caseinen mit (F) zwei AffiSep®CD22-Fc 0,5mL-
Séulen, jede wurde mit 1 mL 3 mM BPC-Neu5Ac eluiert. (E) Der Durchlauf der Caseine wurde anschlieSend
mit Protein A-Sepharose-gebundenem CD22-Fc (2,9 mg an 500 pL) eingesetzt. Eluiert wurde mit 500 pL 3
mM BPC-Neu5Ac. Bei beiden priparativen Ansdtzen wurden die Eluate gepoolt und mittels 2D-PAGE in
jeweils drei 12-%igen Polyacrylamidgelen aufgetrennt und mit PAGE-Blue Proteinfarbelosung geférbt
(<°3.15.1). Die grauen Késtchen kennzeichnen potentielle CD22-Liganden (potentielles CD22-Fc: C).
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Um die Ligandenmengen zu erhohen, wurden der Durchlauf der Caseine aus dem
praparativen Ansatz mit AffiSep®CD22-Fc in einem weiteren Ansatz mit an Protein A-
Sepharose gekoppeltem CD22-Fc eingesetzt (< Abbildung 33 E). Ausgewihlte Proteinspots
aus beiden priparativen Ansdtzen wurden fiir ihre Identifikation ,,in-Gel* tryptisch verdaut
(<°3.17), die Peptide massenspektrometrisch analysiert und iiber ihren Peptidmassen-
,Fingerabdruck® identifiziert (<~ Abbildung 34).

4.9 Identifizierung von CD22-Liganden aus humanen Caseinen mittels
Peptidmassen-,,Fingerabdrucks*
Bei den Caseinen handelt es sich um relativ hydrophobe Proteine (Schlimme et al., 1995). Bei
ersten Experimenten mit ausgewidhlten Proteinbanden aus Eluaten der Affinitéts-
chromatographie von Caseinen mit CD22-Fc¢ sowie aus humanen Caseinen konnten keine
aussagekriftigen Ergebnisse nach massenspektrometrischer Analyse erzielt werden. In der
1D-PAGE aufgetrenntes Laktoferrin konnte dagegen ohne Probleme aufgrund seines
Peptidmassen-,,Fingerabdrucks® identifiziert werden. Es wurde angenommen, dass
hydrophobe Peptide wihrend der Aufbereitung fiir die massenspektrometrische Analyse an
die Plastikwénde der Reagiergefdle adhidrieren. Daher wurde die Aufbereitung derselben
Proben in verschiedenen Reagiergefilen durchgefiihrt, die zudem vor ihrem Einsatz mit
Acetonitril behandelt wurden. Es wurde festgestellt, dass bei der Verwendung bestimmter
Reagiergefdle die Peptide wihrend der Aufbereitung reduziert wurden, da sie
massenspektrometrisch nicht analysiert werden konnten. Fiir die folgenden Aufbereitungen
der Proben wurden daher nur 1,5 mL-Reagiergefile von Eppendorf verwendet, bei denen

dieser ,,Peptidverlust® nicht festgestellt werden konnte.

Fiir die Identifizierung der CD22-Liganden aus humanen Caseinen wurde eine préparative
Affinitdtschromatographie mit AffiSep®CD22-Fc und mit Protein A-Sepharose-gekoppeltem
CD22-Fc¢ durchgefiihrt (<°4.8.3, <" Abbildung 33). Es wurden Proteine ausgewéhlt, deren
Spots eine relativ groBBe Proteinmenge versprachen und die in unabhdngigen Versuchen
immer wieder detektiert worden waren. Im Eluat mit AffiSep®CD22-Fc konnten
Verunreinigungen durch Nebenprodukte von CD22-Fc relativ sicher ausgeschlossen werden.
Die Quantititen der Proteine im AffiSep®CD22-Fc-Eluat waren jedoch relativ gering. Fiir die
Analyse wurden daher vorrangig die potentiellen, analogen Proteinspots aus dem Protein A-
CD22-Fc-Eluat verwendet, da die Proteinquantititen, sichtbar anhand der intensiveren
Coomassie-Farbung, hoher waren. Die fiir die massenspektrometrische Analyse vorgesehenen

Spots sind in den dargestellten Gelen umkreist und nummeriert (<" Abbildung 34).

Tabelle 14 Nummerierungsgrundlage der ausgewahlten Proteinsspots im 2D-Polyacrylamidgel

Nummerierungsgrundlage Nummerierung Bsp.
Spot detektiert im AffiSep®CD22-Fc-Eluat erste Ziffer 1.
Spot detektiert im Protein A-CD22-Fc-Eluat erste Ziffer 2.

identische Spots in beiden Anséatzen zweite Ziffer gleich 1.2 und 2.2
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Im aufgetrennten AffiSep®CD22-Fc-Eluat gab es fiir Spot 2.2 und 2.3 keine Entsprechung
(<" Abbildung 34). Da diese Spots in den Protein A-Ansédtzen sehr prominent waren, wurden
sie mitanalysiert. Fiir Proteinspot 1.4 gab es im Protein A-Ansatz keine Entsprechung,
moglicherweise wurde dieses Proteins bereits bei der ersten Affinitidtschromatographie mit
AffiSep®CD22-Fc vollstindig aus den humanen Caseinen isoliert. Bovines Laktalbumin
wurde ausschlielich dem A4ffiSep®CD22-Fc-Eluat als interner Standard zugefiigt.

Die Peptidmassen der aufgetragenen Peptidextrakte wurden durch Marko Mank (Milupa
Research) zunidchst in einem Voyager MALDI-TOF Massenspektrometrie-System bestimmt
und die Identifizierung der Spots mittels Datenbankabgleich der Peptidmassen durchgefiihrt.
Die Ergebnisse sind in den nachfolgenden Tabellen zusammengefasst. Der Vergleich der
erhaltenen Massenspektren zeigte, dass sich bestimmte Peptidmassenverteilungen
wiederholten. Proteinspots, die gleiche Peptidmassen enthielten, wurden daher zunichst in
Gruppen eingeteilt (" Tabelle 15).

Tabelle 15 Gruppierung der analysierten potentiellen CD22-Liganden aus humanen Caseinen
aufgrund gleicher Peptidmassen.
Ausgewihlte Proteine aus der Auftrennung des Eluats der Affinititschromatographie von humanen Caseinen

mit AffiSep®CD22-Fc (1.) und Protein A-CD22-Fc (2.) mittels 2D-PAGE und anschlieBender Coomassie-
Farbung wurden ,,in-Gel* tryptisch verdaut und die Peptidextrakte massenspektrometrisch analysiert.

Gruppe Spotziffer prominente Peptidmassen Identifiziertes
Nr. (Dalton) Protein
1 1.1/2.0/21/23 | 1097, 1683, 1863, 2087, 2858 Laktoferrin (human)
2 16/26 /[ 2.7 970, 2267, 2295 asq-Casein (human)
3 25 1634 B-Casein (human)
4 2.2 1075,1394,1874,2314 Clusterin precursor (human)
5 1.8 710,1201,1700,2004,3058 a-Laktalbumin (bovin)

Generell wiesen die Spektren aller Peptidextrakte der ausgeschnittenen Proteinspots eine gute
Qualitdt beziiglich des Signal/Nichtsignal-Verhéltnisses und der Signalintensititen auf.
Allerdings zeigten hauptséchlich die Spektren der Proteinspots aus dem Protein A-Ansatz
(Spot 2.0, 2.1, 2.3) und von Spot 1.1 aus dem AffiSep-Ansatz eine ausreichend hohe Anzahl
Massenpeaks. Diese sind notig, um eine sichere Identifizierung mittels des Peptidmassen-
»Fingerabdrucks im Rahmen der bei externen Kalibrierung gegebenen Massengenauigkeit
von ca. +/- 300 ppm zu erreichen. Spot 1.4 und Spot 1.7 waren nicht auswertbar. Die Anzahl
der Peaks in den Spektren der ilibrigen Peptidextrakte reichte flir eine sichere Identifizierung
mittels Peptidmassen-,,Fingerabdrucks* nicht aus. Durch Vergleich mit den analysierten
Peptidmustern mit denen aus einem theoretischen, tryptischen Verdau von humanen
Caseinen, zeigten sich Ubereinstimmungen. Diese Ubereinstimmungen wurden zur
,manuellen* Identifizierung der Spots verwendet (<" Tabelle 16), zur Datenbanksuche in der
NCBI-Proteindatenbank wurde das Programm MS-Fit (UCSF) verwendet. Aus den Spektren
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wurden jeweils maximal 25 m/z-Werte der hochsten Intensititen extrahiert. Bei erfolgloser
Suche im Gesamtproteom der Swissprot-Datenbank wurde die Spezies auf ,,homo sapiens
eingeschrinkt. Fiir die Datenbanksuche wurde eine Massengenauigkeit von 300 ppm
zugrunde gelegt. Weitere Bemerkungen zur Art und Qualitit der Proteinidentifizierung durch

die Peptidspektren der analysierten Proteinspots sind in Tabelle 16 zusammengefasst.

Tabelle 16 Bemerkungen zu Art und Qualitit der  Proteinidentifizierung  der
massenspektrometrisch analysierten Peptidextrakte ausgewihlter Proteinspots

Spot | Art der Identifizierung (Bemerkungen)

2.0 MS-Fit (20 Peptidmassen zugeordnet, hoher Mowse-Score - durch MS-Fit identifiziert )

1.1 MS-Fit + Vergleich mit Peptidmuster von Spot 2.0 (20 Peptidmassen zugeordnet,
2.1 durch MS-Fit identifiziert)

2.2 MS-Fit (nur 4 Peptidmassen zugeordnet)

2.3 MS-Fit nach Einschrankung auf humane Proteine + Vergleich / Ubereinstimmung mit
Peptidmuster von Spot 2.1 /1.1 (4. Platz Mowse Score, aber bester in Chemical Score;
Fragment von Laktoferrin ?)

25 »-manueller” Vergleich mit theoretischen Peptidfragmenten aus Trypsinverdau

2.6 MS-Fit + ,manueller” Vergleich mit theoretischen Peptidfragmenten aus Trypsinverdau von
as¢-Casein (human)

1.6 MS-Fit + Vergleich mit Peptidmuster aus Spot 2.6

2.7 Vergleich mit Peptidmuster aus Spot 2.6

1.8 MS-Fit nach Einschrankung auf bovine Proteine und Entfernung der Masse 832 aus dem
Massen-Set (Kontamination ?)

Die Ergebnisse der Proteinidentifizierung durch die Nutzung von MS-Fit oder durch den

»,manuellen® Vergleich mit den theoretischen Peptidmustern sind in Tabelle 17 dargestellt.

