GOETHE @
UNIVERSITAT

FEANKFUET AM MAIN

Strukturelle Modifikation der Hauptallergene
aus Sellerie und Karotte zur Reduktion der
allergenen Reaktivitidt und Verwendung als

mogliche Immuntherapeutika

Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades

der Naturwissenschaften

vorgelegt beim Fachbereich Biochemie, Pharmazie und Chemie
der Johann Wolfgang Goethe-Universitat

in Frankfurt am Main

von
Andrea Wangorsch

aus Mellrichstadt/Rhon

Frankfurt (2016)
(D30)



vom Fachbereich Biochemie, Chemie, Pharmazie (14) der

Johann Wolfgang Goethe-Universitat als Dissertation angenommen.

Dekan: Prof. Dr. Michael Karas

Gutachter:  Prof. Dr. Theodor Dingermann

Prof. Dr. Stefan Vieths

Datum der Disputation: 22.02.2017



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis
1 EINleitung.....ccrsrsnssnsssmssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssss s 1
1.1 Einfithrung in die Typ-I-Allergie........cccocunmmmsmsmssnssnssessnssnsssssassanns 1
1.2 Nahrungsmittelallergie........c.cccmmmnmmmnmnsmnmmnesmms 4
1.2.1 Birkenpollenassoziierte Nahrungsmittelallergie.........ccounrncnininisencencnn. 5
1.2.2 Sellerie- und Karottenallergie........ossessessessssssns 6
1.2.3 NomenKIlatur von Allerenen.........ereneenceesseeseesessesseesessesssssesessssessesesseseses 7
1.2.4 Allergene aus Sellerie und Karotten.......nnenensesesessensensesesesssssesesseses 8
1.2.4.1 Hauptallergen aus Sellerie: APi € L...conencenmenseneesessesseesesseessessseneens 9
1.2.4.2 Hauptallergen aus Karotte: Dau € L.....nenenseneessesesseesessesseenens 10
1.2.4.3 Proteinstruktur von Api g 1 und Dau € L. 11
1.3 Therapie von Allergien.........ommnmss— 13
1.3.1 Spezifische IMMUNEhErapie......or s 13
1.3.1.1 Spezifische Immuntherapie der Lebensmittelallergie..........ccocnuunee. 14
YA A U] LT /A1 1 17
2.1 Problemstellung.......cccocumnmnmsmsmsssmnsssmssssmssssssssssssssssssssssssssssssnsas 17
2.2 Arbeitshypothese, Zielsetzung und Arbeitskonzept.............. 17
3 Materialien.......c.mmmn——————— 22
3.1 ChemiKalien........cinsssssss— 22
3.2 Verbrauchsmaterial........ccoinnnnmnnnmsssss 22
3.3 Gerate.....ummmmnss s ————————— 22
3.4 Pufferlosungen, Nihrmedien und Nahrboden...........cccveernenne 23
3.5 Primer .. ns 25



Inhaltsverzeichnis

3.6 Bakterienstamme.........ccocuvrnmsmsmmsmsmssssmsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasans 26
RVt U1 C0) g 01 o 26
TR B = U8 1< <] 4 ] <) ) O 27
3.7.1.1 PatientenKOIEREIV.....oeeecereeseeeeeee et saes 27
3.7.1.2 KontrollgruppenkolleKEiv........ceerereeneereneereereseseesesseeseesessesseessesseesenes 31

4 Methoden........cmrmimnsss s —————— 32
4.1 Molekularbiologische Methoden..........ccccuinmiinnnnsnscsnsnsnsnssssnsanns 32
4.1.1 Isolierung von Gesamt-RNA und cDNA-Synthese........ccooonereneenrenercerencenes 32
4.1.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR).....c.ccoreennensemenenenenssnenssesesesssssssssssssssns 32
4.1.2.1 FUSIONS-PCRu...eestsis s 33

4.1.3 AgarosegeleleKtrophorese...... s 33
4.1.4 Reinigung von DNA aus AgaroSegelen.......erennensensenssnssnsssessessessessensens 34
4.1.5 ReStriKtiONSVETrdaU. ..o sessssss s ssssssssssssssessssees 34
4.1.6 Ligation von DNA in Klonierungs- und Expressionsvektoren.................... 34
4.1.6.1 Ligation in den Klonierungsvektor pCR®II-TOPO®...........ccouurerrrrereernne. 34
4.1.6.2 Ligation in EXpressionSVeKEOTreN.......coeeeeseessessessesssesssssssssseseseens 35

4.1.7 Mutation VON DNA.......eeieseses s sssssssssss e sssssssssssssssss s e sesssssssssasans 35
4.1.8 Transformation von BaKterien. ... eeneeneenesseeseesessesseesessessessessssesssseseens 36
4.1.9 Selektion der transformierten Bakterien........eneneeneenneseenecenes 36
4.1.9.1 Blau-weif3-Selektion von Bakterienkolonien.......cooneereecerescerencenenees 37
4.1.9.2 KOLONIE-PCRu ..ottt sesessesss s esses et seasses 37
4.1.10 DNA-Plasmidpraparation aus E. COll.....meesesesssssssssnens 37
4.1.11 DNA-SEQUENZIETUNG.....coovreerreeeresrerssressssesssessessssessssesssssssessssesssesssssssssssssssssssssssns 38
4.2 Proteinchemische Methoden..........cocnnrsnnnsnsnsnsssssessesinnns 38
4.2.1 Expression rekombinanter Proteine.........essessssssssens 38
4.2.2 Zellaufschluss induzierter BaKterien......oenenerneenseneseeseessesseeseesseesnenas 39
4.2.2.1 Nativer ZellaufSChlUSS. ... sseesesseeseessessensees 39
4.2.2.2 Denaturierender Zellaufschluss.........conrenensenenseneseseseseseeneene 39

I1



Inhaltsverzeichnis

4.2.3 Reinigung rekombinanter Proteine......... e 40
4.2.3.1 Praparative SDS-PAGE mittels Prep Cell.......onnnenenerenesesensessennens 40
4.2.3.2 Immobilisierte Metallchelat-Affinitdtschromatographie (IMAC)....41
4.2.3.3 Acetonfallung von Proteinen...... o enenneeneensesesseeseeseessessessessessessneens 41

4.2.4 ProteiNanalytiK......cccrerensinninsississsssesesesssssssssss s sssssssssssssssssessessssssessssssssesssssns 42
4.2.4.1 Konzentrationsbestimmung von Proteinlosungen.........c.couevceneereenennes 42
4.2.4.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)......ccocovvevencenenee. 42
4.2.4.3 ProteiNfarbUNG. ... sessessessessssssesssesssessssessssenees 43

4.2.5 Endotoxine in rekombinanten Proteinen.........nennensensensensesenens 43
4.2.5.1 Bestimmung des Endotoxingehaltes.........coummnnnnincnnenesescenenneen. 43
4.2.5.2 Abreicherung von Endotoxinen mittels Endo-Trap-Saulen............... 43

4.2.6 CD-SPERIIOSKOPIE....iiieceeererseiseisesssssessessesses s sssssssss s ssssssssssssssssssssssssssssssnssssns 44
4.2.6.1 Aufnahme von CD-Spektren......enenrsessesssessesssssessssesens 44
4.2.6.2 Aufnahme von Denaturierungskurven mittels CD-Spektroskopie..45

4.2.7 Modellierung der theoretischen 3D-Struktur von Proteinen.................... 45

4.3 Immunchemische Methoden...........ccmimnmnnnn. 45

L 0 1 01 0 VO ROO 45
4.3.1.1 Humaner IGE-ELISA.......cosssssssssssssssssssens 45
4.3.1.2 Muriner IgG-ELISA.... s 46

4.3.2 ELISA-INhIiDItiON. .. 47
4.3.2.1 Bestimmung der Serenverdiinnung mittels Titrationskurve............. 47
4.3.2.2 Durchfiihrung der ELISA-Inhibition......cooninensinscnensneseseennns 47

4.3.3 Bestimmung von spezifischem IgE in Humanseren mittels EAST............ 48
4.3.3.1 Herstellung von Allergenscheiben.........onnenneneenseseneensessesseeneens 48
4.3.3.2 Durchfihrung des EAST......csssessssssssssssssssssesssens 49

4.3.4 Mediatorfreisetzung mittels der RBL-Zelllinie.......cccoonnenrennenencnenerenenne 49

4.4 Tierexperimentelle Arbeiten........——— 50

4.4.1 Immunisierung von BALB/c-Mausen mit Karottenallergenen.................. 50

4.4.2 Finale BIUteNtNahme.........oemenereseieesessessesesssssssssssssssssssssssssssssssssssessssessssesses 51

5 Ergebnisse......cccmmimmmmnsssesssssssssssssssassssssasmans 52

I11



Inhaltsverzeichnis

5.1 Klonierung der Allergene Api g 1.01, Dau ¢ 1.01 und

D F L ol I 52
5.2 Klonierung der Isoform Api g 1.0201......cccccceenmsersmssmssessasssnssnns 52
5.3 Klonierung von Dau ¢ 1-Oligomeren........cccuummmsmmsmsessssssssassassans 54

5.3.1 Konstruktion eines Fusionsproteins aus den beiden Dau c 1 Isoformen

UNd Dau € 1.0201....circinmsmsssssssmsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 57
5.4.1 Mutation von Api g 1.01 im Bereich der P-Loop-Region........ccccceverenenenee 57
5.4.2 Zerstorung der Struktur mittels gerichteter Mutation........c.cooeveerrevereenenee 60

5.5 Auflistung aller Klonierten Proteine.........coummmmmnsnsnsessnssnnns 60

5.6 Expression und Reinigung der Allergene aus Sellerie und

Karotte.......mmmmmmnssssssssssss s 61
5.6.1 Expression und Reinigung der Sellerieallergene........ccooeneneenrescenencenenas 62
5.6.1.1 Vergleich der Isoformen und Mutanten von Api g L......cccoueneeererecenee 64

5.6.2 Expression und Reinigung der Karottenallergene..........coeoneureresseseenennens 65
5.6.2.1 Native Reinigung von Dau ¢ 1.01 und Dau ¢ 1.02.....ooeeerervereverrennenes 65
5.6.2.2 Denaturierende Reinigung der Mutanten und Oligomere................. 66

5.7 Strukturelle Untersuchungen der rekombinanten Allergene

aus Sellerie und Karotte mittels CD-Spektroskopie..........cccesurunes 69
5.7.1 Sekundarstruktur der rekombinanten Sellerieallergene..........ccocovevvurirneen. 69
5.7.2 Sekundarstruktur der rekombinanten Karottenallergene.........ccccueniunnee. 71

5.8 Immunologische Untersuchungen der Sellerieproteine......72

IV



Inhaltsverzeichnis

5.8.1 PatientenKolleKtiv. ... 72
5.8.2 Detektion der IgE-Bindungskapazitat der Sellerieproteine mittels ELISA

......................................................................................................................................................... 73
5.8.3 ELISA-INNIDItION. .. ieuicereereenseerseesesesseessessseessesssssssess s sessssesssssssessssssssssssessassases 77
5.9 Untersuchung der Karottenproteine auf ihre allergene
POLENZ.....ciiiirnns s ————————— 81
5.9.1 PatientenkolleKtiv Karotte........emressesesssssssessssssssessessssssseens 81
5.9.2 Immunologische Aktivitat der Dau-c-Proteine im EAST.......cccoonnreerenenee 81
5.9.3 Bestimmung des Endotoxingehaltes der Karottenproteine.........c.cceeeuce. 84
5.9.4 Untersuchungen der Antigenitat im Tiermodell.........ccomrmirenreneesirrennens 85

5.9.4.1 Bestimmung des IgG-Gehalts in Seren immunisierter Mause mittels

0 ) VPP 85
5.9.4.2 Inhibition der Bindung von humanem spezifischem IgE an
Karottenallergene mittels murinem Serum......... 89
5.9.4.3 Spezifische IgE-Antwort der immunisierten Mause.........cccooeveeereneenee 90
5.9.4.4 Kreuzreaktivitit der murinen IgE-AntikOrper......oeeensenseseeneens 93
6 DiSKUSSION.....cciiinmiimsimims s 95

6.1 Herstellung und Charakterisierung der Allergene und

Allergenmutanten aus Sellerie und Karotte..........ccucvmsmsnsessessansans 95

6.1.1 Klonierung, Mutation und Oligomerisierung der Sellerie und

KarOttENPIOTEINE. ...cuueeceeeeeeississesssses st s s 95
6.1.1.1 Klonierung der Isoform Api g 1.0201......coecrerremeereenmeenserseerseesseesseessesnens 95
6.1.1.2 Mutation der beiden Isoformen von Api g 1 und Dau c 1......cccccnunnee 96
6.1.1.3 Multimerisierung der Karottenallergene..........ccoorereensereeneenreseeseeneen. 97

6.1.2 Expression und Reinigung der rekombinanten Allergene und

WX =) o= 000 oD L= o L= o PO PSP 98
6.1.2.1 Rekombinante Sellerieproteine....... s 98
6.1.2.2 Rekombinante Karottenproteine...... s 99



Inhaltsverzeichnis

6.1.3 Charakterisierung der rekombinanten Proteine.........cocooneneeneerecerenenes 100

6.1.3.1 Bestimmung der Sekundarstruktur der rekombinanten Proteine

6.2 Auswirkung der gerichteten Mutagenese von Allergenen auf

deren Antikorper-Bindungskapazitit.........cocvnnrnnssnnsssnsnssnnens 103
6.2.1 IgE-Bindungseigenschaften der Sellerieallergene und Mutanten.......... 104

6.2.2 Auswirkung der Mutagenese von Daucl auf dessen IgE-

BindungseigenSChaften. ... sssessssssssenas 110

6.2.3 Immunogenitit von Dau c 1, dessen Isoformen und Mutanten............... 114

(ST 92 11 ) 1 ol < 117

7 ZusammenfasSuUNG.......cccvusmssmssmssmsassesssssmsssssssassssssssassssssassans 120
8 Literaturverzeichnis.........cumrnnsmmmnmas 123
9 ANhANG......o o ————————
9.1 AbKirzungsverzeiChnis........cmmmmmemmmsmmmsssssssss
9.2 Sequenzen und PlasmidKarten........ccummmmmsmmmmsmsmmamanans 139
B0 BT 1D L) VA< 139

9.2.2 PlaSmMidRATTEN.....ocuieceereereeeeressetseesessee s s s s neaes 142

9.3 DanKSAGUNE......coousmvmrmsmssssmsmsmssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssanns 145
9.4 Eidesstattliche ErKlarung.........conmmmsnsmsssnsssnsnns 147
9.5 Publikationen und Prasentationen...........consrsmssssssessenanns 148
9.6 Lebenslauf....... s 152

VI



Einleitung

1 Einleitung
1.1 Einfiihrung in die Typ-I-Allergie

In industrialisierten Liandern nehmen Krankheiten, wie allergische
Rhinokonjunktivitis, Asthma und atopische Dermatitis in den letzten Dekaden
stetig zu, was zu einer erhohten Krankheitsbelastung der Bevdlkerung und
erniedrigten Lebensqualitit der Betroffenen fiihrt'?. Bereits vor tiber hundert
Jahren hat Clemens Freiherr von Pirquet erstmals das Phdnomen der Allergie
(griechisch: allos = Fremdreaktion) beschrieben®. Eine genaue Nomenklatur des
Begriffes Allergie wurde 2004 von der Welt-Allergie-Organisation (WAO) festgelegt
und veroffentlicht*. Demnach ist die allergische Reaktion eine spezifische,
immunologisch bedingte Uberreaktion (Hypersensitivitit) auf normalerweise
harmlose, nicht infektiose Stoffe. Die Hypersensitivitat wird anhand ihrer Art von
Immun- und Effektormechanismen in vier Klassen (Typ I - Typ IV) eingeteilt, wie

sie in Tabelle 1 dargestellt sind.

Tabelle 1: Klassifikation der inmunologischen Uberempfindlichkeitsreaktionen.

Art der Hypersensitivitat |Immunmechanismen Effektormechanismen
Soforttyp: Typ | [gE-Antikorper Mastzellen, Basophile und
deren Mediatoren
Antikorper vermittelt: Typ II | IgM-, IgG-Antikorper gegen | Opsonisierung und
Zelloberflachenantigene Phagozytose, Komplement
oder extrazelluire und Fc-Rezeptor vermittelte
Matrixantigene Aktivierung von Leukozyten
Immunkomplex vermittelt: |IgM, IgG Antikdrper, Komplement- und Fc
Typ III Immunkomplexe Rezeptor vermittelte
zirkulierender Antigene Aktivierung von Leukozyten
T-Zell vermittelt: Typ IV - CD4+* T-Helferzellen - Makrophagen Aktivierung,
- CD8* zytotoxische T-Zellen - direkte Totung der
Zielzellen

(verdindert nach Abbas et al. 2007 °)

Die Immunantworten der Allergie werden gerne in Immunglobulin E (IgE)
vermittelte und nicht IgE vermittelte Reaktionen unterteilt. Zu den nicht IgE
vermittelten Uberempfindlichkeitsreaktionen zihlen die Kontaktdermatitis (Typ

V), zytotoxische Reaktionen, wie sie bei manchen Arzneimittelallergien und der
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Rhesusinkompatibilitit vorkommen (Typ II), und die seltener gewordene
Serumkrankheit (Typ III) (s. Tab. 1)°.

Bei der IgE vermittelten Allergie (Typ I) tritt in der Regel eine sehr schnelle
Reaktion auf das Antigen auf, weshalb hier auch von einer Hypersensitivitiat des
Soforttyps gesprochen wird. Auch die Nahrungsmittelallergie, welche im Fokus
dieser Arbeit steht, ist eine Typ-I-Allergie, weshalb im folgenden diese Art der

Hypersensitivitat stets als Allergie bezeichnet wird.

Die Reaktionen der IgE vermittelten Allergie treten in der Regel sehr schnell nach
Kontakt mit dem auslésenden Agens aus und konnen von leichteren Symptomen
wie Rhinitis, atopischer Dermatitis und Urtikaria bis zu lebensbedrohlichen
anaphylaktischen Schocks reichen. Ausgelost wird die Typ-I-Reaktion durch ein
Zusammenspiel von gebildeten IgE-Antikorpern und Mastzellen. Wie bei vielen
anderen pathologischen Immunreaktionen, untergliedert man die allergische
Reaktion in zwei Phasen, die Sensibilisierunsphase und die Manifestationsphase

(Abb. 1.1).

‘ Sensibilisierungsphase ‘ ‘ Manifestationsphase ‘

B-Zelle Faf Y, \
- f i t ﬁ-Mastzelle

Mediatoren

IgE produ-
Allergen zierende B-Zelle
erster Aktivierung IgE Bindung von erneuter Aktivierung von
Allergen- || von T,2 Zellen | | Produktion IgE an FceRI Allergen- MastZ?llen:
kontakt || & IgE Klassen- auf Mastzellen kontakt Ausschiittung
wechsel in von Mediatoren
B-Zellen

Abb. 1.1: Pathomechanismus der Typ I Allergie (verdindert nach Abbas et al. 2007 °).

Die Sensibilisierungsphase ist die Phase des ersten Kontaktes mit dem Antigen,
welche noch keinerlei Symptome hervorruft. Im Fall der Allergie werden die
eigentlich nicht pathogenen Antigene als Allergene bezeichnet®. Dies sind meist

Proteine, aber auch reine Kohlehydratketten oder niedrig molekulare Chemikalien
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werden als Allergene postuliert®. Wahrend des Erstkontaktes mit einem Allergen
wird dieses von Antigen-prasentierenden Zellen (APCs) aufgenommen, prozessiert
und an deren Oberflache prasentiert. Als APCs spielen im Fall der Allergie vor
allem dendritische und Langerhans-Zellen eine entscheidende Rolle, aber auch
Makrophagen und B-Zellen kénnen als APCs fungieren®. In der Regel werden die
aufgenommenen Allergene in den APCs zu kleinen Bruchstiicken, sogenannten
Peptiden verarbeitet, welche anschlieffend an die Oberfliche der Zelle
transportiert und dort iiber den Haupthistokompatibilitaitskomplex II (engl. Major
Histocompatibility Complex; Abk. MHC II) naiven T-Helferzellen (T10) angeboten
werden. Gleichzeitig sezernieren die APCs humorale Faktoren, wie Interleukine, die
zur Aktivierung der Ty0-Zellen benotigt werden. Bei Atopikern, Patienten mit einer
individuellen oder familiir bedingten Pridisposition eine Allergie zu entwickeln®,
expandieren die Allergen stimulierten T-Zellen vorwiegend zu einer Tyu2-
Subpopulation, wdhrend in gesunden Individuen meist Tyl-Zellen gebildet
werden®. Tyl-Zellen, welche Interleukin-2 (IL-2), Interferon-y (IFN-y) und
Tumornekrosefaktor-a  (TNF-a) ausschiitten, expandieren vor allem in
Anwesenheit von IL-127. Liegt allerdings ein IL-4 Milieu vor, wie es in der Regel bei
der Pathogenabwehr der Fall ist, so proliferieren die T-Zellen vorrangig zu Tu2-
Zellen. Diese schiitten die Zytokine IL-3, IL-4, IL-5 und IL-13 aus, was in B-Zellen
einen Wechsel der Imunglobulinklasse zu IgE produzierenden Plasmazellen
beglinstigt®. Das gebildete allergenspezifische IgE kann nun tber den hoch affinen
FceRI-Rezeptor an der Oberflache von Mastzellen und Basophilen gebunden
werden®'’. Wihrend dieser Sensibilisierungsphase kommt es zu keinen
allergischen Reaktionen, diese treten erst in der Manifestationsphase auf.

Kommt es nach Ausbildung der Sensibilisierung zu einem erneuten Kontakt mit
den Allergenen, so binden diese an das in der Sensibilisierungsphase gebildete
antigenspezifische IgE. Multivalente Allergene mit mehreren IgE-Bindungsstellen
(Epitope), konnen dabei mehrere an die Oberflache von Effektorzellen gebundene
IgE-Antikdrper quervernetzen (s. Abb. 1.1 Manifestationsphase). Diese Rezeptor-
Aggregation flihrt zu einer Reihe von Signalwegen, die die de novo Synthese und
Ausschiittung von Mediatoren, wie Histamin, Tryptase, Leukotrienen und
Prostaglandinen zur Folge haben®’''2, Diese Mediatoren sind die Ausloser der

typischen klinischen Symptome der Allergie.
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1.2 Nahrungsmittelallergie

Neben den am weitesten verbreiteten Allergien auf Pollen sind auch Allergien auf
Proteine in Nahrungsmitteln mdéglich. Einige der haufigsten allergieauslésenden
Nahrungsmittel sind Soja, Erdnuss, Niisse, Fisch, Schalentiere und Weizen, welche
zum Teil lebensbedrohliche oder letale Reaktionen (anaphylaktischer Schock)
auslosen™. Die Diagnose und Bestitigung einer echten Nahrungsmittelallergie ist
komplex. In vielen Fallen werden Anamnesen nur anhand von Selbstauskiinften
mittels Fragebogen erstellt. Anhand dessen leiden bis zu 35% der Bevolkerung an
einer Nahrungsmittelallergie?. Geeigneter ist allerdings die Durchfiihrung einer
Provokation mit dem Nahrungsmittel selbst. Goldstandard ist hierbei die
doppelblinde, Placebo- kontrollierte orale Nahrungsmittelprovokation DBPCFC
(engl. ,double-blind, placebo-controlled food challenge)****. Laut Studien, die auf
einer Provokation mit dem Nahrungsmittel beruhen, leiden 1-10% der
Bevolkerung an einer Nahrungsmittelallergie'®'”. Die allergieauslésenden Proteine
in Nahrungsmitteln konnen in tierische und pflanzliche Proteine unterteilt werden.
Zu den tierischen Allergenen gehoren die Caseine aus Milch, Ovomucoid aus dem
Hiithnereiweif3, Parvalbumine aus Fisch und Tropomyosine aus Schalen- und
Weichtieren (18-20). Pflanzliche Allergene kommen ubiquitar in vielen Friichten
vor. In Nord- und Mitteleuropa wurden Allergene am haufigsten in Haselnuss, Apfel
Sellerie und Karotte nachgewiesen, wahrend in Stideuropa neben Haselnuss auch
Pfirsich eine bedeutende Rolle unter den pflanzlichen Allergenquellen spielt.
Allergene aus pflanzlichen Nahrungsmitteln lassen sich anhand ihrer
Proteinstruktur in vier Untergruppen einteilen: die Prolamin-Superfamilie, die
Cupin-Familie, die Bet v 1 (Hauptallergen der Birke)-Familie und die Profiline*'-*,
Die Allergene der Prolamin- und Cupin-Familie, welche vor allem in Nissen und
Hiilsenfriichten vorkommen, sind meist Speicherproteine und Abwehrproteine,
welche eine hohe Stabilitat gegentiber den Enzymen des gastrointestinalen Trakts
aufweisen und somit iiber die Darmschleimhaut das Immunsystem in intakter
Form erreichen konnen®®. Hier kommt es wie in Kapitel 1.1 beschrieben zur
Ausbildung einer IgE vermittelten Typ-I-Allergie. Typische Reaktionen sind
Durchfall, Erbrechen und Blutdruckabfall bis hin zum anaphylaktischen Schock?®.

Die in Nord- und Mitteleuropa am haufigsten vorkommenden allergischen
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Symptome, wie orales Allergiesyndrom (OAS), Symptome der Atemwege und der
Haut, werden vor allem durch Allergene der Bet v 1-Famile ausgelost***. Da diese
Proteinfamilie ein zentrales Thema dieser Arbeit darstellt, wird sie gesondert in
Kapitel 1.2.1 beschrieben. Die Profiline sind cytosolische Proteine, welche
ubiquitar in allen Eukaryoten vorkommen. Durch ihre hohe Sequenzidentitit von
bis zu 85% in unterschiedlichen Spezies*, kann es zu IgE-Kreuzreaktivititen
zwischen Pollen- und Nahrungsmittelprofilinen kommen (s. Kap. 1.2.1). Da die
Profiline gegentiber Hitze und Verdauungsenzymen nicht stabil sind, verursachen

sie in der Regel ein OAS?'.

1.2.1 Birkenpollenassoziierte Nahrungsmittelallergie

Eine besondere Form der IgE vermittelten Nahrungsmittelallergie wird durch
Kreuzreaktionen zwischen Pollen und Nahrungsmitteln verursacht. Hierbei ist
nicht das Nahrungsmittel selbst das sensibilisierende Agens, sondern eine
vorangegangene inhalative Sensibilisierung auf aerogene Pollen®’. Eine Vielzahl
von Birkenpollenallergikern sind auf ein cytoplasmatisches Protein aus den Pollen
sensibilisiert, welches zu den sogenannten Abwehrproteinen 10 (engl

t2%. Dieses Protein, anhand der

,pathogenesis-related proteins“) kurz PR-10 gehor
Nomenklatur von Allergenen (Kap. 1.2.3; www.allergen.org) in Anlehnung an den
botanischen Namen Betula verucosa Bet v 1 genannt, zeigt hohe Ahnlichkeiten zu
anderen PR-10-Proteinen aus Obst und Gemdiise. Hierbei handelt es sich vor allem
um Homologien in der Konformation der Proteine? . In der Sensibilisierungs-
phase gebildete, gegen Bet v 1 gerichtete IgE-Antikorper sind in der Lage auch
Epitope anderer PR-10-Proteine, z.B. aus Sellerie, Apfel, Kirsche und Karotte zu
erkennen, diese zu binden und eine allergische Reaktion auf das Nahrungsmittel
auszulosen. Somit kommt es bei bis zu 70% der Birkenpollenallergiker beim
Verzehr von rohem Obst und Gemise oder auch Nissen zu einem oralen
Allergiesyndrom?®’*°. Meist bleibt das OAS das einzige Symptom bei der Betv 1
assoziierten Nahrungsmittelallergie. Als Grund dafiir wird unter anderem die
Instabilitiat der PR-10-Proteine beziiglich Erhitzen angesehen.

Neben dem Hauptallergen Bet v 1 sind auch andere ubiquitir vorkommende

Proteine, wie Profiline und nicht spezifische Lipid-Transfer-Proteine (nsLTP) fiir
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IgE-Kreuzreaktivititen zwischen Pollen und Nahrungsmitteln verantwortlich.
Diese sind fiir die Arbeit aber nicht weiter von Bedeutung und werden somit nicht

naher beschrieben.

1.2.2 Sellerie- und Karottenallergie

Mittels einer systematischen retrospektiven Auswertung von Daten von

Nahrungsmittelallergikern in der Schweiz, konnten Etesamifar et al.*®

zeigen, dass
dort Gemiise, Niisse und Obst die haufigsten Ausloser einer Nahrungsmittelallergie
sind. Sellerie, mit einer Prdavalenz von 36%, ist dabei das haufigste Allergie
auslosende Gemiise. 25% der Nahrungsmittelallergiker hatten eine Allergie auf
Karotte. Eine dhnliche Studie in Deutschland ergab, dass rund 30% aller Patienten
mit einer pollenassoziierten Nahrungsmittelallergie positiv im Prick-zu-Prick-Test
auf Sellerie reagieren®’. Burney et al., die in einer Multicenterstudie die Pravalenz
und Verteilung von IgE-Sensibilisierungen auf Nahrungsmittel in Europa
untersucht haben, konnten zeigen, dass 3,5% bzw. 3,6% aller getesteten Personen
auf Sellerie bzw. Karotte sensibilisiert sind®%. In der Regel zeigen Sellerie- und
Karottenallergiker ein orales Allergiesyndrom, aber auch gastrointestinale
Beschwerden und anaphylaktische Reaktionen sind beschrieben®***-**, Wie in Kap.
1.2.1 dargestellt handelt es sich bei Allergien auf Gemiise oft um eine
Kreuzreaktion von Pollen spezifischen IgE Antikdrpern, auf Antigene aus Gemiise,
die der gleichen Proteinfamilie angehoren. Bereits 1985 haben Wiithrich et al. das
“Sellerie-Karotten-BeifuR-Gewiirz-Syndrom” beschrieben®. Spater wurde auch
Birke, als urspriinglicher Ausloser der Allergie mit eingeschlossen, so dass der
Begriff ,Sellerie-Beifuf3-Birkenpollen-Syndrom“ gepragt wurde®’. Wihrend bei der
Kreuzallergie mit Beifuf3 vor allem die Gruppe der Profiline die Allergien
verursachen, sind es bei der Kreuzreaktion mit Birke hauptsachlich die PR-10-
Proteine, was meist mit der Schwere der allergischen Reaktion korreliert.
Patienten mit einem Birkenpollen-Sellerie-Syndrom reagieren nach Ingestion von
rohem Sellerie haufig mit einem oralen Allergie-Syndrom, kénnen aber durch die

3738 Schwerere

hohe Instabilitat der Allergene gekochten Sellerie vertragen
Reaktionen werden vermutlich durch Profiline oder die sehr stabilen Lipid

Transfer Proteine (LTP) ausgelost***. Aber auch die hochmolekularen
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kreuzreaktiven Kohlenhydratdeterminanten (engl. cross-reactive carbohydrate
determinant CCD) werden diskutiert in der Lage zu sein, schwere allergische
Reaktionen auszulosen, welche bei der Sellerie-Beifuf3-Kreuzreaktion beobachtet
werden®**,

Da Sellerie und Karotte beide der Familie der Apiaceae angehdren, ist auch das
Proteinmuster nahezu identisch, weshalb allergische Reaktionen auf Karotte
vergleichbar sind. Wie bei Sellerie tritt bei den meisten Karottenallergikern nach
Verzehr von rohen Karotten ein orales Allergie-Syndrom auf, wahrend gekochte

Karotten vertragen werden****,

1.2.3 Nomenklatur von Allergenen

Eine erste offizielle Nomenklatur fiir Allergene wurde bereits 1986 in einem
Positionspapier der World Health Organistation (WHO) und der International
Union of Immunological Societies (IUIS) eingefiihrt** und 1994* und
2014* {berarbeitet. Demnach besteht der Name eines Allergens aus den ersten
drei Buchstaben des Genus, einem Buchstaben der Spezies und einer arabischen
Ziffer, z.B. Mal d 1 von Malus domesticus, dem Hauptallergen des Apfels. Da meist
mehrere Varianten und Isoformen eines Allergens existieren wird der Name um
weitere vier Ziffern erganzt, wobei die ersten beiden Nummern die Isoformen und
die letzten beiden deren Varianten unterscheidet, z.B. handelt es sich bei
Mal d 1.01 und Mal d 1.02 um Isoformen des Hauptallergens aus Apfel, wahrend
Mald 1.0101 und Mald 1.0102 Varianten der Isoform Mal d 1.01 beschreiben.
Definitionsgemaf? ist eine Isoform, auch Isoallergen genannt, ein Protein das
gleiche biologische Eigenschaften und ein gleiches Molekulargewicht aufweist.
Ferner muss das Allergen eine Aminosaure (AS)-Sequenzidentitat von mindestens
67% aufweisen?’. Ist die Sequenzidentitit groRer als 90%, so handelt es sich um
eine Variante eines Allergens*. Alle bisher als Allergene akzeptierten Proteine sind
von der IUIS in einer Datenbank zusammengefasst (www.allergen.org). Ein Protein
kann nur dann als neues Allergen in die IUIS-Datenbank aufgenommen werden,
wenn eine assoziierte Sequenz mit giiltigem NCBI-Datenbank Eintrag und die IgE-

Bindung an Serum von Allergikern eindeutig bewiesen ist. Beurteilt wird dies
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durch ein Konsortium, welches die Einreichung des noétigen Formblatts in einem

peer review Verfahren zu bewerten hat.

