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Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Diagnose von allergischen Erkrankungen und/oder
atopischen Erkrankungen, bei dem man eine Probe von einem Patienten auf das Vorhandensein von an-
ti-CD28 Autoantikérpern untersucht, indem man die Probe mit CD28 in Kontakt bringt, wobei eine Bindung der
Autcantikdrper an CD28 auf das Vorliegen einer allergischen Erkrankung und/oder atopischen Erkrankung hin-
weist. Die Erfindung betrifft weiterhin die Verwendung von CD28 als Nachweisreagenz fur anti-CD28 Autoan-
tikérper zur Diagnose der genannten Erkrankungen und ein zu diesem Zweck gedachtes Kit, das CD28 und
markierte anti-lmmunglobulin-Antikérper umfaft.

[0002] Die adaptive Immunantwort ist ein wichtiger Bestandteil des kdrpereigenen Systems zur Abwehr von
Infektionen und damit essentiell fir die Bewahrung der Gesundheit.

[0003] Adaptive Immunantworten werden manchmal jedoch auch durch Antigene ausgeldst, die nichts mit in-
fektibsen Organismen zu tun haben. Derartige unangemessene Immunantworten kénnen zu schweren Erkran-
kungen filhren, u.a. zu Allergien, atopischen Erkrankungen oder Autoimmunitét.

[0004] Von einer Autoimmunerkrankung spricht man bei einer spezifischen adaptiven Immunreaktion gegen
kérpereigene Antigene. Man weil} nicht, wodurch Autoimmunreaktionen ausgelfst werden, es spielen aller-
dings héchstwahrscheinlich sowohl umweltbedingte als auch erblich bedingte Faktoren eine Rolle. Autoimmu-
nerkrankungen flihren gewdhnlich zu langfristigen Gewebeschaden, da die Zellen, die die vom Immunsystem
erkannten Selbstantigene exprimieren, zerstért werden kénnen. Daran sind wahrscheinlich vor allem zytotoxi-
sche T-Zellen und eine unangemessene Aktivierung von Makrophagen beteiligt. Auch schadliche Antikérper-
reaktionen kénnen eine Rolle spielen.

[0005] Allergien sind van dem Immunsystem vermittelte Reaktionen auf eine im Allgemeinen harmlose, kér-
perfremde Substanz. Allergische Reaktionen treten bei dem allerersten Kontakt mit dem Allergen noch nicht
auf. Die erste adaptive Immunreaktion bendtigt Zeit und wird in der Regel nicht wahrgenommen. Sobald jedoch
gegen das Antigen gerichtete Antikérper oder T-Zellen induziert wurden, fihrt jeder erneute Kontakt mit diesem
Antigen zu Symptomen.

[0006] Es gibt verschiedene Typen von Gewebeschadigungen durch Immunreaktionen. Bei Allergien spielen
durch IgE-Antikérper vermittelte schnelle allergische Reaktionen, die sogenannte Uberempfindlichkeit vom So-
forttyp, atopische Allergie oder Atopie die maBgebliche Rolle. Bei Uberempfindlichkeiten vom verzégerten Typ
sind T-Zell-Antworten die Ursache, die erst nach einem oder zwei Tagen ihr Maximum erreichen.

[0007] Die Pravalenz allergischer und atopischer Krankheiten hat in den letzten Jahrzehnten stark zugenoms-
men. Mehr als 20% der Bevélkerung leiden an Allergien vom Soforttyp.

[0008] Eine mdgliche Erkldrung fiir die Zunahme z.B. der atopischen Dermatitis ist die sogenannte Hygiene-
hypothese, die davon ausgeht, dafy atopischen Erkrankungen durch Infektionen in der Kindheit vorgebeugt
werden kann. Diese Theorie wird durch bekannte Risikofaktoren fir die Entstehung atopischer Erkrankungen,
wie kleine Familien oder Leben in Ballungszentren, gestitzt. Auch immunclogische Hinweise stitzen die Hy-
gienehypothese.

[0009] Das pathophysiclogische Konzept der Atopie basiert heute auf der Annahme, dal} allergenspezifische
T-Lymphozyten vom Th2-Typ, die bestimmte Zytokine sezernieren, vor allen Dingen Interleukin {IL)-4, IL-5,
IL-10, IL-13 und Granulocyte-Macrophage Colony Stimulating Factor (GM-CSF}), die Immunreaktion dominie-
ren, wahrend die z.B. Interferon {(IFN}-y produzierende Th1 Lymphozyten weniger aktiv sind (Jujo et al., J Al-
lergy Clin Immunol 1992, 90: 323-331). Zytokine wie IL~4, IL-5 und IL-13 sind im Wesentlichen fiir die Ecsino-
philie und die vermehrte Produktion von Antikérpern des IgE-Isotyps bei Atopikern verantwortlich (Punnonen
et al., Proc Natl Acad Sci USA 1993, 90: 3730-3734). Bei Atopikern 14t sich also eine generelle Verschiebung
des Gleichgewichts des Immunsystems von Th1- zu Th2-Antworten feststellen. Generell werden Th1-Antwor-
ten eher von Infektionen, wie z.B. bakteriellen Infektionen induziert, wahrend Th2-Antworten z.B. als Reaktio-
nen auf Befall z.B. mit parasitdren Wirmern ausgeldst werden.

[0010] Bei vielen allergischen Erkrankungen ist das auslésende Allergen bekannt oder kann durch Allergie-
tests ermittelt werden. Hierfir werden, insbesondere bei Allergien vom 3oforttyp, vor allem socgenannte Skin
prick-Tests eingesetzt (Dreborg, J Am Acad Dermatol. 1989, 21:820-821). Mit diesen kann z.B. das auslgsen-
de Agens eines Heuschnupfens innerhalb von kurzer Zeit mit groRer Sicherheit festgestellt werden. Die Iden-
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tifizierung des Allergens ermdglicht in diesem Fall oft ein Vermeiden oder Vemmindern der Exposition gegend-
ber dem Allergen, manchmal ist auch eine sogenannte spezifische Immuntherapie méglich, die zu einer De-
sensibilisierung des Patienten fihren kann.

[0011] Diese geht mit einer Verringerung der Konzentration an spezifischen IgE und einer Zunahme der Kon-
zentration an spezifischen IgG4 einher (Reid et al., J. Allergy Clin. Immunal. 78: 580-600, 1986), sowie einer
Abnahme der Zahl an Mastzellen und Eosinophilen und einer verringerten Ausschittung von Mediatoren (Var-
ney et al., J. Clin. Invest. 92: 644-651, 1993). Auch eine Induktion von Anergie bei T-Zellen und eine Verschie-
bung des Cytokinspektrums zu Produktion von IL-10 und Th1-Cytokinen scheint eine Rolle zu spielen {Akdis
and Blaser, Allergy 55: 522-530, 2000, Akdis et al., J. Clin. Invest. 102: 98-106, 1998).

[0012] Bei vielen Erkrankungen aus dem allergischen Formenkreis jedoch sind die ausldsenden Agenzien
nicht leicht festzustellen. Bei atopischer Dermatitis oder Asthma z.B. stehen bei der Diagnose im Allgemeinen
die Symptome im Vordergrund, und einzelne auslésende Agenzien lassen sich schwer identifizieren. Auch die
Therapie ist am allgemeinen auf eine Linderung der Symptome bezogen.

[0013] Eine frihe Therapie kann jedoch entscheidend sein, um einer Verschlechterung des Zustandes auf
langere Sicht entgegenzuwirken. Beispielsweise kann bei sensibilisierten Kindern mit atopischer Dermatitis die
(Gabe eines modernen Antihistaminikums eine Verschlechterung verhindem oder die frihzeitige antientziindli-
che Therapie mit inhalativen Steroiden die Lebensqualitdt von Kindern mit Asthma bronchiale stark verbes-
sern.

[0014] Als Atopie bezeichnet man auch die vererbte Neigung, an einer oder mehrerer der folgenden atopi-
schen Erkrankungen zu leiden, némlich atopischem Asthma bronchiale, allergischer Rhinokonjunktivitis (Heu-
schnupfen) oder atopische Dermatitis (atopisches Ekzem). Fir die Diagnose einer Atopie gibt es kein einzel-
nes klinisches Zeichen oder bestimmten Laborwert, sondern es wird im Allgemeinen eine Kombination an kli-
nischen Merkmalen sowie eine Patienten- und Familienanamnese herangezogen.

[0015] Bei der Anamnese wird besonders auf das Vorkommen von Ekzemen, allergischem Asthma und all-
ergische Rhinokonjunktivitis abgestellt bzw. auf das frihere Vorkommen, z. B. von Milchschorf, Juckreiz, der
durch Schwitzen verstarkt wird, Metallunvertraglichkeit oder Photophobie. Klinische Merkmale wie trockene
Haut, Entziindungen z.B. in Knie- oder Ellenbogenbeugen oder an bestimmten Stellen im Gesichtsbereich sind
wichtige Hinweise auf eine Atopie.

[001€6] Eine besondere Herausforderung ist die Schwierigkeit der Diagnose, z.B. beim frihkindlichen Asthma
bronchiale. Viel zu lange wird das Krankheitsbild oft als rezidivierende obstruktive Bronchitis eingestuft und die
Diagnose Asthma bronchiale zu spét gestellt. Neben der Anamnese und dem Nachweis einer frihen Sensibi-
lisierung und/oder gleichzeitiger atopischer Dermatitis wurde in den letzten Jahren auch das Eocsinophile kati-
onische Protein {ECP) herangezogen, um Risikokinder (ECP > 16 pg/l) mit frihkindlichem Asthma bronchiale
zu erkennen.

