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Zusammenfassung:

Die Allergiediagnostik beinhaltet den Nachweis spezifischer Antikérper der Immun-
globulinklasse E (IgE). Die Zielantigene werden aus natirlichen Quellen extrahiert und
gereinigt oder rekombinant hergestellt. Rekombinante Proteine werden einfach und kosten-
glnstig mit hohen Syntheseraten in Bakterien und in Hefezellen produziert. Hefe ist fahig,
Proteine posttranslational zu modifizieren und dreidimensionale Proteinstrukturen zu bilden,

wobei oft Allergene mit héherer Authentizitat entstehen.

Die In-vivo-Modifikation rekombinanter Proteine mit inseriertem Biotin ist bei der Herstellung
von Antigenen, die in der Labordiagnostik Verwendung finden, von besonderem Interesse:
Das Biotin wird wahrend der Proteinsynthese mittels einer Biotin-Ligase eingebaut. Im
Gegensatz zur chemischen In-vitro-Kopplung von Biotin an das fertige Protein wird in vivo an
definierter Position biotinyliert und mégliche IgE-Epitope werden nicht durch die Biotinylie-
rung funktioneller Aminosaurereste blockiert. Diese Methode wurde bei EUROIMMUN

bereits in bakteriellen und Saugerzell-Expressionssystemen etabliert.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte die /n-vivo-Biotinylierung in Hefezellen exempla-
risch am Allergen Mal d 3 des Apfels (Malus domestica) etabliert werden. Dafir wurden zwei
verschiedene Hefestdmme mit vier Plasmidkonstrukten transformiert. Eines dieser Plasmid-
konstrukte ermdglichte die Synthese von biotinyliertem Mal d 3 in beiden Hefestammen. Die
Expressions- und Synthesebedingungen wurden hinsichtlich Zusammensetzung des
Mediums und der Expressionstemperatur optimiert, sodass die Ausbeute um Faktor 11

gesteigert wurde.

Die Ausweitung dieses experimentellen Ansatzes wird die Produktion biotinylierter Allergene
in Hefezellen im industriellen Malistab ermdglichen. Die Produkte werden an Streptavidin-
beschichtete magnetische Beads gebunden und dienen als Festphase in Testsystemen fir
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