Tabelle 17 Darstellung der identifizierten, potentiellen CD22-Liganden aus humanen Caseinen.

Ausgewihlte Proteine aus der Auftrennung des Eluats der Affinititschromatographie von humanen Caseinen
mit AffiSep®CD22-Fc (1) und Protein A-CD22-Fc (2) mittels 2D-PAGE und anschlieBender Coomassie-
Farbung wurden ,,in-Gel“ tryptisch verdaut und die Peptidextrakte massenspektrometrisch analysiert und
mittels ihres Peptidmassen-,Fingerabdrucks™ identifiziert. Die Access-Nummer gibt den Eintrag des
identifizierten Proteins in den géingigen Datenbanken wieder. Die aufgrund der Aminosiduresequenz
kalkulierten Mw und pls sind angegeben und den Spotziffern sowie der Position der Spots im 2D-Gel (in
Klammern) gegeniibergestellt.

Spotziffer Spotziffer | Zuverlassigkeit identifiziertes MW (kDa) / pl Access-Nr.
AffiSep  Prot. A Zuordnung Protein (human) Zuordnung (Gel) (Datenbank)
(1.0) 2,0 relativ sicher Laktoferrin 78,0/8,6 (<100/9,1) P 02788
1.1 21 relativ sicher Laktoferrin 78,0/8,6 (<100/ 8,8) P 02788
(1.2 fehlt) 2.2 unsicher Clusterin precursor 52,5/5,9 (33-40/5,8) P 10909
(1.3 fehlt) 2.3 mittel Laktoferrin 78,0/8,6 (<36/7,4) P 02788
14 (2.4 fehlt) | nicht auswertbar
(1.5) 25 unsicher - mittel p-Casein 23,8/5,3(30/5,7) P 05814
1.6 2.6 mittel asi-Casein 21,0/5,3 (27 / 5,6) P 47710
2.7 mittel agi-Casein 21,0/5,3(20/5,1) P 47710
1.7 nicht auswertbar
1.8 (2.8 fehlt) mittel a-Laktalbumin bovin  16,0/4,9 (16 /5,0) P 79100
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Abbildung 34 Eluate der préparativen Affinitdtschromatographie von humanen Caseinen mit
AffiSep®CD22-Fc und mit Protein A-gekoppeltem CD22-Fc nach zweidimensionaler Auftrennung.
Préiparative Affinitdtschromatographie von 75 mg humanen Caseinen (1.) mit zwei 4ffiSep®CD22-Fc 0,5mL-
Sdulen, jede wurde mit | mL 3 mM BPC-Neu5Ac eluiert. (2.) Der Durchlauf der Caseine wurde anschlieend
mit Protein A-Sepharose-gebundenem CD22-Fc (2,9 mg an 500 pL) eingesetzt. Eluiert wurde mit 500 uL 3
mM BPC-Neu5Ac. Bei beiden priparativen Ansdtzen wurden die Eluate gepoolt und mittels 2D-PAGE in
jeweils drei 12-%igen Polyacrylamidgelen aufgetrennt und mit PAGE-Blue Proteinfarbelosung gefarbt. Es
wurde jeweils ein Gel ausgewihlt und dargestellt.

Proteinsspots, die im Eluat mit AffiSep®CD22-Fc detektiert worden waren, erhielten die erste Ziffer ,,1.%
Proteinsspots, die im Eluat mit Protein A-gekoppelten CD22-Fc detektiert worden waren, erhielten die erste
Ziffer ,,2.“ Als ,,identisch bewertete Proteinspots in beiden Ansétzen erhielten die gleiche zweite Ziffer (z.B.
1.2/2.2).,,1.2 fehlt” bedeutet, dass der Spots bei diesem Affinitdtschromatographie-Ansatz nicht nachgewiesen
werden konnte. ,,(1.0)“ bedeutet, dass der Spot nachgewiesen werden konnte, aber nicht fiir die Analyse
eingesetzt wurde. Der interne Standard Laktalbumin (1.8) wurde nur dem AffiSep®CD22-Fc-Eluat
hinzugefiigt.

Die ausgewdhlten Spots der drei Gele wurden aus dem Gel entfernt und in einem 1,5mL-Reagiergefal
vereinigt. Die Aufbereitung, der ,,in-Gel“-Trypsinverdau und das Auftragen der Proben auf den MALDI-
Trager wurde wie beschrieben durchgefiihrt (<°3.17). Die Proben wurden durch Marko Mank bei Milupa
Research mittels MALDI-MS analysiert und die Proteinidentifizierung durch Datenbanksuche mit den
erhaltenen MALDI-MS-Spektren aufgrund des spezifischen Peptidmassen-,,Fingerabdrucks® vorgenommen.

Wie bereits aufgrund des visuellen Vergleichs mit dem 2D-Gel von aufgetrenntem
Laktoferrin angenommen, handelt es sich bei Spot 1.0/ 1.1/ 2.0/ 2.1 um humanes Laktoferrin.
Laktoferrin konnte mit hoher Zuverldssigkeit identifiziert werden. Auch Spot 2.3 wurde als

Laktoferrin identifiziert, dabei konnte es sich um Nebenprodukte von Laktoferrin handeln.

Aufgrund der geringen Anzahl von Peptidmassen in den Spektren der {librigen Préparationen
ist auch die Zuverldssigkeit ihrer Identifizierung entsprechend geringer. Eine sichere
Identifizierung des Clusterin precusors und des B-Caseins durch weitere Analysen ist daher
notwendig. Clusterin ist ein Serumprotein, welches zum Komplementsystem gehdort. Es ist
u.a. Bestandteil der Milchfettkiigelchenmembran in der Muttermilch. Die korrespondierenden
Spots konnten nicht in der Affinitdtschromatographie von humanen Caseinen mit
AffiSep®CD22-Fc detektiert werden (1.2 fehlt).
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5 DISKUSSION

Ziel dieser Arbeit war es, Interaktionen von Glykoproteinen/-peptiden aus der Milch mit
CD22, einem akzessorischen Molekill des BZR und Sialinsdure-bindenden Lektin
nachzuweisen. Dazu wurden Bindungs- und Inhibitionsstudien mit verschiedenen
Milchproteinen und —peptiden durchgefiihrt (<°4.5), ausgewidhlte Milchprotein-/peptid-
Fraktionen im B-Zell-Aktivierungstest eingesetzt (<°4.6) und Milchproteine beziiglich ihres
Molekulargewichts, isoelektrischen Punkts und Lektinbindung charakterisiert (<4.7). Mittels
Affinitdtschromatographie wurden Sialinsdure-abhéngige CD22-Liganden aus der Milch
isoliert (<°4.8) und massenspektrometrisch analysiert und mittels ihres Peptidmassen-
,Fingerabdrucks® identifiziert (<°4.9).

5.1 Die Analyse der Sialinsiure-abhangigen Bindung von CD22

Fir die Analyse einer Sialinsdure-abhingigen Bindung der Siglecs wurde in der
Vergangenheit ein Hapten-Inhibitionstest verwendet, dessen Grundlage die Bindung von
CD22-Fc an sialylierte Zielzellen war. Fiir Untersuchungen mit oligo-/multivalenten
Milchglykoproteinen war diese Methode jedoch ungeeeignet, da bei diesem Verfahren eine
verstirkte Agglutination der Zellen und damit eine erhdhte unspezifische Bindung zu
beobachten war (Diplomarbeit Bock, 2000). In Versuchen mit GlycoWell-Platten zeigte sich,
dass die Affinitit des CD22-Fc zu der immobilisierten NeuSAc zu gering war, um eine
spezifische Bindung zu erzielen (<°4.3.1). Es wurde mit IgM als sialyliertes Zielmolekiil, das
an Plastikflaichen immobilisiert wurde, ein Bindungstest entwickelt (<°4.3.2). Die Bindung
von CD22 an IgM konnte bereits in verschiedenen Studien durch Coprézipitations-
experimente (Peaker et al., 1993; Leprince et al., 1993), ELISA-Bindungsversuche (Powell et
al., 1995) und in Inhibitionsexperimenten (Hanasaki et al., 1995a) nachgewiesen werden.
AuBerdem ist CD22 in vivo mit dem mIgM des BZR-Komplexes assoziiert. IgM wird als
moglicher cis-Ligand von CD22 diskutiert (Kelm et al., 2002).

IgM triagt mehr Sialinsduren als alle anderen Immunglobuline. Die schwere Kette des IgMs
besitzt flinf N-Glykosylierungsstellen, die ,high-mannose“-Glykane und komplexe,
biantennire Glykane mit ausschlielich a2,6-verkniipften Sialinsduren tragen (Hickman et al.,
1972; Miller, 1971). Die monomeren IgM-Molekiile werden durch die ebenfalls glykosylierte
»joining-chain“ zu einer pentameren Struktur verbunden (Baenziger, 1979). Die «2,6-
Sialylierung des IgMs erkldrte die nicht-nachweisbare Sialinsdure-abhéngige Bindung des
a2,3-spezifische Siglec-4 (MAG) an IgM.

Als weiteres sialyliertes Zielmolekiil wurde Fetuin mit CD22-Fc im Mikrotiterplatten-
Bindungstest eingesetzt. Fetuin enthélt drei N- und drei O-Glykosylierungsstellen (Spiro et
al., 1974; Edge et al., 1987; Nilsson et al., 1979). Die N-Glykane besitzen trisialylierte
Strukturen mit a2,3- und a2,6-verkniipften Sialinsduren, sowie die in N-Glykanen seltene
Sequenz Neu5Aca2,3-Galf1,3-(NeuSAca2,6-)GIcNAcB1,4-Manal,3 (Bernard 1984).
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Aufgrund diese Sialylierung konnte sowohl die Bindung von CD22-Fc¢ als auch von MAG-Fc
an Fetuin nachgewiesen werden. Die Bindung von CD22-Fc an Fetuin war geringer als die an
IgM (<" Abbildung 10, Abbildung 14). Die Bindung von MAG-Fc an Fetuin war eindeutig
Sialinsdure-abhédngig, da eine Bindung von MAG-Fc¢ an Sialidase-behandeltes Fetuin nicht
detektiert werden konnte (<~ Abbildung 10). Die Bindung von CD22-Fc konnte dagegen durch
Sialidase-Behandlung von IgM und Fetuin nicht vollstindig reduziert werden. Anhand der
fehlenden Bindung von CD22-Fc an durch saure Hydrolyse desialyliertes [gM / Fetuin sowie
durch die vollstindige Inhibition der Bindung in Anwesenheit des Sialinsdurederivats BPC-
NeuS5Ac konnte die Sialinsdure-abhingige Bindung an diese Glykoproteine nachgewiesen
werden (<°4.3.2, <~ Abbildung 10). Bei beiden Kontrollen konnte die Bindung von CD22-Fc
auf das Niveau der Pufferkontrolle gesenkt werden. Eine Hitzebehandlung des IgMs fiihrte zu
einer reduzierten Anbindung von CD22-Fc. Eine Denaturierung der Proteine durch die
Hydrolyse und eine unvollstindige Immobilisierung an die Plastikoberfliche aufgrund
verdnderter Oberflichenladung konnte daher nicht ausgeschlossen werden. Die

Pufferkontrolle wurde als allgemeine Kontrolle fiir die unspezifische Bindung eingesetzt.

Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass die Vibrio cholerae Sialidase a2,6-verkniipfte
Sialinsduren nicht vollstindig vom Glykoprotein abspaltet. Diese Ergebnisse konnten durch
weitere Versuche bestdtigt werden (Daten nicht gezeigt) und stimmen mit der in der Literatur
beschriebenen, hoheren Spezifitit des Enzyms fiir a2,3-verkniipfte Sialinsduren {iiberein
(Corfield et al., 1983).

Bindungstests von CD22-Fc mit IgM und Fetuin wiesen darauf hin, dass die Affinitdt des
IgMs fiir CD22 sehr hoch ist. IgM inhibierte 100-fach besser als Fetuin und das
Sialinsdurederivat BPC-Neu5Ac (< Abbildung 11). BPC-Neu5Ac inhibiert seinerseits 200-
fach besser als MeaNeuSAc (Kelm et al., 2002). Sialinsduren, die mit den Glykanen des
Fetuins und vor allem des IgMs verkniipft sind, inhibieren damit besser als monomere
Sialinsduren. Dabei scheint nicht zur die Art der Bindung der Sialinsdure, sondern
insbesondere auch die rdaumliche Anordnung der Glykane, das heillt deren Présentation, eine

besondere Rolle zu spielen.

Die hohe Affinitit des IgMs fiir CD22 war bereits aus frilheren Bindungs- und
Inhibitionsexperimenten bekannt. Die in diesen Studien ermittelten Gleichgewichtskonstanten
(Kq) waren fiir a.2,6-Sialyllaktose 15-30 uM, fiir IgM < 3 uM. Es wurde festgestellt, dass eine
Proteinase K-Behandlung des IgMs, welche die pentamere Struktur zerstorte, zu einer
Abnahme des Inhibitionspotentials bei der Sialinsdure-abhingigen CD22-Bindung fiihrte. Der
hohe Sialinsduregehalt des [gMs ist moglicherweise nicht ausschlieBlich fiir die hohe Affinitit
zum CD22 verantwortlich. Vielmehr miissen die multiplen Sialinsduren in einer spezifischen
Orientierung oder Konformation présentiert werden (Hanasaki et al., 1995a). Dieser Einfluss
der strukturabhidngigen Anordnung und Zusammensetzung der Glykane auf die Bindung

wurde beispielsweise auch fiir die Interaktion von dem Hamagglutinin des Influenza A Virus
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mit sialylierten Glykoproteinen beschrieben (Pritchett et al., 1989).

Fiir das Sialinsdurederivat BPC-NeuSAc konnte gezeigt werden, dass es als kompetitiver
Inhibitor die CD22-Bindung an ein sialyliertes Zielmolekiil effektiv hemmt (Kelm et al.,
2002; Diplomarbeit Bock, 2000). Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten
Bindungsversuche konnten auBerdem zeigen, dass BPC-Neu5Ac auch bereits gebundenes
CD22-Fc aus der Bindung an sialylierte Zielmolekiile verdrangen kann. Die Menge an
dissoziierten CD22-Fc-Chiméren war abhingig von der Inkubationsdauer mit BPC-Neu5Ac,
dem sialylierten Zielprotein und der Inkubationsdauer der CD22-Fc/Anti-hulgG-AP-
Komplexe mit dem sialylierten Zielprotein (<°4.4.1). Es ist anzunehmen, dass durch
Vernetzung der CD22-Fc/Anti-hulgG-Komplexe eine weitere Stabilisierung der Bindung von
CD22-Fc an das sialylierte Zielmolekiil erfolgt (<" Abbildung 12). Aufgrund dieser
Ergebnisse wurde die Inkubationsdauer der CD22-Fc/Anti-hulgG-AP-Komplexe von 16 h auf
4 h reduziert. Es konnte gezeigt werden, dass nach 2 h eine iiber 80-%ige und nach 4 h eine
vollstindige Anbindung erfolgt war (Daten nicht gezeigt). Bei den Experimenten mit dem
I4sys wurde die Anbindung von IgM an CD22-Fc, welches an einen immobilisierten
Antikorper gebunden war, gemessen. Durch die Zugabe von BPC-NeuS5Ac wurde eine
Verdrangung der IgM-Molekiile und nicht wie bei den Mikrotiterplattentests der CD22-
Fc/Anti-hulgG-Komplexe bewirkt. Eine fast vollstindige Dissoziation des IgMs vom CD22-
Fc konnte durch die dquimolare Menge an BPC-NeuSAc erzielt werden (<~ Abbildung 13).
Diese  Ergebnisse zeigten, dass BPC-NeuS5Ac geeignet ist, die in der
Affinitdtschromatographie von Milchproteinen mit CD22-Fc aufgereinigten Liganden vom

CD22-Fc zu verdréngen.

In dieser Arbeit wurden verschiedene Mutanten des CD22-Fc hergestellt. Dabei handelt es
sich um Einzel- , Doppel- oder um eine Dreifach-(Triple) Mutante(n) mit den Anderungen des
Argl20 zu Ala oder der Trp24 und Trp128 zu GIn (<°4.2). Die Aminoséduren sind analog zu
denen im Sialoadhésin, fiir die eine Beteiligung an der Sialinsdure-Bindung gezeigt wurde.
Frithere Mutagenesestudien mit murinem CD22 lieferten bereits Hinweise, dass diese Reste
auch bei CD22 beteiligt sind (van der Merwe et al., 1996; May et al., 1998). Aullerdem
konnte gezeigt werden, dass die Faltung des Proteins durch die ausgetauschten Aminosiduren
nicht beeintrachtigt war (van der Merwe et al., 1996). Fiir Sialoadhdsin konnte festgestellt
werden, dass die Tryptophanreste im A- bzw. G-Strang (Trp2, Trpl106) zum einen eine
Bindung zu dem Kohlenstoff der Methylgruppe innerhalb des N-Acetylrestes und dem
Kohlenstoffatom des C9 der Glycerolseitenkette herstellen. Humanes CD22 bindet im
Gegensatz zu Sialoadhdsin sowohl an N-Acetyl- als auch an N-Glycolylneuraminsiure. Das
fiir Sialoadhédsin kritische Trp2 konnte daher fiir die Bindung bei CD22 weniger bedeutend

sein.

Die hergestellten CD22-Fc¢ Einzelmutanten sollten im wesentlichen die Ergebnisse fiir

Sialoadhédsin und murines CD22 bestéitigen. Die Doppel- und Dreifachmutanten wurden
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hergestellt, da nach Austausch einer einzelnen Aminosdure noch eine Restbindung moglich
sein kann, die, wie am Beispiel von Siglec-4 (MAG) beschrieben wurde, noch relevant sein
kann (Vinson et al., 2001).

Die Proteine wurden iiber Affinitdtschromatographie gereinigt, mittels SDS-PAGE und
Immunoblot mit Antikérpern gegen den Fc-Teil und gegen CD22 charakterisiert und
funktionellen Bindungstests, wie Erythrozyten-Bindung, [gM-Bindung im Mikrotiterplatten-
test und Bindungsstudien im /4sys, unterzogen. Bereits bei den Einfachmutanten war keine
Sialinsdure-abhdngige Bindung mehr messbar (< Abbildung 14). Die Bindungsversuche
deuteten zundchst darauf hin, dass die Einfachmutante W24Q noch eine messbare, gegeniiber
dem Wildtyp aber deutlich reduzierte, Sialinsdure-abhéngige Bindung an Glykoproteine
zeigte. Diese Ergebnisse konnten in weiteren Experimenten, bei denen die Mutanten oder IgM
in hohen Konzentrationen eingesetzt wurden, um noch schwache Affinititen messen zu
konnen, nicht bestitigt werden. Eine geringe Bindung verschiedener CD22-Fc Mutanten an
IgM wurde detektiert, wenn sehr hohen Konzentrationen der Fc-Chiméren eingesetzt wurden.
Diese konnte jedoch nicht durch Blockierung der Sialinsdure-Bindungsstelle mit BPC-
Neu5SAc beeinflusst werden. Eine Sialinsdure-abhéngige Restbindung konnte somit auch bei
einem Uberschuss an eingesetzten CD22-Fc Mutanten nicht festgestellt werden. Diese
Ergebnisse wurden durch Bindungsstudien im /4sys bestétigt (< Abbildung 15). Es wurde bei
diesen Versuchen beobachtet, dass, verglichen zu den Mutanten, eine hohere Menge CD22-Fc
Wt an den eingesetzten Ziege-anti-hulgG-Antikérper bindet. Diese zusdtzliche Bindung ist
offensichtlich Sialinsdure-abhéngig. In Vorversuchen (Daten nicht gezeigt) konnte bereits
festgestellt werden, dass Ziegenserum Proteine enthélt, die an CD22 binden. Ferner wurden
fiir Ziegen-IgGs N-Glykane mit N-Glycolylneuraminsduren in a.2,6-Verkniipfung (Raju et al.,
2000) nachgewiesen, die eine Bindung an CD22 erkliaren wiirden. Die CD22-Fc¢ Molekiile,
die Sialinsdure-abhidngig und nicht iiber den Fc-Teil an den Antikorper binden, erhohen aber
nicht die Bindungskapazitit, da die Sialinsdure-Bindungsdoméne des CD22-Fc besetzt ist.
Von Bedeutung kann die Sialinsdure-abhingige Bindung von CD22 aber bei der
Komplexbildung mit Antikorpern sein. Bei Prdzipitationen kénnten Antikérper zu einer
Inhibition der Sialinsidure-Bindungsdoméne fithren und damit sensitive Bindungsstudien

storen. Der Einsatz von desialylierten komplexierenden Antikérpern wire daher ratsam.

Alle hergestellten CD22-Fc Mutanten zeigten keine Sialinsdure-abhéngige Bindung und

waren als Kontrolle fiir eine Sialinsdure-unspezifische Bindung von CD22-Fc geeignet.