[0017] Dariberhinaus ist die Bestimmung des ECP auch hilfreich, um die Effektivitat einer antientziindlichen
Therapie zu kontrollieren. Aufler der Bestimmung des ECP ist die Babylungenfunktionsmessung mit Metacho-
linprovokation eine gute Méglichkeit, bei unklaren Fallen die Diagnose Asthma bronchiale schon im Kleinkin-
desalter zu sichern. Dabei findet sich keine Korrelation zwischen ECP und der bronchialen Hyperreagibilitat,
da diese beiden Methoden unterschiedliche Pathomechanismen des Asthma bronchiale detektieren. Eine kla-
re Diagnose sollte bei allen Kleinkindern mit obstruktiver Symptomatik {wheezing) frihzeitig durchgefiihrt wer-
den, um die Entwicklung eines chronischen Asthma bronchiale zu vermeiden.

[0018] In Bezug auf Laboruntersuchungen wird bei allen Erkrankungen des atopischen Formenkreises vor al-
lem die Konzentration an Gesamt-IgE-Antikérpern im Blut festgestellt. Eine erhéhte Konzentration deutet auf
eine Atopie bzw. Allergie hin.

[0019] Bei der Bestimmung von Gesamt-IgE werden im Labor unterschiedliche immunologische Methaden
verwendet. Die Ergebnisse werden in IU/ml (Internationale Einheiten} oder KU/l angegeben.

[0020] Die Konzentration an Gesamt-IgE wird z.B. haufig im ELISA (Enzyme linked immunoc-sorbent assay)
bestimmt. Dazu wird z.B. in einem sagenannten Sandwich-ELISA ein Trager mit anti-humanen IgE-Antikérpern
polyklonalen Ursprungs beschichtet, unspezifische Bindungsstellen werden, z.B. mit BSA (Bovinem Serumal-
bumin), blockiert. 3erum des Patienten wird, z.B. in einer 1:10 Verdinnung, mit dem Trager in Kontakt ge-
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bracht, gewaschen und gebundenes IgE mit sekundaren Antikérpern, und zwar anti-humanen IgE-Antikdrpern
(bei einem menschlichen Patienten), detektiert. Diese Antikérper sind im Allgemeinen markiert, z.B. mit einem
Enzym wie der Alkalischen Peroxidase ocder Horseradish {(Meerrettich) Peroxidase, die eine leicht zu detektie-
rende und quantifizierende Farbreaktion katalysiert. Auch eine Bestimmung der Gesamt-IgE-Konzentration im
Blot (Western Blot oder Dot Blot), RIA (Radic Immunosorbent Assay) oder mit Hilfe von magnetischen Kigel-
chen (beads) als Triagern und flucreszenzmarkierten sekundaren Antikdrpern ist méglich.

[0021] Bei Allergikern ist das Gesamt-IgE im Vergleich zu Nichtallergikem haufig erhdht, es gibt jedoch eine
Uberschneidung bei der Verteilung der IgE-Werte. Als Anhaltspunkt gilt:
— Bei Werten von weniger als 20 [U/ml (bzw. KU/} ist eine Allergie eher unwahrscheinlich.
— Bei Werten von mehr als 100 IL/ml ist eine Allergie wahrscheinlich.
— Bei Werten zwischen 20 und 100 IU/ml kann eine klare Entscheidung anhand des Gesamt-lgE-Wertes
nicht getroffen werden.

[0022] Aufgrund dieser Einschrénkungen ergibt sich eine eher orientierende Bedeutung dieses Testes.

[0023] Werte von tGber 100 IU/ml kénnen aber, z. B. bei unklarer Krankengeschichte, einen Hinweis darauf
geben, daf} die Beschwerden des Patienten méglicherweise auf eine Allergie bzw. Atopie zuriickzufilhren sind.

[0024] Vor diesem Hintergrund stellt sich dem Fachmann daher die Aufgabe, ergénzende Methoden zur Di-
agnose atopischer und allergischer Erkrankungen bereitzustellen, die die Sicherheit einer Diagnose erhdhen
oder eine Diagnose erst ermaglichen.

[0025] Diese Aufgabe wird durch den Gegenstand der Anspriiche geldst, insbesondere durch die Verwen-
dung von CD28 als Nachweisreagenz fiir anti-CD28 Autoantikdrper zur Diagnose allergischer Erkrankungen
und/oder atopischer Erkrankungen. Man kann CD28 fir die Untersuchung einer Praobe eines Patienten auf das
Vorhandensein von anti-CD28 Autoantikdrpern verwenden, indem man die Probe mit CD28 in Kontakt bringt,
waobei eine Bindung der AutoantikGrper an CD28 auf das Vorliegen einer allergischen Erkrankung undfoder
atopischen Erkrankung hinweist.

[0026] Die vorliegende Erfindung stellt in diesem Zusammenhang auch ein Verfahren zur Diagnose allergi-
scher Erkrankungen und/oder atopischer Erkrankungen zur Verfilgung, bei dem man eine Probe eines Patien-
ten auf das Vorhandensein von anti-CD28 Autoantikérpern untersucht, indem man die Proben mit CD28 in
Kontakt bringt, wobei eine Bindung der Autoantikérper an CD28 auf das Vorliegen einer allergischen Erkran-
kung und/oder atopischen Erkrankung hinweist.

[0027] CD28 wird von ruhenden und aktivierten T-Zellen als 44 kDA grofles Membranprotein exprimiert.
CD28 spielt eine essentielle Rolle bei der Induktion von T-Zell-vermittelten Immunantworten. Die Aktivierung
naiver T-Zellen erfordert mindestens zwei rezeptorvermittelte Signale, die durch antigenprasentierende Zellen
(APZ) vermittelt werden.

[0028] Das erste Signal ist antigenspezifisch und wird durch die Interaktion zwischen dem ,major histocom-
patibility complex" (MHC) und dem T-Zellrezeptor (TZR) vermittelt. Dieses Signal reicht fur die Aktivierung na-
iver T-Zellen alleine jedoch nicht aus. Es muld hingegen zusétzlich eine Bindung zwischen CD28 auf den
T-Lymphozyten und den dazugehérigen Liganden auf den APZ, nidmlich CD80 (B7-1) oder CD86 (B7-2) zu-
stande kommen (Appleman et al., Immunol Rev 2003, 192: 161-180; Sharpe et al, Nature Rev 2002, 2:
116-126). Danach beginnen die Zellen zu proliferieren und sich zu Effektorzellen zu differenzieren. Das Mole-
kil CTLA~4 wird ebenfalls auf T-Lymphazyten exprimiert und kann an CD80 und CD86 binden. Im Gegensatz
zu CD28 hemmt CTLA~4 die Effektorantwort aktivierter T-Lymphozyten. Wenn z.B. die Regulation der T-Zellen
durch CD28 und CTLA-4 gestdrt ist, kbnnen autoreaktive T-Zellen stimuliert werden, die, u.a. bei Autoimmu-
nerkrankungen, eine zentrale pathophysiologische Rolle spielen.

[0029] Autoantikdrper gegen Oberflachenmaolekiille von T-Lymphozyten konnten bei verschiedenen Autoim-
munerkrankungen, aber auch bei Infektionen und auch Bluttransfusionen gefunden werden (Osman et al., Clin
Rheumatol 1994, 13: 21-27; 3waak, Lymphocytotoxic antibodies. In: Peter J.B., Shoenfeld Y, editors. Autoan-
tibodies. Amsterdam: Elsevier Science, 1996: 478) Das Auftreten dieser Antikérper korreliert bei einigen
Krankheiten mit der Krankheitsaktivitat {Winfield et al., Clin Immunol 1992; 63: 13-18) und mit funktionellen
Stdrungen der Leukozyten (Winfield et al., Arthritis Rheumatol 1975, 18: 587-594; Morimoto et al., J Clin Invest
1987, 79: 762-768; Tanaka et al., Arthritis Rheum, 1989, 32: 398-405; Sakane et al., J Clin Invest 1979, 63:
954-965; Wernet et al., J Exp Med 1973, 138: 1021-1026; Takeuchi et al., Scand J Immunol 1982, 16:
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369-377).

[0030] Bisher wurden bei Menschen Autoantikbrper gegen CD45, B,-Mikroglobulin und gegen HLA-Klasse
I-Molekile gefunden {Mimura et al., J Exp Med 1990, 172: 653-656; Czyzyk et al. Arthritis Rheum 1996, 39:
592-599; Revillard et al., J Immunol 1979, 122: 614-618; Proper et al., Clin Seci (Lond} 1991, 80: 87-93), und
bei Tieren Autoantikérper gegen CTLA-4 (Khatlani et al., J Immunother 2003, 26: 12-20). Autcantikérper ge-
gen CD28 sind bisher nicht beschrieben worden (Khatlani et al.; Matsui et al., J Immunol 1999, 162:
4328-4335).

[0031] Im Rahmen dieser Erfindung wurde berraschend gefunden, dal® das Auftreten von CD28 Autoanti-
kérpern signifikant mit atopischen Erkrankungen und allergischen Erkrankungen assoziiert ist, z.B. mit dem
atopischer Dermatitis (Odds-Ratio 25.31 [95% CI (confidence intervall), 5.52-116.11]; (p < 0.0001), allergi-
schem Asthma und Rhinokonjunktivitis allergica (Odds-Ratio 10.78 [95% ClI, 5.39-21.55]; p < 0.0001). Alle an-
deren Krankheiten, die bei Patienten, deren Seren untersucht wurden, diagnostiziert wurden, waren nicht mit
dem Auftreten von CD28 Autoantikérpern korreliert (Abb. 4, Tabelle 2).