1.2.4 Allergene aus Sellerie und Karotten

Wie in Kap. 1.2.2 beschrieben, leiden eine Vielzahl der Sellerie- und Karotten-
allergiker zunachst unter einer Birkenpollenallergie und entwickeln mit der Zeit
eine Kreuzreaktion auf homologe Proteine in Sellerie und Karotte. Die zum
Birkenpollen-Hauptallergen Betv 1 homologen Proteine aus Sellerie (Apium
graveolens) und Karotte (Daucus carota) sind Api g 1 und Dau c 1**°. Neben diesen
Allergenen sind auch fiir Sellerie und Karotte Profiline (Kap. 1.2) als Allergene
beschrieben (Apig4 und Dauc4). Aufgrund der niedrigen Prdvalenz der
Profilinsensibilisierung bei Sellerie- (23%)>' und Karottenallergikern (38%)**, sind
die Profiline als Nebenallergene eingestuft worden. Allergene der Lipid-Transfer-
Proteingruppe sind bisher nur fiir Sellerie beschrieben. In der Selleriestange
wurde Api g 2, welches zur LTP-1 Familie gehért, mit einer Priavalenz von 26%°>?,
beschrieben. In der Knolle konnte Api g 6, zur LTP-2 Familie zugehorig, als Allergen
identifiziert werden, welches eine Prdvalenz von 38% in Sellerieallergikern
aufweist*. In Karotten sind bisher keine LTPs beschrieben (34). Eine weitere
wichtige Allergengruppe in Sellerie und Karotte allerdings scheinen die
skreuzreaktiven Kohlenhydratdeterminanten“ CCDs zu sein. Bis zu 55% der
Sellerieallergiker haben IgE-Antikorper spezifisch fiir CCDs®!. Die klinische
Relevanz von CCDs als Allergene wird kontrovers diskutiert, da sie nur dann in der
Lage sind Kreuzvernetzung von IgE auszul6sen, wenn sie zwei IgE-bindene
Glykane, oder ein IgE-Peptid-Epitop plus ein IgE-bindendes Glykan besitzen,
dessen CCDs nicht terminal maskiert sind?®°3. Fiir Sellerie ist ein CCD ahnliches,
glykosyliertes Protein unter dem Namen Api g 5 beschrieben und auch vom IUIS

Nomenklatur Subkomitee (www.allergen.org) als Allergen anerkannt™*

. Apig5
gehort zur Gruppe der Flavin-Adenin-Dinukleotid (FAD) enthaltenden Oxidasen,
kann im natirlich Zustand IgE binden und in vitro eine Histaminausschiittung in
Basophilen ausléosen. Wird das Protein deglykosyliert, so verliert es diese

1_55

Wirkung®*. Bauermeister et a konnten zeigen, dass bei Patienten mit einer

abgesicherten Sellerieallergie eine hohe Korrelation zwischen der IgE Reaktivitit
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auf das Glykoprotein Api g5 und isolierten CCDs besteht, allerdings gab es fiir
diese Gruppe der Sellerieallergiker, welche alle unter einer Birkenpollenallergie
litten, keine Patienten die auf Api g 5 monosensibilisiert waren. Somit scheinen
CCDs im Falle der Sellerieallergie, welche durch eine Kreuzrekation mit
Birkenpollen ausgelost werden, fiir die Allergieentwicklung nur eine
untergeordnete Rolle zu spielen. Fiir Karotte ist ein solches Allergen bisher noch
nicht beschrieben, allerdings zeigen 20-40% der Karottenallergiker CCD-

34,42

spezifische IgE-Antikorper In Mitteleuropa sind somit nur die Betv1
homologen Proteine, also die Hauptallergene Api g 1 und Dau c 1, fiir die Allergie

gegen Sellerie und Karotte von Bedeutung.

1.2.4.1 Hauptallergen aus Sellerie: Apig 1

Api g 1, das Hauptallergen aus Sellerie ist ein Bet v 1 homologes Protein und gehort
zur Gruppe der ,pathogenesis-related” PR-10-Proteine. In einer Studie mit DBPCFC
positiven Sellerieallergikern zeigen Liittkopf et al.,, dass 59% dieser Patienten auf
Api g 1 sensibilisiert sind®'. Andere Studien beschreiben sogar eine Privalenz von
bis zu 80%?>"*'. Bisher sind zwei Isoformen des Proteins als Allergene anerkannt,
Api g 1.01* und Api g 1.02°%. Varianten dieser beiden Isoallergene sind nicht
beschrieben. Api g 1 ist das thermolabilste Allergen in Sellerie®. Die Isoformen
haben ein Molekulargewicht (MW) von etwa 16,5 bis 17 kDa, wobei Api g 1.02 am
C-Terminus des Proteins um fiinf Aminosaurereste (AS) ldanger ist als Api g 1.01.
Indem Sie eine um diese 5 Aminosduren reduzierte Mutante von Pru av 1, dem
homologen Allergen aus Kirsche, mit dem wildtyp Pru av 1 verglichen, welches die
gleiche Verlangerung um 5 Aminosauren besitzt, wie Apig1.02, konnten
Neudecker et al. zeigen, dass diese zusatzlichen Aminosdauren keinen Einfluss auf
die Allergenitiat des Molekiils hat*’. Die Sequenzidentitit der Api-g-1-Isoformen
betragt nur 52%, die Sequenzahnlichkeit liegt allerdings bei 72%.
Interessanterweise zeigt Apig 1.02 eine hohere AS-Sequenzidentitit zu einem
homologen Protein aus Petersilie®® und mit dem homologen Protein aus Karotte
(Dau c 1.02) ist es sogar zu 95% identisch. Bublin et al. haben die Expression der
beiden Api-g-1-Isoformen in Sellerieknolle untersucht und konnten zeigen, dass

die Isoform Api g 1.02, die in der Sellerieknolle iiberwiegend exprimierte Isoform
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ist>®, Eine Studie mit Seren von zehn Sellerieallergikern zeigt, dass beide Isoformen
mit allen Seren IgE-reaktiv sind, allerdings war die Bindungsintensitit an
Api g 1.02 wesentlich schwicher®®. Anhand von Inhibitionsuntersuchungen wurde
in der gleichen Studie gezeigt, dass beide Isoformen und Bet v 1.0101 (Acc. No.
X15877) nicht zu 100% kreuzreaktiv sind und somit unterschiedliche IgE
bindende Epitope besitzen®®. Eine wichtige IgE-bindende Region in Bet v 1 ist die
,P-Loop“ ahnliche Region um AS 42-51°°, welche in vielen Fillen fir die
Kreuzreaktivitat zwischen Bet vl und homologen Allergenen verantwortlich ist.
Als besonders kritische Position in dieser Region ist die Aminosdure Glutamin 45
beschrieben. Ein Austausch dieser Aminosaure durch Serin fiihrt zu einer 50% igen
Reduktion der Bindung an humanes Bet-v-1-spezifisches IgE®. Interessanterweise
fehlt der Isoform Apig1.01 diese Aminosdure, wahrend die schwiacher IgE-
bindende Isoform Api g 1.02 in seiner AS-Sequenz hier dem Bet v 1.01 dhnlicher
ist>®. Somit sind offensichtlich bei Sellerie andere Epitope fiir die Kreuzreaktivitit
mit Betv1l verantwortlich. Dies konnte ein Grund dafiir sein, dass
Sellerieallergiker neben dem oralen Allergiesyndrom haufig auch schwerere

Symptome entwickeln®.

1.2.4.2 Hauptallergen aus Karotte: Dau c 1

In Karotte ist das Hauptallergen Dau c 1, wie das Api g 1 (s. Kap. 1.2.4.1), ein Bet v 1
homologes PR-10-Protein®. Bisher sind drei Isoformen des Allergens bekannt,
Dau ¢ 1.01%°, Dau ¢ 1.02** und Dau c 1.03%, wobei von der Isoform Dau c 1.01 fiinf
Varianten (Dau c 1.0101 bis Dau ¢ 1.0105) beschrieben sind. Die Sequenzidentitat
zwischen den Isoformen Dauc1.01 und Dauc1.03 betragt 70%, wahrend
Dau ¢ 1.02 zu den anderen Isoformen nur zu 48-50% identisch ist. Die Dau-c-1-
Isoformen haben ein theoretisches Molekulargewicht von 16,2 bis 16,6 kDa, einen
isoelektrischen Punkt (pI) von 4,55 bis 5,1 und sind wie alle Bet v1 homologen
Proteine thermolabil®. Bereits 2001 haben Ballmer-Weber et al. gezeigt, dass 85%
eines Patientenkollektivs mit gesicherter Karottenallergie IgE gegen das natiirliche
Dauc1 aufweisen. In der Regel ist die Reaktivitit auf Dauc1l mit einer
Sensibilisierung gegen Bet v 1 assoziiert, d.h. die meisten Karottenallergiker sind

primar auf Birkenpollen sensibilisiert, bevor sie mit der Zeit eine Allergie auf
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Karotte entwickeln®'. Allerdings sind auch Fille beschrieben, in denen Patienten
auf Dau c 1 sensibilisiert sind, ohne an einer Birkenpollenallergie zu leiden. In der
Regel handelt es sich hierbei allerdings um Patienten aus Siideuropa, wo im
Gegensatz zu Mittel- und Nordeuropa weniger Birken verbreitet sind; so dass hier
von einer Kreuzreaktivitat auf der Ebene der LTPs ausgegangen wird®®*, Wie bei
Apig1 weisen die einzelnen Dau-c-1-Isoformen unterschiedliche IgE-Bindungs-
eigenschaften auf. In einer Studie mit Seren von 40 Karottenallergikern haben
Ballmer-Weber et al. gezeigt, dass 98% der Seren IgE gegen Dauc1.0104
aufwiesen und 65% gegen Dau c 1.02*. In einer weiteren Studie wurde gezeigt,
dass die Reaktivitit gegen Dauc 1.03 mit der Reaktivitit gegen Dauc 1.01
korreliert und es keine Patienten zu geben scheint, die auf Dauc1.03
monosensibilisiert sind, wie es fir Dauc1.02 der Fall ist®.
Kreuzreaktivititsstudien der Isoformen untereinander zeigen, dass die von Seren
von Karottenallergikern erkannten IgE-Epitope sehr heterogen und
patientenspezifisch sind****. Die zum Teil geringe Kreuzreaktivitit von Dau ¢ 1.02
mit Betv1l konnte ein Indiz fiir die oben beschriebene pollenunabhingige

Sensibilisierung gegen Karotten sein*.

1.2.4.3 Proteinstruktur von Api g 1 und Dauc1

Da die dreidimensionale Struktur der meisten Allergene eine entscheidende Rolle
bei der Auslésung der Typ-I-Allergie spielt, sind viele Strukturen von Allergenen
mittels Kernspinresonanzspektroskopie (NMR) oder Rontgenkristallographie
aufgeklart worden. Darunter auch die von Bet v 1%, Dau ¢ 1° und Api g 1% Alle
drei Allergene zeigen, wie andere Betv1l homologe Proteine auch, eine
charakteristische Struktur aus einem siebenstrangigen, antiparallelen 3-Faltblatt
und drei a-Helices (s. Abb. 1.2), die einen hydrophoben Hohlraum umschliefden, die

als Kavitit der Bindung natiirlicher Liganden dient®”®,
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Abb. 1.2: 3D-Modell von Betv1 (PDB-ID: 1BTV (Protein-Data-Bank;
www.rcsb.org): die Farben zeigen die jeweilige Sekunddrstruktur. Helices in rot,
beta Faltblétter in blau, Ubergcinge in griin und Loops in weifs.

Der Vergleich von Oberflachenstrukturen wird gerne dazu benutzt, um potentielle
IgE-bindende Epitope, vor allem von kreuzreaktiven Allergenen, zu bestimmen.
Markovic-Housley et al. haben die Oberflachenstruktur von Dau ¢ 1 mit der von
Apigl und Betv1 verglichen und konnten zeigen, dass Dauc1.0103 und
Apig1.01 sehr ahnliche Oberflicheneigenschaften aufweisen. Der Sequenz-
unterschied zwischen beiden Molekiilen betrdgt nur 19% und betrifft 30
Aminosauren, von denen etwa die Hélfte an der Oberfliche exprimiert sind . Diese
hohe Homologie der Proteine, vor allem an der Oberfldche, deutet darauf hin, dass
die beiden Proteine gemeinsame kreuzreaktive Epitope besitzen. Der Vergleich mit
Betv 1 zeigt, dass die Faltung der drei Allergene anndhernd gleich ist, die
Oberflachentopologie jedoch neben Bereichen mit sehr dhnlichen Eigenschaften
auch Bereiche mit signifikanten Unterschieden aufweist®®. Das Wissen iiber
solche hoch konservierten Bereiche, welche mogliche IgE-bindende Epitope
darstellen ist von grofem Nutzen, um zum Beispiel durch gezielte Mutation
hypoallergene Varianten der Allergene mit reduzierter IgE- aber intakter T-Zell-

Reaktivitat, herzustellen®®’°.
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1.3 Therapie von Allergien

1.3.1 Spezifische Immuntherapie

Die erfolgreichste Therapie der Allergie ist die vor etwa 100 Jahren erstmalig von
Leonard Noon beschriebene spezifische Immuntherapie (SIT)”'. Neben der
Behandlung allergischer Symptome mit Pharmazeutika, wie Antihistaminika oder
Kortikosteroiden und der Vermeidung der Allergie ausldsenden Substanzen, ist die
SIT die einzige Therapieform, die eine dauerhafte kausale Immunmodulation
bewirkt’>”*, Die spezifische Immuntherapie beruht auf der wiederholten Gabe des
sensibilisierenden Agens in steigenden Dosen, welche zu einer langanhaltenden
erhohten Toleranz gegeniiber dem Allergen fiihren kann’*”°, Uber die Jahre hat sich
die SIT fiir einige Allergien, wie die auf Bienen- und Wespengift als eine effektive
Form der Behandlung dargestellt, wahrend sie fiir andere Allergene, wie
Birkenpollen nur in ca. der Halfte der behandelten Patienten zu einer Verbesserung

der Symptomatik fithrt’®”’,

In der Regel werden bei der spezifischen
Immuntherapie Allergenextrakte subkutan injiziert, aber auch sublinguale
Applikationen werden erfolgreich eingesetzt’>. Um die Effektivitit der
Desensibilisierung zu erhéhen und die Nebenwirkungen zu verringern, werden die
Allergenextrakte in der Regel an Adjuvantien, wie Aluminiumhydroxid, Lipide oder
Mikropartikel”® adsorbiert, welche als Depot fungieren, um das Allergen langsam
und stetig abzugeben’. Trotz vieler Kklinischer Studien, die eine erfolgreiche

Therapie mittels SIT beschreiben”®®

, ist der Mechanismus der spezifischen
Immuntherapie noch nicht vollstdndig aufgeklart. Aus immunologischer Sicht sind
vor allem die Effekte auf T-Zell-Ebene von Bedeutung, da sich wahrend der SIT vor
allem das Verhaltnis von Tyl zu Tw2 Zytokinen erhoht. Hierbei greifen mehrere
immunologische Mechanismen ineinander. Bei der Toleranzinduktion kommt es
zum Teil zu einer vermehrten Bildung von allergenspezifischen regulatorischen
CD4+CD25+ T-Zellen (Treg), welche vermehrt die anti-inflammatorischen Zytokine
IL-10 und TGF-f3 ausschiitten und so zu einer Suppression der allergen-
spezifischen Ty2-Zellen beitragen’®'. Treg-Zellen zeigen aber auch einen Einfluss
auf B-Zell-Ebene. Vor allem das gebildete IL-10 ist ein wichtiger Faktor beim
Antikorperklassenwechsel hin zu IgA, IgG1 und IgG4. Gerade das Zytokin IL-10 ist

ein potenter Suppressor der IgE-Bildung, bei gleichzeitiger Induktion der Bildung
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von IgG-Antikérpern’*®?. Bei Patienten, die eine SIT durchlaufen, nimmt der Gehalt
an IgG1- und IgG4-Antikdrpern im Serum signifikant zu. Diese Antikorper sind in
der Lage mit IgE um die Allergenbindung zu konkurrieren, weshalb sie als
'blockierende’ Antikorper bezeichnet werden. Es wird postuliert, dass IgG-
Antikorper in der Lage sind, das Allergen abzufangen bevor es die Effektorzellen
erreicht, um dort mittels Quervernetzung deren Degranulation auszulésen®*®*, Die
blockierende Wirkung von IgG-Antikérpern zeigt sich aber auch in der IgE-Fce-
Rezeptor vermittelten Allergenprasentation. Des weiteren werden dem IgG4 anti
inflammatorische Charakteristika zugeschrieben, da es nicht in der Lage ist eine
Komplementbindung einzugehen und somit Immunkomplexbildung anderer Ig-
Subtypen inhibiert’”®. Die spezifische Immuntherapie zeigt auch einen positiven
Effekt auf Effektorzellen, wie Mastzellen und basophile Zellen. Diverse Studien
zeigen, dass wahrend einer allergenspezifischen Immuntherapie der
Schwellenwert zur Aktivierung von Effektorzellen effizient verdandert wird und es
zu einer verringerten IgE vermittelten Mediatorausschiittung kommen kann’>"3,
Welche dieser immunmodulierenden Mechanismen  wahrend der
allergenspezifischen Immuntherapie genau zum Tragen kommt und wie diese
Mechanismen ineinander greifen, ist noch nicht abschliefSend geklart, von
Bedeutung ist jedoch, dass die SIT die Lebensqualitit der behandelten Allergiker
deutlich verbessert und vor der Entstehung von Asthma bei Patienten mit

allergischer Rhinitis schiitzen kann”>%,

1.3.1.1 Spezifische Inmuntherapie der Lebensmittelallergie

Obwohl die klassische Immuntherapie, wie in Kap. 1.3.1 beschrieben, erfolgreich
bei diversen Allergien eingesetzt wird, ist sie fiir die Therapie von
Nahrungsmittelallergien meist ungeeignet. Studien mit Erdnussallergikern, denen
liber einen Zeitraum von einem Jahr eine steigende Dosis Erdnussmehl verabreicht
wurde, zeigen, dass alle Patienten, die das Ende der Studie erreichten, eine hohere
Menge an Erdnuss vertragen konnten®*. Allerdings mussten 20% der Patienten die
Immuntherapie wegen schwerer gastrointestinaler Nebenwirkungen abbrechen®.
86—

Die Daten dieser und auch weiterer Studien mit anderen Nahrungsmitteln

8 demonstrieren, dass eine orale Immuntherapie zu einer Desensibilisierung bei
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Nahrungsmittelallergikern fiihren kann, allerdings gibt es bisher keine
liberzeugenden Daten, die zeigen, dass dabei eine anhaltende Toleranz gegeniiber
dem Allergen induziert wird. Aufgrund dieser Tatsache und des hohen Risikos von
schweren Nebenwirkungen ist die spezifische Immuntherapie noch nicht fiir
Nahrungsmittelallergien  etabliert®®°. Somit ist die Vermeidung des
Nahrungsmittels und das Mitfiihren eines sogenannten Allergie-Notfallsets,
bestehend aus Adrenalin-Spritze, Antihistaminikum und einem Kortikosteroid®, die
einzige Moglichkeit, allergischen Reaktionen vorzubeugen und im Notfall sofort zu
behandeln®, was den Alltag und die Lebensqualitit der Patienten sehr
beeintrachtigt®.

Die Entwicklung neuer Ansatze der Immuntherapie von Nahrungsmittelallergien
ist somit in den letzten Jahren zu einem grofien Schwerpunkt der allergologischen
Forschung geworden. Ein wichtiger Ansatz, die IgE vermittelten Nebenwirkungen
zu umgehen, liegt in der Modifikation der Allergene und wurde bereits zu Beginn
der 1970er Jahre entwickelt. Durch Denaturierung der Allergenextrakte mittels
Aldehyden wurden sogenannte Allergoide erhalten, welche eine stark verminderte
IgE-Reaktivitit zeigen’®. Vorteil dieser Allergoide ist die Beibehaltung der fiir eine
Immuntherapie wichtigen T-Zell-Reaktivitdt, weshalb sie die Basis vieler
Therapieallergene darstellen®*.

Gerade im Bereich der Allergencharakterisierung und durch die Maoglichkeit,
Allergene rekombinant herzustellen, wurden in den letzten Jahren diverse Ansitze
neuartiger Immuntherapien vorgestellt. Dazu gehoren (I) die T-Zell-Peptid basierte
Immuntherapie, (II) die Verwendung modifizierter rekombinanter Allergene, (III)
die Plasmid-DNA-Vakzinierung und (IV) die Induktion einer Tyl gerichteten
Immunantwort mittels Verwendung von Ty1-Adjuvantien®°*°¢, Die Immunisierung
mit Fragmenten von Allergenen (Peptiden) (I) hat den Vorteil, dass T-Zellen durch
diese aktiviert werden konnen, wahrend durch das Fehlen multipler IgE-Epitope
keine Kreuzvernetzung des FceRI-Rezeptors auf B-Zellen mehr moglich ist und
somit das Risiko von starken Nebenwirkungen verringert wird®”?®, Das gleiche
Prinzip der Beibehaltung von T-Zell-Epitopen bei gleichzeitiger Zerstérung der B-
Zell-Epitope wird bei der Verwendung modifizierter, rekombinanter Allergene zur
Immuntherapie angewandt (II). Durch zielgerichtete Mutationen der

Proteinsequenz, werden Epitope oder die Struktur von Allergenen so verdndert,

15



Einleitung

dass sie eine reduzierte IgE-Reaktivitat aufweisen, weiterhin aber in der Lage sind,
die Bildung blockierender IgG-Antikorper zu induzieren. Neben der strukturellen
Veranderung der Allergene, ist auch die Oligomerisierung, z.B. als Di- und Trimere,
ein erfolgversprechender Ansatz zur Herstellung sogenannter ,Hypoallergene“®®
1% Eine Vakzinierung mit Allergen kodierender bakterieller Plasmid-DNA (III) ist
ein weiterer Ansatz zur Therapie von Nahrungsmittelallergien. Hierbei kommt es
zur Expression des Allergens im Kérper und zu einer in Richtung Ty1 modulierten

105106 Der Einsatz immun-

Immunantwort auf das betreffende Protein
stimulatorischer Sequenzen (IV), wie CpG-Motive, oder Substanzen, welche als
Ausloser einer Tyl-Immunantwort bekannt sind, ist vor allem in vielen
erfolgversprechenden praklinischen und einigen klinischen Studien untersucht
worden®*%1%7 Dabei kénnen die Substanzen, wie inaktivierte Bakterien, entweder
als Adjuvantien dienen, oder sie werden direkt mit rekombinanten Allergenen
fusioniert und diese Konstrukte als Immuntherapeutika eingesetzt'°®*'°. Auch die
Verwendung von Tyl-induzierenden Viren, als Trager von Allergenen wird als
Vakzinkandidaten diskutiert!*"!'2,

Neben den allergenspezifischen Immuntherapien werden auch unspezifische
Therapieansatze verfolgt. Hierbei handelt es sich unter anderem, um die
Verwendung humanisierter anti-IgE-Antikérper zur Blockierung von IgE, die
traditionelle chinesische Medizin (TCM), durch Gabe einer speziellen
Krauterformulierung, aber auch um eine unspezifische Zytokin- oder anti-Zytokin-
Therapie®*°7,

Obwohl einige der neuen Therapieansatze bereits in klinischen Studien untersucht
werden, stehen bis Dato keine dieser Therapien zur Behandlung der
Nahrungsmittelallergien fiir den Patienten zur Verfiigung. Somit ist nach wie vor
die Eliminationsdidat und das Mitfiihren einer Notfallausriistung die einzige
Behandlungsmaoglichkeit einer Nahrungsmittelallergie®.

In dieser Arbeit werden vor allem die Verwendung von hypoallergenen,

rekombinanten Proteinen, als eine mogliche Therapieform der Sellerie- und

Karottenallergie diskutiert (Kap. 2).
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2 Zielsetzung

2.1 Problemstellung

Die Inzidenz allergischer Erkrankungen bei Erwachsenen und Kindern steigt
weltweit in den letzten Jahren stetig an, wodurch der Bedarf an einer
entsprechenden Diagnostik und an Allergen-spezifischen Immuntherapien
zunimmt. Insbesondere bei Nahrungsmittelallergien ist aufgrund zu hoher Risiken
von  Nebenwirkungen und fehlender @ Wirksamkeit bislang keine
Behandlungsoption etabliert. Bisher steht nur die Vermeidung des
Nahrungsmittelallergens als Pravention einer Allergie zur Verfiigung. Die in den
letzten Jahren gewachsenen Kenntnisse iiber die molekularen Strukturen der
Nahrungsmittelallergene erdffnen jedoch neue Anséatze fiir die Etablierung einer
dringend erforderlichen spezifischen Immuntherapie. Neuartige Strategien zur
spezifischen Immuntherapie von Inhalationsallergien bestehen beispielsweise
darin, sogenannte hypoallergene Derivate herzustellen, welche eine reduzierte IgE
Antikorper-Bindungskapazitat, bei gleichzeitiger Beibehaltung der
Toleranzinduktion, aufweisen. Vergleichbare Ansitze werden auch bei

Nahrungsmittelallergien diskutiert.

2.2 Arbeitshypothese, Zielsetzung und Arbeitskonzept

Arbeitshypothese

Grundlage der Arbeit ist die Hypothese, dass durch gezielte Modifikation
(gerichtete Mutagenese und Oligomerisierung) der klinisch relevanten
Hauptallergene Apig1 aus Sellerie (Apium graveolens) und Dauc 1 aus Karotte
(Daucus carrota), deren allergene Reaktivitit vermindert und die immunogenen
Eigenschaften moduliert werden koénnen. Die so hergestellten hypoallergenen
Derivate stellen somit mogliche geeignete Allergentherapeutika zur Intervention

bei Lebensmittelallergien dar.
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Zielsetzung

Fir Sellerie und Karotte sind neben den oft auftretenden Kklinischen
Kreuzreaktionen mit Birkenpollen, welche sich in der Regel durch ein orales
Allergie-Syndrom auszeichnen, auch schwere Symptome bis hin zum
anaphylaktischen Schock beschrieben. Da bisher keine spezifische Immuntherapie
fir diese Nahrungsmittel etabliert ist, sollten die Moglichkeiten der strukturellen
Veranderung zur Reduktion der Allergenitit von Allergenen am Modell der
Hautallergene von Sellerie (Api g 1) und Karotte (Dau ¢ 1) untersucht werden.

Fir die beiden Isoformen von Apigl war die gezielte Untersuchung eines
potentiellen IgE-Epitops, der sogenannten P-Loop-Region und der Einfluss einer
gezielten Mutation der Aminosiureposition 111 auf die Anderung der
Konformation, Gegenstand dieser Arbeit. Sowohl die P-Loop Region, als auch die
entsprechende Aminosaureposition sind bei dem homologen und kreuzreaktiven
Birkenpollenallergen Bet v 1 an der IgE-Bindung beziehungsweise der Ausbildung
der konformationsabhdngigen Epitope beteiligt.

Bei zwei Dau c 1 Isoformen sollte der Einfluss der Entfaltung der Proteinstruktur
durch gezielte Mutation der Aminosaureposition 111 und der zuséatzliche Einfluss
der Multimerisierung (chimare Fusionsproteine und Trimere) auf die Allergenitat
untersucht werden. Im Weiteren sollten die verschiedenen Dauc1 Derivate
hinsichtlich ihrer Antigenitat, d.h. der humoralen Immunantwort, in einem

Mausmodell betrachtet werden.

Arbeitskonzept

1. cDNA Klonierung, rekombinante Expression und Reinigung von Apig1 und

Dau c 1 wildtyp Proteinen und daraus abgeleiteten Mutanten und Oligomeren

Erstes Ziel der Arbeit war es, alle fiir die Untersuchungen notwendigen Proteine
rekombinant herzustellen. Dau c¢ 1.01, Dau ¢1.02 und Api g 1.01 lagen bereits als in
Expressionsvektor klonierte cDNA vor. Lediglich die Isoform Api g 1.02 musste
noch kloniert werden. Dazu sollte aus Sellerieknolle Gesamt-RNA gewonnen
werden und mittels reverser Transkription unter Verwendung genspezifischer
Primer abgleitet von der bereits publizierten Sequenz (Acc. No. Z75662), in die fir

Api g 1.02 kodierende cDNA umgeschrieben werden.
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Zur Untersuchung des Einflusses von Multimerisierungen auf die Allergenitat der
Karottenallergene, sollte die vorliegende cDNA mehrmals hintereinander in einen
Expressionsvektor kloniert werden. Fiir ein Dau-c-1.01-Trimer sollte die gleiche
Technik der enzymatischen Restriktion und Ligation, wie fiir das Bet-v-1-Trimer
angewandt werden'®, Da neben Dau c 1.01 auch die Isoform 1.02 an der IgE-
Reaktivitat auf Karotte beteiligt ist, sollte neben dem Trimer von Dau c 1 auch das
Multimer aus den beiden Isoformen auf seine immunologischen Eigenschaften
untersucht werden. Die Klonierung des Multimers erfolgte mittels einer PCR-
Strategie mit isoformspezifischen tberlappenden Primern, wodurch die beiden
Proteine direkt ohne enzymatische Schnittstelle aneinandergefiigt werden.

Bisherige Studien zeigten, dass eine Mutation von Betv1l und homologen
Nahrungsmittelallergenen im Bereich der Aminosaureposition 111 zu Prolin einen
entscheidenden Einfluss auf die Faltung der Proteine hat®”'**'**>, Somit bestand der
nachste Schritt der Arbeit darin, diese Mutationen auch in die Isoformen und
Multimere von Karotte und Sellerie einzubauen und anschlieffend die
rekombinanten Proteine auf strukturelle Verdanderung, Allergenitat und Antigenitat
zu untersuchen. Die Verwendung der ortsgerichteten Mutagenese ist hier von
Vorteil, da die zielgerichtete Punktmutation in die bereits im Expressionsvektor
vorliegenden Konstrukte eingebaut werden kann. Sequenzvergleiche der P-Loop-
Region von Bet v 1 mit den beiden Agi-g-1-Isoformen zeigen, dass gerade an der als
kritisch beschriebenen Aminosdureposition Glu44°"*° die Isoform Apig1.01 ein
Lysin besitzt, wahrend Apig 1.02 ebenfalls Glutamin aufweist. Da Lysin im
Gegensatz zur sauren Glutaminsdure eine basische Aminosaure ist, kdnnte dies
einen entscheidenden Einfluss auf die Struktur der P-Loop-Region als IgE
bindendes Epitop haben. Aus diesem Grund ist auch die Charakterisierung einer
Api-g-1.01-Lysin-Mutante Gegenstand dieser Arbeit. Die Mutation sollte, wie fiir
die Prolinmutanten, mittels ortsgerichteter Mutagenese hergestellt werden. Nach
erfolgreicher Klonierung aller Allergene, Multimere und Mutanten bestand der
ndchste Schritt der Arbeit darin, diese als rekombinante Proteine in Escherichia
coli zu exprimieren und mittels geeigneter Methoden, wie Affinitdtschromatografie
oder praparativer SDS-PAGE, zu reinigen. Die korrekte Sekundarstruktur der

rekombinanten Proteine sollte mittels CD-Spektroskopie liberpriift werden.
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2. Charakterisierung der IgE-bindenden und allergenen Eigenschaften (in vitro)

Fir die immunologischen Untersuchungen der Proteine standen Seren von
Allergikern zur Verfiigung, welche eine mittels doppelt blinder, Placebo
kontrollierter Nahrungsmittelprovokation gesicherte Allergie auf Karotte bzw.
Sellerie aufwiesen. Mit Hilfe dieser Seren, sollte die IgE-Bindungskapazitat der
Sellerie-wildtyp-Allergene mit den jeweiligen Mutanten im ELISA gemessen und
mittels Streudiagramm mit Regressionsgerade verglichen werden. Die IgE-
Kreuzreaktivitat der verschiedenen Sellerieproteine sollte mittels ELISA Inhibition
in den einzelnen Patientengruppen bestimmt werden. Die Bestimmung der IgE-
Bindungskapazitat der Karottenallergene, Mutanten und Multimere erfolgte unter
Verwendung des Enzym-Allergosorbens-Tests (EAST) und Darstellung der

Ergebnisse ebenfalls im Streudiagramm mit Regression.

3. Untersuchung der Antigenitit der Dau c 1-Mutanten und -Oligomere in der

Maus

Ein weiterer Aspekt der Arbeit bestand darin, die Karottenallergene und deren
Mutanten und Multimere auch in vivo in einer Mausstudie hinsichtlich ihrer
Allergenitat und Antigenitat vergleichend zu untersuchen. Die Immunisierung von
BALB/c-Mausen mit Allergenen unter Verwendung von Aluminiumhydroxid,
erwies sich in der Arbeitsgruppe bereits als ein geeignetes Modell, um gute Ty2
gerichtete Inmunantworten in Miusen auszulésen''*'*¢, Aus diesem Grund wurde
dieses Immunisierungsschema auch fiir die vorliegende Arbeit ausgewahlt. Die
Ermittlung der Immunogenitiat von Wildtyp- und mutierten Allergenen sollte tiber
die Bestimmung von Dau-c-1-spezifischem IgG- und IgE-Gehalt der gewonnen
Seren, unter Verwendung von ELISA und Mediatorfreisetzungstests, mittels einer

basophilen Rattenzelllinie, erfolgen.

Ein wichtiger Aspekt der Arbeit lag in der abschlief}enden Beurteilung, ob die
gezielte Veranderung von Allergenen ein geeignetes Hilfsmittel zur Aufklarung
wichtiger kreuzreaktiver IgE-bindender Epitope ist. Des weiteren sollte anhand der

erhaltenen Daten diskutiert werden, ob Mutationen solcher Epitope oder die
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Multimerisierung von Allergenen, die Allergenitit und Antigenitat tatsachlich
dahingehend verdandern, dass diese neuartigen Proteine hypoallergene
Eigenschaften besitzen und somit fir eine erfolgreiche Immuntherapie einsetzbar

sind.
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3 Materialien

3.1 Chemikalien

Alle Chemikalien wurden, sofern nicht gesondert vermerkt, von den Firmen Merck

(Darmstadt), Carl Roth (Karlsruhe) oder Sigma-Aldrich (Taufkirchen) in der

Qualitat ,per analysis“ (p.a., zur Analyse) bezogen. Die Losungen wurden in der

Regel mit Reinstwasser (dH.0) angesetzt.

3.2 Verbrauchsmaterial

Tabelle 2 Verbrauchsmaterial.

Bezeichnung Bezugsquelle
Einmalspritzen VWR (Darmstadt)
Kaniilen B. Braun (Melsungen)

Mikrotiterplatte (Nunc, F96, Maxisorp)

Thermo Fisher Scientific (Langenselbold)

Pipettenspitzen Eppendorf (Hamburg)
Thermo Fisher Scientific (Langenselbold)
Reaktionsgefaifde Eppendorf (Hamburg)

Greiner bio-one (Frickenhausen)

Stabpipetten, steril

Greiner bio-one (Frickenhausen)

Zellkulturflaschen

Greiner bio-one (Frickenhausen)

Zellkulturplatten (Nunc, F96, Nunclon)

Thermo Fisher Scientific (Langenselbold)

Zellschaber (Nunc)

Thermo Fisher Scientific (Langenselbold)

3.3 Gerite

Tabelle 3 Gerdite.