5.2 Interaktionen von Milchglykoproteinen/-peptiden mit CD22

Sialinsdure-abhingige Interaktionen von Milchglykoproteinen/-peptiden wurden bereits als
bedeutsam bei der Abwehr von Pathogenen im Saugling beschrieben (Schwertmann et al.,
1999; Portelli et al., 1998; Hirmo et al., 1998; Kohler et al., 2002). Die molekularen
Mechanismen einer immunstimulierenden Wirkung, wie sie fiir eine Vielzahl von

Milchproteinen/-peptiden  beschrieben = wurde, sind weitgehend unbekannt. Die
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Untersuchungen zu Sialinsdure-abhingigen Interaktionen von Glykoproteinen/-peptiden aus
der Milch mit CD22, als akzessorisches Molekiil des BZR und Sialinsidure-bindendes Lektin,
sollten dazu dienen, festzustellen, ob bestimmte Proteine oder Peptide aus der Milch eine
modulierende Wirkung auf das Immunsystem durch Einfluss auf die B-Zell-Aktivierung
haben und ob es dabei Unterschiede zwischen Milchproteinen verschiedener Spezies gibt
(<4.5). Es ist wahrscheinlich, dass weitere Sialinsdure-abhidngige Interaktionen von
Milchglykoproteinen/-peptiden in anderen Systemen existieren, die immunmodulierende
Auswirkungen haben (Rudloff et al., 2002). Neuere Untersuchungen zeigten eine Sialinsdure-
abhédngige, immunsteigernde Wirkung durch Interaktionen des Glykomakropeptids von x-
Casein mit Makrophagen (Li et al., 2004).

In IgM-Mikrotiterplatten-Bindungstests wurde die inhibitorische Wirkung verschiedener
Proteine- und Peptide aus humaner, boviner und Kamel-Milch auf die Bindung von CD22-Fc
an IgM bestimmt (<°4.5.2, 4.5.3). Die humanen Caseine waren mit Abstand die potentesten
Inhibitoren. Sie inhibierten 5-fach besser als Kamel-Caseine und 50-fach besser als bovine
Caseine (<" Tabelle 6).

Bei den Caseinen fiihrte deren proteolytischer Verdau unabhéngig von der Spezies zu einer
Erniedrigung der Potenz, die Bindung von CD22-Fc¢ an IgM zu inhibieren. Am deutlichsten
war der Unterschied bei humanen und bovinen Caseinen, wihrend bei den Kamel-Caseinen
der Unterschied zwischen unverdauten und verdauten Caseinen sowie der GPC-1 der Peptide

gering war.

Die GPC-1 verdauter humaner Caseine inhibierte die Bindung von CD22-Fc an IgM im
Vergleich zu den anderen Peptidfraktionen am besten und dieses inhibitorische Potential
konnte nach Subfraktionierung in der ersten und letzten RPC-Fraktion wiedergefunden
werden. Damit konnten groBere und/oder hydrophilere Peptide am ehesten die Sialinsdure-

abhédngige Bindung von CD22-Fc an IgM inhibieren.

Die Caseine bilden Submicellen, in denen die einzelnen Caseine nicht gleichmifBig verteilt
sind und aus denen zusammen mit Calciumphosphat Micellen gebildet werden. Das k—Casein
ist vorrangig an der Micellenoberfldche lokalisiert (Donnelly et al., 1984; Schlimme et al.,
1995). Wéhrend humane Caseine vornehmlich relativ kleine (50 nm) Caseinmicellen bilden,
kommen bei bovinen und Kamel-Caseinen groflere Caseinmicellen vor (>100 nm), wobei
Kamel-Caseinmicellen bis zu 500 nm gro8 sein konnen (Farah, 1993). Die kleinen
Caseinmicellen der Humanmilch enthalten aufgrund ihrer groBeren spezifischen Oberfliche
relativ mehr k—Casein als die Caseinmicellen der Kuh- und Kamelmilch (Donnelly et al.,
1984; Schlimme et al.,, 1995). Das x—Casein aller drei Spezies enthdlt 5-10 O-
Glykosylierungsstellen und die O-Glykane sind a2,6-sialyliert (Fiat et al., 1980; Kappeler et
al., 1998; Saito et al., 1992). Das k—Casein wére daher ein potentieller CD22-Ligand aus
Milch. Bei den Caseinen wire es denkbar, dass die Prdsentation und Verfligbarkeit der

Sialinsduren am besten bei den unverdauten, noch strukturell unversehrten Caseinen ist. Wie
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bereits beschrieben fiihrte beim IgM eine Zerstdrung seiner pentameren Struktur zu einem
Verlust der Affinitit zu CD22 (Hanasaki et al., 1995a). Beim Vergleich zwischen humanen
und bovinen Caseinen wire die groBere spezifische Oberflaiche und der hoéhere Anteil an
starker sialyliertem «—Casein eine Erkldrung fiir den deutlichen Unterschied im
Inhibitionspotential. Kamel-Caseine inhibieren schlechter als humane Caseine, aber besser als
bovine Caseine und sie zeigen keine dramatischen Unterschiede vor und nach der Proteolyse.
Die Struktur der Micellen beeinflusst moglicherweise die inhibitorische Potenz.
Beispielsweise wiére es moglich, dass die Micellen der Kamel-Caseine wihrend der
Praparation bereits zerstort wurden. Das wiirde die geringen Unterschiede vor/nach
Proteolyse erkldren. AuBBerdem iiberwiegt in Kamelmilch wie in humaner Milch das -Casein,
wéhrend in Kuhmilch insgesamt die a-Caseine iiberwiegen. Es ist nicht auszuschlieflen, dass
neben dem hochglykosyliertem k-Casein weitere Caseine die Féhigkeit, die Bindung von
CD22-Fc an IgM zu inhibieren, beeinflussen. B-Casein ist das am stirksten hydrophobe
Casein (Schlimme et al., 1995) und es ist moglich, dass seine Hydrolyse-Produkte in der
RPC-6 auftreten.

Die Ergebnisse der Inhibitionsdaten mit den verdaut-fraktionierten humanen Caseinen weisen
auch auf das Glykomakropeptid (GMP) des k-Caseins als moglichen Bindungspartner von
CD22-Fc hin. In chromatographischen Untersuchungen wurde fiir bovines GMP (Mw ~7000
Da) eine apparente molekulare Masse von 30-45 kDa nachgewiesen (Minikiewicz et al.,
1996). Die veranderte MolekiilgroBe ist mit einem vergroBBerten Volumen aufgrund
elektrostatischer und sterischer AbstoBungseffekte der sialylierten und phosphorylierten
Molekiile zu erkldren. Es konnten bisher 14 glykosylierte Formen des bovinen GMP
identifiziert werden (Molle et al., 1995). Bei einer Ausschlussgrenze von 3000 Da in der GPC
wird ein derart groBes Molekiil wahrscheinlich in der GPC-1 (Ausschlussfraktion)
nachweisbar sein. Aufgrund der Hydrophilie des Glykomakropeptids wird es bei der RPC
wahrscheinlich im Durchlauf (RPC-3) auftreten (Minikiewicz et al., 1996).

Bei humanen Molkenproteinen konnte eine Steigerung des Potentials, die Bindung von
CD22-Fc an IgM zu inhibieren, bei verdauten und verdaut-fraktionierten Molkenproteinen
beobachtet werden (< Tabelle 7). Die Hauptproteine der Molkenproteinfraktion sind
globuldre und gegeniiber den Caseinen kompakt strukturierte Proteine, was zu einer gewissen
Resistenz gegeniiber Proteasen fiihrt. Sie sind eine stark heterogene Gruppe, die auch mehrere
Serumproteine enthalten. Fiir [gM konnte gezeigt werden, dass die Zerstérung der pentameren
Struktur eine Anbindung an CD22 stort (Hanasaki et al., 1995a). AuBlerdem schiitzt die
sekretorische Komponente das sIgA vor der Proteolyse im Magen-Darm-Trakt (Speer et al.,
1993) und fiir einige Immunglobuline wird eine partielle Resistenz gegen Trypsin oder
Chymotrypsin beschrieben (Brock et al.,, 1978). Aber die globuldre, hdufig durch
Disulfidbriicken stabilisierte Struktur konnte zur Folge haben, dass sialylierte Glykane nicht
zugénglich sind. Fiir Peptide von Laktoferrin und der sekretorischen Komponente des IgA

wurden probiotische und antibakterielle Effekte beschrieben (Liepke et al., 2002; Tomita et
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al., 1991). Die Molekiile der Fraktionen GPC-1 und deren Subfraktionen RPC-3 und RPC-6
zeigten die stdrkste inhibitorische Potenz auf die CD22-Bindung. Es handelt sich also
vornehmlich um grofle und hydrophile Peptide. Beispielsweise wurde in der Fraktion GPC-1
mittels SDS-PAGE ein Protein von etwa 70 kDa nachgewiesen, das die sekretorische

Komponente des IgA oder die schwere Kette von Immunglobulinen sein konnte
(<" Abbildung 25).

Vergleichbar zu den oben beschriebenen Befunden mit humanen Molkenproteinen konnte
auch bei bovinen Molkenproteinen festgestellt werden, dass die hohermolekularen Molekiile
der Fraktion GPC-1 die Bindung von CD22 deutlich besser als die unverdauten Proteine
hemmen. Offensichtlich werden die inhibitorisch aktiven Peptide aus Molkenproteinen in der
hohermolekularen Fraktion angereichert. Es handelt sich daher moglicherweise um Proteine,

die eher resistent gegen proteolytischen Abbau sind.

Die eingesetzten Pridparationen hydrolysierter Pflanzenproteine zeigten keine Bindung an
CD22. Dieser Befund zeigt nochmals, dass es sich nicht um einen generellen Effekt von
Peptiden handelt (<" Tabelle 8).

5.3 Sialylierte Milchglykoproteine und Liganden fiir CD22

Caseine und Molkenproteine verschiedener Spezies wurden durch -elektrophoretische
Methoden aufgetrennt, mit Coomassie- oder Silberlosung angefirbt und o2,6-sialylierte
Glykoproteine mit SNA sowie nicht-sialylierte O-Glykane mit der Sequenz Galf1-
3GaINAcP1-3Ser/Thr mit PNA nachgewiesen. Soweit moglich, wurden die nach
elektrophoretischer ~ Auftrennung  nachgewiesenen  Proteine  der  eingesetzten
Milchproteinfraktionen anhand der in Literatur beschriebenen elektrophoretischen

Charakteristika zugeordnet. Die Ergebnisse sind in Tabelle 18 dargestellt.