[0032] Grundsatzlich zeigt es sich, dalk das Vaorhandensein von CD28 Autoantikérpern tendenziell mit jiinge-
rem Alter und weiblichem Geschlecht korreliert ist. Um andere Einflussgréfen, wie z.B. das Serum IgE auszu-
schlielfen, wurde zusétzlich eine multivariante logistische Regressionsanalyse durchgefiihrt. Dadurch konnte
ein mdglicher EinfluR des Alters, des Geschlechts oder des Serum IgE im Serum als Kofaktor statistisch aus-
geschlossen werden (Abb. §, Tabelle 3).

[0033] Im Rahmen dieser Erfindung wird als CD28 ein CD28-Molekll ganzer Lange geman SEQ ID NO:1
oder ein extrazellulares Fragment davon gemaf SEQ ID NO:2 bezeichnet, das von anti-CD28 Autoantikérpern
erkannt werden kann. Das extrazellulare Fragment von CD28 umfasst die in CD28 ganzer Lange vorkommen-
den Amincsauren mit Ausnahme des intrazelluldren Teils und der transmembranen Region. Die Sequenz ge-
méalRk SEQ ID NO:2 beschreibt die Sequenz eines humanen exztrazellularen Fragmentes.

[0034] Die Sequenz von humanem CD28 ganzer Lénger ist in SEQ ID NO:1 angegeben. Neben humanen
CD28-Molekillen oder Fragmenten davon sind jedoch auch CD28-Proteine oder Fragmente davon aus ande-
ren Spezies im Rahmen dieser Erfindung umfaiit, wie z.B. aus Maus, Ratte, Kaninchen, Meerschweinchen,
Hund, Katze, Pferd oder Rind.

[0035] Das CD28-Molekiil ganzer Lange oder das extrazellulare Fragment davon kénnen Teil eines Fusions-
proteins sein. Bevorzugt umfafit das Fusionsprotein ferner Glutathion-S-Transferase oder ein Histidin-Tag, wo-
bei dies besonders zur Aufreinigung des rekombinanten Proteins hilfreich ist. Grundsatzlich kann CD28 aus
Zellen aufgereinigt oder rekombinant hergestellt sein. Das Fusionsprotein kann einen Ig {Immunglobulin}-Teil
umfassen, es ist jedoch bevorzugt, daf} dieser nicht in dem Fusionsprotein enthalten ist, so dal} Schwierigkei-
ten mit mdglicher Kreuzreaktivitat von im Patentientenserum vorkemmenden Autoantikérpern gegen den
Ig-Teil vermieden werden. CD28 kann jedoch aus CD28-lg-Fusionsmolekllen abgespalten werden, z.B. mit
Trypsin.

[0036] Die Probe eines Patienten ist bevorzugt eine Blutprobe oder eine Serumprobe. Das erfindungsgema-
Re Verfahren wird im Allgemeinen in vitro durchgefihrt.

[0037] Bevorzugt ist CD28 an einen Trager gebunden. Ein solcher fester Trager kann z.B. eine ELISA-Platte,
ein magnetisches Kigelchen oder eine Blotfolie, z.B. eine Nitrozellulosefolie, sein. Als Trager werden im Rah-
men der Erfindung auch Zellen bezeichnet, die CD28 natlrlicherweise oder rekombinant an ihrer Oberflache
exprimieren. CD28 kann direkt an den Trager gebunden, oder, z.B. Uber Antikérper, insbesondere Antikérper
gegen einen mit CD28 verbundenen Tag, wie Glutathion-3-Transferase, an einen Trager gekoppelt werden.
Diese Antikérper sind keine humanen Antikérper, um Kreuzreaktionen mit sekundaren AntikGrpern zu verhin-
dern.

[0038] In einer bevorzugten Ausfihrungsform der Erfindung wird die Bindung von anti-CD28 Autoantikérpern
an CD28 untersucht, indem man den Trager mit markierten anti-Immunglobulin-Antikérpern gegen Antikbrper
der 3pezies, der der Patient angehdrt, kontaktiert, und man die markierten Antikérper nachweist. Beispielswei-
se kann der Patient ein Mensch sein. In diesem Fall wird bevorzugt humanes CD28 verwendet, und die an-
tilmmunglobulin-Antikdrper sind anti-humane Immunglobulin-Antikérper.

[0039] Bevorzugt sind die anti-Immunglobulin-Antikérper spezifisch fir Antikérper des IgG-Isotyps, sie kon-
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nen jedoch auch gegen IgG und IGM und/oder IgE reaktiv sein.

[0040] Bevorzugt sind die anti-immunglobulin-Antikérper mit einem Enzym, beispielsweise Alkalischer Phos-
phatase oder Meerrettich-Peroxidase, Biotin, einem radioaktiven Isotop oder einem Fluoreszenzfarbstoff, z.B.
Fluoresceinisothiozyanat (FITC) oder Phycoerythrin {PE) markiert.

[0041] Die Untersuchung kann in einem Blot, z.B. einem Dotblot oder einem Westernblot, einem ELISA (En-
zyme linked immunocsocrbent assay), einem RIA (Radicimmunoassay), einer FACS(Fluorescence activated cell
sorting)-Untersuchung oder auch in einem Flissigphasendetektionssystem durchgefihrt werden. Sind die Tra-
ger Zellen, so findet die nachfolgende Untersuchung der Bindung bevorzugt im FACS oder fluoreszenzmikro-
skopisch statt.

[0042] Insbesondere kann das erfindungsgemale Verfahren zur Diagnose von Rhinoconjunktivitis allergica
(Heuschnupfen) oder allergischem Asthma bronchiale verwendet werden. Eine besonders hohe Korrelation
zwischen CD28 Autoantikérpern und Erkrankung findet sich auch bei der atopischen Dermatitis.

[0043] Der Nachweis von anti-CD28-Antikérpern kann chne ergénzende Diagnoseverfahren, insbesondere
Laboruntersuchungen, zur Diagnose einer der genannten Erkrankungen verwendet werden. Bevorzugt ist je-
doch die Kombination mit anderen Kriterien. Insbesondere spielen selbstverstandlich weiterhin die Patienten-
und Familienanamnese sowie die klinischen Symptome eine dominante Rolle bei der Diagnose.

[0044] Bei weiteren Laboruntersuchungen ist im atopischen und allergischen Formenkreis die Bestimmung
der Konzentration an Gesamt-IgE in einer Probe eines Patienten, beispielsweise einer Blutprobe oder Serum-
probe, von bescnderer Wichtigkeit. Dabei weist eine Konzentration von 100 1U/ml Gesamt-IgE oder mehr auf
das Vorliegen einer allergischen Erkrankung und/oder atopischen Erkrankung hin. Eine Konzentration von
20-100 IU/ml Gesamt-IgE 153 keine genaue Aussage in Bezug auf das Vorliegen einer derartigen Erkrankung
zu {Sanz ML, Prieto |, Garcia BE, Oehling A. Diagnostic reliability considerations of specific IgE determination.
J Invest Allergol Clin Immunal. 1896 May-Jun;6(3):152-61.). Besonders in diesem Fall ist eine ergénzende Di-
agnase mit Hilfe von CD28 sinnvoll.

[0045] Bei Verdacht auf Asthma ist weiterhin die Kombination des erfindungsgemafRen Diagnoseverfahrens
mit Provokationstests, z.B. mit Metachalin, sinnvoll. Auch andere Untersuchungen, wie z.B. auf das Ecsinophi-
le kationische Protein (Wolthers OD. Eosinophil granule proteins in the assessment of airway inflammation in
pediatric bronchial asthma. Pediatr Allergy Immunol. 2003 Aug; 14{4):248-54.), kdnnen mit dem erfindungs-
gemalen Verfahren kombiniert werden.

[0046] Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wird weiterhin ein Verfahren zur Diagnose eines besonderen
Risikos, einer besonders schweren Erkrankung oder einer besonderen Schwere der Erkrankung zur Verfigung
gestellt, da festgestellt wurde, dal} die Konzentration an AutoantikGrpem gegen CD28 damit positiv korreliert
ist. Ein wichtiger Parameter fiir die Schwere einer atopischen Erkrankung ist das Serum IgE. An dem unter-
suchten Patientengut zeigte sich eine Korrelation zwischen Héhe des Serum IgE und der Héhe des Titers der
anti-CD28 Autoantikérper.

[0047] Ebenfalls wird ein Kit zur Durchfiihrung eines erfindungsgemafien Verfahrens bereitgestellt. Bevorzugt
ist dieses Kit zur Diagnose von allergischen Erkrankungen und/oder atopischen Erkrankungen geeignet und
umfafdt CD28 und markierte anti-lmmunglobulin-Antikérper.

[0048] Das CD28 umfasst bevorzugt ein CD28-Molekiil ganzer Lange geman SEQ ID NO:1 oder ein extra-
zelluldres Fragment davon gemafl SEQ ID NO:2. Bevorzugt handelt es sich um humanes CD28 und markierte
anti-humane Immunglobulin-Antikérper, insbesondere anti-humane 1gG-Antikérper.

[0049] In einer bevorzugten Ausfithrungsform umfaft das erfindungsgemafe Kit ferner markierte anti-lgE-An-
tikérper und ist damit dazu geeignet, diagnostische Tests zur Feststellung von allergischen oder atopischen
Erkrankungen sowohl auf Basis der Feststellung der Konzentration an Gesamt-IgE als auch auf Basis des
Nachweises von CD28 Autoantikérpern durchzufihren. Das Kit kann weiterhin unmarkierte anti-IgE-Antikérper
umfassen, so dal der Test auf Gesamt-IgE als Sandwich-ELISA durchgefihrt werden kann. Die unmarkierten
Antikérper kénnen polyklonale anti-lgE-Antikérper sein, die markierten anti-lgE-Antikérper kénnen polyklonal
oder monoklonal sein. Alternativ kdnnen die markierten und die unmarkierten anti-IgE Antikérper beide jeweils
monoklonale Antikérper sein, die jedoch gegen ein unterschiedliches Epitop gerichtet sein missen.
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[0050] Die in dem Kit enthaltenen markierten Antikérper kénnen mit einem Enzym, z.B. alkalischer Phospha-
tase oder Meerrettich-Peroxidase, Biotin, einem radioaktiven Isotop oder einem Fluoreszenzfarbstoff, z.B.
FITC oder PE, markiert sein.