Bezeichnung Bezugsquelle

Analysenwaage Sartorius AG (Gottingen)

Autoklaven:

Hochdruckdampfsterilisator Miinchener Medizin Mechanik GmbH (Miinchen)
Bioclav Schiitt (Gottingen)

Bakterienschiittler (Innova 4335)

New Brunswick Eppendorf (Wesseling-Berzdorf)

CD Spektropolarimeter (J-180S)

Jasco (Grof3-Umstadt)

ELISA-Reader (Spectra MAX340)

Molecular Devices (Ismaning)
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ELISA-Platten-Waschgerat (ELX 405) BioTek (Bad Friedrichshall)

Geldokumentationseinheit (Gel-iX) Intas (Gottingen)

Gelelektrophorese-Apparaturen:

Mini Protean 3 BioRad (Miinchen)

Horizon 58, Horizon 11.14 Biometra (Gottingen)
Magnetriihrer (RCT basic) IKA (Staufen)
Mikrotiterplatten-Washer (ELx405)  Bio-Tek (Bad Friedrichshall)
pH-Meter (FE20) Mettler Toledo (Giefen)
Photometer:

ULTROSPEC 10 GE Healthcare (Freiburg)
Nanodrop ND-1000 PEQLAB Biotechnologie GMBH (Erlangen)
Pipetten:

Finnpipette Thermo Fisher Scientific (Bonn)
Mehrfachdispenser (Handystep) BRAND (Wertheim)
Einkanalpipette variabel (Reference) Eppendorf (Hamburg)

Standard Power Pack T25 Biometra (Gottingen)
Sterilbank (Lamin Air HB2448) Thermo Electron (Langenselbold)
Thermocycler:

GeneAmp® PCR System 2700 Life Technologies (Darmstadt)
Thermomixer Eppendorf (Hamburg)
Uberkopfschiittler (Reax 2) Heidolph (Darmstadt)
Vortex-Schiittelgerat (MS3 basic) IKA (Staufen)

Waage (BL1500) Sartorius (Gottingen)
Feinwaage (MC1) Sartorius (Gottingen)
Wippschiittler (Rocking Plattform) Biometra (Gottingen)
Zentrifugen:

Mikrozentrifuge 5415R Eppendorf (Hamburg)

Sorvall Evolution RC Thermo Fisher Scientific (Bonn)

3.4 Pufferlésungen, Nihrmedien und Nahrboden

Tabelle 4 Pufferlésungen.

LOosung Zusammensetzung

Acetatpuffer (EAST) 0,1 M Acetat, pH 4,0

Aluminiumhydroxid-Lésung 2mg/mL Aluminiumhydroxid in PBS

APS (SDS-PAGE) 10% (w/v) Ammoniumperoxodisulfat

Bindungspuffer nativ 20 mM Natriumphosphat, 500 mM NaCl, 20 mM Imidazol,
(His GraviTrap) pH 7.4

Bindungspuffer denatu- 20 mM Natriumphosphat, 500 mM NacCl, 20 mM Imidazol,
rierend (His GraviTrap) 8 M Harnstoff, pH 7.4
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Carbonatpuffer (ELISA)

100mM Na,Co; mit 100 mM NaHCos auf pH 9,6 einstellen

Deaktivierungspuffer(EAST)

0,1 M Ethanolamin in Kopplungspuffer

6x DNA-Probenpuffer

0,25% Bromphenolblau,

Elutionspuffer
(His GraviTrap)

20 mM Natriumphosphat, 500 mM NacCl, 100-1000 mM
Imidazol, pH 7.4

Inkubationspuffer (ELISA)

0,05% Tween 20, 0,1% BSA in PBS

10 mM Kaliumphosphat-
puffer (CD-Spektroskopie)

10 mM K;HPO, (pH9) mit 10 mM KH,PO, (pH4,5) auf pH
7,3 einstellen

Kopplungspuffer (EAST)

0,1 M NaHCO;

Laufpuffer (SDS-PAGE)

19,2 M Glycin, 5 M Tris (pH 6,8), 10% [w/v] SDS

PBS

1,5 mM KH;P0O4, 8mM NaHP0O4, 137mM NacCl, 3mM KC],
pH 7,2

4x Probenpuffer (SDS-PAGE)

160mM Tris-HCI (pH6,8), 4% SDS, 20%Glycerol, 0,2%
Bromphenolblau

Sammelgelpuffer (4x) 0,5 M Tris-HCl pH6,8

(SDS-PAGE)

Substratpuffer (RBL) 3,8 mM 4-Nitrophenyl N-acetyl-3-D-glucosaminid, 100mM
Na,HPO,*2H,0, pH 4,5 mit 0,4M Zitronensaure

TAE-Puffer 40 mM TRIS, 40 mM Essigaure, 1 mM EDTA-Na,, pH 8,5

TBS 50 mM Tris/HCI, 150 mM NacCl, pH 7,4

TMB-Substrat

0,525 mM 3,3’5,5’-Tetramethylbenzidin (TMB),
0,01% H;0; in 0,21 M Kaliumcitratpuffer pH 3,95

Trenngelpuffer (4x)
(SDS-PAGE)

1,5 M Tris-HCI pH 8,8

Tyrodepuffer (TP) 20x (RBL)

80g Na(l, 2g KCl, 0,5g NaH.PO,, 1g MgCl,*6H,0 ad 500ml

Tyrodepuffer (TP) 1x (RBL)

50 ml TP 20x, 1g Glucose, 1,4 ml CaCl, (1M), 2,4 g HEPES,
ad 800 ml H;0, pH7,45, 1g BSA ad 1L H,0

Waschpuffer (IgG-ELISA)

0,05% Tween 20 in TBS

Waschpuffer (IgE-ELISA)

0,05% Tween 20 in PBS

Tabelle 5 Ndhrmedien und Ndhrboden.

Nahrmedium

Zusammensetzung

LB-Medium

10g/1 Bakto-Trypton, 10g/1 Hefeextrakt, 10g/1 NaCl

LB-amp Platten

15g/1 Agar-Agar, 50mg/l Amp in LB Medium

LB-amp-X-Gal Platten

15g/1 Agar-Agar, 90mg/1 X-Gal, 50mg/1 Amp in LB Medium

RBL-Medium MEM (Biochrom, Berlin), 5% [v/v] FKS, 1% [v/v] L-
Glutamin
S.0.C.-Medium 2% Trypton, 0,5% Hefeextrakt, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCL,

(Invitrogen, Darmstadt)

10 mM MgCl;, 10 mM MgS0,, 20 mM Glukose
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3.5 Primer

Die Tabellen 6 und 7 zeigen alle Primer, die zur Klonierung und Mutation der

Sellerie- und Karottenproteine notwendig waren. In Tabelle 8 sind alle Primer

aufgelistet, welche

fiir Bakterienscreenings und Sequenzierungen eingesetzt

wurden. Sdmtliche Primer sind von der Firma Eurofins MWG Operon (Ebersberg)

bezogen worden. Enzymschnittstellen fiir die Klonierung sind unterstrichen und

Mutationsbereiche kursiv dargestellt.

Tabelle 6 Primer zur Klonierung der Sellerieproteine.

Bezeichnung

Sequenz

Apig 1.02(+)Nde
Apig 1.02(-)Bam

5'-GTA CAT ATG GGT GTC CAA AAG ACC GTG GTT GAG GCT-3'
5'-CTA GGA TCC TCA AGC AAG AAA CTG CAA GTT TGC TAG-3'

Api g 1.01K44E(+)
Api g 1.01K#4E(-)

5'-GCT TAC AAG AGT GTA GAA ATC GAG GGA GAT GGT GGA CC-3'
5'-CCA GGT CCA CCA TCT CCC TCG ATT TCG ACA CTC TTG-3'

Api g 1.01S111P(+)
Api g 1.01S111P(-)

5'-CT GCT GAT GGA GGA CCC ATT TGC AAG ACC ACT GCC ATC-3'
5'-GGC AGT GGT CTT CCA AAT GGG TCC TCC ATC AGC AGT TGG C-3'

Api g 102C111P(+)
Api g 102C111P(-)

5'-GTG CCA ACC GAC GGA GGT CCC ATA GTG AAG AAC ACC ACC-3'
5'-GGT GTT CTT CAC TAT GGG ACC TCC GTC GGT TGG CAC AACA 3’

Tabelle 7 Primer zur Klonierung der Karottenproteine.

Bezeichnung

Sequenz

Dau ¢ 1.01S111P(+)
Dau c 1.01S111P(-)

5'-CT GCT GAT GGG GGT CCC ATT ACC AAG ACC ACG GCC ATA-3'
5'-GGC CGT GGT CTT GGT AAT GGG ACC CCC ATC AGC AGT TGG-3'

Dau ¢ 1.02C111P(+)
Dau ¢ 1.02C111P(-)

5'-GTG CCA ACA GAT GGA GGC CCC ATT GTG AAG AAC ACC ACC-3'
5'-GGT GTT CTT CAC AAT GGG GCC TCC ATC TGT TGG CAC AAC A-3'

Dauc 1.01 (+)
Dau c 101/102fus(-)

5'-ATG GGT GCC CAG AGC CAT TCA CTC GAG ATC-3'
5'-CTC AGT CTT TTG GAC ACC ATT AGC AAT GAG GTA GGC-3'

Dau c 101/102fus(+)
Dau c 1.02(-)

5'-GCC TAC CTC ATT GCT AAT GGT GTC CAA AAG ACT GAG-3'
5'-TTA GTT TGC TAG GAG GTA AGC CTC AAC AGC-3'

Tabelle 8 Primer fiir Kolonie-PCR und Sequenzierungen.

Bezeichnung Sequenz

Not I-d(T)1s 5'-AAC TGG AAG AAT TCG CGG CCG CAG GAA Ts-3'
Sp6 5'-CATTT AGG TGA CAC TAT AG-3'

T7 5'-TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG-3'

T7term 5'-CTA GTT ATT GCT CAG CGG T-3'
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3.6 Bakterienstimme

Im Folgenden sind alle verwendeten Bakterienstamme aufgefiihrt. Es wurden
ausschliefdlich chemisch kompetente E. coli Stimme verwendet, welche fiir die

Transformation mittels der Hitzeschockmethode eingesetzt werden konnten.

Tabelle 9 Zur Klonierung und Expression verwendete E. coli Bakterienstimme.

Organismus Genotyp

BL21(DE3) (Novagen, Merck, F~, ompT, hsdSg(rs, mg), dcm, gal, A(DE3)
Darmstadt)

Top10 (Invitrogen, Karlsruhe)  F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80lacZAM15 AlacX74
recAl araD139 A(araleu) 7697 galU galK rpsL (StrR)

endA1l nupG
XL1-Blue supercompetent cells recAl endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F’
(Agilent, Waldbronn) proAB lacIqZAM15 Tn10 (Tetr)]

3.7 Antikorper

Tabelle 10 zeigt die fliir immunchemische Methoden (Kap. 4.3) eingesetzten
Sekundar- und Detektionsantikorper. Als Primarantikorper wurden Mausseren der
durchgefiihrten Immunisierung (Kap. 4.4.2) oder Humanseren von allergischen

Patienten (Kap. 3.7.1) verwendet.

Tabelle 10 Antikérper.

Bezeichung Bezugsquelle

Neutravidin-HRP Fisher Scientific (Schwerte)
Ziege-anti-human-IgE biotinyliert Medac (Wedel)
Kaninchen-anti-Maus-IgG-AP Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
(v-Ketten-spezifisch)

Human IgE, gereinigt, polyklonal Diatec (Oslo, Norwegen)
Ziege-anti-human-IgE Nordic MUbio (Susteren, Niederlande)
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3.7.1 Patientenseren

Zur Charakterisierung und Analyse des allergenen Potentials rekombinanter
Allergene eignen sich insbesondere Seren von Patienten mit einer Allergie auf das
zu untersuchende Protein. Mittels immunchemischer Methoden ist es moglich, die
Bindungskapazitat der Allergene an das im Serum befindliche spezifische IgE zu
bestimmen. Dazu werden Seren von gut charakterisierten Patienten benotigt. Die
Absicherung einer Nahrungsmittelallergie erfolgt in der Regel anhand
anamnestischer und serologischer Daten. Ein Grofdteil der in dieser Arbeit
verwendeten Seren stammen von Patienten, die zusatzlich mittels der doppelt
verblindeten, Placebo kontrollierten Nahrungsmittelprovokation (DBPCFC) auf
ihre Allergie getestet waren. Dies Provokationen wurden an der Universitat Ziirich
von Frau Prof. Dr. med. B. K. Ballmer-Weber durchgefiihrt und die Seren von
Patienten mit gesicherter Karotten- bzw. Sellerieallergie freundlicherweise fiir
diese Studie zur Verfiigung gestellt. Weitere Seren stammen aus der Serumbank
freiwilliger Spender des Paul-Ehrlich-Instituts.

Einschlusskriterien waren neben einer positiven DBPCFC, eindeutige
charakteristische allergische Symptome wie das orale Allergiesymptom,
Schwellungen im Rachenraum, Anaphylaxie und ein positiver Befund an karotten-
bzw. selleriespezifischem IgE im Serum, gemessen mittels des ImmunoCAP®
(Phadia, Freiburg).

Eine schriftliche Einwilligungserklarung lag fiir alle Studienteilnehmer vor.

3.7.1.1 Patientenkollektiv

Die Untersuchung der Karottenallergene konnte mittels eines Allergikerkollektivs
von 24 Patienten durchgefiihrt werden (Tab. 11). In 16 dieser Patienten (#9-24)
wurde die Karottenallergie mittels DBPCFC bestdtigt, die anderen acht (#1-8)
wiesen eine eindeutige Historie einer Karottenallergie auf. Alle Allergiker hatten
einen positiven ImmunoCAP® auf Karotte mit einer Klasse grofRer als zwei.
Aufierdem waren alle Patienten auch Birkenpollenallergiker, so dass hier von einer
Kreuzsensibilisierung von Birke und Karotte ausgegangen werden konnte. Gerade

auch unter dem Aspekt, dass circa 71% der Patienten einen positiven CAP auf

27



Materialien

Beifufd aufwiesen, kann hier von Seren von Allergikern mit einem Birke-Beifuf3-

Syndrom gesprochen werden (Tab. 11).

Tabelle 11: Klinische Symptome und spezifisches IgE auf Karotte, Birke und Beifufs der
Karottenallergiker.

ImmunoCAP™

Patient | Diagnostik | Symptome Karotte Birkenpollen Beifuf3pollen
Nr. (Anamnese) IU/ml Klasse IU/ml Klasse IU/ml Klasse
01 Anamnese OAS 9,6 3 54,1 5 4,3 3
02 Anamnese OAS, Ehb 4,2 3 63,0 5 09 2
03 Anamnese 0AS, M 9,2 3 54,3 5 0,4 1
04 Anamnese 0AS 2,0 2 21,8 4 0,8 2
05 Anamnese 0AS 2,1 2 41,0 4 3,1 2
06 Anamnese 0AS 6,1 3 32,6 4 <0,35 0
07 Anamnese 0AS 53 3 >100 6 <0,35 0
08 Anamnese 0AS, AO 2,0 2 41,2 4 2,9 2
09 DBPCFC OAS,U,D,V 2,0 2 41,8 4 <0,35 0
10 DBPCFC OAS, Ehb 38 3 63,1 5 7,5 3
11 DBPCFC 0AS, AO 22,9 4 >100 6 16,8 3
12 DBPCFC | OAS, Ehb, Dph 2,4 2 77,6 5 <0,35 0
13 DBPCFC 0AS 12,1 3 75,3 5 0,7 1
14 DBPCFC 0AS 2,3 2 5,0 3 2,1 2
15 DBPCFC | OAS, Ehb, Dph 59 3 87,0 5 16,5 3
16 DBPCFC OAS, Ehb 1,4 2 37,3 4 2,2 2
17 DBPCFC 0AS, AO 3,0 2 26,1 4 <0,35 0
18 DBPCFC OAS, R 11,5 3 >100 6 6,1 3
19 DBPCFC 0AS 13,0 3 >100 6 41 3
20 DBPCFC 0AS, AO 15,2 3 >100 6 1,6 2
21 DBPCFC 0AS, R 26,1 4 >100 6 1,7 2
22 DBPCFC 0AS 15,8 3 >100 6 1,1 2
23 DBPCFC 0AS 3,2 2 54,1 5 <0,35 0
24 DBPCFC 0AS 60,8 5 9,5 3 <0,35 0

AO: Angioédem, D: Dyspnoe, Dph: Dysphagie, Ehb: Engegefiihl im Hals und Brustbereich, He: Heiserkeit,
M: Magenkrdmpfe, OAS: orales Allergiesyndrom, R: Rhinitis, U: Urticaria, V: Vertigo.

Fir die Analyse der Sellerieproteine konnte auf ein Patientenkollektiv

zuruckgegriffen werden, welches aus 23 im DBPCFC Sellerie positiv getesteten

Patienten (Tab. 12) bestand.
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Tabelle 12: Klinische Symptome und spezifisches IgE auf Sellerie der Sellerieallergiker.

Patient | Diagnostik Symptome Sellerie ImmunoCAP™ Allergie auf
Nr. (Anamnese) 1U/ml Klasse Birke Graser
1 DBPCFC 0AS 1,54 2 ja nein
2 DBPCFC OAS 5,79 3 ja ja
3 DBPCFC OAS <0,35 0 ja ja
4 DBPCFC OAS 2,43 2 ja ja
5 DBPCFC R, K, Flu <0,35 0 ja nein
6 DBPCFC OAS <0,35 0 ja ja
7 DBPCFC OAS <0,35 0 ja ja
8 DBPCFC Gi, Bl 0,62 1 ja nein
9 DBPCFC R,D, U, Flu <0,35 0 nein nein

10 DBPCFC 0AS 0,93 2 ja ja
11 DBPCFC OAS 3,4 2 ja nein
12 DBPCFC OAS 3,29 2 ja nein
13 DBPCFC 0AS 5,21 3 ja ja
14 DBPCFC AO 1,46 2 ja ja
15 DBPCFC 0AS, A0 1,64 2 ja ja
16 DBPCFC OAS 40,7 4 ja ja
17 DBPCFC U 0,66 1 ja ja
18 DBPCFC OAS, U 54,6 5 ja ja
19 DBPCFC OAS,R,D,K 1,59 2 ja nein
20 DBPCFC OAS <0,35 0 nein nein
21 DBPCFC R K 3,15 2 ja nein
22 DBPCFC OAS <0,35 0 ja ja
23 DBPCFC OAS <0,35 0 ja ja

AO: Angioédem, BI: Bldhungen, D: Dyspnoe, Flu: Flush (Gesichtsrétung) Gi: Schmerz im Gastrointestinaltrakt,
K: Konjunktivitis, OAS: orales Allergiesyndrom, oP: offene Provokation, R: Rhinitis, U: Urticaria.

Interessanterweise hatten zirka 35% der Seren der DBPCFC positiven Patienten ein

negatives Ergebnis im ImmunoCAP® auf Sellerie. Ein Grund dafiir kdnnte sein, dass

in dem zur Kopplung an die CAPs verwendeten Sellerieextrakt, das Allergen auf

welches diese Patienten reagieren, nicht oder nur in geringen Mengen vorhanden

war.

Neben diesen Patienten wurden zur Kontrolle auch 22 Patienten eingeschlossen,

welche eine Birkenpollenallergie ohne Sellerieallergie aufwiesen (Tab 13).
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Tabelle 13: Klinische Symptome und spezifisches IgE auf Sellerie des Kontroll-
Patientenkollektivs.

Patient | Diagnostik | Symptome | Sellerie InmunoCAP™ Allergie auf
Nr. (Anamnese) | 1U/ml Klasse Birke Graser
1 oP - <0,35 0 ja nein
2 oP - <0,35 0 ja ja
3 oP - <0,35 0 ja ja
4 oP - <0,35 0 ja nein
5 oP - <0,35 0 ja ja
6 oP - <0,35 0 ja ja
7 oP - <0,35 0 ja ja
8 oP - <0,35 0 ja ja
9 oP - <0,35 0 ja ja
10 oP - <0,35 0 ja nein
11 oP - 3,36 2 ja nein
12 oP - <0,35 0 ja ja
13 oP - <0,35 0 ja ja
14 oP - 0,53 1 ja nein
15 oP - 1,02 2 ja ja
16 oP - <0,35 0 ja ja
17 oP - <0,35 0 ja ja
18 oP - <0,35 0 ja ja
19 oP - 0,57 1 ja ja

20 oP - <0,35 0 ja ja
21 oP - <0,35 0 ja nein
22 oP - <0,35 0 ja unbekannt

AO: Angioddem, BI: Bldhungen, D: Dyspnoe, Flu: Flush (Gesichtsrétung) Gi: Schmerz im Gastrointestinaltrakt,
K: Konjunktivitis, OAS: orales Allergiesyndrom, oP: offene Provokation, R: Rhinitis, U: Urticaria.

Die Reaktion dieser Patienten auf Sellerie wurde mittels einer offenen Provokation
mit frischem Sellerie getestet, welche fiir alle Patienten negativ ausfiel. 18% dieser
Seren zeigten eine positive Reaktion im ImmunoCAP® auf Sellerie, was auf IgE-
Kreuzreaktionen zwischen Birke und Sellerie zuriickgefiihrt werden kann. Ein
Grofdteil der auf Sellerie allergischen Patienten wurde wie fiir Karotte von Frau
Prof. Dr. med B. K. Ballmer-Weber zur Verfligung gestellt, alle anderen stammten

aus der Sammlung des Paul-Ehrlich-Instituts.
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3.7.1.2 Kontrollgruppenkollektiv

Sowohl fiir die Karotten- als auch die Selleriestudie wurde ein Kollektiv aus
Kontrollseren zusammengestellt. Diese Seren stammten alle von Patienten, die
unter keiner Allergie leiden. Wenn moglich, wurden offene Provokationen mit den
frischen Gemiisen durchgefiihrt, welche zum Einschluss in die Kontrollgruppe
negativ ausfallen mussten. Des weiteren wurden nur Patienten eingeschlossen,
deren Seren im ImmunoCAP® einen karotten- bzw. selleriespezifischen IgE-Gehalt

von kleiner 0,35 kU,L aufwiesen.
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4 Methoden

4.1 Molekularbiologische Methoden

4.1.1 Isolierung von Gesamt-RNA und cDNA-Synthese

Zur Isolierung der Gesamt-RNA aus Sellerieknolle, wurde das kommerziell
erhdltliche System RNeasy Plant Mini Kit der Firma Qiagen (Hilden) entsprechend
der Herstellerangaben verwendet, welches speziell fiir die Reinigung von RNA aus
pflanzlichen Materialien entwickelt wurde. Die so gewonnene RNA wurde mittels
des First-Strand cDNA Synthesis Kit (GE Healthcare, Freiburg) unter Verwendung
des Oligonukleotides Not I-d(T):s, welches spezifisch an den Poly(A)-Bereich von
mRNA bindet, in kodierende DNA (cDNA) umgeschrieben.

4.1.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Mit Hilfe der Polymerasen-Kettenreaktion (PCR) koénnen spezifische DNA-

7 in vitro vermehrt

Abschnitte unter Verwendung thermostabiler Polymerasen'
und verandert werden. Als DNA-Matrize wurde entweder die in Kap. 4.1.1
gewonnene cDNA aus Sellerie, oder Dbereits klonierte Allergen-
Expressionsvektoren (z.B. Dauc 1.0104/pET16b) verwendet. Alle fiir die PCR
verwendeten Primer sind in den Tabellen 6 und 7 aufgelistet. Die
Zusammensetzung des PCR-Reaktionsansatzes richtete sich exakt nach den
Herstellerangaben der verwendeten Polymerase (Platinum® Taq DNA Polymerase,

Invitrogen, Darmstadt). Die dNTPs wurden von der Firma GE Healthcare (Freiburg)

bezogen und die Reaktion unter folgenden Bedingungen durchgefiihrt:

Tabelle 14 Bedingungen der Polymerase-Kettenreaktion.

Temperatur Zeit Wiederholungen
94°C 5 min 1x
94°C 30sec
55°C 1 min 30x
72°C 1,5 min
72°C 10min 1x
4°C endlos 1x
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Die erhaltenen PCR-Produkte wurden mittels Agarosegelelektrophorese (Kap.
4.1.3) kontrolliert und bei Bedarf aus dem Agarosegel ausgeschnitten und

gereinigt.

4.1.2.1 Fusions-PCR

Die Fusion der beiden Dau-c-1-Isoformen erfolgte unter Verwendung der in Kap.
4.1.2 beschriebenen Chemikalien, lediglich als DNA-Matrize wurden gleiche
Mengen an gereinigtem PCR-Produkt der tiberlappenden Dau-c-1-DNA-Sequenzen

in den Reaktionsansatz eingesetzt. Das Protokoll der PCR sah wie folgt aus:

Tabelle 15 Bedingungen der Fusions-Polymerase-Kettenreaktion.

Temperatur Zeit Wiederholungen
94°C 5 min 1x
94°C 1sec
55°C 1 min 30x
72°C 3 min
72°C 10min 1x
4°C endlos 1x

4.1.3 Agarosegelelektrophorese

Mittels horizontaler Agarosegelelektrophorese kann DNA nach Gréfde aufgetrennt
und nach Anfarbung mit Ethidiumbromid in UV Licht sichtbar gemacht werden.
Dazu wurden Gele mit, je nach zu erwartender Fragmentgrofe, 1-2% (w/v)
Agarose (Bioline, Luckenwalde) in TAE-Puffer, in einer Gelkammer (RAGE, Biokey,
Portland, USA) gegossen. Die mit 6x Probenpuffer versetzten DNA-Proben wurden
in die Geltaschen aufgetragen und die Elektrophorese bei einer konstanten
Spannung von 210 V durchgefiihrt. Die Farbung des Gels erfolgte nach Beendigung
des Elektrophoreselaufes fiir ca. 30 min in einem Ethidiumbromidbad (75pg/ml in
dH20) und nach Anregung mittels UV-Licht (320nm) konnte die DNA in einem
Geldokumentationssystem (Intas, Gottingen) dokumentiert werden. Zur Kontrolle
der Grofde wurde der Grofdenstandard 1 Kb Plus DNA Ladder™ der Firma

Invitrogen, Darmstadt eingesetzt.
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4.1.4 Reinigung von DNA aus Agarosegelen

Um DNA-Fragmente, z.B. Restriktions- oder PCR-Produkte, nach der Auftrennung
in Agarosegelen (Kap. 4.1.3) zu reinigen, wurden diese unter UV-Licht-Kontrolle
aus dem Agarosegel ausgeschnitten und mittels des QIAEX II Gel Extraction Kit
(Qiagen, Hilden) nach Herstellerangaben gereinigt. Die Reinheit des Produktes

wurde mittels einer weiteren Agarose Gelelektrophorese tiberprift.

4.1.5 Restriktionsverdau

Zur Ligation von cDNA zB. Apigl.02, DauclFP und Daucl3x in die
Expressionsvektoren, musste die cDNA aus dem Klonierungsvektor pCR®II-TOPO®
(Kap. 4.1.6.1) herausgeschnitten und die Zielvektoren pET11la und pET16b
(Novagen, Schwalbach) linearisiert werden. Dazu wurde die DNA mittels passender
Restriktionsendonukleasen (New England Biolabs (Frankfurt/Main)), unter
Verwendung der vom Hersteller empfohlenen zugehorigen Puffer enzymatisch
verdaut. Fiir einen praparativen Restriktionsansatz wurden 3-5 ug DNA, fiir einen
analytischen 1 pg DNA, mit 5 Units Enzym pro 1pg DNA fiir 3 Stunden bei 37 °C in
einem Endvolumen von 10 bis 50 pl inkubiert. War ein Doppelverdau mit
unterschiedlichen Enzymen aufgrund von inkompatiblen Puffern nicht méglich, so
wurden die Enzyme nacheinander eingesetzt, wobei vor Verwendung des zweiten

Enzyms ersteres mittels Hitze inaktiviert wurde.

4.1.6 Ligation von DNA in Klonierungs- und Expressionsvektoren
4.1.6.1 Ligation in den Klonierungsvektor pCR®II-TOPO®

Vor der Ligation, mittels PCR amplifizierter DNA-Fragmente, ist es sinnvoll, die
korrekte Basenabfolge durch eine Sequenzierung tiberprifen zu lassen. Optimal
daflir ist das Vorliegen des Fragmentes in einem Vektor, der gingige
Sequenzierbereiche enthalt. Ein solcher Vektor ist pCR®II-TOPO® (Invitrogen,
Karlsruhe), der durch einen Thymin-Uberhang speziell fiir die Klonierung von PCR-
Produkten konzipiert ist, da vor allem Taq-DNA-Polymerasen bei der PCR einen

Adenin-Uberhang an das Fragment anhingen. Auflerdem liegt er in Konjugation
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mit einer Topoisomerase vor und besitzt daher eine eigene Ligaseaktivitiat. Somit
lassen sich PCR-Produkte schnell und effizient, ohne weitere Zwischenschritte in
diesen Vektor klonieren. Zu beachten ist allerdings, dass durch die T-A-Ligation
keine gerichtete Insertion in den Vektor stattfindet.

Die Ligation von PCR-Produkten in den pCR®II-TOPO®-Vektor erfolgte exakt nach
Herstellerangaben. Das bedeutet, dass in der Regel 4ul gereinigtes PCR-Produkt
(Kap. 4.1.4) mit 1pl Salzlésung und 1ul TOPO® Vektor fir genau fiinf Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert wurden. Anschliefdend wurde der Reaktionsansatz bis
zur Transformation (Kap. 4.1.8) in E.-coli-Top10-Zellen auf Eis aufbewahrt oder bei

-20°C eingefroren.

4.1.6.2 Ligation in Expressionsvektoren

Mittels Restriktionsverdau erhaltene, fiir Protein kodierende DNA (Kap. 4.1.5) kann
direkt in Expressionsvektoren ligiert werden, wenn diese mit den gleichen
Enzymen linearisiert wurden. Zur Ligation wurde das Quick Ligation™ Kit (New
England Biolabs, Frankfurt) exakt nach Herstellerangaben verwendet. Die
Abschatzung des molaren 1:3 Verhaltnisses von Vektor zu Insert erfolgte mittels

Vergleich im Agarosegel.

4.1.7 Mutation von DNA

Punktmutationen, wie in dieser Arbeit der Austausch einer DNA-Base, kann sehr
einfach unter Verwendung des QuickChange Site-Directed Mutagenesis Kit
(Agilent, Waldbronn) in DNA eingebracht werden. Hierbei wird die Mutation
mittels mutagener Primer in einer PCR unter Verwendung der thermostabilen
PfuTurbo-DNA-Polymerase, die eine sechsfach hohere Genauigkeit als die Tag-DNA-
Polymerase besitzt, in die Ziel-DNA eingebracht. Vorteil dieses Verfahrens ist die
Moglichkeit, bereits in Expressionsvektoren klonierte cDNA verwenden zu konnen.
Dabei wird wahrend der PCR der komplette Plasmidring vervielfaltigt und die
Mutation iiber die Primer eingebaut. Da PCR-Produkte nicht methyliert sind, kann

die miitterliche methylierte DNA mittels des Enzyms Dpn 1 abgebaut werden, so
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dass nur das veranderte Plasmid zuriick bleibt, welches direkt in XL1-Blue
kompetente Bakterien transformiert (Kap. 4.1.8) werden kann .

Fir alle eingefligten Mutationen wurde diese Methode mit Erfolg angewandt.
Wichtig dabei ist allerdings, dass strikt nach Herstellerangaben gearbeitet wird
und die Primer genau den Vorgaben des Protokolls entsprechen. Alle hier

verwendeten Mutationsprimer sind in Tab. 6 und 7 aufgelistet.

4.1.8 Transformation von Bakterien

Die Transformation von klonierten Plasmiden erfolgte in der Regel genau nach
Herstellerangaben. Die Transformation in Top1l0 chemisch kompetente Zellen
wurde, wie im Protokoll des pCR®II-TOPO® Kits (Invitrogen, Darmstadt)
(Kap.4.1.6.1) angegeben, durchgefiihrt und die Transformation in XL1-Blue
superkompetente Zellen wie im Protokoll des QuickChange Site-Directed
Mutagenesis Kit (Agilent, Waldbronn) (Kap. 4.1.7) angegeben.

Sollten Plasmide in die chemisch kompetenten Expressionszellen BL21(DE3)
(Merck, Darmstadt) transformiert werden, so wurden die Bakterien im Eisbad
aufgetaut und 1 pl Plasmid-DNA pro 50ul Bakterien fiir 30 min auf Eis inkubiert.
Anschlief3end erfolgte die Transformation fiir 30 sec bei exakt 43 °C. Nach Zugabe
von 250 ul S.0.C-Medium '® (Invitrogen, Darmstadt) erfolgte eine 60-minitige
Inkubation bei 37 °C, nach der 10-20 ul der Bakteriensuspension auf LB-
Agarplatten, die das entsprechende Antibiotikum enthielten, ausgestrichen
wurden. Die Platten inkubierten anschliefdend bis zur Bildung einzelner Kolonien
entweder tiber Nacht bei 37 °C im Brutschrank, oder tiber das Wochenende bei

Raumtemperatur.

4.1.9 Selektion der transformierten Bakterien

Da in dieser Arbeit nur mit Plasmiden gearbeitet wurde, die eine Ampicillin-
Resistenz aufwiesen, erfolgte die Primarselektion der Bakterien durch Zugabe von

Ampicillin in das Nahrmedium der Agarplatten (Kap. 3.4).
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4.1.9.1 Blau-weifd3-Selektion von Bakterienkolonien

Neben der einfachen Ligation von PCR-Produkten bietet der Vektor pCR®II-TOPO®
noch einen weiteren Vorteil, da der Vektor das LacZa-Gen tragt (Abb. 9.6). Dieses
Gen kodiert fiir das Enzym [-D-Galaktosidase, welches die farblose Chemikalie 5-
Brom-4-Chlor-3-Indolyl-B-D-Galactopyranosid (,X-Gal“) durch Abspaltung des
Zuckerrestes in einen blauen Farbstoff (5-Brom-4-chlor-3-indigo) hydrolysieren
kann. Werden Agarplatten verwendet, die ,X-Gal“ enthalten, so kann die in den
Bakterienkolonien gebildete B-D-Galaktosidase das ,X-Gal“ umsetzen, so dass die
Kolonien eine Blaufirbung annehmen. Wird allerdings ein Insert in den
kodierenden Bereich des LacZa-Gens Kloniert, so verschiebt sich das Leseraster
des Gens und das Enzym kann nicht mehr gebildet werden. Diese Kolonien
behalten ihre weifse Farbung. Dadurch ist es mdoglich, Bakterienklone mit Insert
(weifs) von Klonen ohne Insert (blau) zu unterscheiden. Um diesen Sachverhalt
auszunutzen, wurden alle in den pCR®II-TOPO® Vektor klonierten PCR-Produkte
auf LB-Amp-XGal-Agarplatten (Tab. 5) kultiviert.