Verschiedene Ursachen konnen dazu fithren, dass die mittels SDS-PAGE und 2D-PAGE
nachgewiesenen Proteinmuster nicht immer identisch sind. Insbesondere muss erwihnt
werden, dass sich bei der 2D-PAGE glykosylierte oder phosphorylierte Proteinen in multiple
Proteinspots aufgrund unterschiedlicher isoelektrischer Punkte auftrennen und dadurch
moglicherweise die Detektionsgrenze unterschritten wird. Weiterhin konnen Unterschiede
durch die Férbemethoden entstehen. Coomassie-Brilliantblau bindet unspezifisch an
kationische und unpolare hydrophobe Seitenketten der verschiedenen Aminosduren der
Proteine, wéhrend bei der Silberfairbung vorwiegend Komplexe mit Glutamat-, Aspartat- und
Cystein-Resten gebildet werden. Bei wiederholten Analysen einer Proteinfraktion wurden
mitunter unterschiedliche Proteinmuster gefunden (<°4.7.2). Dies kann dadurch erklért
werden, dass unterschiedliche Chargen der Proteinfraktion, die zudem je nach Herkunft z.T.
anders vorbehandelt wurden, eingesetzt wurden (Milupa Research, personliche Mitteilung).
Durch Erhitzen der Milch wie z.B. bei der Pasteurisierung konnen sich thermolabile

Molkenproteine an die Caseinmicellen anlagern, so dass es zu einer partiellen Coprézipitation
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kommen kann (Schlimme et al., 1995). Besonders deutlich wird das bei dem zu der
Molkenproteinfraktion gerechnetem Laktoferrin, welches auch in den humanen Casein-
Praparationen nachgewiesen werden konnte (<°4.8.2). Weiterhin konnen wegen einer
unvollstindiger Trennung auch Caseine in der Molkenproteinfraktion auftreten (<~ Abbildung
32).

Spezies-spezifische Unterschiede zwischen den Caseinen werden nach der Auftrennung
mittels 2D-PAGE besonders deutlich (<4.7.2, 4.8.1) (Anderson et al., 1982; Marvin et al.,
2002). Durch Vergleich mit der Literatur konnten die verschiedenen, in dieser Arbeit

verwendeten Caseine ihren Subklassen zugeordnet werden (<" Tabelle 18).

Auffillig sind die Ahnlichkeiten zwischen dem Proteinmuster von bovinen und Kamel-
Caseinen (<" Abbildung 28, Abbildung 29), welche moglicherweise auf die groflen
Ubereinstimmungen der Aminosiuresequenzen zuriickgefiihrt werden konnen (Kappeler et
al., 1998). Die Verteilung der Subklassen bei den humanen Caseinen weicht dagegen deutlich
ab. ag-Casein erscheint als Reithe von Spots unterhalb des B-Caseins. Bei bovinen und
Kamel-Caseinen erscheint das ag;-Casein als prominenter Spot (mit niedrigerem pl)
abgegrenzt von [-Casein und das ag;-Casein als Reihe von Spots oberhalb von B-Casein
(Marvin et al., 2002). Diese Ergebnisse wurden nach tryptischen Verdau ausgewéhlter Spots,
aus dem Eluat der Affinititschromatographie von humanen Caseinen mit CD22,

massenspektrometrisch verifiziert.

Bovines k-Casein wird in der Literatur als Spotreihe unterhalb von B-Casein mit héheren pls
beschrieben (Marvin et al., 2002). Interessanterweise wurde fiir das bovine Glykomakropeptid
mittels chromatographischer Methoden, wie bereits beschrieben, eine apparente molekulare
Masse von 30-45 kDa (Minikiewicz et al., 1996) und eine Vielzahl glykosylierter Formen
nachgewiesen (Molle et al., 1995). In der Literatur wird fiir humanes x-Casein, nach
Auftrennung mittels SDS-PAGE, ebenfalls eine diffuse Bande mit einem apparenten
Molekulargewicht von 35-55 kDa beschrieben (Stromqvist et al., 1995). Nach Auftrennung
von humanen Caseinen mittels 2D-PAGE konnten eine Vielzahl vertikaler (mit heterogenen
Molekularmassen) Spots mit isoelektrischen Punkten von 4-10 mittels Coomassie-Farbung
und PNA-Detektion nachgewiesen werden (< Abbildung 27). Hierbei handelt es sich
wahrscheinlich um k-Casein (Kunz et al., 1990b; Stromqvist et al., 1995; Minikiewicz et al.,
1996). Humanes k-Casein ist hoher glykosyliert als bovines k-Casein und die O-Glykane
enthalten zusitzlich zu Gal/GalNAc auch GIcNAc und Fukose (Fiat et al., 1980; van Halbeek
et al., 1985; Yamauchi et al., 1981). Die potentiellen k-Caseinspots konnten mit SNA jedoch
nicht nachgewiesen werden. Es ist moglich, dass in k-Casein die Verkniipfung der Sialinsdure
an GIcNAc oder die Modifikationen der Glykane durch Fukosylierung eine Erkennung durch
SNA verhindern (Shibuya et al., 1987). In den Oligosacchariden humaner Milch konnte
Disialyllakto-N-hexaose II identifiziert werden, die die Sequenz Siaa2,6-GIcNAc enthilt
(Kitagawa et al., 1991). PNA bindet an die potentiell zugeordneten k-Casein-Spots sowohl in
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desialylierten als auch in nativen humanen Caseinen (<~ Abbildung 27). Bei letzteren werden
von PNA auch Proteinspots mit niedrigerem pl erkannt. Diese PNA-Bindung weist indirekt
auf eine Sialylierung des k-Caseins hin. Die Desialylierung eines Proteins fiihrte zu einer
Verschiebung des pls ins basische, daher konnen in aufgetrennten desialylierten humanen

Caseinen nur k-Casein-Spots ab pH 6 detektiert werden.

Tabelle 18 Tabellarische Darstellung der nachgewiesenen Proteine aus elektrophoretisch
aufgetrennten humanen Caseinen und Molkenproteinen und ihre Ubereinstimmungen mit den in der
Literatur beschriebenen Milchproteinen.

Zusammenfassung der nachgewiesenen Proteine aus humanen Molkenproteinen und Caseinen. Angegeben
sind die apparenten Molekulargewichte und isoelektrischen Punkte der mittels SDS-/2D-PAGE aufgetrennten

und mit Coomassie angefarbten Proteine (<°4.7). In der Literatur beschriebene Proteine aus Caseinen
/Molkenproteinen wurden erfasst und zitiert. Fett gedruckt sind die identifizierten Proteine aus der CD22-

Affinititschromatographie mit humanen Caseinen (<-4.9).

o Mw pl beschriebene Proteine Referenz
(kDa) (Literatur) (Literatur)
1 >>180 Mucine (Patton, 1994; Schroten et al., 1992)
120-180 4,5-6 FSK (IgA) (Schwertmann et al., 1999; Schroten et
2 Fab IgA al., 1998; Charlwood et al., 2002)
Poly-lg-Rezeptor
~100 5-6 Poly-lgG-Rezeptor, FSK | (Kunz et al.,, 1990a; Nascimento de
3 Araujo et al., 2001; Charlwood et al.,
70-100 7-8,5 Laktoferrin 2002)
70-100 8,5-9,5
(Kunz et al., 1990a; Anderson et al.,
4 |>55 5-7,5 schwere Kette (IgA/G)
1977)
+35-50% 4-8 k-Casein / GMP (Azuma et al., 1984; Stromqvist et al.,
5 33(-40) 5-6 Clusterin precusor 1995; Wilson et al., 2002; Charlwood et
33-40 6,5-8 Laktoferrin-Produkte al., 2002; Minikiewicz et al., 1996)
>40 8-9 Laktadherin
<32 5,5-6 ? (B-Casein) (Anderson et al.,, 1982; Farah et al.,
~27-32 5-6,5 p-Casein 1985; Kunz et al., 1990a; Yamauchi et
~27 45 -6 ? (B-Casein) al., 1981; Marvin et al., 2002)
>25 4,7-6 asi-Casein
Vergleich:
6 |[<32 4-5 (bovin) ast-Casein
4,8-5,3 (Kamel) as1-Casein
~27-32  4,8-5,5 (bovin) asz-Casein
5-6 (Kamel) as2-Casein ?
~30 3-5 (Kamel) ?
>25 5,5-6,5 bovin /Kamel B-Casein
7 |25-30 >6-9 leichte Kette (IgA/G) s. schwere Kette
Nebenprodukte:
8 [<25 4-6 ) . (Yamauchi et al., 1981)
B-Casein /agi-Casein
9 |<20 <55 a-Laktalbumin (Kunz et al., 1990a)
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In Coomassie-gefarbten Gelen der mittels 2D-PAGE aufgetrennten humanen Caseine ist k-
Casein manchmal nur schwach oder nicht nachzuweisen. Moglicherweise wird das k-Casein
durch Coomassie nur schwach angefirbt (<" Abbildung 29). Im Eluat der
Affinitdtschromatographie von humanen Caseinen mit CD22-Fc konnte x-Casein nur
schwach nachgewiesen werden. Weiterhin wurde das charakteristische Spotmuster von x-
Casein auch in humanen Molkenproteinen und daraus mittels Affinitdtschromatographie
angereicherten CD22-Bindungspartnern gefunden (<" Abbildung 32). Moglicherweise
verbleibt ein Teil der Caseine bei der Fillung in Losung und erscheint dadurch in der
Molkenproteinfraktion. Ein tryptischer Verdau sowie die massenspektrometrische Analyse

der x-Caseine wurde nicht durchgefiihrt, da die Intensitét der Spots zu gering war.

Im aufgetrennten Eluat der Affinitdtschromatographie von humanen Caseinen mit CD22-Fc
konnten B-Casein und ag;-Casein identifiziert werden (<°4.9). Beide Proteine sind nicht
glykosyliert. Durch die Affinitdtschromatographie mit CD22-Fc als spezifisches Lektin fiir
a2,6-sialylierte Glykane und der Elution mit dem CD22-spezifischen Inhibitor BPC-NeuSAc
sollten ausschlieBlich spezifisch a2,6-sialylierte Bindungspartner im Eluat nachweisbar sein.
Im Gegensatz zu SNA wurde fiir CD22 nicht ausgeschlossen, dass es an Siaa2,6-GlcNAc
bindet (Powell et al., 1995).