BEISPIELE
Beispiel 1:

Enzymatische Spaltung des rekombinaten CD28-lg Fusionsprotein mit Trypsin und Nachweis von Autoantikér-
pern gegen CD28 im Immunoblot

[0051] Das rekombinante CD28-lg Fusionsprotein (R & D Systems Inc. Minneapolis, USA) wurde in PBS-Puf-
fer (2,7 M NaCl, 54 mM KCI, 87 mM Na,HPO,, 30 mM KHPO,, pH7 4} in einer Konzentration van 1 mg/ml gelost
und 100 pl dieser Lésung wurden mit 50 pl Trypsin (10 mg/ml) bei 37°C fiir 15 Minuten verdaut. Am Ende der
Inkubationszeit wurden 1,5 pl Aprotinin (10 mg/ml} und 2,5 pl TLCK {No-p-Tosyl-L-lysin-chlormethylketan, 20
mg/ml) hinzugefiigt, um die enzymatische Aktivitat von Trypsin zu hemmen. Die Lésung kann bis zum weiteren
Gebrauch bei —20°C gelagert werden.

[0052] Die gelelektrophoretische Auftrennung von Proteinen (SDS-PAGE) wird nach der Methade von Lugh-
tenberg et al. (Lughtenberg, B. (1973), FEBS Lett. 58, 254) durchgefiihrt. Die Spaltprodukte wurden durch
SDS-Gel Elektropharese (10%iges Gel) mit einem 4% Sammelgel (110 V, 150 Minuten) unter nicht-reduzie-
renden Bedingungen aufgetrennt. AnschlieBend wurden die Spaltprodukte bei einer Stromstarke von 50 mA 3
Stunden lang auf PVDF (Polyvinylidenfluorid)-Membranen (Segin-Blot, Biorad, Germany) transferriert. An-
schlieffend wurden die Membranen mit 5% Magermilchpulver fir 60 Minuten bei Raumtemperatur blockiert
und mit PBS dreimal gewaschen.

[0053] Die Sensitivitdt und 3pezifitat des Immunblots wurde mit den folgenden Antikdrpern kontrolliert: mo-
noklonaler Maus anti-human CD28 Antikérper (R&D Systems, Minneapolis, USA), 1:5.000 in PBS verdiinnt,
biotinylierter polyklonaler Maus anti-human CD28 Antikérper (R&D Systems, Minneapolis, USA), 1:5.000 in
PBS verdiinnt, menoklonaler Maus anti-human Fc Antikérper {Dianova, Hamburg, Germany), 1:10.000 in PBS
verdinnt, und polyklonaler Kaninchen anti-human IgG Antikérper {(Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany), 1:
3.500 in PBS verdiinnt.

[0054] Eig. 1 zeigt, dai ein Spaltpradukt des CD28-Ig Fusionsprotein eindeutig nur von den Anti-CD28 Anti-
kérper erkannt wird, nicht aber von Antikérpern gegen I1gG oder Fe.

[0055] Zum Nachweis der Autoantikdrper gegen CD28 im Serum wurden die in Streifen geschnittenen
PVDF-Membranen in 1:10 verdinnten humanem Serum flr 1 Stunde auf einem Schwenktisch bei Raumtem-
peratur inkubiert. Als Kontrollen dienten spezifische Antiseren gegen humanes Fc (Dianova, Hamburg) und hu-
manes CD28 (R&D, Wiesbaden). Anschliefiend wurden die Blots wieder dreimal gewaschen und dann fiir 1
Stunde bei Raumtemperatur mit einem sekundéren, AP-konjugierten Antikérper gegen humanes IgG (Fa. Ser-
va, Heidelberg) inkubiert. Die Bindung wurd durch eine enzymatische Farbreaktion (BCIP/NBT, 5-bro-
mo-4-chloro-3-indolyl phosphate/p-nitroblue tetrazolium chloride) sichtbar gemacht.

[0056] Exemplarisch sind die Ergebnisse von Seren, die Autoantikérper gegen CD28 enthalten oder negativ
sind, in Fig. 2 dargestellt. Mit Hilfe des Immunablots kénnen im Seren spezifische IgG-Antikérper gegen CD28
nachgewiesen werden.

Beispiel 2:
Assoziation von Autoantikdrpem gegen CD28 mit verschiedenen Krankheiten
[0057] Insgesamt wurden 268 Seren auf das Vorhandensein von Autoantikérpern gegen CD28 mit dem Ver-
fahren getestet und ausgewertet. Aus dieser Gruppe stammten 72 Seren von gesunden Probanden, 196 Seren
stammten von Patienten mit unterschiedlichen Krankheiten. Von jedem Patienten lag das schriftliche Einver-
sténdnis zur Blutentnahme aus wissenschaftlichen Grinden vor.
[0058] In der Gruppe der gesunden Probanden wurden CD28 Autoantikérper in 8/72 Seren nachgewiesen

(11.1%). In der Patientengruppe waren 53/196 Seren (27.04%) positiv. Tabelle 1 zeigt, daf} das Vorhandensein
von CD28 Autoantikérpern tendenziell mit jingerem Alter und weiblichem Geschlecht korreliert ist.
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Tabelle 1.

Alter und Geschlecht im Verhiltnis zu anti-CD28 Autoantikrpern

CD28+

cD28-

Alter (+SD) 52.3 + 18.8 5B.7

+ 19.9 0.073

[Jahre]

Geschlecht
mannlich 19 69
weiblich 34 74

SD: Standardabweichung

[0059] Die Univarianz-Analyse zeigt, dass das Auftreten von CD28 Autoantikdrpern hochsignifikant mit dem
atopischen Ekzem (Odds-Ratio, 25.31 [95% CI, 5.52-116.11]; p < 0.0001), allergischem Asthma und Rhino-
konjunktivitis allergica {OR 10.78 [95% CI, 5.39-21.55]; p < 0.0001) sowie mit Autoimmunerkrankungen wie
z.B. der Sklerodermie, Lupus erythematodes, Rheumatoider Arthritis, Dermatomyositis oder bullésen Autoim-
munerkrankungen assoziiert ist (Tabelle 2). Alle anderen Krankheiten, die in dem Patientenkollektiv diagnosti-

ziert wurden, waren nicht mit dem Auftreten von CD28 Autoantikérpern korreliert.

[0060] Um andere EinfluRgrien wie z.B. Serum-IgE auszuschlielfen, wurde zusatzlich eine multivariate lo-
gistische Regressionsanalyse durchgefithrt. Dadurch konnte ein mdéglicher Einfluld des Alters, des Geschlech-
tes oder des IgE im Serum als Kofaktoren statistisch ausgeschlossen werden (Tabelle 3).

Tabelle 2. Assoziation zwischen Diagnose und anti-CD28 Autoantikdrpern.

p*

28.4-110.4 < 0.0001
5.39-21.55 < 0.0001

Total anti-CD28+ anti-CD28 - Odds-Ratio  95% CI

Gesunde Kontrollen 72 8 64 - -
Atopische Dermatitis 16 14 2 56.00

Allergische Rhinitis/ Asthma ' 54 31 23 10.78
Autoimmunkrankheiten 8 5 3 13.33 5.72-31.1
Cutanes Lymphom. 4.00 0.71-22.5
Nicht-Melanom Hautkrebs 27 9 18 4.00 1.72-9.30
Geschwiir am Bein 53 13 40 2.60 1.16-5.82
Hautinfektionen 24 5 19 2.11 0.76-5.82
Sonst. entzindl. Hauterkrankungen 49 10 39 2.05 0.87-4.83
Psoriasis 9 1 8 1.00 0.14-7.10
Malignes Melanom 11 1 10 0.80 0.11-5.79

<0.01
n.s.
n.5.
n.s.
n.s.
n.s.
n.s.

n.5.

95%-Cl: 95 Prozent Konfidenz Interval; n.s.: nicht signifikant; p*: Bonferroni-korrigierter p-Wert mit Fisher's ex-

act test; OR: odds ratio
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Tabelle 3: Logistische Regressionsanalyse von Faktoren, die das Vorkommen von anti-CD28 Autoantikrpern
beeinflussen.

Faktor OR 95% ClI P

Alter 0.993 0.974-1.012 0.443

Geschlecht 1.073 0.503 - 2.288 0.855

IgE [kUA] 0.999 0.999 - 1.000 0.077

Allergische Rhinitis/ Asthma 2.484 1.139 -5.417 0.022

Atopische Dermatitis 62.682 6.296 - 624.02 0.0004

Autoimmunkrankheiten 8.909 1.572 - 50.48 0.014
Beispiel 3:

Funktionelle Bedeutung der Autcantikérper gegen CD28

[0061] Die funkticnelle Bedeutung der Autoantikérper gegen CD28 wurde mit Hilfe einer sogenannten ,ge-
mischten Lymphozytenreaktion" {mixed lymphocyte reaction, MLR) untersucht.

[0062] Zunachst wurden Protein G-Beads (Dynal, Hamburg) nach Vorschrift mit dem CD28-lg Fusionprotein
beladen. Das Protein wurde durch Crosslinking irreversibel an die Beads gebunden, und die Bindung wurde
liber eine durchfluRzytometrische Messung bestimmt. AnschlieBend wurden Serumpools hergestellt aus (1)
drei Seren mit anti-CD28 Autoantikérpern von Patienten mit atopischem Ekzem (AE+), (2) zwei Seren ohne
anti-CD28 Autoantikérper von Patienten mit atopischem Ekzem (AE@), (3) zwei Seren mit anti-CD28 Autoan-
tikérpern von Patienten chne atepisches Ekzem (G+) und (4) aus sieben Seren ohne anti-CD28 Autoantikdrper
ven Patienten ohne atopisches Ekzem (G&).