4.1.9.2 Kolonie-PCR

War eine Blau-weif3-Selektion nicht moglich, so konnte eine Kolonie-PCR einzelner
Bakterienklone durchgefiihrt werden. Dazu wurde mittels einer Impfose etwas
Bakterienmaterial der Kolonie aufgenommen und statt der DNA in den Standard-
PCR-Ansatz (Kap. 4.1.2) eingesetzt. Als Primer dienten, wenn moglich, ein vektor-

und ein insertspezifisches Oligonukleotid (Tab. 6, 7 und 8)

4.1.10 DNA-Plasmidprdparation aus E. coli

Bakterienklone, die positiv selektioniert wurden, dienten als Ausgangsmaterial fiir
Kulturen, die zur Vermehrung der Plasmid-DNA dienten. Dazu wurden 5 ml LB-
Medium, welches mit dem entsprechenden Antibiotikum versetzt war, mit der
Bakterienkultur inokuliert und tber Nacht bei 37°C und 200rpm im
Bakterienschiittler inkubiert. Die Praparation der Plasmid-DNA wurde
anschliefend mittels des QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Hilden) nach
Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Die Reinheit und Konzentration der DNA
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wurde photometrisch mittels des NanoDrop-Photometers (PEQLAB Biotechnologie

GMBH, Erlangen) und zugehoriger Software bestimmt.

4.1.11 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung der klonierten DNA wurde mittels kommerzieller
vektorspezifischer Primer, oder mittels selbst konstruierter insertspezifischer
Primer der Firma Eurofins MWG Operon (Ebersberg) durchgefiihrt. Dazu wurden
circa 1 pg gereinigte Plasmid-DNA auf ein Volumen von 15 pl mit dH.0 aufgefiillt
und versendet. Nach vollstindiger Sequenzierung konnte die Sequenz mit
zugehorigem  Chromatogramm iiber die Internetseite von Eurofins
heruntergeladen werden. Die Auswertung der DNA-Analyse erfolgte mittels der

Vector NTI Advance™ Software (Invitrogen, Darmstadt).

4.2 Proteinchemische Methoden

4.2.1 Expression rekombinanter Proteine

Um rekombinante Proteine in ausreichenden Mengen herzustellen, miissen
mindestens 1L induzierte Bakterien vorliegen. Dazu wurden zundchst 5 ml
Ubernachtkulturen der in BL21(DE3) transformierten Expressionsplasmide, wie
fur die Plasmidpraparation beschrieben, angesetzt (Kap. 4.1.10). Mit 1 ml dieser
Kultur konnten dann 1L LB-Medium angeimpft werden, welches 50pg/ml
Carbenicillin (Roth, Karlsruhe), ein Ampicillin-Analogon, enthielt. Die Kultur wurde
anschliefdend bei 37 °C inkubiert, bis die exponentielle Wachstumsphase erreicht
war, was einer optischen Dichte ODgo von 0,6-0,8 entsprach. Zu diesem Zeitpunkt
erfolgte der Start der Proteinexpression durch Zugabe von Isopropyl-B-D-
thiogalactopyranosid (IPTG) (Carl Roth, Karlsruhe) in einer Endkonzentration von
1mM. Nach Erreichen der stationdren Wachstumsphase, in der Regel nach 4
Stunden bei 37 °C, oder tiber Nacht bei 20 °C, wurden die Bakterien durch
Zentrifugation geerntet. Die Kontrolle der erfolgreichen Expression des
gewiinschten Proteins erfolgte durch Abnahme von je 1 ml Bakterienkultur vor
und nach Induktion der Bakterien. Die Proben wurden anschlief3end mittels SDS-

PAGE (Kap. 4.2.4.2) analysiert.
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4.2.2 Zellaufschluss induzierter Bakterien
4.2.2.1 Nativer Zellaufschluss

Das nach Induktion von 1L Bakterienkultur durch Zentrifugation gewonnene
Bakterienpellet wurde in 30 ml Bindungspuffer aufgenommen, zur Lyse dreimal in
flissigem Stickstoff eingefroren (dazwischen wurde die Losung stets aufgetaut)
und anschlief3end bei 13.000 xg fiir 30 Minuten zentrifugiert. War die Losung
durch freigesetzte DNA zu viskds, wurden vor der Zentrifugation 10U/ml
Benzonase (Merck KGaA, Darmstadt) zugesetzt. Das exprimierte Zielprotein
befindet sich im Uberstand und kann nun mittels praparativer SDS-PAGE (Kap.
4.2.3.1) oder Metallchelat-Affinitaitschromatographie (Kap. 4.2.3.2) gereinigt

werden.

4.2.2.2 Denaturierender Zellaufschluss

Sind die induzierten Proteine mittels des nativen Zellaufschlusses nicht aus den
Bakterien herauszulosen, so muss ein denaturierender Zellaufschluss erfolgen.
Dazu wird dem Bindungspuffer 8 M Harnstoff zugesetzt. Dies ermoglicht die
Freisetzung der Proteine aus den ,inclusion bodies” (engl. Einschlusskorper) der
Bakterien, allerdings werden dabei die Proteine denaturiert und miissen bei oder
nach der anschliefienden Reinigung in der Regel schonend wieder zuriick gefaltet
werden. Ein Einfrieren und Auftauen wie fiir den nativen Zellaufschluss (Kap.
4.2.2.1) ist hier nicht nétig. Das in Kap. 4.2.1 gewonnene Pellet wurde nach
Aufnahme in 30 ml denaturierendem Bindungspuffer und Zugabe von 15 U/ml
Benzonase fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur tber Kopf rotiert und
anschlieRend 30 min bei 10.000 rpm zentrifugiert. Das im Uberstand befindliche
Protein konnte anschliefend mittels praparativer SDS-PAGE (Kap. 4.2.3.1) oder
Metallchelat-Affinitatschromatographie (Kap. 4.2.3.2) gereinigt werden.
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4.2.3 Reinigung rekombinanter Proteine
4.2.3.1 Praparative SDS-PAGE mittels Prep Cell

Die Reinigung der Sellerieproteine sollte ohne weitere Aminosdaureanhédnge, wie
dem Histidin-Anhang, erfolgen, weshalb eine Reinigung mittels IMAC (Kap. 4.2.3.2)
nicht moglich war. Aus diesem Grund wurden die Proteine mittels praparativer
SDS-PAGE unter Verwendung der Prep-Cell-Apparatur (Model 491) der Firma
BioRad, Miinchen (Abb. 1) gereinigt. Hierbei werden die Proteine
elektrophoretisch iiber ein zylindrisches Polyacrylamidgel anhand ihres
Molekulargewichtes aufgetrennt. Erreichen die Proteine das Ende des Gels werden
sie liber eine Fritte und eine Dialysemembran in die Elutionskammer geleitet.
Mittels einer angeschlossenen Peristaltikpumpe und eines Fraktionssammlers
(beides GE Healthcare, Freiburg) konnen Fraktionen bestimmter Volumina

gesammelt werden.
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Abbildung 1: Prinzip der Proteintrennung mittels Prep Cell.

Um die Sellerieproteine zu trennen wurden SDS-Gele (Trenngel: 18 %, 6,5 cm hoch,
Sammelgel: 5 %, 2 cm hoch) nach Laemmli'® (Kap. 4.2.4.2) mit einem
Durchmesser von 28 mm gegossen. Die in Kapitel 4.2.2.2 gewonnene Proteinl6sung
wurde mit 4x SDS-Puffer (+B-ME) versetzt und aufgekocht. Nach Zusammenbau
der Apparatur erfolgte die elektrophoretische Auftrennung von maximal 8 ml

Probe bei konstanter Stromleistung von 12 W iiber ca. 8 Stunden. Es wurden 2,5 ml
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Fraktionen gesammelt, die anschlieféend mittels SDS-PAGE und Silberfarbung
analysiert wurden. Fraktionen gleicher Gr6fde wurden vereinigt, mittels
Acetonfallung (Kap. 4.2.3.3) von der Elutionslosung befreit, in PBS aufgenommen

und je nach Bedarf einer zweiten Prep-Cell-Reinigung unterzogen.

4.2.3.2 Immobilisierte Metallchelat-Affinitatschromatographie (IMAC)

Rekombinante Proteine, welche einen Histidin-Anhang (His-Tag) besitzen, konnen
mittels Affinitat dieses Tags zu zweiwertigen Metallionen gereinigt werden. Dies
betraf nur die Karottenproteine, welche in den pET16b-Vektor kloniert wurden,
der die Sequenzinformation fiir diesen Tag tragt. Somit erfolgte die Reinigung der
rekombinanten Karottenproteine, welche sich nach der Zentrifugation im
Uberstand befanden (Kap. 4.2.2.1 und 4.2.2.2), mittels His-GraviTrap-Siulen (GE
Healthcare, Freiburg) nach Herstellerangaben. Lediglich die Elution wurde
dahingehend verandert, dass nicht mehrmals mit 1M Imidazol-Elutionspuffer
eluiert wurde, sondern mit steigenden Konzentrationen an Imidazol (100 mM,
250 mM, 500 mM und 1 M).

Die Riickfaltung der denaturierten Proteine (Kap. 4.2.2.2), konnte direkt auf der
His-GraviTrap-Saule wahrend des Waschvorganges durchgefiihrt werden. Dazu
wurde die Konzentration an Harnstoff bei jedem zweiten Waschschritt
kontinuierlich verringert (8 M, 4 M, 2 M, 1 M und 0 M). Der Waschvorgang ohne
Harnstoff wurde insgesamt 4 mal wiederholt, um sicherzustellen, dass die Proteine
ohne Harnstoff eluiert wurden. Die erfolgreiche Reinigung der Proteine wurde
mittels SDS-PAGE (Kap. 4.2.4.2) kontrolliert und die Elutionsfraktionen vereinigt,
welche das reine Proteine enthielten. Je nach Anwendung wurden die Proteine

anschlief3end in die entsprechende Losung umgepuffert.

4.2.3.3 Acetonfillung von Proteinen

Um Proteine aus wassrigen Losungen auszufillen, wurde ein Volumenanteil der
Proteinl6sung mit 4 Volumenanteilen -20°C kaltem 100% igem Aceton versetzt,
tiber Nacht bei -20°C inkubiert und anschlief}end die ausgefallenen Proteine

mittels Zentrifugation (15 min bei 12.000 x g und 4 °C) gewonnen. Nach
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Abdampfen des Acetons im Abzug konnten die Proteine im zu verwendeten Puffer

zuriickgeldst werden.

4.2.4 Proteinanalytik

4.2.4.1 Konzentrationsbestimmung von Proteinlésungen

Die Bestimmung des Gehaltes an gelostem Gesamtprotein in den Losungen der
gereinigten rekombinanten Proteine erfolgte nach der Methode von Bradford
120 mittels des Roti®-Nanoquant (5x Konzentrat, Carl Roth, Karlsruhe) Protein-

Bestimmungsreagenz nach Herstellerangaben.

4.2.4.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Analytik der gereinigten rekombinanten Proteine wurde mittels SDS-(engl.
»,sodium dodecyl sulfate“)-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) nach
Laemmli *° durchgefiihrt. Durch das Aufkochen der Proben in SDS-haltigem Puffer
werden die Proteine denaturiert und durch Anlagerung von SDS proportional zu
ihrer Grofee negativ geladen. Dadurch wandern sie in einem Polyacrylamidgel
geeigneter Porengrofle durch Anlegen eines elektrischen Feldes, je nach
Ladungsstarke schneller oder langsamer zur Anode und werden somit anhand
ihrer Grofde aufgetrennt. Die Mengen an zugesetztem Acryl- und Bisacrylamid
bestimmen dabei die Porengrofde des Gels. Hier wurde eine gebrauchsfertige,
gasstabilisierte, wassrige 30 % ige Acrylamid-, Bisacrylamid-Stammlésung im
Verhaltnis 37,5:1 (Rotiphorese® Gel 30; Carl Roth, Karlsruhe) verwendet. Die
Zusammensetzung von Trenngel- und Sammelgellésungen erfolgte laut Tabelle 4.3
und die Praparation der Gele mittels des Mini-PROTEAN® 3 Systems (Bio-Rad,
Miinchen). Die elektrophoretische Trennung wurde nach folgendem
Spannungsprofil durchgefiihrt: 10 min 80 V, 20 min 100 V und 45 min 200 V. Als
Proteinstandard wurde stets der LMW-Marker der Firma GE-Healthcare, Freiburg,
mitgefiihrt.
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Tabelle 16: Zusammensetzung von Trenn- und Sammelgel fiir die SDS-PAGE.

Trenngel Sammelgel
gewiinschtes %T 12,0 15,0 gewiinschtes Volumen | ml 6,0 12,0
gewiinschtes Volumen | ml | 20,0 21,0 H20 ml | 3,50 7,00
H20 ml | 7,00 5,25 Trenngelpuffer (4x) | ml | 1,50 3,00
Trenngelpuffer (4x) | ml | 5,00 5,25 Acrylamidlsg. (30%4T) | ml | 1,00 2,00
Acrylamidlsg. (30%0T) | ml | 8,00 | 10,50 Pyronin Y (1%) ul 6 12
SDS-Lsg. (10%) ul | 200 | 210 SDS-Lsg. (10%) pul | 60 120
TEMED ul 20 21 TEMED ul 12 24
APS (10%) ul | 100 | 105 APS (10%) ul [ 30 60

4.2.4.3 Proteinfarbung

Die Auftrennung der Proteine mittels SDS-PAGE wurde durch Farbung mit dem
Farbereagens GelCode Blue (Thermo Fisher Scientificc Bonn) nach
Herstellerangaben oder tiber die Silberfirbung nach Heukeshoven und Dernick

121 Yontrolliert.

4.2.5 Endotoxine in rekombinanten Proteinen

Bei der Reinigung rekombinanter Proteine aus E.coli kommt es oft zur
Verunreinigung mit Endotoxinen. Endotoxine sind Lipopolysaccharide (LPS) aus
der Zellwand gramnegativer Bakterien, welche in biologischen Systemen und

Tierversuchen die Ergebnisse verfialschen konnen.

4.2.5.1 Bestimmung des Endotoxingehaltes

Zur Bestimmung des Gehaltes an LPS in den Proteinlosungen wurde der LAL
-Geltest (Limulus Amobocyten Lysat) (Acila, Weiterstadt) nach Herstellerangaben
verwendet. Dieser Test hat ein Detektionslimit von 0,015 EU/ml, was in etwa
1,5 pg Endotoxin/ml Proteinlésung entspricht. Ziel war es, dass die Endotoxin-

konzentrationen aller Proteinldsungen unterhalb dieses Detektionslimits lagen.

4.2.5.2 Abreicherung von Endotoxinen mittels Endo-Trap-Saulen

Zur Abreicherung von Endotoxinen aus den Losungen der rekombinanten Proteine

wurden EndoTrap®HD-Sdulen (Hyglos, Regensburg) nach Herstellerangaben
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verwendet. Der Erfolg der Endotoxinabreicherung wurde mittels des LAL-Geltestes

(Kap. 4.2.5.1) kontrolliert.

4.2.6 CD-Spektroskopie

Die Untersuchung von Proteinen hinsichtlich ihrer Sekundarstruktur mittels der
CD-Spektroskopie ist ideal, um Aussagen iiber die Faltung der Proteine zu machen
122 Um von Proteinen ein CD-Spektrum aufnehmen zu kénnen, miissen diese in
einem Puffer mit geringer Salzkonzentration vorliegen. Ideal ist ein 10 mM
Kaliumphosphatpuffer, so dass alle rekombinanten Proteine vor der Messung im
CD-Spektrometer in diesen umgepuffert wurden. Fiir die Messungen wurde ein J-
810 Spektrometer der Firma Jasco, Grof3-Umstadt, verwendet, welches an ein CDF-
426S Peltier Kiihlelement, gekoppelt an ein Wasserbad F200 (Julabo, Seelbach),
angeschlossen war. Die Probe, welche idealerweise eine Konzentration von 2-5 uM
aufwies, wurde in einer Quarzkiivette (1 mm Schichtdicke, Hellma, Miillheim)

vermessen.

4.2.6.1 Aufnahme von CD-Spektren

Die Aufnahme von einfachen Spektren der Proteine erfolgte nach oben genannten
Bedingungen bei einer Temperatur von 20 °C, einer Geschwindigkeit von
50 nm/min und einem Wellenlangenbereich von 180-250 nm. Um das Signal-

Rausch-Verhiltnis zu verringern, wurden 10 aufgenommene Spektren
akkumuliert. Zur Auswertung wurde die mittlere molare Elliptizitit [O],.»

(deg*cm?*dmol!) nach folgender Formel berechnet und gegen die Wellenlinge

aufgetragen.

(01, =0/ (c'dN)

Dabei ist @ die gemessene Elliptizitit, N die Anzahl der Aminosduren, d die

Schichtdicke der Kiivette in cm und c die Konzentration der Proteinlosung in mM.
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4.2.6.2 Aufnahme von Denaturierungskurven mittels CD-Spektroskopie

Zur Bestimmung der Temperatur, bei der Proteine von einem gefalteten Zustand in
einen ungefalteten iibergehen, wurden Denaturierungskurven der Proteine bei
einer konstanten Wellenldnge von 220 nm aufgenommen. Dabei wurde die Probe
in einem Temperaturbereich von 20-100 °C konstant um 2 °C pro Minute erhitzt,
bzw. abgekiihlt. Wie in Kap. 4.2.6.1 beschrieben, wurde die mittlere molare
Elliptizitat errechnet und diesmal im Diagramm gegen die gemessene Temperatur

aufgetragen.

4.2.7 Modellierung der theoretischen 3D-Struktur von Proteinen

Liegt von einem Protein noch keine experimentell ermittelte 3D-Struktur vor, so
kann diese anhand einer bereits bekannten 3D-Struktur eines homologen Proteins
modelliert werden. In dieser Arbeit wurde dazu die Software SWISS-MODEL
verwendet . Zur Modellierung von Api g 1.02 wurde dessen Proteinsequenz auf der

Homepage www.swissmodel.expasy.org in das dafiir vorgesehene Feld eingefiigt

und die PDB-ID (engl. ,protein database identification number®) 2BKO von
Apig1.01 als Vorlage angegeben. Nach Abschluss der online-Modellierung'*-
125 konnte die fertige Struktur von Api g 1.02 von der Internetseite heruntergeladen

und mittels ViewerLite (Accelrys, San Diego, USA) bearbeitet werden.

4.3 Immunchemische Methoden
4.3.1 ELISA

4.3.1.1 Humaner IgE-ELISA

Zur Bestimmung der IgE-Bindungskapazitit der rekombinanten Sellerieproteine
wurde ein IgE-ELISA (engl. ,Enzyme Linked Immunosorbent Assay“) eingesetzt.
MaxisorpT™-Platten (96-well, Nunc, Wiesbaden) wurden mit den Proteinen (50 ng
in 100 pl PBS pro Kavitat) tiber Nacht bei 4 °C beschichtet. Nach Blockierung der
freien Bindungsstellen mit 2 % BSA in PBS (200 pl/Kavitat), fand die Inkubation
mit den verdiinnten Seren (1:4 in Inkubationspuffer (IP)) tiber Nacht bei

Raumtemperatur statt. Die spezifische Detektion von gebundenem IgE wurde
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mittels einstiindiger Inkubation mit biotingekoppeltem Anti-human-IgE-
Antikorper aus Ziege (1:2000 in IP) (KPL, Medac, Wedel) und anschliefiender
Einwirkung von Neutravidin-HRP (1:10.000 in IP, 1h) (Fisher Scientific, Schwerte).
Die Farbung erfolgte durch Zugabe von TMB-Losung fiir 20-30 Minuten. Die
Farbreaktion wurde mittels 50ul/Kavitdt 3 M Schwefelsdure gestoppt. Die Messung
der optischen Dichte (OD) erfolgte bichromatisch (450/360 nm) in einem
Plattenlesephotometer (SpectraMax 340, Molecular Devices, Ismaning). Wenn
nicht anders angegeben, erfolgten alle Inkubationen in einem Volumen von
100pul/Kavitat, bei Raumtemperatur. Zwischen allen Inkubationsschritten wurden
die Platten 4x mit Waschpuffer (300ul/Kavitat) gewaschen. Positiv wurden alle

Seren gewertet deren OD grofder als dreimal die OD der Negativkontrolle waren.

4.3.1.2 Muriner IgG-ELISA

Spezifische IgG-Antikérper im Serum immunisierter Mause wurden mittels ELISA
bestimmt. Dazu wurden MaxisorpTM-Platten (96-well, Nunc, Wiesbaden) iiber
Nacht bei 4°C mit dem zu bestimmenden Antigen (0,5 pg/ml in Karbonatpuffer)
beschichtet und am nachsten Tag die freien Bindungsstellen mit 1% BSA in
Waschpuffer (300 pl/Kavitdat) blockiert. Die Inkubation der Seren erfolgte
anschlieBend in einer Verdiinnungsreihe (1:v3, beginnend mit 1:100) fir 1,5
Stunden. IgG wurde durch Zugabe von Ammoniumperoxid markiertem Anti-Maus-
IgG (y-Ketten-spezifisch, Sigma-Aldrich, Taufkirchen) und Farbung mittels pNPP-
Tabletten (nach Herstellerangaben, Sigma-Aldrich) detektiert. Die optische Dichte
wurde bichromatisch bei 405/650 nm in einem Plattenlesephotometer
(SpectraMax 340, Molecular Devices, Ismaning) bestimmt. Wenn nicht anders
angegeben, erfolgten alle Inkubationen in einem Volumen von 100 pl/Kavitat, bei
Raumtemperatur. Zwischen allen Inkubationsschritten wurden die Platten 4x mit
Waschpuffer (300 pl/Kavitat) gewaschen. Die Auswertung der Daten erfolgte als

Titrationskurve durch den Auftrag der Verdiinnung gegen die OD.
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4.3.2 ELISA-Inhibition

4.3.2.1 Bestimmung der Serenverdiinnung mittels Titrationskurve

Die ELISA-Inhibitionen auf Sellerie- und Karottenproteine sollten zur Einsparung
von Serum mit zu Pools vereinigten Seren durchgefiihrt werden. Zur Bestimmung
der optimalen Verdiinnung jedes einzelnen Serums, wurden diese im IgE-ELISA
(Kap. 4.3.1.1) mittels einer Verdiinnungsreihe, beginnend mit einer 1:2
Verdiinnung, titriert. Die Verdiinnung, bei der das Serum eine OD zwischen 0,8 und
0,9 aufwies, wurde anschliefiend zum Ansatz der Serenpools verwendet. Fiir die
Inhibitionstests mit Api-g-1-Isoformen an der Festphase wurden zwei Pools
gebildet. Pool A bestand aus vier Seren von Sellerieallergikern, die nur auf
Api g 1.01 sensibilisiert waren, Pool B aus Seren, die mit beiden Api-g-1-Isoformen
reagierten. Fiir die Inhibition, bei denen die Karottenallergene an der Festphase

gebunden waren, wurde fiir beide Isoformen ein Pool aus je fiinf Seren verwendet.

4.3.2.2 Durchfiihrung der ELISA-Inhibition

Die Durchfiihrung des Inhibitions-ELISA war analog zu der des IgE-ELISA (Kap.
4.3.1.1), einzig die Seruminkubation erfolgte in Gegenwart der Inhibitoren. Fiir die
Api-g-1-Inhibition waren dies Apig1.01, Apig1.01K44E, Apig1.01S111p,
Apig1.02 und Apig1.02C111P in einer Verdiinnungsreihe von 100 pg/ml bis
0,0001 pg/ml. Fir die Dau-c-1-Inhibition wurden die Serenpools der
immunisierten Mause als Inhibitoren in einer Verdiinnungsreihe von 1:2,5,
beginnend mit 1:2, eingesetzt. Die Inhibitoren (50 pl/Kavitdat) wurden in die
Mikrotiterplatte pipettiert, anschlieffend mit den verdiinnten Serenpools der
Humanseren auf 100 pl/Kavitat aufgefiillt und tber Nacht bei Raumtemperatur
inkubiert. Die verbliebene IgE-Bindung an die beschichteten Platten wurde wie

oben beschrieben in optischer Dichte gemessen.

47



Methoden

Der Prozentsatz an Inhibition wurde anschlief3end tiber folgende Formel bestimmt:

0D(B®)-0D(B)

Inhibition (%) =
OD(B)-OD(NSB)

B: Serum mit Inhibitor; B@: Serum ohne Inhibitor; NSB: nicht spezifische Bindung

der Immunreagenzien

4.3.3 Bestimmung von spezifischem IgE in Humanseren mittels

EAST

4.3.3.1 Herstellung von Allergenscheiben

Zur Durchfiihrung des enzymkonjugierte Allergo-Sorbent-Tests (EAST) (Kap.
4.3.3.2) sind allergengekoppelte Scheiben notwendig. Da die mit Dau-c-1-
Isoformen und -Mutanten gekoppelten Scheiben nicht kommerziell erhaltlich sind,
mussten diese selbst hergestellt werden. Dazu wurden Bromcyan (BrCN) aktivierte
Filterpapierscheiben (Hycor, Kassel) mit jeweils 0,25pg der rekombinanten Dau-c-
1-Isoformen und -Mutanten pro Scheibe gekoppelt. Die bendtigte Menge an BrCN
aktivierten Scheiben wurde gravimetrisch bestimmt, einmal mit Kopplungspuffer
gewaschen und mit der jeweiligen Proteinlosung (0,25 pg/Scheibe verdiinnt in 10
ml Kopplungspuffer), tiber Nacht bei 4 °C inkubiert. Anschlief}end fand die
Deaktivierung freier Bindungsstellen durch zweistlindiges Einwirken von
Deaktivierungspuffer bei Raumtemperatur statt, gefolgt von einer zweimaligen
Inkubation 4 30 Minuten mit Acetatpuffer. Abschliefdend wurden die Scheiben noch
zweimal mit PBS gewaschen und entweder direkt im EAST (Kap. 4.3.3.2)
verwendet, oder zur Lagerung bei -20 °C lyophilisiert. Alle Inkubationsschritte
fanden auf einem Kreisschiittler statt und zwischen jedem Pufferwechsel wurden

die Scheiben zweimal je 5 Minuten mit Kopplungspuffer gewaschen.
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4.3.3.2 Durchfithrung des EAST

Der enzymkonjugierte Allergo-Sorbent-Test dient, wie der ELISA, zur Bestimmung
von spezifischem IgE in humanen Seren. Durch das Mitfiihren einer Standard-
Kalibrationsgerade koénnen die Ergebnisse im Gegensatz zum ELISA in der
internationalen Einheit IU/L angegeben werden. Die Durchfiihrung erfolgte nach
Herstellerangaben (Allergopharma, Reinbek) allerdings wurden keine kommerziell
erhdltlichen  Allergenscheiben eingesetzt, sondern mit rekombinanten

Karottenproteinen gekoppelte Scheiben, wie in Kapitel 4.3.3.1 beschrieben.

4.3.4 Mediatorfreisetzung mittels der RBL-Zelllinie

Die Zelllinie RBL-2H3, eine basophile Ratten-Leukdmiezelle, trdagt an ihrer
Oberflache den FceRI-Rezeptor, welcher IgE bindet. Wird das gebundene IgE
mittels spezifischer Allergene kreuzvernetzt, kommt es zur Freisetzung von
Mediatoren, wie Histamin und p-Hexosaminidase. Durch Quantifizierung der
Menge an ausgeschiitteten Mediatoren kann der Gehalt an allergenspezifischen
IgE-Antikérpern im Serum von immunisierten Mausen bestimmt werden'?*'%’.
Dazu wurden die Zellen in der stationdren Wachstumsphase geerntet, auf eine
Zellkonzentration von 1x106 Zellen/ml in MEM 5% FKS (Gibco, Life technologies,
Darmstadt) eingestellt und in 96-Loch-Flachbodenplatten (Nunc, Fisher Scientific,
Schwerte) a 150pl pro Kavitit ausgesat. Nach Anheftung der Zellen iiber Nacht im
Brutschrank bei 37°C, wurden diese durch Zugabe der Mausseren in einer
Verdiinnungsreihe fiir 1h sensibilisiert (50ul/Kavitat).

Die Stimulation mit Antigen erfolgte ebenfalls fiir 1h nach Zugabe von in
Tyrodepuffer verdlinnter Allergenlésung (100pl/Kavitat). Zwischen
Sensibilisierung und Stimulation wurde die Platte 4x mit 250pl/Kavitat
Tyrodepuffer 1x gewaschen.

Die Mediatorfreisetzung lasst sich durch Umsetzung des eingesetzten Substrates
mittels des durch die Zellen ausgeschiitteten Enzyms [3-Hexosaminidase in einen
gelben Farbstoff leicht bestimmen. Dazu wurden nach Beendigung der Stimulation
je 30ul der Zelliiberstande in eine mit 50ul RBL-Substratléosung pro Kavitat

bestiickte neue Platte uberfiihrt, fiir 45 Minuten inkubiert und die Reaktion durch
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Zugabe von 100pl/Kavitat Glycinlosung abgestoppt. Hierbei wurde die
Farbreaktion sichtbar und konnte nun bei einer Wellenlinge von 400nm
(Referenzwellenlange: 650nm) in einem Photometer gemessen werden. Samtliche
Inkubationsschritte fanden, wenn nicht anders angegeben, bei 37°C in einem
Wasserbad statt.

Als Kontrollen wurden Proben fiir die Spontanfreisetzung (Freisetzung ohne
Stimulation) und die totale f3-Hexosaminidase-Freisetzung (Lyse der Zellen durch
Triton) mitgefiihrt.

Die Mediatorfreisetzung wurde anschlief3end wie folgt berechnet:

OD(Probe ) — OD(Spontan)
OD(Total)

Mediatorfreisetzung (%) =

Zur Auswertung der Daten wurde im folgenden die IgE-Induktion mit der
Mediatorfreisetzung in Korrelation gesetzt. Dies bedeutet, dass ein hoher
Mediatorrelease mit einem hohen Gehalt an kreuzvernetzendem IgE gleichgesetzt

werden konnte.

4.4 Tierexperimentelle Arbeiten

Samtliche tierexperimentellen Arbeiten wurden nach Vorgaben des hessischen

Tierschutzgesetzes durchgefiihrt.

4.4.1 Immunisierung von BALB/c-Mausen mit Karottenallergenen

Zur Untersuchung des Einflusses der Struktur von Karottenallergenen auf deren
Antigenitat und Allergenitat wurden 5 bis 6 Wochen alte BALB/c Mduse (Harlan-
Winkelmann, Borchen) 6 mal in zweiwdchigem Abstand immunisiert. Die
Applikation der rekombinanten Karottenproteine erfolgte intraperitoneal (i.p.) in
einem Volumen von 500ul unter Verwendung von Aluminiumhydroxid als
Adjuvans. Pro Immunisierung wurden folgende Dosen an rDau ¢ 1.01 + rDau ¢ 1.02,
rDau c 1FP, rDau ¢ 1.01S111P + rDau ¢ 1.02C111P und rDau c 1 FP111P (s. Tab. 17)
eingesetzt: 0,01 pg/Dosis, 0,1 pg/Dosis und 1,0 pg/Dosis. Um unspezifische
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Endotoxin-Effekte auszuschliefien, wurden diese vor der Applikation aus den

Allergenlésungen mittels EndoTrap-Saulen entfernt (s. Kap. 4.2.5.2)

4.4.2 Finale Blutentnahme

Nach Beendigung der Immunisierung in Woche 12 erfolgte die Serumgewinnung.
Dazu wurden die Tiere final durch eine Herzpunktion unter Isofluran-Narkose mit
anschlieflender zervikaler Dislokation geblutet und nach 20 minitiger
Gerinnungsphase des Blutes das Serum durch Zentrifugation des Gesamtblutes fiir

10 min bei 3.000 x g gewonnen.
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5 Ergebnisse

Ziel der Arbeit war es, die bereits beschriebenen klinisch relevanten
Hauptallergene aus Sellerie und Karotte so zu verdndern, dass deren allergenes
Potential vermindert ist, sie aber noch in der Lage sind, eine Immunantwort
auszulosen. Dazu sollten bekannte IgE bindende Epitope in ihrer Konformation
verandert, beziehungsweise zerstort, sowie Oligomere der Allergene hergestellt
werden. Die so generierten hypoallergenen Derivate sollen als mogliche
Allergentherapeutika mit reduziertem Risiko fiir unerwiinschte Nebenreaktionen

diskutiert werden.

5.1 Klonierung der Allergene Apig1.01, Dauc1.01 und
Dau c 1.02

Um gezielt den Einfluss von Mutationen und Oligomerisierungen auf die
Allergenitat von Proteinen zu untersuchen, miissen zum Vergleich auch die
unverdanderten (wildtyp, wt) Allergene in klonierter Form vorliegen. Dabei handelt
es sich um die beiden Isoformen des Hauptallergens aus Sellerie Api g 1.01 und
Apig1.02 und die Varianten des Hauptallergens aus Karotte Dau c 1.0104 und
Dau c 1.0201. Bis auf das Allergen Api g 1.02 lagen alle Gene dieser Proteine bereits
in Expressionsvektoren kloniert vor, so dass die Plasmide im Rahmen der Arbeit
nur iiber eine Subklonierung amplifiziert und in das zugehorige Expressions-

bakterium E. coli transformiert werden mussten.

5.2 Klonierung der Isoform Api g 1.0201

Zur Gewinnung der fiir die Isoform Apig1.0201 codierenden DNA aus
Sellerieknolle wurde zundchst Gesamt-RNA aus einem Stiick Knollensellerie
isoliert und anschliefdend mittels reverser Transkriptase in cDNA umgeschrieben
(Kap. 4.1.1). Da die DNA-Sequenz von Apig1l1.0201 bereits unter der
Acc. No. Z75662 *¢ beschrieben war, konnten direkt geeignete Primer fiir das 5' und
3" Ende konstruiert werden, welche in einer PCR mit der cDNA aus Sellerie

eingesetzt wurden. Das erhaltene DNA-Produkt wurde in den Vektor pCR®II-
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TOPO® Kloniert und sequenziert. Es wurde genau die Sequenz amplifiziert, wie sie

von Hoffmann-Sommergruber et. al*® publiziert wurde, s. Abb. 5.1.