Es ist anzunehmen, dass die eingesetzten Caseine zumindest zu einem wesentlichen Teil
micellar vorlagen. Der potentielle Ligand fiir CD22 in Caseinen ist aufgrund seiner starken
Sialylierung das k-Casein, welches exponiert an der Micellenoberfliche vorliegt. Uber die
Bindung des k-Caseins wiirden Caseinmicellen angereichert, so dass alle Bestandteile der

humanen Caseinmicellen im BPC-Neu5Ac-Eluat vorliegen.

In beiden Hauptproteinfraktionen der Milch kdnnen Proteine der Milchfettkiigelchenmembran
auftreten. Dabei handelt es sich um eine heterogene Gruppe von Proteinen u.a. mit einer
Vielzahl an Enzymen und den Mucinen (Patton et al., 1989). Neuere Untersuchungen
beschreiben sieben Hauptproteine der Milchfettkiigelchenmembran: a-Laktalbumin, Lysozym
Precursor, B-Casein, Clusterin (Apolipoprotein J), Laktoferrin, den Poly-Ig-Rezeptor
Precursor, der die freie sekretorische Komponente (FSK) enthélt, und das Laktadherin (EGF-
8-Protein, MFG-E8) (Charlwood et al., 2002). Den Glykoproteinen der Milchfettkiigelchen-
membran werden antivirale und antibakterielle Eigenschaften zugeschrieben (Peterson et al.,
1998). Clusterin, Laktoferrin, der Poly-Ig-Rezeptor Precursor und Laktadherin sind N-
glykosyliert und sialyliert (Charlwood et al., 2000).

Clusterin precursor und Laktoferrin konnten als CD22-Liganden identifiziert werden und sind
durch SNA nachweisbar (4.9 und Abbildung 27) (<" Tabelle 18). Clusterin besteht aus einer
a- und B-Kette, die durch eine Disulfidbriicke verbunden sind. Beide Ketten haben dhnliche
molare Massen und isoelektrische Punkte und konnen als {iiberlagertes Spotmuster nach
Auftrennung mittels 2D-PAGE nachgewiesen werden (Wilson et al., 2002). In dem tryptisch

verdauten Protein, des fiir die massenspektrometrische Analyse ausgewihlten Proteinspots,
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konnten Massen aus beiden Ketten des Clusterins nachgewiesen werden (wie bei Charlwood
etal., 2002 ).

Im Eluat der Affinitdtschromatographie von humanen Caseinen mit dem AffiSep®CD22-Fc
konnte Clusterin nicht sicher detektiert werden. Dagegen wurde Clusterin als potentieller
Bindungspartner von CD22-Fc, welches an Protein A-Sepharose gebunden war, identifiziert
und von CD22-Fc, welches kovalent an NHS-Sepharose gekoppelt war, nachgewiesen. Durch
die CD22-spezifische Elution mit BPC-Neu5Ac sollten nur CD22-spezifische Proteine
aufgereinigt werden. Moglicherweise fiihrt die kovalente Kopplung an die AffiSep-Matrix zu

einer sterischen Beeintrachtigung der Bindungsdoméne von CD22-Fc.

Auch ein sialyliertes Protein mit einem apparenten Mw im Bereich um 40 kDa mit pls
zwischen 8-9 konnte mittels SNA identifiziert werden und ist ebenfalls in geringen
Quantitdten im Eluat aus der Affinitdtschromatographie von humanen Caseinen mit CD22-Fc
nachweisbar (<" Abbildung 27, Abbildung 33). Dieses Protein konnte mit Laktadherin
(Datenbanknummer Q08431) iibereinstimmen. Auch Proteine im Molekulargewichtsbereich
des Poly-Ig-Rezeptor Precursors oder der freien sekretorischen Komponente
(Datenbanknummer PO01833) wurden durch SNA nach Auftrennung humaner Caseine
erkannt. Das Vorkommen von Laktoferrin und dem Poly-Ig-Rezeptor Precursor wird fiir alle
drei Spezies beschrieben. Fiir Clusterin und Laktadherin konnten Sequenzen fiir bovine

Homologe in den Datenbanken gefunden werden.

Der Vergleich von Coomassie-gefarbten, aufgetrennten humanen Caseinen und Molken-
proteinen und dem Eluat der Affinitdtschromatographie von humanen Molkenproteinen mit
CD22-Fc weist aufgrund der apparenten Molekulargewichte und isoelektrischen Punkte auf
k-Casein, Laktoferrin, sIgA (freie sekretorische Komponente, leichte und schwere Kette) und

a-Laktalbumin als potentielle CD22-Liganden hin.

Da alle diese Molekiile glykosyliert und sialyliert sind, ist zu vermuten, dass sie in der Tat

durch die Sialinsdure-abhingige Interaktion an CD22 binden.

Liganden, die mittels Affinititschromatographie aus bovinen und Kamel-Caseinen isoliert
wurden, wurden zu einem wesentlichen Teil auch mit SNA nach 2D-Elektrophoresen der
bovinen und Kamel-Caseine detektiert. Eine weiterfiihrende massenspektrometrische Analyse
der Liganden konnte bisher nicht durchgefiihrt werden, da nicht geniigend Material verfiigbar
war. Mittels priparativer Affinitdtschromatographie miisste zundchst die Menge isolierter
Liganden erhoht werden, da diese nur schwach detektierbar waren. Dadurch sollten weitere
Liganden aus der Affinititschromatographie von Caseinen und Molkenproteinen aller drei
untersuchten Spezies mit CD22-Fc iiber ihren Peptidmassen-,,Fingerabdruck® analysierbar

sein.

Neben der verwendeten massenspektrometrischen Analyse der Proteine iiber ihren

Peptidmassen-,,Fingerabdruck® wiére auch der FEinsatz anderer massenspektrometrischer
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Techniken denkbar, um Modifikationen der aufgereinigten Milchglykoproteine und —peptide,

insbesondere bei den Glykanstrukturen, zu identifizieren.

Eine weitere Moglichkeit zur Charakterisierung der Milchproteine wére der Einsatz von

Antikorpern, um sicher einzelne Spots bestimmten Proteinen zuordnen zu kénnen.

5.4 Einfluss von Milchglykoproteinen/-peptiden auf die B-Zell-Aktivierung

Ungleichgewichte in der Immunantwort sind denkbare Ursachen fiir Autoimmun-
erkrankungen oder Allergien. Der Sdugling verfiigt in den ersten Lebenswochen iiber ein
unentwickeltes Immunsystem, welches durch die Inhaltsstoffe der Muttermilch ausbalanciert
und zur weiteren Reifung stimuliert wird. Diese Balance wird moglicherweise durch die

andersartigen Eigenschaften der Inhaltsstoffe der Muttermilchersatznahrung gestort.

In Gegenwart eines Inhibitors der Sialinsdure-Bindung von CD22, dem BPC-Neu5Ac, lassen
sich B-Zellen leichter aktivieren, wie durch eine erhdhte Ca®*-Mobilisierung gezeigt werden
konnte (Kelm et al., 2002).

In dieser Arbeit wurde festgestellt, dass alle eingesetzten Caseine und Molkenproteine und
ihre Peptide sowie Pflanzenproteinhydrolysate eher eine Dampfung der Ca’"-Mobilisierung
bewirkten und nicht eine erhhte Ca*"-Mobilisierung wie durch das BPC-Neu5Ac (<°4.6).

Es wird deutlich, dass das Modell, das fiir die Wirkung des Monosaccharids BPC-Neu5Ac
postuliert wurde, nicht ohne weiteres fiir die getesten Milchglykoproteine oder -peptide
tibernommen werden kann. Eine mogliche Erkldrung liegt in den oligo- bis multivalenten
Bindungen, die mit Peptiden und Proteinen moglich sind. Fiir die inhibitorische Funktion von
CD22 scheint dessen Lokalisierung in der Ndhe des BZR entscheidend zu sein. Weiterhin
wird fiir die BZR-abhéngigen Signalkaskaden postuliert, dass das initiale Signal durch in
Llipid rafts® entstehende Signalkomplexe ermoglicht wird (Pierce, 2002). Es ist nicht
auszuschlieend, dass die getesteten Milchglykoproteine/-peptide zu einer verstirkten
Colokalisation von CD22 und dem BZR fiihren anstatt diese Interaktion zu inhibieren. In
verschiedenen Modellen wurde bereits eine Vervielfdltigung eines Signals durch eine
Organisation zu oligomeren Strukturen beschrieben (Reth, 2001). Durch dieses ,,Clustering®
wird moglicherweise auch der Effekt von CD22 verstirkt und die Ca®*-Mobilisierung weiter
gedimpft. Die Dampfung der Ca*-Mobilisierung scheint jedoch unabhingig von der
Lektindomidne von CD22 zu sein, da die desialylierten Caseinhydrolysate sowie
Pflanzenproteinhydrolysate die stirkste Dampfung bewirkten (<~ Abbildung 23). Sialinséduren
tragen entscheidend zu der Oberfldchenladung eines Molekiils bei und wirken sich aufgrund
der sie umgebenden Hydrathiillen auf die GroBe eines Molekiils aus. Nicht sialylierte Peptide
werden moglicherweise weniger von der B-Zell-Oberfldche abgestoBen und kénnen aufgrund
ihrer Grofle liber ein extrazelluldres ,,Clustering zu einer intrazelluliren Colokalisation
fithren. Sialylierte Molekiile kdnnen diese Aufgabe nur begrenzt ibernehmen. Der Grad und

die Art der Sialylierung spielt moglicherweise ,,indirekt* eine wichtige Rolle.
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Die Dimpfung der Ca’’-Mobilisierung durch die Caseinhydrolysate konnte durch
Coinkubation mit BPC-Neu5Ac reduziert werden (<" Abbildung 24). Eine erhéhte Ca*'-
Mobilisierung, wie durch BPC-Neu5Ac allein, konnte nicht erreicht werden. Diese
Experimente zeigen zum einen, dass es sehr unwahrscheinlich ist, dass die Effekte der
Milchhydrolysate einfach auf eine generelle Stérung der Aktivierbarkeit der Zellen, z.B.
durch blockierte Ca®"-Kanidle oder Antikorperbindungsstellen zuriickzufiihren ist. Zum
anderen kann davon ausgegangen werden, dass es sich um einen Sialinsdure-unabhidngigen
Effekt handelt, moglicherweise auch um einen CD22-unabhingigen Effekt, da die Intensitit
der Dampfung eher umgekehrt proportional zu dem Sialinsduregehalt und der inhibitorischen
Potenz gegeniiber der Bindung von CD22 an IgM war. Postuliert werden konnte z.B. eine
Interaktion der Caseinhydrolysate mit CD22, die unabhingig von der Lektindoméne ist. Aber
auch Interaktionen mit einem anderen akzessorischen Molekiil des BZR oder colokalisiertem
Rezeptormolekiil, welches einen dampfenden Einfluss auf die Ca**-Mobilisierung hat, wire

denkbar. Auch eine Kombination beider Interaktionen ist nicht auszuschlief3en.