[0063] Die Poclseren wurden nacheinander (iber die Beads aufgereinigt, so da® man die Fraktionen mit den
Antikérpern gegen CD28 und gegen humanes Fc erhielt. Die Eluate wurden anschlieend im Western Blot auf
das Verhandensein von Antikérpern gegen CD28 getestet.

[0064] AnschlieRend wurde mit den Eluaten und den Peolseren ein Proliferationstest im Rahmen einer MLR
durchgefiihrt. Die Zellinien wurden in RPMI 1640 Medium + 10% Fétales Kalberserum (FKS) gezlchtet. Flr
die MLR wurden Jurkat Zellen (10* Zellen/ml) zusammen mit bestrahlten (Dosis: 30 Gy) Raji Zellen {(10*/ml)
kultiviert. Die Eluate (50 pl) wurden in verschiedenen Ansdtzen hinzugegeben. In einigen Ansdtzen wurden 4
Hg CTLAA4-Ig (R&D Systems, Minneapolis, USA) zur Induktion einer Anergie zugesetzt. Nach 2 Tagen wurde
den Kulturen 5-bromo-2'-deoxyuridin (BrdlU) zugegeben und fiir 5§ Stunden inkubiert (Neuber et al., Immunolo-
gy 2003, 109: 24-31). AnschlieRend kennte die Proliferation der Zellen anhand einer Farbreaktion gemessen
werden.

[0065] Die Experimente zeigten (Eig. 3), dalk die Eluate von Seren mit Autoantikérpern gegen CD28 die Zell-
proliferation stark stimulierten, wahrend die Seren ohne Autcantikérper die Proliferation hemmten.

[0066] Die Stimulation des CTLA-4 Rezeptors auf T-Lymphozyten versetzt die Zellen durch eine Hemmung
der stimulatorischen Signale in einen anergen Zustand (Sharpe et al, Nature Rev 2002, 2: 116-126). Deshalb
wurde das CTLA-4-Ig Fusionsprotein als Kontrolle in den Proliferationsexperimenten eingesetzt (Linsley et al.,
J Exp Med 1991, 174: 561-569). Es zeigte sich, dass Seren mit Autoantikérpern gegen CD28 den anergen
Zustand durchbrechen kénnen und die T-Zellen emeut preliferieren.
Beispiel 4.
Herstellung eines CD28-GST-Fusionsproteins

RNA-Praparation aus humanem Vellblut

[0067] Zunichst wurde aus humanem Vollblut mit Hilfe des QlAamp RNA Blood Mini-Kit der der Firma Qiagen
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(Hilden, Katalognummer: 52304) RNA prapariert.

RT-PCR zur Herstellung von cDNA

[0068] 5 pg der praparierten RNA wurden mit dem superscript-Kit {Invitrogen, Karlsruhe) mit random hexa-
mer-Primern (Katalognummer: 53034} in Blut~cDNA umgeschrieben.

Klonierung der CD28 cDNA

[0069] AnschlieRend wurde der flr den extrazellularen Bereich {IgG-artige Doméne, chne Transmembranre-
gion und Signalpeptid) dieses Proteins kodierende cDNA-Bereich mit Hilfe einer Polymerasekettenreaktion
(PCR}) amplifiziert. Als Referenz diente die online bei NCBI abfragbare Sequenz NM_006139 (SEQ ID NO:3).

[0070] Die amplifizierte cDNA kodiert fiir die Aminosauresequenz:
PSIQVTGNKILVKQSPMLVAYDNAVNLSCKY SYNLFSREFRASLHKGLDSAVEVCVVYGNYSQQLQAVYSKTG
FNCDGKLGNESVTFYLQNLYVNQTDIYFCKIEVMYPPPYLDNEKSNGTIIHVKGKHLCPSPLF (SEQ ID NO:2)

[0071] Als Primer dienten:

Sense 5'-AAAGAATTCCCTTCAATTCAAGTAACAGGAAAC-3'
(SEQ ID NO:4)

Antisense 5'-AAACCCGGGAAATAGGGGACTTGGACAAAG-3'
(SEQ ID NO:5)

[0072] Die Integration der cDNA in die multiple-cloning-site des Vektors pGEX-4T-1 {(Amersham Biosciences,
Freiburg, Katalognummer: 27-4580-01) erfolgte iber Schnittstellen fir die Restriktionsenzyme EcoRI und
Smal, die bereits in die zur Amplifikation eingesetzten Primer 5' integriert waren (in der Primersequenz unter-
strichen). Dazu wurde das PCR-Amplifikat ebenso wie der Vektor pGEX-4T-1 zun&chst mit 3mal (New England
Biolabs; Frankfurt a.M., Katalognummer: #R0141S5) und anschliefend mit EcoRI (New England Biolabs, Kata-
lognummer #R01018) im Reaktionspuffer NEB4 bei 20°C bzw. 37°C fir jeweils zwei Stunden inkubiert. An-
schlieflend erfolgte eine Aufreinigung der geschnittenen DNA lber das Agarose Gel DNA Extraction-Kit der
Firma Roche (Basel, Katalognummer: 1696505). Der linearisierte Vektor wurde anschliefiend dephosphory-
liert, wozu die eluierte DNA bei 37°C mit 10 U alkalischer Phosphatase (Roche, Katalognummer: 713023) nach
Zugabe des entsprechenden Puffers inkubiert wurde. Die Restriktionsansatze wurden anschliefiend in einem
einprozentigen Agarose-Gel bei 100 V aufgetrennt. Nach Ethidium-Bromid-Farbung konnte eine Bande von ca.
400 bp auf einem UV-Transilluminator visualisiert und ausgeschnitten werden: Die geschnittene cDNA wurde
dann mit Hilfe des Roche Agarosegel-Elution kits in 50 pl H,O eluiert. Anschlieend wurde ein Ligationsansatz
mit T4-Ligase (Invitrogen, Katalognummer: E111-01), 100 ng Vektor und 200 ng cDNA-Fragment angesetzt
und bei 12°C mehrere Stunden inkubiert. Hieraus ergibt sich ein Konstrukt, bei dem die Glutathion S-Transfe-
rase 5'-warts des im Leserahmen befindlichen CD28-Bereichs liegt.

[0073] AnschlieRend wurden kompetente Bakterien (XL1 Blue, HB 101) mit einem Finftel des Ligationsan-
satzes transformiert. Dazu wurde zu 50 pl auf Eis aufgetauter kompetenter Bakterien ein Fanftel eines Ligati-
onsansatzes oder 0,5 pg einer DNS-Praparation hinzupipettiert und 30 min auf Eis inkubiert.

[0074] AnschlieRend wurden die Bakterienansitze 5 min auf 37°C erwirmt. Danach wurden 950 yl SOC Me-
dium zugegeben und zwischen 50 pl und 1 ml des Ansatzes auf LB-Agar-Platten mit 150 pg/ml Ampicillin mit
einer Pipette gleichm&Rig ausgestrichen und iber Nacht bei 37°C inkubiert.

Minipréparation von Plasmid-DNA aus Bakterien

[0075] Einzelne Kolonien transformierter Bakterien wurden in 2,5 ml Medium mit entsprechendem Antibioti-
kumszusatz angeimpft und Gber Nacht inkubiert. Die Bakterien wurden dann bei 2400 g pelletiert, der Uber-
stand abgesaugt und das Pellet in 200 pl STET (8% Sukrose, 5% Triton X-100, 50 mM Tris-HCI, pH 8.0, 50
mM EDTA) mit 1 pg/ml Lysozym auf dem Schittler resuspendiert. Anschliefiend wurde der Ansatz fiir 2 Minu-
ten auf 95°C erhitzt und dann 10 min bei 16000 g zentrifugiert. Das Sediment wurde nun mit einem Zahnsto-
cher entfernt und verworfen. Dem Uberstand wurden 10 pl 5%iger CTAB-L&sung (Cetyl-Trimethyl-Ammonium-
bromid) zugegeben, kurz geschiittelt und das Préazipitat bei 16000 g pelletiert. Der Uberstand wurde abgesaugt
und das Pellet in 300 pl 1,2 M NaCl auf dem Schiittler gelést. Dann wurden 750 pl Ethanol 100% zugegeben,
der Ansatz kréftig geschittelt und bei 10 min bei 16000 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt, das
Pellet nun in 1 ml 70%igem Ethanol gewaschen, 5 min bei 16000 g zentrifugiert und der Uberstand erneut ver-
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woarfen. Das DNA-Pellet wurde nun getrocknet und in 30 pl H20 aufgencmmen.
[0076] Die Richtigkeit der Sequenz des eingefligten Bereichs erfolgte durch anschlieRende Sequenzierung.
Praparation des rekombinanten CD28-GST-Fusionsproteins

[0077] Kompetente BL21-RILsuppl. Bakterien (ein proteasedefizienter E. coli-Stamm) wurden mit dem cD-
NA-Konstrukt transformiert und nach halbstindiger Vorinkubation in SOC-Medium bei 37°C auf LB-Agar-Plat-
ten mit 150 pg/ml Ampicillin ausgestrichen. Nach 14stiindiger Inkubation wurde eine 30 ml LB-Medium mit Am-
picillin mit einer Kolonie beimpft.

[0078] Diese Vorkultur wurde Gber Nacht bei 37°C im Schittler inkubiert. Diese wurde dann in 500 ml LB-Me-
dium mit Ampicillin Gberfihrt und bis zu einer optischen Dichte von 0,6-0,8 bei 600 nm unter standigem Schiit-
teln bei 37°C inkubiert (ca. 1,5 Stunden).