1 60
Api 1.0201 cDNA (1) —=== == ATGGGTGTCCAAAAGA
Api g 1.0201 Z75662 (1) GTTTTCAGTTTGATCAAATCTTGCAACTTAGATTCTTTAAGAATATGGGTGTCCAAAAGA
61 120
Api 1.0201 cDNA (17) CCGTGGTTGAGGCTCCTTCTACCGTGTCTGCGGAGAAAATGTATCAGGGATTTCTCCTTG
Api g 1.0201 275662 (61) CCGTGGTTGAGGCTCCTTCTACCGTGTCTGCGGAGAAAATGTATCAGGGATTTCTCCTTG
121 180
Api g 1.0201 cDNA (77) ATATGGACACTGTTTTTCCTAAAGTTCTTCCTCAGCTTATCAAGAGTGTCGAAATTCTTG
Api g 1.0201 7275662 (121) ATATGGACACTGTTTTTCCTAAAGTTCTTCCTCAGCTTATCAAGAGTGTCGAAATTCTTG
181 240
Api g 1.0201 cDNA (137) AGGGCGATGGTGGCGTTGGAACCGTCAAGCTCGTCCATCTTGGCGAAGCTACTGAATATA
Api g 1.0201 775662 (181) AGGGCGATGGTGGCGTTGGAACCGTCAAGCTCGTCCATCTTGGCGAAGCTACTGAATATA
241 300
Api g 1.0201 cDNA (197) CCACCATGAAGCAAAAGGTGGATGTGATTGACAAGGCTGGATTGGCTTACACTTACACCA
Api g 1.0201 Z75662 (241) CCACCATGAAGCAAAAGGTGGATGTGATTGACAAGGCTGGATTGGCTTACACTTACACCA
301 360
Api g 1.0201 cDNA (257) CCATCGGAGGCGACATTTTGGTGGACGTACTCGAGTCAGTGGTGAATGAATTCGTTGTTG
Api g 1.0201 7275662 (301) CCATCGGAGGCGACATTTTGGTGGACGTACTCGAGTCAGTGGTGAATGAATTCGTTGTTG
361 420
Api g 1.0201 cDNA (317) TGCCAACCGACGGAGGTTGCATAGTGAAGAACACCACCATTTACAACACCAAAGGCGACG
Api g 1.0201 775662 (361) TGCCAACCGACGGAGGTTGCATAGTGAAGAACACCACCATTTACAACACCAAAGGCGACG
421 480
Api g 1.0201 cDNA (377) CTGTGCTCCCCGAAGACAAGATCAAGGAAGCTACTGAGAAGTCTGCTCTGGCCTTCAAAG
Api g 1.0201 Z75662 (421) CTGTGCTCCCCGAAGACAAGATCAAGGAAGCTACTGAGAAGTCTGCTCTGGCCTTCAAAG
481 540
Api g 1.0201 cDNA (437) CTGTTGAAGCTTACCTCCTAGCAAACTTGCAGTTTCTTGCTTGA--—-——————————=—=—
Api g 1.0201 Z75662 (481) CTGTTGAAGCTTACCTCCTAGCAAACTTGCAGTTTCTTGCTTGATAATAGTATTATGAGT
541 600
Api g 1.0201 cDNA (48l) ————-— - - - - - oo
Api g 1.0201 Z75662 (541) GTGTCCGGTACTTTAATCAAGTTTGCTTGTTTGTTTACGAGTTATGTATGAGTGAACTGA
601 660
Api g 1.0201 cDNA (48l) === = - m—mmmm
Api g 1.0201 7275662 (601) GGCGTTCAACTGCTGAGATATATACACCTCGAGTATGCATATATCATCAATAAAACATCG
661 700
Api g 1.0201 cDNA  (481l) ————————————————— -
Api g 1.0201 Z75662 (661) AATCATCCGCTTTTCCATTTCTAAAAAAAAAAAAAAAAAA

Abb. 5.1: Vergleich der klonierten Api g 1.02-cDNA mit der publizierten Sequenz (Acc. No. Z75662).

Die so erhaltene DNA wurde in den Expressionsvektor pET11a kloniert und nach
Bestitigung des korrekten Einbaus in den Vektor mittels Sequenzierung, in die
Expressionszellen E. coli BL21(DE3) transformiert. Dieses Apig 1.02/pET11a-
Konstrukt konnte nun fiir weiterfiihrende Mutationen eingesetzt werden. Die
Isoform Apig1.01 lag aus vorherigen Studien bereits im Expressionsvektor

pET11a vor. Sequenz und Vektorkarte s. Kap. 9.2.
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5.3 Klonierung von Dau c 1-Oligomeren

In unserer Arbeitsgruppe lagen die fiir die beiden Isoformen (Acc. Nos. Z81362
und AF456481) des Karottenallergens Dauc1 codierenden DNA Sequenzen
bereits in den Expressionsvektor pET16b kloniert vor. Sequenzen und Vektorkarte
s. Kap. 9.2. Diese Konstrukte konnten somit direkt fiir die Herstellung von Di- und

Trimeren verwendet werden.

5.3.1 Konstruktion eines Fusionsproteins aus den beiden Dau c 1

Isoformen

Die DNA der beiden codierenden Sequenzen von Dau ¢ 1.0104 und Dau ¢ 1.0201
wurde mittels PCR aus den vorhandenen pET16b-Konstrukten unter Verwendung
der Primer Dau c 1.01(+), Dau c 1.01fus(-), Dau c 1.02fus(+) und Dau c 1.02(-)
gewonnen. Die erhaltenen DNA-Fragmente enthielten jeweils liberlappende Teile
der anzuhidngenden DNA. Mittels einer Fusions-PCR konnten die beiden DNA-
Fragmente zu einem Konstrukt zusammengefiigt werden. Die Gesamtldnge der
DNA Sequenz betrug 921bp. Nach Ligation des Produktes der Fusions-PCR in den
Sequenziervektor pCR®II-Topo®, wurde diese GroRe bei zwei von vier

untersuchten Klonen (2 & 4) mittels Kolonie-PCR bestatigt. (5.2)

bp

1000
900

500
300

100

M 1 2 3 4

Abb. 5.2: Ergebnis der Kolonie-PCR nach Klonierung des PCR-
Fusionsproduktes in den Sequenziervektor pCR®II-TOPO®; M: Marker,
100kb plus (New England Biolabs, ), 1-4: Kolonie-Nr. 1-4.
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Nach der Sequenzierung dieser beiden Klone konnte die fiir das Fusionskonstrukt

erwartete Sequenz bestatigt werden (Abb. 5.3)

M G A
1 ATGGGTGCC

G I V
64 GGCATTGTC

D V K
127 GATGTTAAA

I T S
190 ATCACCTCA

v I D
253 GTTATTGAT

P T A
316 CCAACTGCT

v Vv P
379 GTCGTTCCT

E A Y
442 GAGGCCTAC

A E K
505 GCAGAGAAA

QO L I
568 CAGCTTATC

H L G
631 CATCTTGGC

G L G
694 GGATTAGGC

V N 0
757 GTGAATCAA

N T K
820 AACACCAAA

L A F

Q S H
CAGAGCCAT

L D V
CTTGATGTT

G D G
GGAGATGGT

M T V
ATGACGGTT

G D I
GGAGACATC

D G G
GATGGGGGT

E E N
GAAGAGAAC

L I A
CTCATTGCT

M Y 0
ATGTATCAG

K S Vv
AAGAGTGTC

E A T
GAAGCAACT

Y T Y
TACACCTAC

F VvV Vv
TTCGTTGTT

G D A
GGCGATGCT

K A V

S L E
TCACTCGAG

D T V
GATACAGTT

G A G
GGAGCTGGG

R T D
AGAACTGAT

L L G
CTTTTAGGC

s I T
AGCATTACC

I K F
ATCAAGTTT

N G V
AATGGTGTC

G F L
GGATTTCTC

E I L
GAGATTCTT

E Y T
GAATATACC

T T I
ACCACCATC

v p T
GTGCCAACA

v L P
GTGCTCCCC

E A Y

I T S
ATCACTTCT

I P K
ATCCCCAAG

T V R
ACCGTCAGA

A V N
GCAGTCAAC

F I E
TTCATCGAA

K T T
AAGACCACG

A D E
GCCGATGAG

Q K T
CAAAAGACT

L D M
CTTGATATG

E G D
GAGGGCGAT

T M K
ACAATGAAG

G G D
GGAGGTGAC

D G G
GATGGAGGC

E D K
GAAGACAAG

L L A

S VvV S
TCCGTCTCA

A A P
GCTGCCCCT

I I T
ATTATCACC

K E A
AAGGAGGCC

S I E
TCCATTGAA

A I F
GCCATATTC

O N T
CAGAACACT

E V E
GAGGTTGAG

D T V
GACACTGTT

G G V
GGTGGTGTT

0 K V
CAAAAGGTA

I L V
ATCCTCGTG

c I Vv
TGCATTGTG

V. K E
GTGAAGGAA

N *

883 CTGGCCTTC AAAGCTGTT GAGGCTTAC CTCCTAGCA AACTAA

A E K
GCAGAGAAA

G A Y
GGAGCTTAC

L P E
CTTCCCGAA

L T Y
TTGACATAC

T H L
ACCCATCTT

H T K
CACACTAAA

A L F
GCTCTTTTC

A P S
GCTCCTTCC

F P K
TTCCCCAAG

G T V
GGAACCGTC

D v I
GACGTAATC

E G L
GAAGGACTC

K N T
AAGAACACC

A T E
GCCACCGAA

I F S
ATATTCAGC

K s Vv
AAGAGTGTC

G S P
GGTAGCCCG

D S T
GACTCCACC

v VvV V
GTCGTTGTG

G D A
GGTGATGCC

K A I
AAGGCTATT

T Vv S
ACCGTGTCA

v L P
GTTCTTCCT

R L V
AGACTCGTC

D K A
GACAAGGCC

E S V
GAATCCGTG

T I Y
ACCATTTAC

K S A
AAGTCTGCC

Abb. 5.3: Sequenz der erfolgreichen Fusion der codierenden DNA von Dau c 1.0104 (schwarz)
und Dau ¢ 1.0201 (rot).

Dieses Fusionskonstrukt wurde mittels Restriktionsverdau mit den Enzymen Ndel
und Xhol in den ebenfalls mit Ndel und Xhol geschnittenen Expressionsvektor
pET16b kloniert und nach Uberpriiffung des korrekten Einbaus mittels

Sequenzierung in die Expressionszellen E. coli BL21(DE3) transformiert.
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5.3.2 Klonierung eines Dau-c-1.0104-Trimers

Vrtala et al. **® haben ein Trimer des Birkenpollenhauptallergens Bet v 1 publiziert,
welches als hypoallergene Mutante beschrieben wurde. In Folgeuntersuchungen
konnten die Autoren Van Hage et. al'* in Hauttestungen zeigen, dass dieses
Konstrukt in Birkenpollenallergikern, im Gegensatz zu Betv 1, keine positiven
Reaktionen ausloste. Um die geplanten Multimere und Mutanten mit bereits
veroffentlichen hypoallergenen Proteinen vergleichen zu kdnnen, wurde auch von
Dau ¢ 1.0104 ein entsprechendes Trimer hergestellt. Zur Klonierung wurde die
gleiche Strategie angewandt, wie sie von Vrtala fiir das Bet-v-1-Trimer verwendet

wurde!?®

. Mittels PCR und geeigneten Primern wurden jeweils an die 3'- bzw. 5'
-Enden der cDNA von Dau c 1.0104 Sequenzen angefiigt, die fiir einen
Restriktionsverdau angreifbar sind. Somit wurden folgende 3 Produkte erhalten,

die in Abb. 5.4 schematisch dargestellt sind.

Dauc 1 -+- Dauc1 |BamHlIl| + |BamHIl| Dauc 1

K1 K2 K3

Abb. 5.4: Schematische Darstellung der drei Dau-c-1-Konstrukte K1-K3, welche fiir die
anschliefSende Ligation zu einem Trimer eingesetzt wurden.

Die erhaltenen PCR-Produkte wurden in einem 1,5% igen Agarosegel aufgetrennt,
ausgeschnitten und gereinigt. Anschliefend wurde jedes Produkt mit den
erforderlichen Restriktionsenzymen geschnitten und die erneut gereinigten
Produkte mittels der DNA-Ligase ligiert. So wurde ein Konstrukt erhalten, in dem
die cDNA fiir Dauc1.01 dreimal hintereinander angeordnet ist. Die
Ubereinstimmung dieses Produktes mit der theoretisch zu erhaltenden Sequenz
wurde mittels Sequenzierung iberpriift. Dieses so erhaltene Trimer wurde
anschliefdend in den Expressionsvektor pET16 ligiert und nach Feststellung der
korrekten Sequenz mittels Sequenzierung in die Expressionszellen E. coli

BI21(DE3) transformiert.
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5.4 Gerichtete Mutationen von Apig 1.01, Apig 1.02, Dau c 1.01
und Dau ¢ 1.0201

Da neben den Multimeren der Karottenallergene auch Mutationen der Karotten-
und Sellerieallergene untersucht werden sollten, wurden in die bereits in
Expressionsvektoren vorliegenden DNA-Konstrukte gezielte Punktmutationen

eingefligt.

5.4.1 Mutation von Api g 1.01 im Bereich der P-Loop-Region

Fir die Mutationen ausgewahlt wurden bereits als ,kritische” Aminosiauren
beschriebene Positionen in der Sequenz der Allergene. Als eine solche wichtige IgE
bindende Region im Hauptallergen Bet v 1 der Birkenpollen und bei homologen
Nahrungsmittelallergenen ist die sogenannte P-Loop-Region beschrieben, die in
vielen Bet-v-1-Homologen hoch konserviert ist®*® (s. Kap. 1.2.4.1).
Interessanterweise unterscheidet sich die Isoform Api g 1.01 aber genau in diesem
Bereich von Bet v 1. Aus diesem Grund wurde unter anderem diese Region fiir die
Mutationen ausgewahlt. Im Vergleich zu dem Hauptallergen aus Birkenpollen
Betv 1 zeigt das Sellerieallergen Apig 1.01 in dieser Region einen relevanten

Unterschied in seiner Aminosauresequenz an Position 44 (Abb. 5.12)

P-Loop
1 Region 60
Bet v 1a X15877 MGVFNYETETTSVIPAARLFKAFILDGDNLFPKVAPQAIS{VENIEGNGGPCTIKKISFP
Api g 1.01 248967 MGVQTHVLELTSSVSAEKIFQGFVIDVDTVLPKAAPGAYKYVE-TKGDGGPCTLKIITLE
Api g 1.02 275662 MGVQKTVVEAPSTVSAEKMYQGFLLDMDTVFPKVLPQLIKYVEILEGDCCVCTVKLVHLG

6l 4 120

Bet v 1a ¥15877 EGFPFKYVKDRVDEVDHTNFKYNYSVIEGGPIGDTLEKISNEIKIVATPDGGSILKISNK
Api g 1.01 Z48967 DGGPITTMTLRIDGVNKEALTFDYSVIDGDILLGFIESIENHVVLVETADGGSICKTTAT
Api g 1.02 275662 EATEYTTMKQKVDVIDKAGIAYTYTTIGGDILVOVLESVVNEFVVVET-DGGCIVENTTI

121 161
Bet v 1a X15877 YHTKGDHEVKAEQVKASKEMGETLLRAVESYLLAHSDAYN
Bpi g 1.01 Z48967 FHTKGDAVVPEENIKYANECQNTALFKALEAYLIAN-————
Api g 1.02 Z75662 YNTKGDAVLPEDKIKEATEKSATAFKAVEAVLLANLQFLA

Abb. 5.5: Vergleich der Sequenzen von Betv 1a und den Isoformen Apig 1.01 und Apig 1.02;
hervorgehoben ist die P-Loop Region und die kritische Position 44/45.
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Da die Strukturen von Betv 1 und Apig 1.01 bereits aufgeklart sind (Betv 1a,
Protein-Datenbank-Nr. (pdb): 1BTV; Api g 1.01, pdb: 2BK0) konnte die Oberflache
dieser Molekiile genauer betrachtet werden. Um die Strukturen auch mit der
Isoform Api g 1.02 vergleichen zu kénnen, wurde deren Proteinstruktur mit Hilfe
des Programms Swiss-Model modelliert (Kap. 4.2.7). Abbildung 5.6a zeigt die
Oberflachenstruktur dieser drei Allergene, vor allem im Bereich der
Aminosaureposition 44/45. Hier ist gut zu erkennen, dass sich Api g1.01 von
Bet v 1a und Api g 1.02 an Position 44/45 unterscheidet. Da Api g 1.01 an dieser
Position ein positiv geladenes Lysin tragt, besitzt es dort eine andere Ladung, als
Betv 1la und Apig1.02, die an entsprechender Position die negativ geladene
Glutaminsdure tragen. Dies wirkt sich auf die Oberflaichenstruktur und auf ein
eventuell dort vorhandenes Konformationsepitop aus. (Abb. 5.6a). Sterische
Unterschiede an Position 44 bzw. 45 sind Abb. 5.6b zu entnehmen. Auch in dieser
Ansicht ist gut zu sehen, dass die Unterschiede zwischen Api g 1.01 und Betv 1 an

dieser Position von grofder Bedeutung sein konnten.
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N

Abb. 5.6 Uberlagerte Strukturen von Bet v 1 (pdb: 1BTV), Api g 1.01 (pdb: 2BK0) und Api g 1.02.
(a) links:Oberfldcheniiberlagerung mit markierter Ladung an AS-Position 44/45 (rot: negative
Ladung bei Betv 1; blau: positive Ladung bei Api g 1.01); rechts: Oberfldcheniiberlagerung mit
markierter Ladung an AS-Position 44 (rot: negative Ladung bei Api g 1.02; blau: positive Ladung
bei Apig1.01); (b) zeigt die Uberlagerung der Proteinstruktur der drei Allergene;
hervorgehoben ist die Orientierung der kritischen Aminosdure an Position 44/45 (blau: Bet v 1;
grau: Api g 1.01; griin: Api g 1.02). Api g 1.02 wurde mittels SWISS-MODEL simuliert.

Um zu ermitteln, ob dieser Unterschied einen Einfluss auf die IgE-Reaktivitdt des
Allergens hat, wurde in Apig1.01 die Aminosdure Lysin an Position 44 durch
Glutaminsaure ersetzt. Dazu wurde die DNA mittels spezieller Primer, die die
Mutationen trugen, in einer PCR laut Angaben des Herstellers eingesetzt. Vorteil

der Verwendung dieses ,Kits“ ist, dass keine Klonierung mehr nétig ist, da das
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expressionsfahige Plasmid direkt eingesetzt wird. Nach Beendigung der PCR,
wurde das maternale Konstrukt iiber einen Dpnl-Verdau abgebaut, so dass nur das
durch die PCR mutierte Expressionsplasmid zurtick blieb. Nach Transformation in
XL1-Blue superkompetente E. coli Zellen wurde der korrekte Einbau der Mutation

mittels Sequenzierung (Eurofins, Ebersberg) tiberpriift.

5.4.2 Zerstorung der Struktur mittels gerichteter Mutation

Des weiteren ist publiziert, dass eine Zerstorung der Konformation von Bet v 1 und
homologen Nahrungsmittelallergenen zu einem Verlust der IgE-Reaktivitat fihrt''*
Die Zerstorung der Struktur wurde durch einen Austausch der Aminosdure Serin
an Position 112 durch Prolin erwirkt. Prolin wirkt haufig als Strukturbrecher, da
sein ringformiger Aufbau und die cis-Amidbindung einen erheblichen Einfluss auf
a-Helices und [B-Faltblatter ausiiben konnen. Um moglichst viele verschiedene
Ansatze der Veranderung von Epitopen auf den Einfluss der Allergenitit zu
untersuchen, wurde auch diese Mutation in die bereits klonierten Sellerie- und
Karottenallergene eingefiigt. Im Falle der Isoformen Apig1.01 und Dauc 1.01
wurde, wie fiir Bet v 1 beschrieben, jeweils das Serin an Position 112 durch ein
Prolin ersetzt. Bei den Isoformen Apig1.02 und Dauc 1.02 befindet sich an
Position 112 jeweils ein Cystein, welches auch hier durch Prolin ersetzt wurde.
Gleiches wurde auch bei dem Fusionsprotein Dau ¢ 1.01/1.02 durchgefiihrt. Der
Austausch der Aminosauren erfolgte ebenso wie der von Api g 1.02 K*E (Kap.
5.4.1) durch gerichtete Mutation mittels PCR durch Einsatz des Site Directed
Mutagenesis Kit (Stratagene). Nach Uberpriifung der korrekten Mutation mittels
Sequenzierung wurden auch diese Plasmide in die Expressionszellen E. coli

BL21(DE3) transformiert.

5.5 Auflistung aller klonierten Proteine

Zur Vereinfachung sind in Tabelle 17 nochmals alle klonierten und zur Expression
bereitstehenden Allergenkonstrukte aufgefiihrt. Der Einfachheit halber wurden
alle Konstrukte mit neuen Namen versehen, die in der letzten Spalte aufgefiihrt

sind. Im folgenden werden in der Arbeit nur noch diese Benennungen angefiihrt.
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Tabelle 17: Klonierte Allergene, Mutanten und Oligomere (FP: Fusionsprotein).

Mutation/ Name des neuen Plasmids bzw.
Plasmid
Oligomerisierung des exprimierten Proteins
Apig1.01/pET11a - Apig1.01
Api g 1.01K**E/pET11a K*E Api g 1.01K*E
Api g 1.01S*'P/pET11a Stiip Apig 1.01S!1tp
Apig1.02/pET11a - Apig1.02
Api g 1.02C!1?P/pET11a ciiip Api g 1.02C'1P
Dau ¢ 1.0104/pET16b - Dauc1.01
Dau ¢ 1.0104S'2P/pET16b Stitp Dau c 1.01SP
Dau c 1.0201/pET16b - Dau c 1.02
Dau ¢ 1.0201C**2P/pET16b Stiip Dau ¢ 1.02C!H1p
Dau ¢ 1.0104-
Fusionskonstrukt Dauc1FP
Dau ¢ 1.0201FP/pET16b
Dau ¢ 1.0104S'!P- Fusions-
Dau c 1 FP 111p
Dau ¢ 1.0201C*'P FP/pET16b konstrukt!!p
Dau ¢ 1.0104 Trimer/pET16b Trimer Dauc1 3x

5.6 Expression und Reinigung der Allergene aus Sellerie und

Karotte

Die in Kapitel 5.3 und 5.4 beschriebenen klonierten Allergene und ihre Mutanten
und Oligomere wurden mittels der Induktion mit IPTG zur Expression gebracht.

Um einen Klon zu finden, der eine gute Expressionsrate aufweist, wurden mehrere
Bakterienkolonien gepickt und tber Tag in 5ml LB-Medium kultiviert. Abends
wurde 1 ml der Kultur als Negativkontrolle abgenommen und der Rest iiber Nacht
mit IPTG in einer Endkonzentration von 0,1mM induziert. Zur Uberpriifung der
Expressionsrate und ob ein Klon liberhaupt zur Expression der rekombinanten
Proteine in der Lage ist, wurde sowohl von den uninduzierten, als auch von den
induzierten Bakterienkulturen eine kleine Menge auf ein Polyacrylamidgel
aufgetragen. Als Beispiel fiir eine solche Uberpriifung verschiedener Klone ist die

Induktion von Api g 1.01K**E in Abb. 5.7 dargestellt.
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Abb. 5.7: Induktion mehrerer Klone von Apig 1.01K*E; M: LMW Marker, GE-
Healthcare, Freiburg; 1: uninduziert; 2: induziert.

Hier ist eindeutig zu sehen, dass bei den nicht induzierten Bakterienkulturen,
jeweils Spur 1, nur eine geringe Eigeninduktion erfolgt ist, wahrend bei den iiber
Nacht zur Proteinexpression angeregten Klonen, jeweils Spur 2, eine deutliche
Proteinexpression bei etwa 17 kDa nachweisbar ist. Das theoretisch ermittelte
Molekulargewicht von Api g 1.01K*E liegt bei 16 kDa, somit ist davon auszugehen,
dass es sich bei dem exprimierten Protein um das Zielprotein Api g 1.01K*E
handelt. Gleiche Ergebnisse wurden auch fiir die restlichen Allergene und

Mutanten erzielt, die Daten werden hier aber nicht gezeigt.

5.6.1 Expression und Reinigung der Sellerieallergene

In einer vorhergehenden Studie wurde in Kooperation mit der Universitat
Bayreuth, Lehrstuhl fiir Bioploymere, bereits die Struktur der Isoform Api g 1.0101
untersucht®’, weshalb uns in dieser weiterfiihrenden Studie 2 mg des Proteins
durch Prof. Dr. Rosch zur Verfiigung gestellt werden konnte. Da diese Isoform ohne
His-Tag kloniert und gereinigt wurde, waren alle anderen Sellerieallergene
ebenfallas ohne His-Tag zu reinigen. Im Gegensatz zur Arbeitsgruppe um Prof. Dr.

Rdsch, wurden die Sellerieproteine nicht mittels Chromatofocusierung, sondern
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Uiber praparative SDS-PAGE gereinigt. Daher musste gewahrleistet werden, dass die
unterschiedlichen Reinigungsstrategien keinen Einfluss auf die Struktur und IgE-
Bindungsfahigkeit der Isoformen und Varianten hatte. Deshalb wurde auch
kommerziell erhéltliches Apig1.01 (Fa. Biomay, Wien) mit den von uns
eingesetzten Proteinen im IgE-ELISA und der CD-Spektroskopie verglichen (s. Kap.
5.6.1.1).

Nachdem fiir die klonierten Sellerieallergene und -mutanten ein geeigneter
Expressionsklon gefunden wurde, sind diese im grofien Mafdstab exprimiert
worden. Dazu wurden jeweils 1-Liter-Kulturen tiber Nacht bei 23°C mit Hilfe von
IPTG induziert. Nach Gewinnung der Bakterienpellets wurden diese in Lysepuffer
resuspendiert und unter Zugabe von Benzonase dreimal in fliissigem Stickstoff
eingefroren und wieder aufgetaut, was zum Aufschluss der Zellmembran fiihrte.
Das so erhaltene Bakterienlysat konnte nun zur Reinigung eingesetzt werden.
Durch das Fehlen eines His-Tags konnte hier nicht die in Kap 5.6.2.1 beschriebene
Reinigung mittels Ni-NTA-Agarose durchgefithrt werden, weshalb die
Sellerieallergene liber praparative SDS-PAGE gereinigt (Kap. 4.2.3.1) wurden. Dazu
wurden die Bakterienlysate der einzelnen Proteine jeweils mehrmals tiber eine
6 cm hohe 18%ige Polyacrylamidsdule gegeben. Durch Verwendung der PrepCell-
Aparatur der Firma BioRad konnten die Proteine nach Durchwandern des Gels

mittels Fraktionssammler der Gréf3e nach aufgefangen werden.
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Abb. 5.8: SDS-PAGE von Api-g-1.02C™ P-Fraktionen nach Reinigung mittels priparativer
SDS-PAGE; M: LMW-Marker; 1-90 bezeichnet die jeweils aufgetragene Fraktion
(Silberfirbung).

63



Ergebnisse

Die Fraktionen, die Proteine in der Grofse um 14kDa enthielten (s. Beispiel Abb.
5.8) wurden gepoolt, einer zweiten PrepCell-Reinigung unterzogen und die
Fraktionen, die das Zielprotein in reiner Form enthielten, ebenfalls mittels
silbergefarbter SDS-PAGE bestimmt, vereint. Nach Acetonfallung (Kap. 4.2.3.3)
wurden die rekombinanten Proteine in 1/10 PBS aufgenommen und der
Proteingehalt bestimmt. Mittels dieser Methode wurde aus einem Liter induzierter
Bakterien im Mittel um die 5ml sehr reinen Proteins mit Konzentrationen um

250pg/ml erhalten.

5.6.1.1 Vergleich der Isoformen und Mutanten von Api g 1

Da der Expressionsgrad der Isoform Apig1.02 auch nach verschiedenen
Expressionsbedingungen zu niedrig war, und somit nur geringe Mengen
rekombinantes Apig 1.02 gereinigt werden konnten, wurden uns 2 mg dieses
Proteins von Dr. Jonas Lidholm (Thermo Fisher, Uppsala, Schweden) zur Verfiigung
gestellt. Allerdings lag diese Isoform nur als 6xHistidin-Fusionsprotein vor,
weshalb sichergestellt werden musste, dass der His-Tag keinen Einfluss auf die IgE-
Reaktivitdt hatte. Aus diesem Grund wurde das His-Tag-Api-g-1.02 mit den
geringen Mengen des ilber PrepCell gereinigten Apig 1.02 mittels IgE-ELISA
verglichen. Hier war kein Unterschied in der IgE-Bindungseigenschaft der beiden
Proteine festzustellen (Daten nicht gezeigt).

Gleiches galt fiir die Isoform Api g 1.01. Da die anderen Api-g-1-Mutanten, wie in
Kapitel 5.6.1 beschrieben, mittels praparativer SDS-Page gereinigt wurden musste
auch hier ausgeschlossen werden, dass die unterschiedlichen Reinigungsarten
keinen Einfluss auf Faltung und IgE-Reaktivitit haben. Dazu wurden die CD-
Spektren und auch die IgE-Bindungseigenschaften von Api g 1.01 mit kommerziell
erhaltlichem Api g 1.01 der Fa. Biomay (Wien) verglichen. Sowohl CD-Spektren, als
auch die IgE-Bindung im ELISA waren identisch (Daten nicht gezeigt).

Bevor die rekombinanten Sellerieallergene in weiteren Testsystemen eingesetzt
wurden, wurde ihre Gréfie und Reinheit mittels Coomassie gefarbter SDS-PAGE
Uiberpriift. In Abb. 5.9 ist zu erkennen, dass alle rekombinanten Proteine eine hohe

Reinheit (>95%) aufwiesen und auch in den erwarteten Gréf3enbereichen lagen.
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Abb. 5.9: Analyse der gereinigten Sellerieallergene mittels SDS-PAGE, 2ug/Spur Coomassie
gefirbt; M: LMW Marker.

Um die rekombinant hergestellten Proteine mit einem kommerziell erhaltlichen
Allergen zu vergleichen, wurde auf das Gel auch das homologe Allergen aus Birke,
rBetv 1 der Firma Biomay (Wien) aufgetragen. Es ist gut zu erkennen, dass das
Laufverhalten der Api-g-1-Proteine im Gel mit dem von rBet v 1 vergleichbar ist.
Api g 1.02 zeigt eine leicht hohere molekulare Masse, als die anderen Proteine, was

durch den zusatzlichen His-Tag zu erklaren ist.

5.6.2 Expression und Reinigung der Karottenallergene
5.6.2.1 Native Reinigung von Dau ¢ 1.01 und Dau ¢ 1.02

Auch fiir die Expression der Karottenallergene, ihrer Mutanten und Oligomere
wurde jeweils der Klon zur Expression gebracht, der bei Voruntersuchungen die
beste Proteininduktion gezeigt hatte (Kap. 5.6.). Diese Klone wurden im 1L
Mafdstab mittels IPTG iiber Nacht bei 23°C zur Proteininduktion angeregt und
durch anschliefRende Zentrifugation die Bakterien in Form eines Pellets gewonnen.
Der Aufschluss der Bakterienzellwande erfolgte durch mehrmaliges Einfrieren und

Auftauen in flissigem Stickstoff, was zur Freisetzung des in den Bakterien
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produzierten Proteins fiihren sollte. Leider war das nur bei Dauc1.01 und
Dau c 1.02 der Fall, fiir die '''P-Mutanten und die Oligomere blieb das meiste
Protein in Einschlusskoérpern der Bakterien zuriick (Kap. 5.6.2.2). Die Reinigung
der in Losung befindlichen rekombinanten Allergene Dau c 1.01 und 1.02 erfolgte
anschliefiend tliber ein am N-terminus der Proteine angehdngtes 10fach Histidin-
Peptid (His-Tag), welches eine hohe Affinitdt zu 2wertigen lonen aufweist (z.B.
Ni2+, Zn2+)"° Dazu wurden die Bakterienreste abzentrifugiert und der Uberstand
liber eine Ni-NTA-Sepharose-Sdule gegeben. Dabei bindet das rekombinante
Protein Uber den His-Tag an die Nickelionen und kann nach mehrmaligem
Waschen der Saule durch Zugabe von steigenden Konzentrationen an Imidazol von
der Saule eluiert werden. Der Verlauf der Reinigung wurde mittels SDS-PAGE
kontrolliert und die Fraktionen gepoolt, welche die gereinigten Proteine enthielten.
Abb. 5.10 zeigt als Beispiel die Reinigung von Dau c¢ 1.02. In Kap. 5.6.2.2, Abb. 5.12
sind die nativ gereinigten rekombinanten Karottenallergene Dau c 1.01 und 1.02
im Vergleich zu den dentaturierend gereinigten Dau c 1 Oligomeren und Mutanten

aufgetragen.
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Abb. 5.10: Reinigung von Dau ¢ 1.02; M: LMW-Molekular Marker, 1: Bakterienkultur vor Induktion
der Expression, 2: Bakterienkultur nach Induktion der Expression, 3: Bakterienlysat nach 3x
einfrieren und auftauen, 4: Uberstand des Bakterienlysats, 5: Pellet des nativen Bakterienlysats, 6-
7: Waschfraktionen der IMAC, 8-16: Elutionsfraktionen der IMAC; Auftrag je 10ul/Spur.

Mittels Proteinbestimmung nach Bradford wurde fiir Dauc1.01 eine

Gesamtproteinmenge von 2,5 mg und fiir Dau ¢ 1.02 von 2,1 mg bestimmt.

5.6.2.2 Denaturierende Reinigung der Mutanten und Oligomere

Da die Mutanten und Oligomere von Daucl nach der Expression in

Einschlusskorpern (engl. ,inclusion bodies“) der Bakterien vorlagen (Kap. 4.2.2.2),
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wurden die gewonnenen Bakterienpellets fiir den Zellaufschluss eine Stunde in
harnstoffhaltigem Puffer unter Riihren inkubiert. Dabei wurden die rekombinanten
Proteine in den Puffer freigesetzt, so dass sie wie in Kap. 5.6.2.1 beschrieben
mittels Ni-NTA-Sepharose gereinigt werden konnten. Allerdings werden durch die
Behandlung der Bakterien mit Harnstoff auch die Proteine denaturiert, so dass zur
Riickfaltung der rekombinanten Allergene eine schonende Entfernung des
Harnstoffs aus der Proteinlésung notwendig war. Dazu wurde nach Bindung der
His-Tag-Proteine an die Ni-NTA-Sepharose die Saule mit Puffern gewaschen, in
denen Harnstoff in absteigenden Konzentrationen enthalten war. Nach
mehrmaligem Waschen mit harnstofffreiem Puffer wurden die Proteine wie in Kap.
5.6.2.1 beschrieben, mittels imidazolhaltigem Puffer von der Saule eluiert und die
Reinheit tiber SDS-Page tiberpriift. In Abb. 5.11 ist ein solcher Reinigungsablauf
von Dau c 1.02C''P dargestellt. Hier ist gut zu sehen, dass nach denaturierender
Lyse alles Protein im Lysat (Spur 3) enthalten ist, wahrend nach nativer Lyse, wie
in Abb. 5.10 (Spur 5) zu sehen noch einiges Protein im Bakterienpellet enthalten

ist.
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Abb. 5.11 Reinigung von Dau c¢ 1.02C*"'P:;M: LMW-Molekular Marker, 1: Bakterienkultur vor
Induktion der Expression, 2: Bakterienkultur nach Induktion der Expression, 3: Bakterienlysat
nach Lyse mit Harnstoff, 4: Pellet des denaturierten Bakterienlysats, 5-6: Waschfraktionen der
IMAC, 7-16: Elutionsfraktionen der IMAC; Auftrag je 10ul/Spur.