Alle eingesetzten Caseine und Molkenproteine, ihre Peptide sowie die
Pflanzenproteinhydrolysate zeigten cher eine konzentrationsabhingige Dampfung der Ca*'-
Mobilisierung (<°4.6.2). Die bovine Caseinhydrolysate zeigten bei niedrigeren
Konzentrationen bereits die stirkste Dampfung der Ca*"-Mobilisierung, wihrend es bei
humanen und Kamel-Caseinhydrolysaten hoherer Konzentrationen bedarf, um dasselbe
Niveau zu erreichen. Humane Milch enthilt etwa 11 mg Protein/mL mit einem Anteil von
etwa 40 % Caseinen. Die im B-Zell-Aktivierungstest eingesetzten Konzentrationen werden
somit durch Muttermilchgabe nicht erreicht. Moglicherweise spielen daher die Effekte bei den
niedrigeren Konzentrationen eine wesentlich kritischere Rolle. Die GPC-1-Subfraktion RPC-
6 sowie die unfraktionierten, verdauten humanen Molkenproteine und Caseine bewirkten bei
niedrigeren Konzentrationen bereits eine Diampfung der Ca’’-Mobilisierung. Auch bei den
RPC-Fraktionen der GPC-2 verdauter Kamel-Caseine bewirkten die Peptide der RPC-3 eine

starke Dampfung, deren Intensitit durch die weiteren Fraktionen abnahm.

Bei den GPC- und RPC-Fraktionen von verdauten Molkenproteinen wurde beobachtet, dass
neben der Dampfung der Ca”>*-Mobilisierung bei hohen Konzentrationen ein gegenldufiger
Effekt, namlich eine Erhéhung der Ca**-Mobilisierung bei niedrigen Konzentrationen eintritt
(=" Abbildung 18). Dieses Phidnomen, das bei GPC-1 und deren Subfraktion RPC-6
festgestellt werden konnte, scheint ebenfalls unabhéngig von der Lektindoméne von CD22 zu
sein, da die Auswirkungen der eingesetzten Fraktionen im B-Zell-Aktivierungstest nicht
unbedingt mit den Ergebnissen der Bindungsstudien mit CD22 und dem Sialinsduregehalt der

Fraktionen korrelieren.

Die Effekte auf die B-Zell-Aktivierung sind moglicherweise auf die Grofle und
Hydrophobizitdt der Peptide zuriickzufiihren, da sowohl in der GPC-1 als auch in der RPC-6
grole Molekiile und in letzterer vor allem stark hydrophobe, proteolytische Produkte
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angereichert werden. Peptide/Proteine in den Milchproteinhydrolysaten konnten aber auch
durch Fraktionierung verloren gehen oder angereichert werden, so dass sie verstdrkt eine
Dimpfung oder eben Erhdhung der Ca®’-Mobilisierung bewirken. Auch synergistische
Effekte wiren moglich, da unfraktionierte, verdaute Milchproteine im allgemeinen die
stirkste Dampfung der Ca®"-Mobilisierung bewirkten. Diese Dampfung war ausgeprigter als

bei verdauten humanen Caseinen.

Auffillig ist, dass unverdaute Molkenproteine fast keinen Effekt auf die Ca*"-Mobilisierung
hatten, wihrend die durch Proteolyse daraus gewonnenen Peptide eine ausgepragte Dampfung
bewirkten (<~ Abbildung 17). Diese gravierenden Unterschiede zeigen, welche Bedeutung die
Hydrolyse von Milchproteinen auf deren modulierenden Effekt auf das Immunsystem haben
kann. Auch im Sidugling werden die Molkenproteine der Muttermilch partiell verdaut,
allerdings wurde bereits auf die verringerte Aktivitdit der Verdauungsenzyme des
Neugeborenen sowie das Vorkommen von Proteaseinhibitoren in der Muttermilch
hingewiesen (<°1.5.3). Es kann davon ausgegangen werden, dass in der Regel die Mutter-
milchproteine, beziehungsweise deren Verdauungsprodukte, fiir ein ausbalanciertes Immun-
system des Neugeborenen sorgen. Daher stellen unverdaute oder nur partiell verdaute
Molkenproteine moglicherweise den ,Idealfall® dar. Fiir industriell hergestellte
Sauglingsersatznahrungen stehen in der Regel jedoch nur bovine Produkte zur Verfiigung.
Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass die biologischen Wirkungen verdauter und
unverdauter Molkenproteine wahrscheinlich sehr unterschiedlich zu bewerten sind und legen

nahe, die beteiligten Mechanismen eingehender zu untersuchen.

5.5 Ausblick
Die Ergebnisse der Bindungsstudien von CD22 mit den Milchglykoproteinen/-peptiden sowie

ihr Einsatz in den B-Zell-Aktivierungsexperimenten zeigen deutlich, dass verdaute und
fraktionierte Milchproteine einer weitergehenden Charakterisierung bediirfen. Eine
Identifizierung der Peptide/Proteine in den GPC- und RPC-Fraktionen, ihrer tatsdchlich
gebundenen Sialinsduren, der Art und Verkniipfung der Glykane und Sialinsduren auf den

Glykanen und damit ihrer Relevanz fiir die CD22-Bindung erfordert weitergehende Analysen.

Um festzustellen, ob es sich bei den dimpfenden Effekten vor allem der desialylierten Casein-
hydrolysate auf das Ca®'-Signal tatsichlich um ein CD22-vermittelten Effekt handelt, ist es
notwendig den Phosphorylierungsstatus der intrazelluliren Doméne von CD22 und eine
Rekrutierung von SHP-1 bei Daudi-Zellen, die mit den desialylierten Caseinhydrolysaten aber

auch mit anderen Milchglykoproteinen/-peptiden inkubiert wurden, zu untersuchen.

Um den Einfluss der Milchglykoproteine/-peptide auf die Aktivierung/Dampfung von B-
Zellen des Neugeborenen zu testen, miissen die Milchglykoproteine/-peptide in einem B-Zell-
Aktivierungstest mit neonatalen B-Zellen eingesetzt werden. Bei Neugeborenen ist der Anteil

an membrangebundenem IgM sowie des Heterodimers Igo und IgB im Vergleich zum
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Erwachsenen erhoht (Macardle et al., 1997) und die Expression von CD22 auf neonatalen B-
Zellen schwankt in Abhangigkeit von T-Zell-abhidngiger/unabhingiger Stimulation (Viemann
et al.,, 2000). Die unterschiedliche Expression von B-Zell-Molekiilen bei adulten und
neonatalen B-Zellen sorgt mdglicherweise fiir die Diskrepanz in der humoralen
Immunantwort. Sollten die Milchglykoproteine/-peptide ein extrazellulédres ,,Clustering® der
beteiligten Rezeptormolekiile (CD22) bewirken, welches zu einer verdnderten intrazelluldren
Colokalisierung der an der Signaltransduktion beteiligten Molekiile fiihrt, ist die
Verfligbarkeit (Expression) der beteiligten Molekiile ein wichtiger Faktor bei der B-Zell-

abhéngigen Immunantwort.

Bindungs- und Interaktionsstudien von B-Zellen mit den Milchproteinen/-peptiden mittels
Fluoreszenzmikroskopie konnten Aufschliisse iliber die Lokalisierung von beteiligten,
ausgewdhlten Molekiilen geben. Bei B-Zell/B-Zell-Interaktionen wurde CD22 an den Zell-
Zell-Kontaktflichen in ,,Clustern® mit mIgM lokalisiert (Collins et al., 2004). Es konnte mehr
CD22 an den Kontaktflichen bei B-Zellen mit B-Zellen als bei B-Zellen mit T-Zellen
nachgewiesen werden. Es stellt sich daher die Frage, ob Milchproteine/-peptide

moglicherweise ebenfalls zu einer veranderten Lokalisation von CD22 in der Zelle fiihren.

Anhand der gewihlten Testsysteme konnten Unterschiede und Gemeinsamkeiten zwischen
(Glyko-)Proteinen und Peptiden aus humaner, boviner und Kamel-Milch nachgewiesen
werden. In den B-Zell-Aktivierungstests konnten, vor allem bei niedrigen Konzentrationen
der eingesetzten Caseinhydrolysate, Unterschiede zwischen bovinen Caseinen und humanen /
Kamel-Caseinen festgestellt werden. Die Zusammensetzungen und das Vorkommen von
bestimmten Milchglykoproteinen/-peptiden konnen entweder die Induktion einer Toleranz
oder eine Uberempfindlichkeitsreaktion bewirken. Die Ergebnisse der B-Zell-
Aktivierungstests lassen die Schlussfolgerung zu, dass die Aktivierbarkeit der B-Zellen durch
humane Caseinhydrolysate einem ,,Status Quo* entspricht. Deutliche Abweichungen in der
Aktivierbarkeit der B-Zellen sei es durch desialylierte Caseinhydrolysate oder durch z.B.
bovinen Caseinhydrolysate verhindern diesen ,,Status Quo®, fithren zu Ungleichgewichten der

Immunantwort und damit mdglicherweise zu Uberempfindlichkeitsreaktionen.
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7 ZUSAMMENFASSUNG

Die Entwicklung des Immunsystems des Neugeborenen wird durch die Inhaltsstoffe der
Muttermilch ausbalanciert und zur weiteren Reifung stimuliert. Ungleichgewichte in der
Immunantwort sind denkbare Ursachen fiir Autoimmunerkrankungen oder Allergien und
konnen durch die andersartigen Eigenschaften der Inhaltsstoffe der Muttermilchersatznahrung
entstehen. Die molekularen Mechanismen der immunstimulierenden und —suppressiven
Wirkung der Milchinhaltsstoffe sind teilweise noch ungeklért. Ein bekannter Mechanismus
bei der Regulation der humoralen Immunantwort lduft tiber CD22, das die B-Zellrezeptor-
vermittelte Immunantwort ddmpft. Daran ist die Sialinsdure-abhéngige Bindung von CD22 an

einen cis-Liganden auf der B-Zelle entscheidend beteiligt.