[0079] Sobald diese Dichte erreicht war, wurde die Proteinexpression mit 1 mM IPTG (Isopropyl bD-thioga-
lactopyranosid, Biomol, Hamburg, Katalognummer: 05684-1) induziert. Nach ca. 4 Stunden wurden die Bakte-
rien bei 4000 g und 4°C fir 10 Minuten pelletiert, der Kulturiiberstand verworfen und das Pellet in 5-10 ml eis-
kaltem PB3 resuspendiert. Diese Suspension wurde nun flinfmal einer Ultraschallbehandlung von je 10 Se-
kunden Dauer unterzogen (Branson Sonifier 250, Stufe 6) und anschliefend 20 Minuten bei 30000 g zentrifu-
giert. Nun erfolgte die Affinitatsreinigung dber den GST-Tag. Glutathion-Sepharose 4B {Amersham Biosci-
ences, Katalognummer: 27-4574-01) wurde bis zu einem Bettvolumen von 1 ml in eine gravitationsgetriebene
Polypropylensaule geladen und in einem finffachem Volumen PB3 Aquilibriert.

[0080] Anschliefend wurde das Bakterienlysat aufgeladen und der Durchfluss erneut auf die Saule gegeben.
Der zweite Durchfluss wurde verworfen und die Saule mit dem finf- bis zehnfachen des Bettvolumens PBS
gewaschen. Eluiert wurde in 10 mM reduziertem Glutathion, 50 mM Tris pH 7,5, 100 mM NaCl, 10% Glycerol.
Das eluierte Protein wurde anschlieBend aliquotiert und bei —80°C aufbewahrt.
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Bendtigte Materialien

PBS

STET

TAE x 50

TE

Auftragpuffer x 5

(fir Nukleinséuren)

S0C Medium

Autoklavieren und anschlielRend auf 60°C abkiihlen.

Dyt Medium

137 mM NaCl
2,7 mM KCl

7,4 mM Na,HPO,
1,5 mM KH,PO,

8% Sucrose
0,1% Triton X
50 mM EDTA
50 mM Tris pH 8

2 M Tris Base
5,71 Eisessig
50 mM EDTA

20 mM Tris pH7,5
1 mM EDTA

40% Sucrose

0,25% Bromphenclblau
0,25% Xylene X

in TE

2% bacto-trypton

0,5% Bacto Hefe Extrakt
10 mM NaCl

2,5 mM KCI

5 N NaOH aufpH 7,0

10 mM MgCl,
10 mM Glukose

1,6% Bacto-tryptone
1% Bacto Hefe Extrakt
100 mM NaCl
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LB Medium 1% Bacto-tryptone
0,5% Bacto Hefe Extrakt
200 mM NaCl
mit NaOH auf pH 7,5 einstellen
Y-broth LB Medium
4 mM MgSO,
5 mM KCI
TFB 1 15% Glycerin
10 mM CaCl,

30 mM Kaliumacetat
mit Essigsaure auf pH 5,8 einstellen

100 mM RbCI

50 mM MnCl,

TFB 2 15% Glycerin
10 mM MOPS
75 mM CaCl,
10 mM RbCI

LB Medium 1% Bacto-tryptone
0,5% Bacto Hefe Extrakt
200 mM NaCl

mit NaOH auf pH 7,5 einstellen

Herstellung kompetenter Bakterien

[0081] XL1blue Bakterien wurden auf einer LB-Platte ausgestrichen und iiber Nacht bei 37°C inkubiert. Mor-
gens wurden einige Kolonien mit je 2 ml Y-broth angeimpft und 2 Stunden bei 37°C im Schiittler inkubiert. An-
schlieffend wurden diese Vorkulturen in 500 ml Y-broth gegossen und bis zu einer OD bei 600 nm von 0,3-0,35
inkubiert. Dann wurde die Kultur auf zwei 50 ml Polypropylenréhrchen verteilt, kurz auf Eis gestellt und bei 4°C
und 2000 g pelletiert. Der Uberstand wurde dekantiert, das Pellet in je 15 ml in TFB 1 (15% Glycerin, 10 mM
CaCl,, 30 mM Kaliumacetat, mit Essigséure auf pH 5,8 eingestellt, 100 mM RbCI, 50 mM MnCL,) resuspendiert
und 6090 Minuten auf Eis gestellt.

[0082] AnschlieRend wurde erneut mit 2000 g pelletiert, der Uberstand dekantiert und das Pellet in je 2 ml
TFB 2 {15% Glycerin, 10 mM MOPS, 75 mM CaCl,, 10 mM RbCl) resuspendiert. Die Bakterien wurden dann
in 200 pl Aliquots aufgeteilt und sofart in Flissigstickstoff schockgefroren und anschlieRend bei -80°C gelagert.

Beispiel 5:
ELISA zum Nachweis spezifischer Antikbrper gegen die extrazelluldre Doméane des humanen CD28

[0083] Die Kavitaten von Mikrotiterplatten {Maxisorp, Nunc) werden mit 100 pyl monoklonalem Maus an-
ti-Gluthation-S-Transferase (GST) Antikdrper {spezifisch fir GST aus Schistosoma japonicum, 1:2000 in PBS
vorverdiinnt) beschichtet. Nach einer Inkubationszeit von 1 Stunde bei Raumtemperatur werden die Kavitaten
dreimal mit PBS + 0,1% Tween 20 gewaschen.

[0084] Dann wird mit 250 yl PBS mit 1% Magemilchpulver und 0,1% Tween 20 fir 1 Stunde bei Raumtem-
peratur blockiert. AnschlieBend wird erneut dreimal mit PBS + 0,1% Tween 20 gewaschen.

[0085] Wahrend in die Vertiefungen der Spalten 1 und 2 jeweils 100 pl 1:2 vorverdinntes CD28-GST Antigen
(PBS3 + 0,1% Tween 20) pipettiert wurden, kammen in die Vertiefungen der dritten und vierten Spalte nur je 100
pl PBS + 0,1% Tween 20. Entsprechend werden die Gbrigen Spalten der Mikrotiterplatte vorbereitet.

[0086] Nach einer Stunde bei Raumtemperatur folgen erneut drei Waschschritte. Nun werden die Patienten-

seren sowie das positive Kontrollserum, ein polyklonaler Kaninchen anti-human CD28 Antikérper (S3anta Cruz,
Heidelberg), Konzentration 1 pg/ml, 1:200 in PBS + 0,1% Tween 20 vorverdinnt.
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[0087] Der Leerwert enthielt das Antigen, aber kein Kontrollserum, die Negativkontrolle enthielt das Kon-
trollserum, aber kein Antigen und der Blank enthielt weder Kontrollserum noch Antigen. Jedes Patientenserum
wurde in Doppelbestimmungen gegen Antigen und — zum Ausschluss unspezifischer Reaktionen — gegen PBS
+ 0,1%/Tween 20 gemessen.

[0088] AnschlieRend wurde die Mikrotiterplatte fiir 1 h bei Raumtemperatur inkubiert und anschliefend drei-
mal gewaschen. Im nachsten Schritt wurde der SekundérantikGrper hinzugegeben. In die Vertiefungen mit dem
Kontrollserum (B 1-4) wurden je 100 pl eines anti Kaninchen IgG Antikérpers (Fc-spezifisch; Sigma, Minchen)
und fiir die Patientenseren je 100 pl eines anti-human lgG Antikérpers {Fe-spezifisch; Sigma, Mldnchen) ver-
wendet. Beide Antikérper wurden 1:5000 vorverdinnt und sind mit alkalischer Phosphatase markiert. Die In-
kubaticnszeit betrug bei Raumtemperatur 60 Minuten.

[0089] Danach wurde flinfmal griindlich gewaschen und in jede Vertiefung wurden 100 pl der p-Nitrophenyl
Substratiésung gegeben (pNPP Substrat Tabletten Set, Sigma, Minchen) und sechzig Minuten bei Raumtem-
peratur im Dunkeln inkubiert. Die Farbentwicklung wurde nach 30 und nach 60 Minuten bei 405 nm gemessen.

[0090] Das Ergebnis fir jedes Serum wurde nach der folgenden Formel berechnet:

Anti-CD28 =
ODywy

[0091] Der Quotient wurde fiir alle getesteten Seren errechnet. Der Grenzwert wurde mit den 72 Seren der
gesunden Probanden errechnet. Es zeigte sich, dalk 95% aller errechneten Quotienten der gesunden Proban-
den unter 9 lagen, so dal® Werte, die > 10 waren als positiv gewertet wurden, d.h. sie enthielten Autoantikérper
gegen CD28.

[0092] Zusatzlich wurden Seren, die sicher keine Autoantikérper gegen CD28 enthielten und solche, die si-
cher CD28 Autoantikdrper enthielten in einer Verdinnungsreihe getestet. Es zeigte sich, dass Seren, die CD28
Autoantikérper enthalten, auch noch bei einer Verdiinnung von 1:700 eine eindeutig héhere OD zeigten als die
negativen Seren (Fig. 4).

[0093] Kreuzreagierende Antikrper in den Patientenseren gegen GST konnten ausgeschlossen werden.
Dazu wurden 32 Seren getestet und in keinem Serum fanden sich AntikGrper gegen das in diesem ELISA ver-
wendete GST.

[0094] Bei allen Patienten mit einer atopischen Erkrankung lagen die IgE-Werte im Serum vor. Die Konzent-
ration an IgE ist ein Parameter fiir den Schweregrad einer atopischen Erkrankung. Die Titer fiir Autoantikérper
gegen CD28 korrelieren bei diesen Patienten signifikant mit der Héhe des Serum IgE-Titers. Daraus kann man
schlielten, dass die H6he der anti-CD28 Autoantikdrper Titer ebenfalls mit der Schwere der Atopie korrelieren.