Die Reinigung der anderen Mutanten und Oligomere verlief gleichermafien und
ergab vergleichbare SDS-Gel-Resultate, weshalb auf Abbildungen dieser
Reinigungen verzichtet wird.

Nach Vereinigung aller Fraktionen, die sauberes Protein enthielten, wurde die

Proteinkonzentration der gereinigten Allergene mittels Bradford bestimmt.
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Da fiir die tierexperimentellen Arbeiten grofe Mengen an reinem Protein
notwendig waren, wurden einige Proteine mehrmals exprimiert und gereinigt, um
diese Mengen zu erhalten. Ein Vergleich aller gereinigten Allergene, Oligomere und

Mutanten aus Karotte im Coomassie gefarbten SDS-Gel zeigt Abb. 5.12.

Q‘} Q’bﬁb Q’b’
Abb. 5.12: SDS-PAGE aller rekombinanten Karottenproteine unter nicht reduzierenden
Bedingungen, 2ug/Spur, Coomassie Fdrbung; M: LMW-Marker (GE Healthcare).

In dieser Abbildung ist zu erkennen, dass alle rekombinanten Proteine bis auf
Dau ¢ 1.02C!!P in ausreichender Reinheit vorliegen und eine dem theoretisch
berechneten Molekulargewicht entsprechende Grofie aufweisen. Im Vergleich zu
Dau c¢ 1.01 besitzt Dau ¢ 1.02 ein Cystein an Position 111 in seiner Sequenz, was zu
einer Dimerisierung mittels Disulfidbriickenbindungen fiihren kann. Da die SDS-
PAGE unter nicht reduzierenden Bedingungen durchgefiihrt wurde, kdnnte dieses
Dimer die Bande in Abb. 5.12 (Dau c¢ 1.02 Spur) im Bereich von 40 kDa erklaren,
vorausgesetzt die Disulfidbindung ist so stark, dass sie der Behandlung mit SDS
widersteht. Dau ¢ 1.02C'"'P zeigt dieses Dimer nicht, da hier das Cystein zu Prolin
mutiert wurde und somit auch keine Disulfidbriicken, mehr gebildet werden
konnten. Dau c 1.02C'"'P zeigt einige niedermolekularen Verunreinigungen, bei
denen es sich um Abbauprodukte handeln konnte. Aus diesem Grund wurde dieses
Protein ein weiteres mal gereinigt. In Abb. 5.11 Spuren 7-9 ist das Ergebnis der

erneuten Reinigung dargestellt. Hier sind keine Verunreinigungen der
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Proteinlésung zu erkennen, weshalb die neue Praparation fiir alle weiteren

Versuche verwendet wurde.

5.7 Strukturelle Untersuchungen der rekombinanten Allergene

aus Sellerie und Karotte mittels CD-Spektroskopie

Um die Studien mit rekombinanten Proteinen durchfithren zu konnen, musste
sichergestellt sein, dass sie eine intakte Struktur aufwiesen, bzw. fiir die Mutanten,
deren Struktur gezielt zerstort werden sollte, keine Faltung vorlag. Dies lief sich
mittels CD-Spektroskopie nachweisen. Anhand der Stiarke der Ablenkung von
zirkular polarisiertem Licht durch die Proteine, konnten Aussagen tuber die

Sekundarstruktur der rekombinanten Proteine getroffen werden.

5.7.1 Sekundarstruktur der rekombinanten Sellerieallergene

Die gereinigten rekombinanten Sellerieallergene und Mutanten wurden wie in Kap.
4.2.6 beschrieben, mittels CD-Spektroskopie auf ihre Sekundarstruktur untersucht.
Anhand der erhaltenen Kurven (Abb. 5.13) konnten Aussagen uber ihre Struktur

getroffen werden.

60
] — Apig1M

] Apig 1.01K"E
‘TE 40 —_—— Apig1015""P
= 1 — Apig 102 »
fg _ ——— Apig102C''P
= 20
[y ]
[1F]
=]
S
- U
'i 4

=

(v
?E
= 20

A0 T T T

200 220 240 260
Wellenlange {(nm)

Abb. 5.13: CD-Spektren der rekombinanten Sellerieallergene.
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Abb. 5.13 zeigt die CD-Spektren aller rekombinant hergestellten Sellerieproteine.
Apig1.01 und seine Mutante K*E zeigen einen Kurvenverlauf, welcher
charakteristisch fiir Proteine mit vorhandener Sekundarstruktur ist. Auch die
Isoform Api g 1.02 zeigt Sekundarstrukturen, allerdings ist die Kurve im Vergleich
zur Isoform 1.01 verschoben, was auf andere Anteile an a- und - Faltblitter
hinweist, oder auch auf Anteile ungefalteten Proteins. Wie erwartet ist die
Sekundéarstuktur von Api g 1.02C''P durch das Einfiihren des Helixbrechers Prolin
an Position 111 zerstort worden. a- und [B- Faltblatter sind hier nicht mehr
nachzuweisen. Im Gegensatz dazu war dies bei der Isoform Api g 1.01S'*!P nicht
der Fall. Hier konnten Anteile an vorhandener Sekundarstruktur nachgewiesen
werden. Um zu zeigen, dass Api g 1.01 und seine Prolinmutante unterschiedliche
Eigenschaften beziiglich ihrer Faltung und Stabilitit aufwiesen, wurden
Denaturierungskurven (Kap. 4.2.6.2) der beiden Proteine im CD-Spektrometer

aufgenommen (Abb. 5.14).
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Abb. 5.14: Denaturierungskurven von rApi g 1.01 und seiner Prolinmutante.

Anhand der Denaturierungskurven, wie sie Abb. 5.14 zeigt, konnte nachgewiesen
werden, dass das rekombinante Api g 1.01 mit der Prolin-Punktmutation bei einer

niedrigeren Temperatur in einen ungefalteten Zustand iiberging, als das nicht
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mutierte Protein. Die Kurve des wildtyp-Proteins hat ihren Wendepunkt bei etwa
70°C, was mit dem Ubergang in den ungefalteten Zustand gleichzusetzen ist. Bei
der Mutante ist dieser Punkt nicht eindeutig zu bestimmen, hier liegt der Ubergang
von gefaltetem in ungefalteten Zustand zwischen 40° und 50°C. Dies ist ein
deutlicher Hinweis darauf, dass rekombinantes Api g 1.01S!P strukturell weniger

stabil ist und somit eine andere Faltung aufweist, als das Wildtyp-Protein.

5.7.2 Sekundarstruktur der rekombinanten Karottenallergene

Wie die Sellerieallergene wurden auch die gereinigten rekombinanten
Karottenallergene und Mutanten mittels CD-Spektroskopie auf ihre Anteile an

vorhandenen Sekundarstrukturen untersucht (Abb. 5.15).
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Abb. 5.15: CD-Spektren der rekombinanten Karottenproteine.

Die CD-Spektren der rekombinanten Karottenproteine, wie sie in Abb. 5.15 zu
sehen sind, zeigen dhnliche Charakteristika wie die der Sellerieproteine. Dau c 1.02
zeigt die gleiche Verschiebung der Kurve gegeniiber Dau c 1.01, wie Api g 1.02
gegeniiber Apig 1.01, was zeigt, dass die beiden Proteine nicht nur eine hohe
Sequenzidentitidt aufweisen, sondern auch eine sehr dhnliche Sekundarstruktur.

Die Prolinmutanten der beiden Isoformen Dau ¢ 1.01 und 1.02 zeigen wie erwartet
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keinen Anteile an vorhandener Sekundarstruktur. Die Fusionierung der beiden
[soformen fiihrt zu einem CD-Spektrum, was zwischen den Kurven der Monomere
lag. Das bestatigt, dass beide Proteine ihre vorhandenen Sekundarstrukturen
ausgebildet haben und zu dhnlichen Teilen einen Einfluss auf die Sekundarstruktur
des Fusionsproteins ausiiben. Der Durchgang des Spektrums von Dau c 1 FP durch
die X-Achse ist jedoch identisch mit dem von Dau c 1.02 was darauf hindeuten
konnte, dass Dau c 1.02 einen grofleren Anteil an den vorhandenen Sekundar-
struktur ausmacht, als Dauc 1.01. Die Fusion der beiden Prolinmutanten der
[soformen zeigen im Gegensatz zu den monomeren Mutanten, Anteile einer
intakten Sekundarstruktur. Das Trimer aus Dau c1.01 zeigt eine identische
Sekundarstruktur wie das Monomer, somit scheint die Fusionierung einer Isoform
keinen Einfluss auf dessen Struktur zu haben.

Mittels der CD-Spektroskopie konnte gezeigt werden, dass alle rekombinant
hergestellten Allergene aus Sellerie und Karotte auf Ebene der vorhandenen
Sekundarstrukturen in dem gewiinschten strukturellen Zustand vorlagen und
wurden somit wie vorgesehen in den immunologischen und tierexperimentellen

Versuchen eingesetzt.

5.8 Immunologische Untersuchungen der Sellerieproteine

Da nicht nur die korrekte Struktur fiir vergleichende Untersuchungen der
rekombinanten Proteine wichtig ist, sondern auch deren immunologische Aktivitat,
wurden alle rekombinant hergestellten Proteine mittels ELISA (Kap. 4.3.1)

untersucht.

5.8.1 Patientenkollektiv

Um die Reaktivitit der verschiedenen rekombinanten Proteine mit Seren von
allergischen Patienten zu untersuchen, ist ein geeignetes Patientenkollektiv notig.
Wie in Kapitel 3.7.1 beschrieben, wurden hauptsachlich Seren von Schweizer
Allergikern verwendet. Diese waren sehr gut charakterisiert, da ein Grofdteil mit
dem sogenannten Goldstandard der Allergiediagnostik, der oralen doppelt
verblindeten Placebo kontrollierten Nahrungsmittelprovokation (DBPCFC), auf

ihre Allergie getestet worden war. Fiir Sellerie wurden insgesamt 45 Allergiker in
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die Studie eingeschlossen, 23 davon waren DBPCFC positiv auf Sellerie und 22
hatten eine Birkenpollenallergie ohne nachweisbare Sellerieallergie. Die Seren von
17 Nichtatopikern wurden als Kontrollen in der Studie verwendet. Detaillierte
klinische Daten zu diesen Probanden wurden bereits durch Ballmer-Weber et al.**,

3% und Luttkopf et al."*! veroffentlicht .

5.8.2 Detektion der IgE-Bindungskapazitit der Sellerieproteine
mittels ELISA

Die Eigenschaft der Sellerieproteine humanes IgE zu binden wurde mittels ELISA
(Kap. 4.3.1.1) bestimmt. Dazu wurden die rekombinanten Proteine an eine
Festphase gekoppelt und mit dem Serum aller 62 Patienten inkubiert. Die Bindung
des IgE an die Proteine wurde liber Verwendung eines polyklonalen anti-human-
IgE-Antikorpers aus Ziege detektiert. Die Ergebnisse wurden in optischer Dichte
(OD) angegeben, wobei alle Seren als positiv gewertet wurden, deren OD grofder
war als dreimal die OD der Nichtallergikerkontrolle. Tabelle 18 zeigt die Ergebnisse
in optischer Dichte der einzelnen Seren auf die jeweiligen Proteine des Sellerie-

IgE-ELISA.
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Tabelle 18: Ergebnisse des Sellerie-IgE-ELISA angegeben in OD; Serum 1-23: DBPCFC positive

Patienten; Serum 24-45: Birkenpollenallergiker ohne Sellerieallergie; Serum 46-62: Nichtatopiker.

Serum Nr. | Apig1.01 | Apig1.01S''P | Apig1.01K"E | Apig1.02 | Apig1.02C**'P

1 1,73 0 2,27 0,11 0,19
2 2,69 0,07 2,87 0,02 0
3 0,44 0,00 0,26 0 0
4 3,39 0,23 3,12 0,01 0
5 0,02 0 0 0 0
6 0,00 0,01 0,00 0,01 0
7 0 0 0 0 0
8 0,38 0,03 0,48 0,20 0,32
9 0 0 0 0 0
10 0,34 0 0,39 0 0
11 2,01 0,03 2,16 0 0,14
12 3,11 0,62 2,64 0,32 0,34
13 2,35 0,30 2,63 0 0
14 0,84 0 1,16 0,01 0
15 1,11 0 1,78 0 0
16 2,04 2,71 2,13 1,80 2,71
17 0 0 0 0 0
18 3,57 1,24 3,46 2,71 3,23
19 2,47 0,15 1,96 0 0
20 0 0 0 0 0
21 1,78 2,27 1,92 0,09 0,11
22 0 0 0 0 0
23 0,01 0,08 0 0,07 0
24 0 0 0 0 0
25 0 0 0 0 0
26 0,61 0 0,54 0 0
27 0 0 0 0 0
28 0 0 0 0 0
29 0 0 0 0 0
30 0,34 0 0,34 0 0
31 0,14 0 0,17 0 0
32 0 0 0 0 0
33 0 0 0 0 0
34 0,36 0 0,47 0,11 0,12
35 0 0 0 0 0
36 0 0 0 0 0
37 0,30 0 0,57 0,06 0,03
38 2,00 0 2,58 0 0
39 0,02 0,04 0,02 0 0
40 0,02 0 0 0 0
41 0 0 0 0 0
42 0 0 0 0 0
43 0,55 0 0 0 0
44 0 0 0,76 0 0
45 0 0 0 0 0
46 0 0 0 0 0
47 0 0,07 0,03 0 0
48 0 0 0 0 0
49 0 0 0 0 0
50 0 0 0 0 0
51 0 0 0 0 0
52 0 0 0 0 0
53 0 0 0 0 0
54 0 0 0 0 0
55 0 0 0 0 0
56 0 0 0 0 0
57 0 0 0 0 0
58 0 0 0 0 0
59 0 0 0 0 0
60 0 0 0 0 0
61 0 0 0 0 0
62 0 0 0 0 0
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Wie Tabelle 18 zu entnehmen ist, haben 74% der Sellerieallergiker (16/23)
Api g 1.01 spezifisches IgE im Serum, dabei lag die gemessene optische Dichte in
einem Bereich von 0,02 bis 3,57 und die mittlere optische Dichte (#0D) bei 1,23
(OD 0,02-3,57; @0OD 1,23). Die Anzahl der Patienten, deren IgE eine Bindung an
Apig 1.02 zeigten war mit 48% (11/23) nicht nur kleiner (OD 0,02-2,7; @0D
0,233), sondern auch die Bindungskapazitidt war eindeutig geringer, als die auf
Apig 1.01 (Abb. 5.16a). Die Durchfithrung der linearen Regression bestatigt dies,
indem die Gerade eindeutig in Richtung Apig1.01 verschoben ist und der
Regressionskoeffizeint nur bei 0,46 liegt. Dies korreliert mit den qualitativen
Western-Blot-Daten von Hoffman-Sommergruber et al.>®.

Ein vergleichbarer Unterschied in der Bindungskapazitit wurde auch mit den
Patienten beobachtet, die nur auf Birkenpollen reagierten. 41% (9/22) banden an
Api g 1.01 (OD 0,02-2; 0D 0,197) und nur 14% an Api g 1.02 (OD 0,001-0,11; #OD
0,008). Auch die Bindungskapazititen sind bei diesen Patienten ohne
Sellerieallergie sehr gering. Dies ldsst sich dadurch erkldren, dass das Protein
Bet v 1 aus Birkenpollen, auf welches diese Patienten primar sensibilisiert sind,
nur 42% Identitdt zu Api g 1.01 aufweist und somit keine starke Kreuzreaktivitat
zu erwarten war. Verandert man allerdings das Api g 1.01 dahingehend, dass es an
Aminosiureposition 44 dem Bet v 1 angeglichen wird (Api g 1.01K**E), so bleibt
zwar der Prozentsatz an reaktiven Birkenpollenallergikern ohne Sellerieallergie in
etwa gleich, aber die Bindungskapazitit nimmt leicht zu (@0D 0,248). In der
Gruppe der Sellerieallergiker war dies auch der Fall (Abb. 5.16b). Hier nahm die
Bindungskapazitdt ebenfalls leicht zu (@OD 1,271). Allerdings besteht trotzdem
eine hohe Korrelation zwischen den spezifischen IgE Bindungen an Api g 1.01 und
Api g 1.01K44E (r=0,98) in der Gruppe der Sellerieallergiker (Abb. 5.16).

Die Mutante mit destabilisierter Struktur Api g 1.01S'''P zeigte im Vergleich zu
Apig 1.01 eine eindeutig reduzierte IgE-Bindungseigenschaft mit den Seren der
Sellerie positiven Patienten. Immerhin noch 52% (12/23) zeigten IgE-Bindung an
diese Mutante, wenn auch mit einer reduzierten Intensitit (OD 0,01-2,7; @0D
0,335; r=0,42), was in Abb. 5.16c eindeutig zu sehen ist. Zwei der Patienten
reagierten sogar stiarker mit der Mutante, somit schien es sich in diesem Fall um
die Erkennung von Sequenzepitopen zu handeln, oder diese Patienten hatten IgE

gegen ein Epitop, das auch in der destabilisierten Form noch mit sehr hoher
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Bindungsstarke erkannt wurde. Nicht auszuschliefRen ist allerdings auch, dass

durch die strukturellen Verdnderungen neue Epitope generiert werden, gegen die

das IgE im Serum der Allergiker gerichtet ist.
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Abb. 5.16 Vergleich der IgE Bindungskapazitit auf Api g 1. Isoformen und deren Mutanten,
bestimmt tliber ELISA (POD) mit Sellerieallergikern. Vergleich: (a) 1.01 mit 1.02; (b) 1.01 mit

1.01K*E; (c) 1.01 mit 1.01S"1P; schwarz gestrichelt ist die Gerade der linearen Regression mit r =
Korrelationskoeffizient eingezeichnet.

Betrachtet man die Mutante Api g 1.02C!'P genauer, so zeigt sich, dass eine
Zerstorung der Struktur nicht zu einer eindeutigen Verringerung der Reaktivitat im
Vergleich zu Api g 1.02 fiihrte, wie es fiir die Isoform Api g 1.01 der Fall war. 47%
der Sellerieallergiker reagierten mit Apig1.02 (OD 0,02-2,7; 40D 0,233) und
30,4% mit der C!''P-Mutante (OD 0,11-3,23;80D 0,306). Hier war die
Bindungskapazitat an das Protein mit zerstorter Struktur sogar leicht erhoht (Abb.

5.17). Apig 1.02 zeigte eine FOD von 0,233 und Api g 1.02C*1P eine FOD von

76



Ergebnisse

0,306, was auch in Abb. 5.17a+b sehr gut zu sehen ist. Die Korrelation in der IgE-

Bindungskapazitat bleibt trotz Einfithrung des Prolins mit r=0,99 sehr hoch.
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Abb. 5.17 Vergleich der IgE-Bindungskapazitit auf Api g 1.02 und deren Mutante, bestimmt tiber
ELISA (00D) mit Sellerieallergikern. Vergleich: (a) 1.02 mit 1.02C"'P; (b) Zoom von (a) im

Bereich von OD 0-0,5; schwarz gestrichelt ist die Gerade der linearen Regression mit r =
Korrelationskoeffizient eingezeichnet.

Die Seren der Patienten mit einer Birkenpollenallergie ohne Sellerieallergie zeigten
dhnliche IgE-Bindungen auf die Isoformen und Mutanten von Apig1, wie die
Sellerieallergiker was Tab. 18 zu entnehmen ist. Auf die Darstellung der
Diagramme, wie fiir die DBPCFC positiven Sellerieallergiker gezeigt, wird hier
verzichtet. Bis auf einige geringe IgE-Bindungen (OD 0,02-0,07), zeigten die

Nichtallergiker keine Reaktionen auf die rekombinanten Sellerieproteine.

5.8.3 ELISA-Inhibition

Um den Einfluss der Mutationen der Api-g-1-Isoformen auf die IgE-
Bindungskapazitat auch quantitativ. zu bestimmen, wurden ELISA-
Inhibitionsstudien durchgefiihrt.

Die Inhibition wurde entsprechend der in Kapitel 4.3.2 beschriebenen ELISA-
Inhibition durchgefiihrt. Zur Inhibition der Bindung von IgE an das
Festphasenantigen wurde dem verwendeten Serum wahrend der Inkubation auf

der Platte ein weiteres Protein zugemischt, so dass beide Antigene um das
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vorhandene IgE konkurrierten. Anhand des Prozentsatzes der Inhibition konnte
abgleitet werden, welches Antigen die hohere Bindungsstarke an IgE aufwies. Als
Festphasenantigen wurden entweder wildtyp Apig1.01 oder Apig1l.02
verwendet. Da die Seren nur in begrenzter Menge zur Verfligung standen, wurden
fiir die ELISA-Inhibition zwei verschiedene Serumpools von Patienten mit
unterschiedlichem Sensibilisierungsmuster verwendet. Pool 1 bestand aus vier
Seren von Patienten, die laut IgE-ELISA (s. Tab. 18) nur auf Api g 1.01 sensibilisiert
waren, der andere Pool (Pool 2) umfasste drei Seren, die auf beide Isoformen
reagierten. Als Inhibitoren wurden alle rekombinant hergestellten Isoformen und
Mutanten eingesetzt (Abb. 5.18). Um auszuschliefden, dass ein Serum des Pools
mehr IgE aufweist, als ein anderes, wurden alle Seren so verdiinnt, dass sie im

ELISA eine optische Dichte von 0,8 bis 1 erreichten (s. Kap. 4.3.2.1).
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Abb. 5.18: Inhibition der IgE-Bindung an Apig 1.01 (a, b) und Apig 1.02 (c) mit

unterschiedlichen Serumpools; (a) Pool 1, Patienten nur auf Api g 1.01 sensibilisiert,
(b, c) Pool 2, Patienten auf beide Isoformen sensibilisiert.
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Fir Apig1l.01 als Festphasenantigen zeigte Betv1l die hochste
Inhibitionskapazitat, sowohl wenn Pool 1, als auch wenn Pool 2 eingesetzt wurde
(Abb. 5.18a und b). Im Vergleich zu Api g 1.01, bendtigte man ca. 1000 mal weniger
Bet v 1, um die gleiche Inhibition zu erreichen, somit hat Bet v 1 bei diesen Seren
eine wesentlich starkere IgE-Bindungskapazitat als Api g 1.01. Auch die Bindung
von IgE an die Bet v 1 dhnliche Mutante Api g 1.01K**E scheint stirker als die an
Api g 1.01 zu sein, da hier etwa 10 fach weniger Mutante nétig ist, um die gleiche
Inhibitionswirkung zu erreichen, wie mit Apig 1.01. Somit schien der mittels
Zweistichproben t-Test (t=0,034) bestimmte signifikante Unterschied der Wildtyp
Isoform zu der Mutante doch gréfier zu sein, als durch die IgE-ELISA ermittelten
Ergebnisse erwartet. Die in ihrer Struktur destabilisierte Mutante Api g 1.01S'*!P
und die Isoform Api g 1.02 wiesen keine inhibitorischen Eigenschaften auf, wenn
Patientenseren eingesetzt wurden, die auf Api g 1.01 monosensibilisiert (Pool 1)
waren (Abb. 5.18a). Setzte man allerdings den Pool 2 ein, der Patientenseren
enthielt, die sowohl auf Api g 1.01, als auch auf Api g 1.02 reagierten, so erhielt
man mit dieser Isoform und der Mutante leichte Inhibitionen (Apig 1.02 ~40%;
Api g 1.01SMP ~20%), allerdings mussten hier 10-100mal mehr Inhibitor
zugegeben werden, als bei der Eigeninhibition mit Api g 1.01 (Abb. 5.18b). Auch
die Api-g-1.02-Mutante mit zerstorter Struktur Apig 1.02C!!'P zeigte in diesem
Fall eine Inhibition von circa 40%, allerdings erst bei hohen Konzentrationen. Die
Inhibitionsstarke von Bet v 1 und Api g 1.01K**E, war bei Pool 2 und Api g 1.01 als
Festphasenantigen vergleichbar zu der bei verwendetem Pool 1. Auch hier ist der
Unterschied zwischen der Eigeninhibition mit Api g 1.01 und der Inhibition mit der
Betv 1 dhnlichen Mutante Apig 1.01K*E statistisch signifikant (t=0,017) (Abb.
5.18b).

Abbildung 5.18c zeigt die Inhibition unter Verwendung von Pool 2 und der Isoform
Apig1.02 als Festphasenantigen. Hier war die Isoform Apig1.02 als
Eigeninhibitor das potenteste Inhibitorprotein. Eine &hnlich starke Inhibition
konnte aber auch durch Einsatz der Betv 1 dhnlichen Mutante Apig 1.01K*E
erzielt werden, wahrend die wildtyp Isoform Api g 1.01 nur eine geringe Inhibition
von circa 20% hervorrufen konnte, wurde sie mit zehnfach hoherer Konzentration

als die Isoform Api g 1.02 eingesetzt. Bet v 1 zeigte wie die Api-g-1.01K**E-Mutante
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eine vollstindige Inhibition, allerdings musste es dazu in etwa vierfach hoherer
Konzentration eingesetzt werden.

Die Mutante der Isoform Api g 1.02 mit zerstorter Struktur, Api g 1.02C*''P, konnte
eine komplette Inhibition auslésen, wenn sie zehnfach hoher konzentriert
eingesetzt wurde, als das zugehorige Wildtypprotein Api g 1.02. Der Einsatz der
Prolinmutante der Isoform Apig1.01 (Apig1.01S'''P) fiihrte bei gleicher
Konzentration allerdings nur zu einer 20%igen Inhibition (Abb. 5.18c). Daraus
konnte man schlieflen, dass im Fall von Api g 1.02 als Festphasenprotein die
Struktur fiir die IgE-Bindung nicht von so grofier Bedeutung ist, wie fiir Api g 1.01

als Festphasenantigen.

5.9 Untersuchung der Karottenproteine auf ihre allergene Potenz

5.9.1 Patientenkollektiv Karotte

Entsprechend der Selleriestudie wurden auch fiir die immunologische
Charakterisierung der Karottenproteine hauptsachlich Patienten mit positivem
DBPCFC verwendet. Um die Qualitidt der Studie zu erhohen, wurde die Anzahl an
Patienten erweitert, indem zusitzlich auch Patienten in das Kollektiv
eingeschlossen wurden, die nur eine Anamnese auf Karotte aufwiesen. Insgesamt
wurden Seren von 26 Karottenallergikern verwendet, von denen 18 eine positive

DBPCFC auf Karotte hatten und acht einen positiven Anamnesebefund.

5.9.2 Immunologische Aktivitit der Dau-c-Proteine im EAST

Wie der ELISA ist der EAST (enzymkonjugierter Allergo-Sorbent-Test, Fa.
Allergopharma, Reinbek, Deutschland) ein geeignetes Testverfahren, um
spezifisches IgE in humanen Allergikerseren nachzuweisen (Kap. 4.3.3). Da hier im
Vergleich zum ELISA mit standardisierten Allergenscheiben und zugehdrigen Seren
eine Eichgerade aufgenommen wurde, konnte die Menge an spezifischem IgE in
internationalen Einheiten (IU/ml) angegeben werden. Um zu untersuchen, ob
neben der Zerstorung von Epitopen auch die Oligomerisierung der Dau-c-

[soformen und Mutanten einen Einfluss auf die allergene Potenz hatte, wurden
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diese Proteine mit den unverdanderten Dau-c-Proteinen im EAST verglichen. Tabelle

19 zeigt alle Einzelergebnisse der IgE-Bindungskapazitat in [U/ml.

Tabelle 19 Ergebnisse der Reaktivitit auf die verschiedenen Dau-c-1-Isoformen, -Mutanten und
-Oligomere in 1U/ml bestimmt mittels EAST; Serum 1-18: DBPCFC positiv, 19-26: Anamnese
positiv, 27: Negativ Kontrolle; n.b.: nicht bestimmt.

Serum Nr. | Dauc 1.01 | Dauc 1.02 | Dauc1FP | Dauc1.01/1.02Mix | Dauc1FP''P | Dauc13x | Dauc 1.01/1.02 P Mix
1 1,90 n.b. 2,25 1,17 0,25 2,01 n.b.
2 16,78 15,79 24,20 16,36 16,06 14,11 n.b.
3 0,25 0,25 0,46 0,25 0,25 0,51 n.b.
4 0,36 n.b. 0,56 0,25 0,25 0,45 n.b.
5 0,41 0,25 0,69 0,25 0,25 0,86 n.b.
6 2,76 2,11 4,12 1,82 0,57 2,68 n.b.
7 2,06 n.b. 2,72 2,93 0,25 2,23 n.b.
8 1,01 1,18 2,52 1,70 0,25 1,88 n.b.
9 0,25 n.b. 0,41 0,25 0,25 0,25 n.b.
10 0,59 1,09 2,55 1,00 0,25 0,97 n.b.
11 2,27 n.b. 3,42 1,59 0,35 2,95 n.b.
12 1,22 10,47 7,14 6,30 0,25 3,02 n.b.
13 0,64 0,49 0,89 0,60 0,25 0,77 n.b.
14 2,99 5,06 5,98 5,40 3,88 2,96 0,25
15 10,42 6,93 8,59 9,00 0,25 11,80 0,25
16 0,25 0,99 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25
17 3,89 4,17 2,97 2,98 0,25 3,62 0,25
18 27,92 17,60 11,09 20,25 0,84 20,25 0,93
19 9,33 7,92 8,64 6,71 0,25 9,90 0,25
20 2,60 0,84 2,23 2,17 0,25 2,77 0,25
21 1,41 0,25 1,60 0,58 0,25 2,41 0,25
22 4,06 4,23 4,63 3,92 0,25 4,24 0,25
23 2,43 2,06 4,29 2,08 0,25 2,81 0,25
24 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 2,49 0,25
25 1,33 1,46 0,76 0,75 0,25 3,35 0,25
26 5,48 2,41 5,53 4,79 0,25 5,56 0,25
27 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25

Zur besseren Veranschaulichung sind die Ergebnisse aus Tabelle 19 in Abb. 5.19

grafisch dargestellt.
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Abb. 5.19: Vergleich der IgE-Bindungskapazitit an die verschiedenen Dau-c-Isoformen,
-Mutanten und -Oligomere bestimmt mittels EAST (kU/ml) in Serum von Karottenallergikern.
Vergleich: (a) Dau c FP mit Gemisch aus 1.01 und 1.02; (b) Dau c 1 3x mit 1.01; (c) Gemisch der
mutierten Isoformen 1.01 mit Gemisch der Wildtyp-Isoformen; (d) Dau c 1 FP 111P mit wildtyp
Dau c 1 FP; gestrichelt=Ausgleichskurve nach linearer Regression;,.

Der Vergleich der IgE-Reaktivitit mit dem Oligomer Dau c 1 FP zu der Reaktivitat
mit der Mischung der Einzelallergene Dau c 1.01 und Dau c 1.02, zeigt, wie in 5.19a
gut zu erkennen, dass die Mehrzahl der Seren (92%; 24/26) eine erhohte IgE-
Bindung mit dem Oligomer Dau c 1 FP aufwiesen. Nur 77% (20/26) zeigten IgE-
Bindung an die Mixtur der beiden Isoformen. Die durchschnittliche Reaktivitat
(41U /ml) betrug beim Gemisch 3,5 (0-20,5 [U/ml) und beim Fusionsprotein 4,16
(0-24,2 1U/ml). Im Fall von Dau c 1 3x ist dies ahnlich (5.19b), allerdings ist die

Tendenz hier weniger stark. 92% (24/26) der Seren wiesen spezifisches IgE gegen
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das Trimer Dau c¢ 1 3x auf (0-20,1 IU/ml; @I1U/ml: 4,0) wahrend nur 85% (22/26)
mit dem Monomer Dau c 1.01 reagierten (0-27,9 IU/ml; @1U/ml 3,9).

Um den Einfluss der Mutationen auf die Isformen zu bestimmen, wurde auch die
IgE-Bindung an ein Gemisch der beiden Dau-c-1-11P-Mutanten mit dem Gemisch
der beiden unmutierten Isoformen verglichen. Leider konnten aufgrund von
Serummangel nur zwolf Seren vermessen werden, eine eindeutige Tendenz ist
allerdings trotzdem zu sehen. 5.19c zeigt, dass eine Zerstérung der Struktur zu
einer fast vollstandigen Aufhebung der IgE-Bindungseigenschaften fiihrt. Lediglich
ein Serum zeigte eine Reaktivitit auf den Mix der ''P-Mutanten (7,7%; 0-0,9
IU/ml; @IU/ml 0,08), wahrend in dieser Serumgruppe 83% (10/12) auf die
Mischung der beiden Dau-c-Isoformen reagierten (0-20,3 IU/ml; @IU/ml 4,4).
Interessanterweise fiihrte die ''P-Mutation des Dau-c-1-Fusionsproteins nicht zu
einer vollstandigen Zerstorung der Sekundarstruktur, was sich auch in den IgE
bindenden Eigenschaften widerspiegelte. Zwar war die Stirke der IgE-Bindung an
Dau c 1 FP P schwiécher (20%; 0-16,11U/ml; @1U/ml 0,9) im Vergleich zu der an
Dau c 1 FP, allerdings gab es fiinf Seren, die auch mit der Mutante gute IgE-
Bindungsstarken zeigten, welche nur noch geringe Anteile an intakten Sekundar-

strukturen aufwies (5.19d).