Ziel dieser Arbeit war es, Wechselwirkungen von Milchproteinen/-peptiden mit CD22 zu
untersuchen. Dabei stand insbesondere die Frage im Vordergrund, ob es Spezies-abhéngige
Unterschiede gibt. Im Laufe der Arbeit wurden Fc-Chiméren von CD22 sowie CD22-Fc
Mutanten mit defekter Sialinsdure-Bindungsstelle hergestellt, ein Mikrotiterplattentest mit
IgM als sialyliertes Zielmolekiil fir CD22-Fc sowie eine Affinitdtschromatographie mit
CD22-Fc entwickelt, um CD22-spezifische Liganden aus der Milch zu isolieren. Das
Sialinsdurederivat BPC-Neu5Ac wurde auf seine FEignung als CD22-spezifisches

Elutionsreagenz getestet und in der Affinitdtschromatographie eingesetzt.

In den Bindungs- und Inhibitionsstudien mit verschiedenen Milchproteinen und -peptiden
wurden humane Caseine als potenteste Inhibitoren der Sialinsdure-abhédngigen Bindung von
CD22-Fc an IgM identifiziert, die besser waren als unverdaute Kamel-Caseine und deutlich
besser als bovine Caseine und humane Molkenproteine. Es konnte nachgewiesen werden,
dass proteolytischer Verdau der Caseine die Potenz, die Bindung von CD22 an IgM zu
inhibieren, reduziert, wihrend bei humanen Molkenproteinen nach Proteolyse die

inhibitorische Potenz stieg.

Im Rahmen der Charakterisierung der Caseine und Molkenproteine iiber Lektinbindung,
Molekulargewicht und isoelektrischen Punkt sowie durch die Affinitdtschromatographie mit
CD22-Fc konnten bei humanen Caseine die meisten sialylierten Proteine und auch die
meisten CD22-spezifischen Liganden identifiziert werden. Es wurden nicht nur die Caseine
(k-Casein) als  Bindungspartner — nachgewiesen, sondern auch Proteine der

Milchfettkiigelchenmembran wie Clusterin und Laktoferrin.

Aufgrund der Ergebnisse der Bindungstestdaten wurden ausgewéhlte Milchglykoproteine und
ihre Praparationen im B-Zell-Aktivierungstest eingesetzt. Dabei wurde festgestellt, dass alle
eingesetzten Caseine und Molkenproteine, ihre Peptide sowie Pflanzenproteinhydrolysate
cher eine Diampfung der Ca*"-Mobilisierung bewirkten und nicht eine erhohte Ca®'-
Mobilisierung wie durch das Sialinsdurederivat BPC-Neu5Ac. Die durch Proteine oder

Peptide moglichen oligo- bis multivalenten Bindungen fiihren zu anderen Effekten als das
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BPC-Neu5Ac, welches durch Blockierung der Lektinbindungsdomidne von CD22 eine
Rekrutierung an den B-Zell-Rezeptor hemmt und CD22 aus seiner inhibitorischen Funktion

auf das intrazelluldre Ca**-Signal entlisst.

Diese Ergebnisse ergeben ein differenziertes Bild der Regulation des Immunsystems durch
Milchproteine/-peptide und zeigen deutliche Unterschiede zwischen den Milchproteinen der
untersuchten Spezies. Es ergeben sich daraus folgende Ansitze fiir weitere Untersuchungen,
um die aufgeworfenen Fragen zu beantworten: Durch Identifizierung der Glykoproteine/-
peptide der Milchproteinpriaparationen, der Art und Verkniipfung der Glykane und
Sialinsduren auf den Glykanen und damit ihrer Relevanz fiir die CD22-Bindung sollten die
Milchproteinpraparationen  genauer  charakterisiert ~werden.  Mittels  préparativer
Affinitdtschromatographie =~ von humanen, bovinen und Kamel-Caseinen sowie
Molkenproteinen isolierte CD22-Liganden sollten massenspektrometrisch eingehender
untersucht werden. Der Phosphorylierungsstatus der intrazelluliren Doméane von CD22 und
eine Rekrutierung von SHP-1 bei B-Zellen, die mit Hydrolysaten verschiedener
Milchproteine inkubiert wurden, sollte genauer untersucht werden, um festzustellen, ob es
sich bei den dampfenden Effekten der getesten Hydrolysate auf das Ca’*-Signal um ein
CD22-vermittelten Effekt handelt.
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8 SUMMARY

The development of the neonatal immune system is well balanced by breast milk components
leading to an appropriate maturation of the immune system. Poorly balanced support of the
developing immune system may lead to autoimmune diseases or allergies. Different

properties of milk formula components could be the reason for deviations from this balance.

Little is known about the molecular mechanisms leading to stimulating or suppressing effects
of milk components on the immune system. One mechanism known to regulate B-cell
receptor-mediated cell activation is the inhibitory effect of CD22. Sialic acid-dependent
interaction of CD22 on the B-cell surface seems to be critical for its negative regulatory

function.

The aim of this work was to analyze interactions of milk glycoproteins and peptides with

CD22. One major question was, whether such interactions are species-dependent.

In the course of this work Fc-chimeras of CD22 and CD22-Fc mutants lacking sialic acid
binding activity were produced. Furthermore, a microtitre plate assay using IgM as a
sialylated target for CD22 and a CD22-specific affinity chromatography procedure have been
developed in order to isolate binding partners of CD22 from milk. A potent inhibitor of
CD22, the sialic acid derivative BPC-Neu5Ac, was applied as elution reagent for the affinity
chromatography.

Binding- and inhibition studies with different milk proteins and -peptides were performed. In
these experiments human caseins were identified as potential inhibitors of the sialic acid-
dependent interaction of CD22 with IgM. They inhibited better than undigested camel caseins
and significantly better than human whey proteins and caseins from bovine milk. Proteolytic
digestion of caseins reduced the potency to inhibit binding of CD22 to IgM, whereas the

inhibitory potencies of whey proteins increased after digestion with protease.

Whey proteins and caseins were characterized by lectin binding, molecular weight and
isoelectric point and by CD22-specific affinity chromatography. Most of the sialylated
proteins and CD22-specific binding partners were identified in human caseins. Caseins (k-
casein) as well as milk fat globular membrane proteins like clusterin and lactoferrin were
identified in isolated ligands of CD22.

Due to their inhibitory properties in the CD22 binding assays milk glycoproteins and peptides
were used in a B-cell activation assays. In contrast to the increased Ca*"-mobilisation
observed in presence of BPC-NeuSAc, the Ca’’-mobilisation was clearly reduced in the
presence of caseins and whey proteins or peptides derived from these proteins. Sialylation of
the milk proteins appears to reduce these effects strongly. Obviously, the interaction of milk
glycoproteins and -peptides lead to different effects than BPC-Neu5Ac, which reduces the
inhibitory function of CD22.
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This finding could be due to oligo- or multivalent binding not possible for BPC-NeuSAc or
indicate a mechanism independent of the sialic acid binding site for the milk glycoproteins

and -peptides.

The results presented in this work provide a differentiated perspective for the regulation of the
immune system by milk glycoproteins and -peptides and clearly demonstrate species-
dependent differences between milk proteins. To address the consequences of these
observations the following issues should be investigated: A complete characterization of the
milk protein preparations by identification of the glycoprotein and -peptide components
involved the type and linkage of glycans and specifically the sialic acids on these glycans.
Isolated CD22-specific ligands isolated by affinity chromatography of human, bovine and
camel caseins and also whey proteins should be analyzed in detail, e.g. by mass spectrometry.
The intracellular mechanism of the milk proteins on B-cell activation should be investigated
in detail, i.e. the participation of CD22 in this process by analysis of the phosphorylation of
CD22 and the recruitment of SHP-1.
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A A B C
msn : GVSSPENVQGLSE LIEEIFSYPADVEVSN.GITAIWYYD = 43
mCDzZ2 : TWVODHPQTLFAW. ] KYKTPLPEARLDNILLFQNEEF : 44
MMAG : GAWMPSSISAFEETS RFDFPDELRPA. . VVHGVWYFN @ 42
hCD33 : WLOVOESVTVY ] TEFHPIPYYDENSPVHGYWFRE @ 44
hCDZ2Z : VEEHPET LTAWEENS TYR..ALDGDLESFILFHNPEY : 42
hCDZZ mut : VEEHPET LTAWES VWIS TYR. .ALDGDLESFILFHNPEY @ 42

T C o D -
msn P LW ISGRER.OQVVIHSGDPELVDER. ... .. \GRAELMGNMDHEY @ 78
mCDzZ2 ! DEATERFTGTVLYNATKTEEDPESELYLSERGRVTFLGNRID.N @ 87
MMAG I SPYPENYPPVVFESR.TQVVHES..... GRSELLGDLGLEN @ 79
hCD33 P GATISGDSPVATNELDQEVQEET.. ... GRFRLLGDPSENN @ £l
hCDZ2Z ! NENTSKFDGTRLYESTEDGEVE...... SEEKRVQFLGDENKE.N @ 79
hCDZZ mut : WNENTSKFDGTRLYESTEDGEVP...... SEEKRVQFLGDENKE.N @ 79

E F l G l G

IS SNIELLEDLEPEDSGTYNEEFEISDSNRWLD Y . EGTTVTIVTTD = 115
mcpDz22 TIWEIHPIRANDSGN LG LEMTAG . TERWMEE . . . THLNVSEK @ 125
A ETILLSNVSPELGGEY YENGDLGGYNQETES . EHSVLDIVNT = 120
hCD33 r ESISIVDARRRDNGSYFEMERG . STEESYESPQLSVHVTDL = 122
hChz?2 I ETESIHPVHLNDSGQLGLEMESE . TE ER...IHLNWSER : 117
hCDZZ mut TS IHPVHLNDSGQLGLAMESK . TEEQMER. . . THLNVSER = 117

konserviert innerhalb drei oder mehrere fur Mutationen gewahite mutierte

der Siglec Familie identische Aminosauren =4 Aminosauren Aminosauren

Abbildung 35 Aminosdure-Alignment der V-set Domiéne verschiedener Siglecs

Dargestellt ist ein Aminosdure-Alignment der fiir die Sialinsdure-Bindung entscheidenen Bereiche der V-set
Domiéne verschiedener Siglecs. Die fiir die ortsgerichtete Mutagenese von humanem CD22 ausgewéhlten
Aminosduren wurden bei allen aufgefiihrten Siglecs schwarz umrandet. Die innerhalb der Siglec-Familie
konservierten Aminosauren sind weil} auf grau (orange) unterlegt.
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Abbildung 36 Darstellung der Aminosauresequenz und der Doménen-Organisation von CD22-Fc¢

Die mutierten Aminosduren von CD22-Fc wurden unterstrichen, die ersten drei Domédnen von CD22 wurden
durch Pfeile gekennzeichnet und die N-Glykosylierungsstellen in der Sequenz hell und unterstrichen
dargestellt.
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