Abbildungen:

Fig. 1.
Spaltprodukte nach enzymatischem Verdau des CD28-Ig Fusionsproteins mit Trypsin.

[0095] Spalte 1: CD28 markiert mit Maus anti-human CD28 moAk {monoklonalen Antikérper). Spalte 2: CD28
markiert mit einem biotinylierten polyklonalen Maus anti-human CD28 Ak. Einige kleinere Fragmente des
CD28-Ig Fusionsproteins werden mit diesem polyklonalen Ak nachgewiesen, nicht aber mit dem manaklonalen
Antikérper. 3palten 3-5: Nachweis von Spaltprodukten des Ig-Anteils mit dem Kaninchen anti-human IgG-Ak
(Spalte 3) sowie mit dem Ziege anti-human 1gG Ak {Spalte 4) und mit dem Maus anti-human Fc Ak {Spalte 5).

Fig. 2.

[0096] Immunablots von 4 Patienten mit atopischem Ekzem {AD) und Autoantikérpern gegen CD28 sowie ei-
nem Patient ohne Autoantikérper. Als Beispiel fir CD28 Antikarper bei Autoimmunerkrankungen {Al) wird das
Ergebnis mit dem Serum eines Patienten mit Sklerodermie gezeigt. Bei den hier gezeigten Patienten mit Epi-
dermolysis bullosa acquisita {Al) and Psoriasis vulgaris (PS) konnten keine Autoantikérper gegen CD28 nach-
gewiesen werden.
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[0097] MLR mit betrahlten Raji Zellen and vitalen Jurkat Zellen: Die Proliferation wurde mit dem Einbau von
BrdU nach 2 Kulturtagen gemessen. Ergebnisse werden als %-Stimulation der spontanen Proliferation (Kon-
trolle {control)) dargestellt. CTLA4-lg hemmt die Proliferation, wihrend Eluate mit CD28 Autcantikdrpern
(CD28 auto-Ab) die T-Zell-Proliferation signifikant stimulieren. Kostimulation mit CTLA4-lg und Autoantikérpern
gegen CD28 zeigte eine signifikant verminderte Hemmung der Jurkat Zell Proliferation. ** P < 0.01, signifikant
im Vergleich zur Kontrolle.

Ficg. 4.

[0098] Untersuchung von Seren auf anti-CD28 Autoantikérper im ELISA. Die OD der Seren, die sicher an-
ti-CD28 Autoantikérper enthalten, liegt auch noch bei hohen Verdiinnungen noch deutlich héher als bei ein-
deutig anti-CD28 Autoantikdrper-negativen Seren.

Fig. 5.

[0099] Darstellung der Korrelation zwischen anti-CD28 Autoantikérpern und Serum-IgE bei Patienten mit Ato-
pie bzw. atopischem Ekzem. Der Korrelationekoeffizient betragt 0:206 und das Signifikanznieveau 0.012.
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SEQUENZPROTOKOLL

<110> Universit&tsklinikum Hamburg-Eppendorf
«120> Diagnose von allergischen Erkrankungen und/oder atopischen Erkran-

kungen durch Nachweis von Autoantikérpern gegen CD28 in humanem Serum

<130> P&7596
<160> 5

<170> PatentIn version 3.1

<210= 1
<211x> 220
«212>= PRT

<213> Homo sapiens

<400> 1
Met Leu Arg Leu Leu Leu Ala Leu Asn Leu Phe Pro Ser Ile Gln Val
1 S 10 15
Thr Gly Asn Lys Ile Leu Val Lys Gln Ser Pro Met Leu Val ala Tyr
20 25 30
Asp Asn Ala Val Asn Leu Ser Cys Lys Tyr Ser Tyr Asn Leu Phe Ser
35 40 45
Arg Glu Phe Arg Ala Ser Leu His Lys Gly Leu Asp Ser Ala Val Glu
50 55 60
Val Cys Vval Val Tyr Gly Asn Tyr Ser Gln Gln Leu Gln Val Tyr Ser
65 70 75 80
Lys Thr Gly Phe Asn Cys Asp Gly Lys Leu Gly Asn Glu Ser Val Thr
B5 90 85
Phe Tyr Leu Gln Asn Leu Tyr Val Asn Gln Thr Asp Ile Tyr Phe Cys
100 105 110
Lys Ile Glu val Met Tyr Pro Pro Pro Tyr Leu Asp Asan Glu Lys Ser
115 120 125
Asn Gly Thr Ile Ile His Val Lys Gly Lys His Leu Cys Pro Ser Pro
130 135 140
Leu Phe Pro Gly Pro Ser Lys Pro Phe Trp Val Leu Val Val Val Gly
145 . 150 155 160
Gly Val Leu Ala Cys Tyr Ser Leu Leu Val Thr Val Ala Phe Ile Ile
165 170 175
Phe Trp Val Arg Ser Lys Arg Ser Arg Leu Leu His Ser Asp Tyr Met
18¢ 185 190
Asn Met Thr Pro Arg Arg Pro Gly Pro Thr Arg Lys His Tyr Gln Pro
185 200 205
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<210> 2 .
<211> 135
<212> PRT
<213> Homo
<400> 2

Pro Ser Ile
. .
Met

Leu val
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Tyr Ala Pro Pro Arg Asp Phe Ala Ala Tyr Arg Ser

sapiens

Gln val

Ala Tyr

. 20

Leu
35
Ala

Tyr Asn
Ser
50

Gln

Aszp

Leu
65

Vai

Asn Glu Ser

Asp Ile Tyr

Phe Ser

Val Glu

Tyr Ser
Thr
85
Cys

Val

Phe

- 1040

Glu
115

Pro

Asp Asn

Leu Cys
13¢

<210> 3
<211> 3B04
<212> DNA'
<213> Homo
<400> 3

taaagtcatc
tttgagtgcce
cggagactct
ggggaggagg
gctctcaact

cccatgettg

Lys Ser

Ser Pro

sapiens

.agaacaacgt
ttgatcatgt
‘caggecttgg
‘ggctggaace
tattececttce
-tagcgtacga

Thr

Asp

Arg

Val

Lys

70

Phe

Lys

Asn

Leu

215

Gly Asn

Asn Ala

Glu Phe
40
Cys Val
55
Thr Gly

Tyr Leu

Ile Glu

Thr
120

Gly

Phe
135

tatatcectgt
gccctaaggyg
caggtgcgtc
ctagceeatc
aattcaagta

caatgcggte

Lys Ile Leu
10

Val

25

Arg

Asn Leu

Ala Ser

Val Tyr Gly

Phe Asn Cys

75

Gln Asn Leu
30

Val Met
105

Ile

Tyr

Ile His

gtgaaatgct
gatggtggeyg
titcagttce
gtcaggacaa
acaggaaaca

aaccttagct

17723

220

Val Lys Gln

Ser Cys Lys
30
His
45

Tyr

Leu Lys

Asn Ser
60
Asp

Gly Lys

Tyr Val Asn
Pro

110

Pro Pro

Val Lys Gly

125

gcagtcagga
gtggtggtgg
cctcacactt
agétgctcag
agattttggt
gcaagtattc

Ser Pro
15
Tyr Ser

Gly Leu

Gln Gln

Leu Gly
80
Gln Thr
95
Tyr Leu

Lys His

tgecttgtgg
ccgtggatga
cgggttecte
gctgetcttyg
gaagcagtcg

ctacaatcectce

60
120
180
240
300
360



ttetcaaggg
gttgtatatg
gatgggaaat
acagatattt
aagagcaatg
cceggacctt
agcttgectag
ctgcacagtyg
cagccctatg
agaagccagc
ccgecatete
agtgactaga
ctgtgacagg
gacttgactg
ctttectcact
tgcagaagaa
agtgggttaa
attaaaacac
cctttagttt
ttgaccaaat
gagttgettt
gaaagaataa
atgtcaaaat
cactttggga
tgaaacteccg
atcecagety
cagtgageccyg
aaacaacaac
ggattattty
gtttcagggt
gaaagagcgt
gtatgaggat
aattcttgcecc
aggcagaagg
agctccaaaa
tattttggaa
gaccotgaaa
ggggaccttg
aggtgttgaa
ttgaatagce
agataatggt
ctgtctttga
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agttccgggc

ggaattacte
‘tgggcaatga

acttctgcaa
gaaccattat

ctaagecctt

taacagtgge

-actacatgaa

coccaccacg

‘cggctggeag

cagccggeca

‘ccaaatatca
jccaagtctta
.agaagttagg
.cacctgcaca
-aggctaggaa
‘acggggtaag
‘tgtecteccac