5.9.3 Bestimmung des Endotoxingehaltes der Karottenproteine

Endotoxine sind Lipopolysaccharide (LPS) aus der Zellwand gramnegativer
Bakterien, die bei der Reinigung der rekombinanten Proteine herausgelést werden
konnen und somit in den Proteinlosungen vorliegen. In biologischen Systemen, wie
dem RBL-Test und in Tiermodellen kann LPS zu unerwiinschten Nebeneffekten
filhren, weshalb die Entfernung der Endotoxine aus den Losungen fiir diese
Testsysteme unbedingt notwendig ist. Da mit den rekombinanten Karotten-
proteinen Untersuchungen im Tiermodell durchgefiihrt werden sollte, musste die
Konzentration an LPS immer geringer als 1ug/ml sein. Mittels des LAL-Tests s.
4.2.5.1 wurden nach der Reinigung der rekombinanten Karottenallerge aus E. coli
in allen Proteinlosungen erhéhte Konzentrationen an LPS festgestellt. Mittels der

Verwendung von Endo-Trap Sdulen Kap. 4.2.5.2 wurden die Endotoxine erfolgreich
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5.9.4.1 Bestimmung des IgG-Gehalts in Seren immunisierter Mause

mittels ELISA

Um die IgG Antikorperinduktion der in dieser Arbeit verwendeten Isoformen und
Mutanten der Karottenallergene in vivo zu testen, wurden Mduse mit diesen in
verschiedenen Dosen immunisiert (s. Kap. 4.4.1). Nach Beendigung der
Immunisierungsphase in Woche zwolf wurden die Mause final geblutet und der
Gehalt an spezifischem IgG im Serum mittels ELISA-Titration bestimmt (s. Kap.
4.3.1.2). Neben der Titration der Einzelseren wurden auch gepoolte Seren einer
Gruppe im ELISA untersucht. Die Ergebnisse dieser Titration mit vereinten Seren
sind in Abb. 5.20 dargestellt. Die Antikorperantwort, die liber die Immunisierung
mit der Dosis von 0,1pug Protein erzielt wurde war sehr dhnlich der mit 1ug/Dosis,

somit wurde darauf verzichtet diese Daten hier zu zeigen. Auch die Ergebnisse der
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Einzelseren waren sehr vergleichbar mit Abb. 5.20, so dass nur die Titration der
Poolseren (n=8) dargestellt ist. Die Abbildungen 5.20 A, C, E und G zeigen die
Ergebnisse, die mit der Dosis von 1pg erzielt wurden, die rechte Seite (Abb. 5.20 B,
D, F, H) die IgG-Antworten bei einer Immunisierungsdosis von 0,01ug Protein. Der
Vergleich der eingesetzten Dosen zeigt, dass mit einer hoheren Dosis in der Regel

bessere IgG-Antikorperantworten erzielt werden konnten.
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Abb. 5.20: IgG-Antikérper-Antwort der immunisierten Mduse (n=8) mittels Titration
im ELISA; Die Legende der Symbole, die das jeweilige Testantigen reprdsentieren, ist in
Abbildung B dargestellt; Ergebnisse gemessen in optischer Dichte (OD).
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Abbildungen 5.20, A und B zeigen die IgG-Antikorperantwort der Gruppe von
Mausen, die mit der Mixtur aus Dau c 1.01 und Dau c 1.02 immunisiert wurden.
Hier wurden IgG-Antikoérper induziert, welche in der Lage waren mit allen
Testantigenen zu reagieren. Die starkste Bindung wurde mit dem Dimer aus den
beiden Einzelallergenen Dauc1FP gemessen, wahrend die Bindung an die
Mutante des Einzelallergens Dau c 1.01S'""'P am schwichsten war. Die gleiche
Immunisierung mit einer 100fach geringeren Dosis fiihrte zu einer schwéacheren
Induktion von IgG-Antikérpern. Hier (Abb. 5.20, B) konnte lediglich eine Bindung
an Dauc1FP und Dauc 1.01 gemessen werden (s. Tab. 19). Dies bestatigt die
hohere B-Zell-Immunogenitat von Dau c 1.01 im Vergleich zur Isoform Dau c 1.02,
die auch bei Verwendung der hoheren Immunisierungsdosen von 1pg und 0,1pg zu
erkennen ist (Abb. 5.20, A). Vergleicht man die Wildtyp-Proteine mit ihren '''P-
Mutanten, so zeigen die Mutanten wie erwartet stets eine schwachere
Antikérperbindung als die unveranderten Proteine.

Die Immunisierung mit dem Fusionsprotein Dau ¢ 1 FP (Abb. 5.20, C) ergab eine
ahnliche Antikérperantwort wie die Gabe von 1pg (Abb. 5.20, A) oder 0,1pg (Daten
nicht gezeigt) der Mixtur der beiden Monomere. Im Vergleich der niedrigsten Dosis
(0,01pg/Dosis) konnte allerdings gezeigt werden, dass sich die Fusion der beiden
[soformen positiv auf die Immunogenitdt auswirkte, da das Fusionsprotein eine
deutlich hohere IgG-Antikorperantwort gegen alle Proteine auslosen konnte als die
gleiche Dosis der Mixtur (Abb. 5.20, B und D).

Auch die mutierten Isoformen von Daucl wurden in der Mixtur und als
Fusionsprotein fiir die Imnmunisierung eingesetzt und konnten in beiden Fallen in
den Dosen von 1pg und 0,1pg (Daten nicht gezeigt) eine vergleichbare IgG-
Induktion gegen alle Immunogene auslésen (Abb. 5.20, E und G). Auch die
niedrigste Gabe von 0,01ug pro Dosis 16ste eine gute Immunantwort aus. Lediglich
die Bindung an Dauc 1.02C''P war in der Mixtur der Mutanten wesentlich
schlechter als die des Fusionsproteins. Dies ldasst darauf schliefden, dass die Fusion
der beiden Mutanten zu einer Erhéhung der Antigenitat fiihrt (Abb. 5.20, F und H).
Im Vergleich zu den unverdanderten Proteinen insuzierten die mutierten Isoformen
und Dimere stets eine hohere IgG-Antwort auf die untersuchten Dau-c-1-Proteine.
(z.B. Abb. 5.20, A und E; Abb. 5.20, D und H). Dieses Phanomen und die Tatsache,

dass die Immunisierung mit den Mutanten zu einer Antikorperbildung fiihrte, die
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in der Lage war mit fast jedem Testantigen gleich zu reagieren, liefd darauf
schliefien, dass die durch die Mutanten induzierten IgG-Antikérper gegen andere
Epitope gerichtet sind, als die von den Wildtyp-Proteinen gebildeten IgG-
Antikorper. Da die Mutanten fast alle in einer zerstorten Sekundarstruktur
vorlagen, kann davon ausgegangen werden, dass hier hauptsdchlich lineare
Epitope, oder andere Konformationsepitope fiir die Immunogenitat verantwortlich
waren, wahrend bei den unveranderten Dau-c-1-Proteinen Konformationsepitope

der intakten Struktur von den produzierten Antikérpern erkannt werden.

5.9.4.2 Inhibition der Bindung von humanem spezifischem IgE an

Karottenallergene mittels murinem Serum

Wie im vorigen Abschnitt beschrieben, konnten bei der Immunisierung gute IgG-
Antikorperantworten in den Mausen erzielt werden. Es stellte sich nun die Frage,
ob die Antikorper als sogenannte blockierende Antikorper fungieren konnen. Dies
wurde mittels ELISA-Inhibition (Kap. 4.3.2) bestimmt. Dazu wurde die IgE-Bindung
eines Pools aus Serum von fiinf DPBCFC positiven Karottenallergikern an
Dauc1.01 bzw. Dauc 1.02 mittels Zugabe von Mausserum unterbunden. Die
Inhibitionskapazitdat der Mausseren ist in Abb. 5.21 dargestellt. Es konnte gezeigt
werden, dass alle Mausseren (es wurden Pools der jeweiligen Gruppen verwendet)
in der Lage waren, die Bindung des humanen IgE an die beiden Dau-c-1-Isoformen
zu hemmen. Dieses Resultat war unabhdngig davon, ob zur Immunisierung die
Wildtyp-Allergene oder Mutanten, Monomere oder Dimere eingesetzt wurden.
Lediglich der Serumpool, der IgG-Antikérper gegen eine Mischung der beiden Dau-
c-Isoformen enthielt, musste im Vergleich zu den anderen Seren in einer dreifach
hoheren Konzentration eingesetzt werden (Abb. 5.21 B), um die Bindung an
Dau ¢ 1.02 als Festphasenantigen um 50% zu inhibieren. Um auszuschlief3en, dass
ein Serum mit geringer IgG Konzentration die Gesamtreaktivitit des Pools
herabsetzt, wurden in den Pool nur Seren mit vergleichbaren spezifischen IgG

Mengen aufgenommen (s. Kap. 5.9.4.1).
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Abb. 5.21 Inhibition der Bindung von humanem IgE an Dau c 1.01 (A) und Dau c 1.02 (B) als
Festphasenantigen durch murine IgG-Antikorper in Serumpools immunisierter Mduse; die
Legende gibt das Immunogen des jeweiligen Pools an.

5.9.4.3 Spezifische IgE-Antwort der immunisierten Miuse

Hypoallergene Proteine sollen, wie zu Beginn des Abschnitts beschrieben,
blockierende IgG-Antikorper induzieren. Gleichzeitig sollten diese Proteine nicht in
der Lage sein eine IgE-Antikorperantwort auszulésen, um auszuschliefden, dass ein
Patient eine Allergie auf das hypoallergene Protein als Therapeutikum zu
entwickeln. Aus diesem Grund wurde neben der Bildung von IgG-Antikoérpern auch
die spezifische IgE-Antwort der mit den Karottenallergenen, Mutanten und
Multimeren  immunisierten =~ BALB/c-Mause,  mittels = murinem  RBL-
Mediatorfreisetzungstest (s. Kap. 4.3.4) bestimmt. Im Gegensatz zur Bestimmung
des IgE-Titers oder -Gehalts mittels ELISA oder EAST, wird in diesem Test nur
indirekt der Gehalt an funktionalem IgE bestimmt, welches in der Lage ist an den
FceRI-Rezeptor an der Oberflache von basophilen Rattenzellen zu binden, um dann
Uiber die Zugabe des entsprechenden Allergens kreuzvernetzt zu werden.
Gemessen wird anschliefend die Menge an ausgeschiittetem Histamin, im
Vergleich zur basalen Ausschiittung der Zellen. Da die prozentuale Mediator-
ausschiittung mit der Menge an IgE im Serum Kkorreliert, kann somit indirekt auf
den Gehalt an IgE-Antikorpern riickgeschlossen werden. Vorteil dieses Tests ist,
dass mittels der Messung von Mediatorfreisetzungen nur jenes IgE erfasst wird,
welches auch tatsdchlich an dieser Reaktion beteiligt ist. Somit wird indirekt nur
der Gehalt an tatsichlich funktionalem IgE bestimmt. Der Vollstandigkeit halber
hatte auch die Gesamtmenge an spezifischem IgE mittels ELISA oder EAST
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bestimmt werden miissen, was leider aufgrund der geringen Mengen an Serum,
welches von Mdusen erhalten wurde, nicht méglich war. Abbildung 5.22 zeigt die
Mediatorfreisetzungen der Seren der mit den Karottenallergenen, Mutanten und
Oligomeren immunisierten Mausen auf die entsprechenden Allergene. Getestet
wurden Einzelseren, dargestellt ist allerdings nur der Mittelwert der Seren. Auf die
Darstellung der Standardabweichungen wurde verzichtet, da die Immunantworten
der einzelnen Mause sehr unterschiedlich, der Verlauf der Einzelkurven aber
vergleichbar war.

Korreliert man die Mediatorfreisetzung mit dem Gehalt an funktionellem IgE in
den Seren der mit Wildtyp- und mutierten Karottenallergenen immunisierten
Mause, so ist in Abb. 5.22 eindeutig zu sehen, dass die unverdanderten Allergene
eine starkere IgE-Antwort ausgel6st haben, als die ''!'P-Mutanten und zwar
unabhédngig davon, ob sie als Mix, oder als Fusionskonstrukt appliziert wurden. Die
hochsten Mediatorausschiittungen wurden mit den Seren des Fusionskonstrukts
erzielt, hier reichte sogar eine Immunisierungsdosis von 0,01pg/ml noch aus, um
starke Immunantworten auszulosen, wahrend diese Konzentration in allen
anderen Fallen am wenigsten effektiv war.

Ziel dieser Studie war die Veranderung der Karottenallergene dahingehend, dass
sie zwar noch eine IgG-Antwort, aber keine IgE-Antwort mehr ausldsen. Dies ist flir
das mutierte Fusionskonstrukt eindeutig der Fall (Abb. 5.22 D). In der héchsten
Immunisierungsdosis loste das Serum der Mause, welche mit den mutierten
Fusionskonstrukten immunisiert wurden, nur bei hohen Antigenkonzentrationen
eine maximale Mediatorfreisetzung von 20% aus, bei der niedrigen
Immunisierungsdosis von 0,0lug war nur noch eine minimale Freisetzung

messbar.
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Abb. 5.22 Vergleich der IgE-Antikérperinduktion abhdngig von der Immunisierungsdosis; schwarz:
1ug/ml; rot: 0,1ug/ml; blau: 0,01ug/ml; die Uberschrift der jeweiligen Abbildung ist das
Immunisierungsagens; als Antigen bezeichnet ist das Protein, welches zur Freisetzung der

Mediatoren im RBL-Test eingesetzt wurde.
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5.9.4.4 Kreuzreaktivitit der murinen IgE-Antikorper

Um zu testen, ob die von den Mutanten gebildeten IgE-Antikérper in der Lage sind,
mit den Wildtyp-Allergenen kreuzreagieren zu konnen wurde die IgE-Reaktivitat
der verschiedenen Mausseren auch auf die Proteine untersucht, die nicht zur
jeweiligen Immunisierung eingesetzt wurden.

Da bei Einsatz der mutierten Proteine nur die Immunisierungsdosis von 1ug zu
einer leichten Induktion von IgE-Antikérpern fiihrte, wurde die Titration im RBL-
Mediatorfreisetzungstest (Kap. 4.3.4) auch nur mit den Seren dieser Dosis
durchgefiihrt. Abbildung 5.23 A zeigt wie erwartet, dass durch die Mischung der
Wildtyp-Allergene induzierte IgE-Antikérper in der Lage waren mit beiden Dau-c-
1-Isoformen und dem Fusionsprotein eine Ausschiittung von Mediatoren im RBL-
Test hervorzurufen, wobei auch hier die Isoform Dau c 1.02 das weniger reaktive
Allergen war. Mit den mutierten Allergenen war ebenfalls, wenn diese in hoheren
Konzentrationen eingesetzt wurden, eine Ausschiittung messbar. Die durch
Immunisierung mit dem Fusionsprotein gebildeten IgE-Antikérper zeigen ebenfalls
noch eine hohe Mediatorfreisetzung mit der Isoform Dauc1.01 und dem
Fusionsprotein, lediglich die Reaktivitdt mit Dau ¢ 1.02 ist sehr stark herabgesetzt
(Abb. 5.23 B). Die Kreuzreaktivitiat dieser IgE-Antikorper mit den Mutanten war,
wie fiir die Mischung, nur noch fiir Dau c 1.01S'P in hohen Konzentrationen
messbar, fur Dau ¢ 1.02C*"'P und Dau c 1 FP '''P liegt die Mediatorfreisetzung nur
noch unterhalb von 20%. Wichtig fiir den Einsatz der mutierten Isoformen oder
des verdnderten Fusionsproteins, ist eine mogliche Kreuzreaktivitat der bei der
Immunisierung mit diesen Proteinen gebildeten IgE-Antikorper, mit denen der in
der Karotte natirlich vorkommenden Dauc1 Proteine. Um die Gefahr einer
allergischen Reaktion wahrend der Therapie mit diesen Proteinen auszuschliefien,
sollten hierbei gebildete IgE-Antikorper keine Mediatorfreisetzung mit den
natiirlichen Dau-c-1-Allergenen hervorrufen. Die Abbildungen 5.23 C und D zeigen,
dass sowohl die Mischung aus den beiden mutierten Isoformen, als auch das
mutierte  Fusionsprotein keine IgE-Antikorper bilden, die mit der Isoform
Dau ¢ 1.0104 kreuzreagiert. Lediglich mit der fiir die Karottenallergie weniger
relevanten Isoform Dau c 1.02 kann eine geringe Freisetzung von Mediatoren im

RBL-Test beobachtet werden. Somit sind diese Proteine, vor allem in niedrigen
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Konzentrationen und im Vergleich zum nicht mutierten Fusionsprotein, durchaus

geeignete Kandidaten fiir eine Immuntherapie der Birkenpollen-assoziierten

Karottenallergie.
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Abb. 523 IgE-Antikérper-Antwort der immunisierten Mdusen mittels Titration der Seren im

Mediatorfreisetzungstest; verwendet wurden
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aus

Einzelseren der jeweiligen

Immunisierungsgruppen; die Legende der Symbole, die das jeweilige Testantigen reprdsentieren
ist in Abbildung C dargestellt.
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6 Diskussion

Die Allergenitat von Proteinen wird durch deren IgE bindende Strukturen
(Epitope) bestimmt, weshalb eine gezielte Verdanderung dieser Epitope zu einer
stark veranderten IgE-Bindung fiihren kann. In vielen Studien wurden bereits
hypoallergene Proteine untersucht, deren IgE bindenden Epitope zerstort oder
verandert sind. Aus diesem Grund ist die Aufklarung solcher an Allergien
beteiligter Epitope von grofler Bedeutung. Ein weiterer essentieller Schritt zur
Charakterisierung von hypoallergenen Proteinen ist deren Herstellung und

Reinigung in rekombinanter Form mit zum Teil gezielt modifizierter Struktur.

6.1 Herstellung und Charakterisierung der Allergene und

Allergenmutanten aus Sellerie und Karotte

6.1.1 Klonierung, Mutation und Oligomerisierung der Sellerie und

Karottenproteine
6.1.1.1 Klonierung der Isoform Api g 1.0201

Um einen genauen Vergleich zwischen Allergenen und deren moglicherweise
hypoallergenen Varianten ziehen zu konnen, ist es wichtig, dass moglichst alle
Isoformen der zu untersuchenden Allergene in der Studie eingesetzt werden.
Ausserdem koénnen so auch Unterschiede im IgE-Bindungsverhalten von
Allergikerseren aufgezeigt werden. Im Falle von Sellerie sind bisher zwei
Isoformen des Hauptallergens Api g 1 beschrieben. Die Isoform Apig 1.01 wurde
schon in friheren Studien als rekombinantes Protein in der Arbeitsgruppe
eingesetzt, weshalb hierfiir keine weitere Optimierung der Herstellung und
Reinigung erforderlich war. Fiir die zweite Isoform Api g 1.02 stand lediglich die
Sequenzinformation aus der NCBI-Gendatenbank (Acc. No. Z75662) zur Verfiigung.
Da zum Zeitpunkt der Anfertigung der Arbeit synthetischen Gene sehr teuer waren,
musste hier die zur Expression notige kodierende DNA aus Sellerieknolle isoliert
werden. Dies gelang erfolgreich mittels Verwendung genspezifischer Primer in
einer PCR mit cDNA, welche aus Gesamt-RNA aus Sellerieknolle gereinigt wurde.

Nach Analyse der Sequenz wurde eine 100%ige Ubereinstimmung der
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amplifizierten DNA mit der veroffentlichten Sequenz gefunden. Somit ist die
Wahrscheinlichkeit gering, dass weitere Varianten von Apig1l1.02 in der
verwendeten Varietat des Selleries, welche leider nicht bekannt war, vorhanden
sind. Allerdings ist durch die Verwendung von spezifischen Primern die
Moglichkeit ausgeschlossen, dass DNA amplifiziert wird, welche sich im 5'- und 3'-
Primerbereich von der publizierten Sequenz unterscheidet. Weiterhin ist auch
moglich, dass die Verwendung einer anderen Sellerievarietat zu einer anderen
Sequenz gefiihrt hatte. Das Ziel dieser Arbeit war, die bisher bekannten Isoformen
von Apigl und Mutanten dieser Proteine zu untersuchen, weshalb darauf
verzichtet wurde nach weiteren Isoformen und Varianten von Api g1 zu suchen.
Sollte sich allerdings im Verlauf der Studie zeigen, dass weitere Isoformen fiir die
Sellerieallergie von Bedeutung sind, so ware z.B. das Screening einer cDNA-
Phagen- oder Peptidbibliothek aus Sellerie ein geeigneter Ansatz zur Bestimmung

relevanter IgE bindender Proteine in Sellerie.

6.1.1.2 Mutation der beiden Isoformen von Api g 1 und Dauc 1

Zur Untersuchung struktureller Veranderungen und der Bedeutung einzelner
Aminosauren fiir die IgE-Bindungseigenschaften der Isoformen von Api g 1 sollte
ein gezielter Austausch bestimmter Aminosauren durchgefiihrt werden. Wie in den
Kapiteln 1.2.4.1 und 5.4.1 beschrieben, ist die P-loop-Region um
Aminosaureposition 45 bei Betv 1 als ein IgE bindendes Epitop beschrieben®>*.
Api g 1.01 nicht aber Api g 1.02 unterscheidet sich in dieser Region genau an einer
Aminosaureposition von Bet v 1. Um diese Abweichung auszugleichen, sollte das
Lysin an Position 44 durch Glutaminsdure ausgetauscht werden.

Der Einfluss der Zerstérung der dreidimensionalen Struktur auf die IgE-Bindung,
sollte bei beiden Apigl und Daucl Isoformen durch Einfiihren des
Strukturbrechers Prolin an Aminosdureposition 111 anstelle des dort
vorhandenen Serins, bei Api g 1.01 und Dau ¢ 1.0104 bzw. Cysteins bei Api g 1.02
und Dau ¢ 1.0201, untersucht werden.

Die Mutationen wurden auf DNA-Ebene mittels des Site-Directed Mutagenesis Kit

durchgefiihrt. Fiir die oben beschriebene Mutation in der P-loop-Region von

Apig1.01 war es ausreichend, nur eine Base zu verdndern, wahrend fir die
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Einfiihrung von Prolin der Austausch zweier Basen notwendig war. Nach
Durchfiihrung der Mutations-PCR wurde direkt ein Plasmid erhalten, welches zur
Expression in E.-coli-Bakterienzellen geeignet ist. Die Sequenzierung der Produkte
ergab, dass in allen untersuchten Klonen die korrekte Sequenz eingebaut wurde.
Somit ist die Methode der ortsspezifischen Mutation mittels PCR ein effektives und
schnelles Verfahren zur gezielten Veranderung von DNA, welche Auswirkungen auf
die Aminosauresequenz und eventuell auch auf die dreidimensionale Struktur von

rekombinanten Proteinen hat.

6.1.1.3 Multimerisierung der Karottenallergene

Neben Mutanten von Allergenen, sind auch Oligomerisation eines Allergens oder
Hybridisation mehrerer Allergene als Vakzine fiir die Immuntherapie von Allergien
beschrieben'®®'*°, Zur Untersuchung, welche der Verfahren besser zur Herstellung
von Hypoallergenen geeignet ist, wurden neben den Prolinmutanten auch
Oligomere der Dauc1 Isoformen konstruiert. Zum einen ein Fusionsprotein
(Hybrid) aus den beiden Isoformen Dau c 1.0104 und Dau c 1.0201 (Dauc 1 FP)
und zum anderen ein Trimer aus Dau ¢ 1.0104 (Dau c 1 3x).

Fir das Dauc1lFP wurde eine neue Methode etabliert, bei der mittels
tiberlappender PCR-Produkte, diese in einem weiteren PCR-Schritt fusioniert
wurden (Kap. 4.1.2.1, 5.3.1). Diese Methode ermdglicht die direkte Hybridisierung
zweier codierender DNA-Sequenzen, ohne zusatzliche Basen, wie sie bei der
Ligation nach Behandlung mit Restriktionsendonukleasen erhalten werden. Nach
erfolgter Expression dieser hybridisierten Sequenzen wird ein Protein erhalten,
welches einer direkten Fusion der beiden Isoformen entspricht. Bis auf den fiir die
Reinigung erforderlichen Histidin-Anhang, sind keine zusaitzlichen Aminosduren
enthalten, die zur Bildung zusatzlicher Epitope fithren oder einen Einfluss auf die
IgE-Reaktivitiat haben kénnten.

Die Dreifachmutante von Dauc 1.0104 wurde nicht mittels dieser Methode
konstruiert, sondern wie von Vrtala et al. fiir ein Bet-v-1-Trimer beschrieben
mittels Ligation nach Einfiigen von Restriktionsschnittstellen'?®, Diese Art der
Klonierung wurde gewdhlt, um eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse dieses

Oligomers mit denen des veroffentlichten Bet-v-1-Trimers zu erhalten. Im
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Vergleich zu den anderen Dau-c-1-Allergenen, Mutanten und Oligomeren ist
allerdings zu beachten, dass Dau c 1 3x dadurch zusatzliche Aminosduren besitzt,
welche einen Einfluss auf dessen Reaktivitat haben kénnen.

Beide Klonierungsmethoden wurden problemlos angewandt und fiihrten zu
schnellen Ergebnissen mit korrekten DNA-Sequenzen. Heutzutage sind solche
DNA-Konstrukte auch kommerziell als kiinstliche Gene zu erhalten. Vorteil solcher
Konstrukte ist die Moglichkeit diese Gene fiir die Expression in ihrem
Codongebrauch an das verwendete System anzupassen. Gerade im Fall von
Api g 1.02, welches eine schlechte Expressionsrate aufwies (Kap. 5.6.1) konnte die
Verwendung eines solchen optimierten Gens zu einer erhéhten Expression fiihren,

was jedoch nicht Gegenstand dieser Arbeit war.

6.1.2 Expression und Reinigung der rekombinanten Allergene und

Allergenmutanten

6.1.2.1 Rekombinante Sellerieproteine

Die Isoform Api g 1.01 lag bereits aus einer vorangegangenen Studie (Kap. 5.6.1)
als gereinigtes Protein vor, weshalb nur die Isoform Api g 1.02 und alle Mutanten in
Escherichia coli exprimiert werden mussten. Die Expressionsraten der Mutanten
waren in etwa identisch und hoch genug, um diese in fiir die Studie ausreichender
Menge zu reinigen. Das Einfiigen eines Prolins, was zur Entfaltung des Proteins
fithrt, scheint die Expressionsstarke in E. coli zu begiinstigen, da im Vergleich zur
Mutante Apig 1.02C'!!P, die Expressionsrate der Isoform Apig 1.02 sehr gering
war (Kap. 5.6.1), so dass nicht geniigend Material gereinigt werden konnte. Da
Api g 1.02 zeitgleich in einer anderen Studie verwendet wurde, konnte fiir diese
Studie auf das von Dr. Lidholm zur Verfiigung gestellte Material zurtickgegriffen
werden, weshalb keine weiteren Untersuchungen zur Verbesserung der Expression
von Api g 1.02 in E. coli durchgefiihrt wurden.

Da die Isoform Api g 1.01 als Protein ohne weiteren Aminosaureiiberhang, wie den
His-Tag zur Reinigung mittel Ni-NTA-Agarose, vorlag, sollten auch die anderen
Sellerieproteine ohne zusitzlichen Uberhang gereinigt werden. Dies erfolgte iiber
praparative SDS-PAGE mittels des PrepCell-Systems der Firma BioRad. Diese

Methode birgt einige Risiken, da die Auftrennung der Proteine mittels
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Polyacrylamidgelelektrophorese in Gegenwart von SDS erfolgt. Durch die
Anlagerung von SDS an die Proteine, um eine konstante negative Ladung aller
Proteine zu erzeugen, und die Denaturierung durch Zugabe von DTT und
Aufkochen liegen die gereinigten Proteine zundchst in entfaltetem Zustand vor. Die
anschliefdende Riickfaltung und Abreicherung von SDS musste demnach unter sehr
kontrollierten Bedingungen erfolgen. Die genaue Charakterisierung der so
gereinigten Proteine durch Analyse der Sekundarstruktur mittels CD-
Spektroskopie und der immunologischen Reaktivitit unter physiologischen
Bedingungen z.B. durch Mediatorfreisetzungstests ist hier essentiell.

Da die Ausbeuten an gereinigtem Protein mittels dieser Methode in der Regel eher
gering sind, aber fiir die hier vorliegende Studie ausreichend waren, konnte auf

eine Optimierung der Reinigungsstrategie verzichtet werden.

6.1.2.2 Rekombinante Karottenproteine

Nach erfolgreicher Expression aller Dau-c-Konstrukte in E. coli, konnten nur die
[soformen Dauc1.01 und Dauc1.02 unter nativen Bedingungen aus den
Bakterienzellen gereinigt werden. Die Mutanten und Oligomere mussten unter
denaturierenden Bedingungen aus den Bakterienzellen gewonnen werden. Wie bei
der Reinigung der Sellerieproteine mittels praparativer SDS-PAGE bedeutet dies,
dass die Riickfaltung unter kontrollierten Bedingungen erfolgen muss und auch
hier eine anschlieflende genaue Charakterisierung der gereinigten Proteine
notwendig ist.

Zur Untersuchung der immunologischen Eigenschaften der Karottenproteine
in vivo waren weitaus grofdere Mengen an rekombinanten Proteinen notwendig, als
es flir die Selleriestudie der Fall war. Da die Expressionsstirke der
Karottenproteine vergleichbar war mit der der Sellerieproteine, war hier eine
Reinigungsstrategie notwendig, mit der effektiv das Protein aus den
Bakterienlysaten zu reinigen ist. Aus diesem Grund wurden die klonierten
Karottenallergene, Mutanten und Oligomere mit einem N-terminalen, sechsfachen
Histidin-Rest =~ versehen, welcher die Reinigung lber Nickel-Chelat-
Affinitatschromatographie ermoglichte. In langjahrigen Erfahrungen mit diesem

Fusionsanteil in der eigenen Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass dieser
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keine Auswirkungen auf die Faltung und IgE-Reaktivitdt der Proteinfamilie hat. Da
in dieser Studie Api g 1.02 eingesetzt wurde, welches im Gegensatz zu den anderen
Sellerieproteinen einen solchen His-Tag besass, wurde anhand dieses Allergens der
Einfluss der zusatzlichen Histidine im direkten Vergleich mit einem
Nichtfusionsprotein exemplarisch untersucht (Kap. 5.6.1.1). Es zeigte sich kein
Unterschied in der IgE-Reaktivitat, weshalb auch bei den Karottenproteinen davon
ausgegangen wurde, dass der His-Tag keinen Einfluss auf die Reaktivitdt der
Proteine hat.

Des weiteren war es notig, die rekombinanten Proteine aus Karotte fiir die in vivo
Studien auf ihren Gehalt an bakteriellen Endotoxinen zu testen, welche in
biologischen Systemen zu unerwiinschten Nebeneffekten fiihren konnen. Alle aus
E. coli gereinigten Proteine waren stark mit Endotoxinen belastet, so dass eine
Entfernung der Proteine mittels Endo-Trap-Saulen erfolgen musste. Die
Abreicherung war fiir alle Proteine erfolgreich, so dass Konzentrationen an
Endotoxin von kleiner 1,5pg/ml erreicht werden konnte. Die Entfernung von
Endotoxinen ging allerdings in der Regel mit einem hohen Verlust an Protein
einher. Daher war der Aufwand fir die Reinigung der rekombinanten
Karottenallergene, Mutanten und Oligomere weitaus aufwendiger gegeniiber der,
der Sellerieproteine. In diesem Fall ware die Strategie der Expression in Hefezellen
von Vorteil, da neben der hohen Ausbeute auch keine Belastung der Proteine mit
Endotoxinen erfolgt. Allerdings ist die Klonierung und Expression von
rekombinanten Proteinen in Hefe weitaus zeitaufwandiger, als die in bakteriellen

Systemen.

6.1.3 Charakterisierung der rekombinanten Proteine

Wie in Kap. 6.1.2 beschrieben, ist vor allem nach der Reinigung von Allergenen
mittels praparativer SDS-PAGE oder der Reinigung aus Einschlusskérpern unter
denaturierenden Bedingungen eine genaue Charakterisierung der so gewonnenen
Proteine notwendig. Ein wichtiger Aspekt hierbei ist die Faltung der Proteine. Fiir
die Bindung an IgE sind intakte Epitope der Allergene notwendig. Meist handelt es
sich hierbei um Konformationsepitope, welche nur bei einer korrekten Faltung der

Proteine ausgebildet werden. Seltener sind auch Sequenzepitope beschrieben,
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deren Reaktivitit durch eine Zerstérung der Struktur nicht beeinflusst werden
sollte. Da fiir die Auslosung einer allergischen Reaktion mindesten zwei reaktive
IgE-Epitope notwendig sind, sollte ein Allergen, welches keine korrekte Faltung
zeigt in der Regel nicht mehr in der Lage sein eine Allergie hervorzurufen 323,
Somit ist die Untersuchung der Faltung von rekombinanten Proteinen ein erstes
Indiz dafiir, ob diese fiir IgE-Bindungsstudien einsetzbar sind. Weiterhin sollte

zusatzlich auch die IgE-Reaktivitit der Proteine mittels immunologischer

Untersuchungen, wie ELISA oder Mediatorfreisetzungstest, bestimmt werden.

6.1.3.1 Bestimmung der Sekundirstruktur der rekombinanten Proteine

Eine erste Aussage liber die Struktur von Proteinen lasst sich tiber die Bestimmung
der Sekundarstruktur mittels CD-Spektroskopie machen. Intakte Proteine zeigen in
der Regel sehr charakteristische Kurven, wenn die mittlere molare Eliptizitidt der
Sekundarstrukturelemente gegen die Wellenldnge aufgetragen wird (Kap. 4.2.6).
Rein a-helikale Proteine zeigen zwei charakteristische Minima bei 208 und 222 nm
und einen X-Achsen-Durchgang bei ca. 200 nm. -Faltblattstrukturen besitzen ein
Minimum bei 215 nm und die X-Achse wird bei ca. 208 nm geschnitten'®*.
Natiirliches Bet v 1, welches aus einem siebenstrangigen antiparallelen B-Faltblatt
und drei a-Helices besteht (1.2.4.3), zeigt ein CD-Spektrum, dessen ausgedehntes
Minimum bei ca. 218 nm liegt und das einen X-Achsen-Durchgang bei ca. 205 nm
aufweist’®, Bollen et. al haben die CD-Spektren von natiirlichem Betv 1, Apig1
und Dau c 1 verglichen und sehen nahezu identische sekundare Strukturelemente.
Api g 1 und Dau c 1 zeigen ebenfalls ein Minimum bei 218 nm und einen X-Achsen-
Durchgang bei 204 bzw. 205 nm***, Vergleiche dieser Spektren mit in dieser Arbeit
hergestellten Allergenen zeigen, dass die rekombinanten Proteine Api g 1.01 und
dessen K**E-Mutante, sowie Dau ¢ 1.01 und Dau c 3x wahrscheinlich sehr dhnliche
Sekundarstrukturen wie die natiirlichen Proteine besitzen. Die Isoformen
Api g 1.02 und Dau c 1.02 zeigen ein Spektrum mit einem breiteren Minimum und
einem Richtung kurzwelligerem Licht verschobenen X-Achsen-Durchgang, was auf
hohere Anteile an a-helikalen Strukturen schliefen lasst. Bublin et al. haben
naturliches Apig1 gereinigt, das einen hohen Anteil an Api g 1.02 enthalt und

sehen eine dhnliche Verschiebung der Kurve, wie es das rekombinante Api g 1.02
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aus dieser Studie zeigt®. Da Apig1.02 und Dauc1.02 eine sehr hohe
Aminosauresequenzidentitiat von 95% aufweisen, ist zu erwarten, dass Dau ¢ 1.02
eine dhnliche Struktur besitzt und somit auch ein vergleichbares CD-Spektrum.
Uberlappt man die beiden Kurven von Apig1.02 und Dauc1.02 in einem
Diagramm, so ist dies der Fall (Daten nicht gezeigt). Auch Ballmer-Weber et al.
zeigen ein vergleichbares Spektrum fiir Dau c 1.02*, so dass die Unterschiede der
CD-Spektren der 1.02- Isoformen von Sellerie und Karotte im Vergleich zu den
1.01-Isoformen vermutlich auf tatsidchliche Unterschiede der Sekundarstrukturen
zurlckzufiihren sind und nicht auf eventuell vorkommende ungefaltete Anteile an
Protein.