‘agaaatacat

gagggattty

Icctcactccc

aatagttctc
tatttgagta

‘ggccgagygtyg

tctgtactaa

‘cccaggagge
agatagtgec
:aacaacaaca
tctaacagtt
tgcacagttg
-ccataggaga

‘gagtcccaag

atgtgctgag

‘tgeceotggtg
-ctctgggctc

tgtgtctttt

tgaccatgga
.aagaatgcce
‘ggagcttagg
‘tcaggcaagt

tacaaatgte

'ctctgcctat

atccctteac
ccagcagctt
atcagtgaca
aattgaagtt
ccatgtgaaa
ttgggtgetg
ctttattatt
catgactccc
cgacttcgea
ccecccatetyg
cctcaggece
agatcatttt
cagtgccatg
gtagaaaaca
tctcagtcaa
atcattcctt
ttagagtagg
tcatgaaatg
agacattgte
gtcaaatgag
tgtcatgaga
ctacatgaag
ctatgggace
ggcagatcac
aaatacaaaa
tgaggcatga
acagctctecc
acaacaacaa
cattccaatce
gtctctttaa
agtgagaata
aaggttcttt
gagatagcca
agagctccett
agetgectect
gaagagagca
tatttttecta
ttcagtggcc
ttttagaggce
cactgcccecac
tcttecctata
ccctgacgtt

asaggactgg
caggtttact
ttetacctee
atgtatcctc
gggaaacacc
gtggtggttg
ttetgggtga
cgccgeeecy
gcctateget
ctcaatatca
ctgttgggece
gagactctga
gcccacatte
aaaagggagt
gcaaagtgtg
ttggttaazat
gggagggata
agccacgtag
ttttatgaat
ggatteccecte
cttcagtgtt
aaagaatatg
tggcgcagtyg
ttgagatcag
tttagecttgg
gaatcgcttyg
agectgggcey
caaaccacaa
agaccaggta
tgteggtgty
ctgtgaaaag
ggaaggagga
gcattaggtyg
técagggact
gtaccttgga
tcagagttct
cctacagttt
ctcaccattt
acgtagactt
ctzagatgat
gtataatctc
tagtagcatg
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atagtgctgt
caaaaacggg
agaatttgta
ctecttaccet
tttgtccaaqg
gtggagtect
ggagtaagag
ggcccaccey
ccﬁgacacgg
ctgctectgga
accaatgcca
saatgaagtaa
caacttacca
ggattctggg
gtatccacag
gggtgtttasa
ggaagacata
ttcctattta
tctgatcata
aaagcaatat
aatgttcaca
tcaggaaata
gctcatgett
gaccagcctg
ccﬁggtggca
aacctggcag
acagagtgag
aattatttga
ggagctttce
gagatccaaa
ggatgttage
cgaatagaat
acaatcttec
ttatgtggtt
ggtccattca
taagggactyg
gagtcaacta
gttcatgett
ggttcaagte
gg;tcttcaa
cataagggca

cccgacatac

ggaagtctgt
gttcaactgt
tgttaaccaé
agacaatgag
tcececctattt
ggettgectat
gagcaggctc
caagcattac
acgcctatcc
taggaaafga
atttttcteg
aagagatttc
tgtacttagt
agcctcttee
acattttagt
tcttttggtt
tttaaazacc
atgectgtttt
tttagtcatt
caggtaaacc
atatactttc
aggtcacttt
gtaatcccag
gtcaagatgg
ggcacctgta
gcggaggttg
actccatctce
gtactgtgaa
tgtttcatat
gtgggttgtg
attcattaga

ggagtaatga

agaagtggte
tagggctcag
catgggaaag
ggtaaggcct
gaatatgect
cagttaattc
tcgttagtag
ctataaatgg
tggecccaagt
aatgttagct

420

480
540

600

660
720
780
840
900
960
1020 -
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880



attggtatta
gaagggyggyga
atgaggacct
aatataagge
gagaaggaag
gatttttaag
agtacttggy
tcttgggcac
tggagagttt
cttgatectat
gaatcacact
agggaagtcc
gcaatgcttt
ttattgtaag
tttgggttaa

cagtgataaa

<210> 4
<211> 33
<212>
<213>

<400> 4

DNA
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ttgccatata
-atattgtaac
‘tttaacttecc
‘acctcecact
ggaggagtag
_tgggcttcca

tgctgaagaa
acagagttct
tttgaaatgg
ggtaataaat
tgagatgttt

‘gttttcacta
-catagtttca
jagtcttataa
gcatgccaat

.attactaaac

Artificial

gataaattat
acaaatttaa
atcattttece
tttatgtata
gaatcttgag
tteccatggat
ctgttggatt
tcaatccaag
cagtaggcaaa
gattttgttt
cttactcact
ttagtatgaa
gatatggtag
ttaatggtac
ttaaagagac
tact

gtataaaaat
acccactacg
tgtttcttga
gazagaggtce
attccatate
ttaatcagtc
taccectggea
ttatcagatt
taaatazata
tctgactgga
ctgcacagaa
ccaagaaatg
ttatgaagaa
tcctataatt
caagtgtatg

aasagaattcc -cttcaattca agtaacagga aac

<210> 5

<211> 30

<212> DNA

<213> Artificial
<400> 5

aaacccggga ‘aataggggac ttggacazag

1. Verwendung van CD28 als Nachweisreagenz fir anti-CD28 Autoantikdrper zur Diagnose allergischer

taaactgggce
cagggatgag
aatagtttat
ttttaatttt
gaaaatactg
ccaagaagat
cgtgtgccac
gtatttgaaa
ctttttttta
aaaataggcc
acaaagaaga
gttcaaaaac
aacaatgtca
tttgattgtg
tacattatgt

Patentanspriiche

Erkrankungen und/oder atopischer Erkrankungen.

2. Verfahren zur Diagnose allergischer Erkrankungen und/oder atopischer Erkrankungen, dadurch ge-
kennzeichnet, dal® man eine Probe eines Patienten auf das Vorhandensein von anti-CD28 AutoantikGrpern un-
tersucht, indem man die Probe mit CD28 in Kontakt bringt, wobei eine Bindung der Autoantikérper an CD28
auf das Vorliegen einer allergischen Erkrankung und/oder atopischen Erkrankung hinweist.

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dal CD28 ein CD28-Molekiill ganzer Lange ge-
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aatagcctaa
gtgctataat
cttgtaatga
tttttaatgt
tactttggtt
caaactcage
ttgcccaget
atgacagagc
aatggazaga
tactaaagat
aatgttatac
agtggtagga
tttgctgecta
agctcaccta

tctacatatt

2540
3000
3060
3120
3lﬁd
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3804

32

30
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méalk SEQ ID NO:1 oder ein extrazellulares Fragment davon gemaR SEQ ID NO:2 ist.

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dalt das CD28-Molekll ganzer Lange oder das
extrazelluldre Fragment davon Teil eines Fusionsproteins sind.

5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dal® das Fusionsprotein ferner Glutathi-
on-S-Transferase umfalit. 6. Verfahren nach einem der Anspriche 2 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB die
Prabe eine Blutprobe oder Serumprobe ist.

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 2 bis 6, dadurch gekennzeichnet, da® CD28 an einen Trager ge-
bunden ist.

7. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dal® man die Bindung von anti-CD28 Autoantikor-
pern an CD28 untersucht, indem man den Trager mit markierten anti-immunglobulin-Antikérpern gegen Anti-
kérper der Spezies, der der Patient angehdrt, kontaktiert und die markierten Antikérper nachweist.

8. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daRk der Patient ein Mensch ist und die anti-Im-
munglobulin-Antikérper anti-humane Immunglobulin-Antikérper sind.

9. Verfahren nach einem der Anspriche 8 und 9, dadurch gekennzeichnet, daB die anti-lmmunglobulin-An-
tikérper mit einem Enzym, Biotin, einem radioaktiven Isotop oder einem Fluoreszenzfarbstoff markiert sind.

10. Verfahren nach einem der Anspriiche 8 bis 10, dadurch gekennzeichnet, dalk man die Untersuchung
in einem Blot, einem ELISA, einem RIA, einer FACS-Untersuchung oder in einem Flissigphasen-Detektions-
system durchfihrt.

11. Verfahren nach einem der Anspriiche 2 bis 11, dadurch gekennzeichnet, dalt die allergische Erkran-
kung eine Rhinokonjunktivitis allergica oder allergisches Asthma bronchiale ist.

12. Verfahren nach einem der Anspriiche 2 bis 11, dadurch gekennzeichnet, dal} die atopische Erkrankung
eine atopische Dermatitis ist.

13. Verfahren nach einem der Anspriche 2 bis 13, dadurch gekennzeichnet, dal? man ferner die Konzen-
tration an Gesamt-IgE in der Prabe bestimmt, wobei eine Konzentration ven 100 IU/ml Gesamt-IgE oder mehr
auf das Vorliegen einer allergischen Erkrankung und/oder atopischen Erkrankung hinweist.

14. Verfahren nach einem der Anspriiche 2 bis 14, dadurch gekennzeichnet, daf eine hohe Konzentration
von Autoantikbrpern gegen CD28 auf ein besonderes Risiko, eine besonders schwere Erkrankung oder eine
besondere Schwere der Erkrankung hinweist.

15. Kit zur Diagnose allergischer Erkrankungen und/oder atopischer Erkrankungen, dadurch gekennzeich-
net, dafk es CD28 und markierte anti-lmmunglobulin-Antikérper umfalit.

16. Kit nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, daf CD28 ein CD28-Molekill ganzer Lange gemaf}
SEQ ID NO:1 ader ein extrazellulares Fragment davon gemai SEQ ID NO:2 umfalit.

17. Kit nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, dalt das CD28-Molekdll ganzer L&nge oder das extra-
zellulare Fragment davon Teil eines Fusionsproteins sind.

18. Kit nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, dalk das Fusionsprotein ferner Glutathion-8S-Transfe-
rase umfafit.

19. Kit nach einem der Anspriiche 16 bis 19, dadurch gekennzeichnet, dal es ferner markierte anti-IgE An-
tikdrper umfait.

20. Kit nach einem der Anspriiche 16 bis 20, dadurch gekennzeichnet, dal® die markierten Antikérper mit
einem Enzym, Biotin, einem radioaktiven Isotop oder einem Fluoreszenzfarbstoff markiert sind.

Es folgen 3 Blatt Zeichnungen
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Anhéngende Zeichnungen

Fig. 1
1 2 3 4 5
CD28 —»|
‘Ig-Fragmente
Fig. 2
AD Al PS

CD28 S+ + + + — + - —_
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Fig. 3
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Fig. 5
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Korrelationskoeffizient = 0.206

P=0.012
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anti-CD28 Quotient
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