Das Fusionsprotein aus den beiden Dau c 1 Isoformen (Dau c 1 FP) zeigt ebenfalls
ein Spektrum, welches auf intakte Sekundarstrukturen hinweist. Da die Kurve des
Fusionsproteins genau zwischen den beiden Kurven der Einzelproteine liegt, kann
man davon ausgehen, dass beide Proteine im Fusionsprotein ihre urspriingliche
Sekundarstruktur beibehalten. Somit ist zu erwarten, dass das Fusionsprotein
Dau c 1 FP eine dhnliche IgE Bindung mit Serum von Karottenallergikern zeigt, wie
die Mixtur aus beiden Einzelproteinen. Wie in Abb. 5.19a gezeigt, korreliert die im
EAST mit Seren von Karottenallergikern gemessene IgE-Bindungskapazitit des
Fusionsproteins tatsachlich sehr gut mit der der Mixtur.

Neben den Isoformen der Hauptallergene von Sellerie und Karotte wurden auch
Prolinmutanten dieser Proteine hergestellt, welche eine zerstorte Struktur
aufweisen sollten. Proteine mit einer zufdlligen ungeordneten Struktur zeigen im
CD-Spektrum eine Kurve, welche rein im negativen Bereich verlauft, also keinen X-
Achsen-Durchgang besitzt und deren ausgepragtes Minimum bei ca. 198 nm
verlauft®*. Die Mutanten Apig 1.02C'''P, Dauc 1.01S'"'P und Dau c 1.02C!''P
zeigen ein solches typisches CD-Spektrum, weshalb hier eindeutig von Allergenen
mit zerstorter Sekundarstruktur ausgegangen werden kann.

Einzig die Prolinmutante der Isoform Apig1.01 und des Fusionsproteins
Dau c 1 FP zeigen geringe Anteile an intakten Strukturelementen. Um zu zeigen,
dass Api g 1.01S"'P weniger stabil als das urspriingliche Protein ist, wurde mittels
Aufnahme von Denaturierungskurven im CD-Spektrometer gezeigt, dass die
Prolinmutante bereits bei 40°C in einen ungefalteten Zustand iibergeht, wahrend

das bei Apig1.01 erst bei 70°C der Fall ist (Kap. 5.7.1). Somit ist davon
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auszugehen, dass mogliche IgE-Epitope auf der Oberfliche der Mutante instabiler
sind, als die von Api g 1.01. Die Fusion der beiden Dau-c-1-Isoformen scheint ein
Molekiil zu bilden, welches weniger gut durch den Strukturbrecher Prolin
angreifbar ist, da auch diese Prolinmutante Anteile einer intakten Struktur
aufweist. Allerdings ist anhand der Kurve zu erkennen (Kap. 5.15), dass diese
Anteile eher gering sind, da das CD-Spektrum des Fusionsproteins Dau c 1 FP einen
X-Achsen-Durchgang weit unter 200 nm aufweist und die Kurve nur einen sehr
geringen Ausschlag in den positiven Bereich erreicht.

Abschliefend lasst sich somit die Aussage treffen, dass alle fiir die Studie
notwendigen Allergene, Mutanten und Oligomere in ausreichender Menge und
Reinheit gereinigt wurden und dass diese Proteine mit grofser Wahrscheinlichkeit

auch die erforderlichen Strukturen aufwiesen.

6.2 Auswirkung der gerichteten Mutagenese von Allergenen auf

deren Antikérper-Bindungskapazitat

Die Oberflachenstruktur von Proteinen ist ein relevanter Faktor in Bezug auf ihre

biologische Aktivitat mit moglichen Bindungspartnern. Im Fall der Allergie ist hier
die Bindung von allergenen Proteinen an Immunglobulin E von grofder Bedeutung.
Epitope von Allergenen, welche IgE binden, sind fiir die klinische Reaktivitdt von
hoher Relevanz und bereits geringe Veranderungen dieser IgE-Epitopstrukturen
konnen zu starken Veranderungen in der IgE-Bindung von Allergenen flihren. Im
Fall der Hauptallergene von Sellerie und Karotte sind je zwei Isoformen (Dau c 1.01
und Api g 1.01) beschrieben, welche eine geringe Identitat von nur 52% bzw. 50%
aufweisen. Die beziiglich ihrer IgE-Bindungseigenschaften als weniger relevant

24256 scheinen somit eine andere

beschriebenen Isoformen Api g 1.02 und Dau ¢ 1.0
Epitopausbildung an ihrer Oberfldache zu haben, als die Isoformen Agi g 1.01 und
Dau c 1.01. Eine giangige Methode, solche Epitope genauer zu untersuchen, ist der
Austausch einzelner Aminosauren in rekombinant hergestellten Allergenen. Das
Wissen, um IgE bindende Epitope ist notwendig, um diese gezielt dahingehend zu
verandern, dass die Allergene trotz verringerter IgE-Bindungskapazitit eine noch

intakte T-Zell-Reaktivitat aufweisen und sich somit potentielle Immuntherapeutika

mit verringerten allergischen Nebenwirkungen herstellen lassen.
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6.2.1 IgE-Bindungseigenschaften der Sellerieallergene und

Mutanten

In Mitteleuropa wird die Sellerieallergie in der Regel durch eine Kreuzreaktivitit
auf das sensibilisierende Agens Birkenpollen mit seinem Hauptallergen Betv 1
hervorgerufen. Diese birkenpollenassoziierte Nahrungsmittelallergie ist fiir viele
Gemiise und Friichte beschrieben, wie Karotte, Soja, Apfel und Kirsche, deren
Allergene inzwischen sehr gut charakterisiert sind. Eine Reihe von Studien gibt
auch Hinweise auf mogliche IgE bindenden Epitope dieser Allergene®”~%%"°, Solche
Untersuchungen sind nur mit einer Auswahl sehr gut charakterisierter Patienten
moglich. Fiir das Selleriehauptallergen gibt es bisher nur eine vergleichbare Studie
zur Analyse der IgE-Bindungskapazitit der beiden Isoformen von Apig1°¢ In
dieser Studie wurden jedoch nur zehn Seren verwendet, welche nach ihrer
positiven Historie auf Sellerie ausgewahlt wurden. Aus diesem Grund ist hier nur
eine limitierte Aussage iiber die mittels IgE-Immundetektion im Western Blot
bestimmte IgE-Bindungskapazititen der einzelnen Isoformen moglich. In der hier
vorliegenden Studie wurde ein Patientenkollektiv von 23 Birkenpollenallergikern
eingesetzt, deren Sellerieallergie durch eine verblindete Provokation mit Sellerie
(DBPCFC) abgesichert wurde, welche den ,gold standard“ zum zweifelsfreien
Nachweis einer Nahrungsmittelallergie darstellt'*. Weiterhin wurden auch Seren
von Birkenpollenallergikern ohne Sellerieallergie (n=22) und Nichtallergikern
(n=17) in die Studie eingeschlossen. In beiden Allergikergruppen war die
Haufigkeit und die Starke der IgE-Bindung an Api g 1.01, welche mittels indirektem
ELISA getestet wurde (Kap. 4.3.1.1), wesentlich hoher, als die auf Api g 1.02. Dies

bestatigt die Ergebnisse von Hoffmann-Sommerguber et al.>

, welche Api g 1.02 als
eine niedrig IgE-bindende Isoform beschreiben. Auch die Birkenpollenallergiker
ohne Sellerieallergie zeigen im Vergleich zu Api g 1.02 eine haufigere IgE-Bindung
an Apig1.01, allerdings ist die Stirke der Bindung an Apig 1.02 wesentlich
schwacher, als in der Gruppe der Sellerieallergiker. Dies lasst den Schluss zu, dass
die Kreuzreaktivitit von Betv 1 spezifischem IgE mit Apig1.02 geringer
ausgepragt ist, als die mit Apig 1.01. Dies steht im Widerspruch zur in silico

Analyse der ,P-Loop Region®, anhand derer die Isoform Api g 1.02 in dieser Region

eine hohere Identitit zu Betv 1 aufweist, als die Isoform Apig 1.01. Demnach
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scheinen noch andere relevante IgE-Epitope auf der Oberflaiche von Api g1.01
ausgebildet zu sein, die fiir die Kreuzreaktion mit Bet v 1 verantwortlich sind, die
Api g 1.02 nicht besitzt. Ein wichtiger Aspekt bei der Beurteilung der Ergebnisse
ist aber auch die Tatsache, dass der hier verwendete Test mit an der Festphase
gekoppelten Proteinen arbeitet. Somit ist nicht auszuschliefien, dass dadurch
wichtige IgE-bindende Epitope blockiert werden. Um diese Einfliisse
auszuschliefden ist es besser mit Systemen zu arbeiten, bei denen die Proteine in
ihrer urspriinglichen Faltung in Losung vorliegen, wie es z.B. bei einem Mediator-
freisetzungstest nach passiver Sensibilisierung von Effektorzellen (s. Kap. 4.3.4)
der Fall ist. Leider ist die benotigte Menge an Humanserum in diesem Test in der
Regele sehr hoch, weshalb im Falle der Sellerieallergene darauf verzichtet werden
musste.

Von den in die Studie eingeschlossenen 23 Patienten mit einer positiven DBPCFC
auf Sellerie hatten 8 Patienten einen negativen ImmunoCAP auf Sellerieextrakt.
Sechs dieser Patienten waren auch negativ im direkten IgE-Test auf das
Hauptallergen Apig 1.01, wahrend bei zwei Patienten die Sellerieallergie durch
eine positive Reaktion mit Api g 1.01 bestatigt wurde (Tabellen 12 und 18). Dies
bedeutet, dass die Sensitivitit der Diagnose der Sellerieallergie durch Verwendung
der Einzelallergene, die sogenannte Component Resolved Diagnosis, leicht erhoht
wird, dass aber bei den auf Selleriextrakt und Api g 1 negativen Patienten noch
andere Allergene eine Rolle spielen miissen, wie z.B. Profiline oder LTPs3*%*%*>,
Ahnliches wurde auch von Bauermeister et al.>® gezeigt, die vergleichbare aber
umfassendere Untersuchungen anhand der Einzelallergene nicht mittels
indirektem ELISA, sondern der besseren Vergleichbarkeit halber mittels
ImmunoCAP durchgefiihrt haben.

Die Spezifitit der in dieser Studie verwendeten Methode zur Bestimmung der IgE-
Bindungseigenschaften, wurde durch das Mitfithren einer relativ grofsen Gruppe
von Nichtallergikern bestatigt.

Wie oben dargestellt sind fiir diverse Nahrungsmittel bereits IgE-bindende fiir die
Kreuzreaktivitat zu Bet v 1 verantwortliche Epitope beschrieben. Eine relevante
Region, die als mdgliches Epitop beschrieben ist, ist die Region um die
Aminosduren (AS) 41 bis 52, auch anhand der 3D Struktur als P-Loop-Region

benannt **%, Fiir die IgE-Bindung als besonders kritische Aminosdure beschrieben
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ist das Glutamin an Position 44. Im Gegensatz zu Api g 1.01, besitzt die Isoform
Apig1.02 an dieser Position die identische Aminosdure wie Betv 1. Von
Hoffmann-Sommergruber et al. *® und in dieser Studie wurde jedoch gezeigt, dass
trotz dieses Sachverhaltes die Mehrzahl der Patienten eine stirkere Bindung an
Api g 1.01 zeigen, wohingegen Api g 1.02 als die niedriger IgE bindende Isoform
identifiziert wurde. Dies laf3t darauf schlief3en, dass die Epitopstruktur von Api g 1
von der des Bet v 1 abweicht. Eine Mutation der Aminosaure 44 von Api g 1.01 in
Richtung Bet v 1 (Api g 1.01K*E) fiihrte zu einer erhohten IgE-Bindungskapazitat
im Vergleich zu dem Wildtyp-Allergen Apig 1.01, unabhdngig davon, ob ein
Patientenpool verwendet wird, welcher nur auf die Isoform Apig1.01
sensibilisiert ist, oder ob die Patientenseren IgE gegen beide Isoformen zeigen
(Abb. 5.18a und b). Ahnliche Ergebnisse wurden in einer initialen Studie bereits
von Neudecker et al.”” beschrieben. Hier zeigte diese Mutante bei drei von neun
Seren von Sellerieallergikern, die auf Api g 1.01 sensibilisiert sind, eine erhdohte
IgE-Bindung gegeniiber dem wildtyp Protein. Dies bestatigt, dass die Region um
Aminosdaure 44 ein flr Sellerieallergiker, welche urspriinglich auf Betv1
sensibilisiert sind, wichtiges Epitop darstellt. Unterstiitzt wird diese Annahme
durch die Tatsache, dass Birkenpollenallergiker ohne Sellerieallergie, vergleichbare
IgE-Bindungseigenschaften in der IgE-Inhibition zeigen (Daten nicht gezeigt). Dies
schliefdt aber nicht aus, dass noch weitere Epitope auf der Oberfliche von
Api g 1.01 fiir die Kreuzreaktion mit Bet v 1 verantwortlich sind.

Im Vergleich der IgE-Bindungskapazitit mit der Isoform Apig1.02 als
Festphasenantigen (Kap. 5.8.3, Abb. 5.18c), zeigt die Bet v 1 dhnlichere Mutante
Api g 1.01K*E gleiche inhibitorische Eigenschaften wie Api g 1.02 selbst, wihrend
das Wildtyp-Protein Apig 1.01 nur eine geringe Kreuzreaktivitit mit Api g 1.02
aufweist. Dieser Sachverhalt lasst darauf schliefden, dass die P-Loop-Region bei
Sellerieallergikern eine wichtige Rolle nur fiir die IgE-Bindung an Api g 1.02 spielt,
wahrend der Einfluss dieser Region bei der IgE-Bindung an Api g 1.01 nicht zum
Tragen kommt. Die IgE-Bindungsepitope der beiden Api g 1 Isoformen sind folglich
klar abgetrennt. Dies wird durch die Kreuzreaktionsversuche (Abb. 5.18 a und b)
gefestigt, indem erst dann eine Kreuzreaktivitit zwischen den beiden Isoformen
erkennbar ist, wenn auch Sellerieallergiker mit einer Reaktion auf Api g 1.02 in die

Versuche eingeschlossen werden (Abb. 5.18a).
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Fiir viele pollenassoziierte Nahrungsmittelallergien, wie die auf Pruav1, dem
Hauptallergen der Kirsche, ist fiir die P-Loop-Region beschrieben, dass sie an
einem kreuzreaktiven, IgE bindendem Epitop beteiligt ist. In dieser Studie konnte
jedoch gezeigt werden, dass im Fall der allergischen Reaktion auf Sellerie, im
Besonderen auf die starker reaktive Isoform Api g 1.01, diese Region kein fiir die
IgE-Antikorperbindung relevantes Epitop darstellt. Dies ist auch anhand der Daten
der IgE-Bindung, welche mittels des direkten ELISA bestimmt wurden (Kap. 5.8.2),
zu sehen. Hier zeigt auch die Gruppe der Birkenpollenallergiker ohne
Sellerieallergie kaum Reaktivitit auf die Isoform Api g 1.02, obwohl diese in der P-
Loop-Region zu Betv1 eine hohere Homologie aufweist. Auch Hoffmann-
Sommergruber et al. haben in ihrer Studie zeigen kénnen, dass rBet v 1a nicht in
der Lage ist die IgE-Bindung an Apig 1.02 komplett zu inhibieren, wahrend
natiirlich gereinigtes Bet v 1, welches aus vielen Isoformen besteht, dazu in der
Lage ist®®. An der Kreuzreaktivitat zwischen Sellerie und Birke scheinen somit auch
andere Isoformen von Bet v 1 von Bedeutung zu sein, wahrend die P-Loop-Region
eher eine geringerer Rolle spielt. Somit miissen noch weitere IgE-Epitope an der
Kreuzreaktion zwischen Bet v 1 und Api g 1 beteiligt sein.

Bohle et al.*** konnten auf humoraler und auch auf zelluldrer Ebene zeigen, dass
Betv 1 der Ausloser fiir die Sensibilisierung auf Apig1 ist, weshalb sowohl
Api g 1.01, als auch Bet v 1 ein oder mehrere fiir die IgE Bindung relevante Epitope
besitzen miissen. Im Fall von Api g 1.02 scheint dies die P-Loop-Region zu sein,
allerdings ist nur ein geringer Anteil der Sellerieallergiker auf diese Isoform
sensibilisiert, weshalb die Relevanz dieses Epitops fiir die Sellerieallergie und die
Kreuzreaktivitit zu Bet v 1 eher gering ist®®. Weitere IgE Epitope, welche fiir die
Kreuzreaktion zu Bet v 1 relevant sein konnen, sind die Regionen um AS 109-126
auf Api g 1.01"*¢ und die um AS 28 auf Pru av 1'¥’. Da beide Api g 1 Isoformen an
AS-Position 28 und auch in deren Umgebung kaum Ahnlichkeit zu Betv1
aufweisen, ist die Wahrscheinlichkeit, dass dieses Epitop auch fiir Sellerie eine
Rolle spielt eher gering. Mittels Verwendung rekombinanter humanisierter
monoklonaler Antikérper, welche aus Sequenzinformationen von peripheren
mononucledren Blutzellen von Allergikern gewonnen wurden, konnten Hecker et
al.’®® zeigen, dass die C-terminale Helixstruktur der PR10-Proteine im Bereich um

die Aminosiduren 132-154 und insbesondere die Position 149 eine entscheidende
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Rolle an der Kreuzreaktivitit zwischen Betv1l und Mald1 spielt. Auf
Aminosaureebene zeigen Betv 1l und die Apig 1-Isoformen keine sehr grofien
Sequenzidentititen in dieser Region, jedoch ware es moglich, dass auf der Ebene
der 3D-Struktur einige der ibereinstimmenden Aminosduren einen wichtigen
Anteil an IgE-bindenden Epitopen haben. Kiirzlichen haben Berkner et al.’*® ein
Modellprotein, die Noroclaurine Synthase (NCS), veroffentlicht, das eine Betv 1
homologe Oberflachenstruktur aufweist, aber kein Bet v 1 reaktives IgE bindet.
Mittels diverser Aminosaureaustausche haben sie gezielt Epitopveranderungen in
NCS eingebaut, so dass eine NCS-Variante mit Bet v 1 spezifischem IgE aus dem
Serum von Birkenpollenallergikern reagiert. Dadurch konnten sie fiir Bet v1 den
Bereich um Aminosaure 55 als ein wichtiges IgE-bindendes Epitop indentifizieren,
welches aber nur eine schwache Kreuzreaktion mit Apig1.01 und Dauc1.01
aufweist. Jedoch konnte genau dieses Modellprotein herangezogen werden, um die
noch nicht aufgekldrten Epitope zu bestimmen, welche einen entscheidenden
Einfluss auf die Kreuzreaktivitit von Betv1l und den homologen Proteinen aus
Sellerie und Karotte haben. Somit hat die Gruppe um Berkner ein geeignetes
Instrument zur Untersuchung von IgE-Epitopen der Bet v1 homologen Proteine
geschaffen.

Um den Einfluss der Gesamtstruktur auf die IgE-Bindung zu untersuchen, wurden
neben der Betv 1 dhnlichen Mutante Api g 1.01K**E, von beiden Isoformen auch
Mutanten mit zerstorter Struktur hergestellt. Fiir die Hauptallergene aus Apfel und
Kirsche, Mald 1 bzw. Pruav 1 ist bereits beschrieben, dass ein Austausch der
Aminosaure an Position 111 nach Prolin zu einem nahezu kompletten Verlust der
IgE-Reaktivitat fithrt, was im Fall von Pru av 1 auf eine zerstorte Sekundarstruktur
zurlickzufiihren ist”*'*, Aus diesem Grund wurde auch bei den beiden Api g 1-
[soformen an Aminosdureposition 111 ein Austausch zu Prolin durchgefiihrt, so
dass diese eine zerstorte Struktur aufweisen sollten. Im Fall von Api g 1.02C'!'P
war dies erfolgreich, da das rekombinante Protein im CD-Spektrum eine zerstorte
Sekundéarstruktur zeigte. Die Mutante Apig 1.01S'P hingegen enthielt noch
Anteile an intakten Sekundarstrukturen (Abb. 5.14). Trotzdem konnte fiir diese
Mutante eine eindeutig reduzierte IgE-Bindung im Vergleich zu Api g 1.01 gezeigt
werden, was durch eine destabilisierte Sekundarstruktur, die Api g 1.01S'!P in der

Denaturierungskurve zeigte (Abb. 5.15), zu erklaren ist.
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Der Austausch von C!*P in Api g 1.02 hingegen hat keinen statistisch signifikanten
Effekt auf die IgE-Bindungskapazitiat dieser Mutante im Vergleich zum Wildtyp-
Protein Api g 1.02. Dieses Ergebnis ergab sich sowohl in der indirekten Messung
der IgE-Bindung, als auch in IgE-Inhibitionsexperimenten (Abb. 5.16 bis 5.18). Die
Patientengruppe der Sellerieallergiker mit einer Monosensibilisierung auf
Apig1.01 wies keine IgE-Reaktivitit auf eine der beiden Prolinmutanten
(Apig 1.01S'P und Apig 1.02C!'P) (Tab. 18) auf und es konnte auch keine
relevante Inhibition der IgE-Bindung mit einer der beiden Mutanten an Api g 1.01
als Festphasenantigen nachgewiesen werden (Abb. 5.18a). Wurden Seren von
Sellerieallergikern eingesetzt, welche auf beide Api g1 Isoformen sensibilisiert
waren, so zeigten Apig1.01S'P und Apig 1.02C!1P eine partielle Inhibition,
wenn Api g 1.01 an die Festphase gekoppelt war (Abb. 5.18b). Des Weiteren ist die
Prolinmutante von Apig1.02 in der Lage die IgE-Bindung an Apig1.02 als
Festphasenantigen komplett zu inhibieren, allerdings war die Eigeninhibition mit
dem wildtyp Protein um ein 20-faches stiarker, als die Inhibition mit der
ungefalteten Mutante (Abb. 5.18c). Dieser Sachverhalt ldsst sich, wie fiir die
Prolinmutante von Apig1.01, mit den strukturellen Daten, die mittels CD-
Spektroskopie gewonnen wurden erklaren.

Api g 1.02C''P zeigt nach Aufnahme eines CD-Spektrums (Abb. 5.13) eine typische
Kurve, welche fur Proteine mit zerstorter Sekundarstruktur beschrieben sind. Die
IgE-Bindung und die inhibitorische Wirkung bleiben allerdings trotz dieser
strukturellen Veranderung fast komplett unverdandert gegeniiber der Wildtyp-
[soform. Moglich wire, dass das gereinigte Material mit minimalen Mengen an
gefaltetem Protein verunreinigt war. Husslik et al. haben den Einfluss von Anteilen
einer ungefalteten Bet v 1-Variante in einem Gemisch mit Bet v 1 auf dessen CD-
Spektrum, IgG- und IgE-Bindung systematisch untersucht'*. Sie konnten zeigen,
dass bereits bei einem Verhaltnis von 20% gefaltetem Protein zu 80% ungefaltetem
Material die Kurve der mittleren residualen Elliptizitat nahezu identisch ist mit der,
der 100% ungefalteten Bet v 1-Variante. Somit kann das Vorhandensein von, im
CD-Spektrum kaum detektierbaren, transienten, intakten Sekundarstrukturen
nicht ausgeschlossen werden. Ein weiterer Grund fiir die bestehende IgE-
Reaktivitit von Apig 1.02C'''P kénnte sein, dass Apig 1.02 Sequenzepitope

besitzt, die durch die Zerstérung der Sekundarstruktur nicht beeinflusst werden.
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Bisher sind einige lineare Epitope auf Nahrungsmittelallergenen beschrieben,
allerdings wird die Relevanz solcher Sequenzepitope in der Literatur sehr
kontrovers diskutiert und man nimmt an, dass lineare IgE bindende Strukturen
eher an der Bildung von diskontinuierlichen Epitopen beteiligt sind, als dass sie ein
eigenes Epitop ausbilden konnen'*"'**, Im Fall von Apig 1.02 konnte also der
Bereich um AS 111 eine Rolle bei der Ausbildung eines IgE Epitops spielen,
welches auch Betv 1 spezifische IgE Antikérper binden kann, wie es bereits fiir
Betv1l und Mald1 beschrieben ist'*'*. Aus diesem Grund wiren weitere

Untersuchungen in Folgeexperimenten interessant.

6.2.2 Auswirkung der Mutagenese von Dauc1 auf dessen IgE-

Bindungseigenschaften

Neben Untersuchungen des Einflusses von Mutation und Oligomerisierung des
Hauptallergens von Karotte, Dau c 1 auf dessen Struktur, war ein weiteres Ziel
dieser Studie die Evaluierung ob Zerstérung der Struktur, die Oligomerisierung
oder die Verwendung oligomerisierter Allergene mit nicht intakten Strukturen ein
besseres Werkzeug zur Herstellung hypoallergener Varianten dieser Allergene
sind. Bisher veroffentlichte Studien zur Oligomerisierung von Bet v 1'**!*¢ haben
berichtet, dass dies eine Strategie zur Herstellung von hypoallergenen Proteinen
darstellt. Da in diesen Konstrukten, sofern diese nach der Oligomerisierung eine
intakte Struktur aufweisen, die T- und B-Zell-Epitope aufrecht erhalten bleiben,
zeigen diese nach wie vor eine IgE-Bindung mit Seren von Birkenpollenallergikern.
Gleiches konnte in dieser Arbeit fiir des Fusionsproteins aus den beiden Dau-c-1-
Isoformen gezeigt werden. IgE-Antikorperreaktivitaten, gemessen mittels EAST (s.
4.3.3) mit Seren von Karottenallergikern, korrelieren sehr gut mit den Ergebnissen
der Sekundarstrukturanalysen mittels CD-Spektroskopie (Kap. 4.2.6, Abb. 5.15).
Strukturell intakte und gefaltete Proteine, wie die beiden Dau c 1 Isoformen, das
Dau c 1-Fusionsprotein und das -Trimer zeigen IgE-Reaktivitat mit den Seren der
Karottenallergikern. Im Fall des Dimers ist die Reaktivitat im Vergleich zur Mixtur
der Einzelallergene sogar leicht erhoht, was durch Einzeichnen der Kurve nach
linearer Regression (r=0,87) gut veranschaulicht wird. Vor allem im Bereich

kleiner 5kU/ml verschiebt sich die Kurve in Richtung des Fusionsproteins (Abb.
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5.19). Gerade erhohte IgE-Bindungsaktivititen sind fiir die Immuntherapie
negative Effekte, da dadurch mit unerwiinschten Nebenwirkungen bei der
Verabreichung des Therapeutikums zu rechnen ist. Dahingegen zeigen die
ungefalteten Dau-c-1-'"'P-Mutanten nur noch geringe bis keine IgE-
Bindungskapazitit mehr, was fiir die Verwendung als hypoallergenes
Therapeutikum spricht, da hier die unerwiinschten Nebenwirkungen durch IgE
vermittelte Ausschiittung von Mediatoren ausgeschlossen ist. Allerdings muss fiir
solche Proteine eine funktionierende Aktivierung des Immunsystems, die Bildung
einer Tyl-Immunantwort und Induktion von blockierenden IgG-Antikérpern
nachgewiesen werden.

Mutationen an Position 111 zur Aminosiure Prolin, wie auch in dieser Studie fiir
Api g 1 und Dau c 1 eingefiihrt, sind bereits fiir Bet v 1 und einige Bet v 1 homologe
Proteine, als eine fiir die Faltung kritische Position beschrieben worden®”'**!**, [n
der Literatur wird die Verwendung von Allergenen mit zerstorter Struktur als
hypoallergenes Protein kontrovers diskutiert, da diese nicht in der Lage sein sollen
sogenannte blockierende IgG Antikdrper zu induzieren, welche die Allergen-
induzierte-Histaminausschiittung von Basophilen verhindern koénnen'*. Aus
diesem Grund verfolgen einige Studien die Strategie Molekiile zu erzeugen, deren
Oberflachenstruktur erhalten, die allergene Aktivitdt allerdings reduziert ist. Es
scheint jedoch schwer zu sein, solche hypoallergenen Proteine herzustellen, welche
in der Lage sind blockierende IgG Antikorper auf korrekt gefaltete Allergene zu
induzieren, die gleichzeitig aber auch eine reduzierte IgE-Bindungskapazitit
aufweisen, um eventuelle Nebenwirkungen bei der spezifischen Immuntherapie zu
umgehen.

In einer Studie von Holm et al.'*® wurden Betv 1 Mutanten mit 4 (N28T, K32Q,
E45S, P108G) oder neun Mutationen (Y5V, E42S, E45S, N78K, K103V, K123],
K134E, D156H, +160N) hergestellt, welche eine komplett intakte
Oberflachenstruktur besitzen. Diese zeigen im Vergleich zum unmutierten Bet v 1
allerdings nur eine leicht reduzierte IgE-Bindungskapazitat. Da diese Mutanten
aber eine gute Induktion von blockierenden IgG-Antikoérpern aufweisen, werden
sie von Holm et al. als ein geeigneter Kompromiss zwischen erniedrigter IgE-
Bindung, bei gleichzeitiger intakter Fahigkeit zur Stimulation des Immunsystems,

IgG Antikorper zu induzieren, angesehen.
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Zwei weitere Studien'*'*°, die Mutationen an Bet v 1 und dem homologen Allergen
aus Apfel, Mal d 1, untersuchen, legen nahe, dass lediglich 6 Aminosaurepositionen
(T10P, F30V, S57N, S112C, [113V, D125) fiir Bet v1 und 5 fiir Mald 1 (T10P, [30V,
T57N, T112C, 1113V) mafigeblich fiir die IgE-Antikdrperbindung verantwortlich
sind. Auch hier zeigen die strukturell intakten Mutanten eine leichte, bei manchen
Patienten auch starke Reduktion der IgE-Bindung. Bolhar et al.'®?, die erstmals
diese 5-fach Mutante von Mald 1 untersucht haben, konnten jedoch nur eine
schwache Reduktion der IgE-Bindung im Immunoblot nachweisen, wohingegen in
Skin-Prick-Test Untersuchungen 13 von 14 Patienten, welche alle positiv auf das
wildtyp Mal d 1 reagierten, keine Reaktion auf das 5-fach mutierte Mal d 1 gezeigt
haben. Dies lasst darauf schlief3en, dass zum einen die IgE-Bindung an die Mutante
sehr stark von der IgE-Antwort des einzelnen Patienten abhangt. Ferner scheinen
zwischen in vitro und in vivo Untersuchungen relevante Unterschiede zu bestehen.

Fiir ein anderes Bet v 1 homologes Allergen aus Kirsche, Pru av 1, wurden ebenfalls
Mutationsstudien durchgefiihrt, um relevante IgE-bindende Epitope zu bestimmen.

Hier konnten Wiche et al.'®’

zeigen, dass, bei intakter Faltung der Pru-av-1-
Mutante, die beiden Mutationen an den Aminosaurepositionen N**K und P'*®A die
allergene Potenz zwar erniedrigen aber nicht komplett aufheben. In
Vorexperimenten in unserem Labor mit den veranderten Dau c 1 Allergenen wurde
die durch diese Proteine induzierte Histaminausschiittung in vitro mit Basophilen
von Karottenallergikern gemessen. Auch hier wurde bereits gezeigt, dass die
Oligomerisierung allein, die allergene Potenz nicht herabsetzt, wohingegen die
strukturell veranderten Monomere und Dimere eine bis zu 1000fach reduzierte
biologische Aktivitit aufwiesen (Daten nicht gezeigt, °°) Zusammenfassend zeigen
all diese Studien, dass Allergenvarianten, mit zum Teil mehreren Mutationen, keine
idealen Kandidaten fiir eine Immuntherapie darstellen, wenn deren Struktur
weiterhin intakt ist, da dadurch in allen hier gezeigten Fallen die allergene Potenz
der Proteine nicht komplett aufgehoben war. Durch die polyklonalitdt der IgE-
Antworten und die individuellen IgE-Antworten von Allergikern, scheint es sehr
schwer zu sein ein Allergen mittels Mutation in eine hypoallergene Variante zu
verandern, so dass eine komplette Aufhebung der IgE-Bindung von Seren

allergischer Patienten mit diesen Proteinen erfolgt. Allerdings haben all diese
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Studien einen grofden Beitrag zum Verstdndnis der Allergenitiat von Proteinen auf
molekularer Ebene geleistet.

Proteine mit zerstorter Struktur, wie sie hier in der Studie verwendet wurden,
scheinen somit besser geeignete Kandidaten fiir eine Immuntherapie zu sein, da
hier durch die aufgehobenen IgE-Bindungseigenschaften kaum allergene Potenz
vorhanden ist und somit auch keine allergischen Nebenreaktionen bei der
Therapie zu erwarten sind. Durch die Zerstorung der Struktur besteht allerdings
auch immer die Gefahr, dass die fiir die Immuntherapie wichtige Erhaltung der T-
Zell-Reaktivitat aufgehoben wird. Hier ist sicher von Vorteil, wenn die Zerstérung
der Allergenstruktur durch moéglichst wenige Mutationen hervorgerufen werden,
damit eventuell wichtige lineare T-Zell-Epitope erhalten bleiben. Solche
veranderten Allergen werden bereits in der SIT in Form von Allergoiden
angewandt. Hierbei handelt es sich um chemisch modifizierte Allergenextrakte, bei
denen die Allergene durch Glutaraldehyd polymerisiert werden. Auch hier sind die
B-Zell Epitope reduziert, die T-Zell Epitope aber bleiben erhalten”.

Ein anderer Ansatz der Immuntherapie mittels Induktion von blockierenden
Antikorpern wurde im letzten Jahr von Focke-Tejkl et al. beschrieben®'*%, Im
Gegensatz zur bisher herrschenden Meinung, wurde hier auf die Erhaltung von
linearen T-Zell-Epitopen verzichtet. Die hypoallergenen Peptide der wichtigsten
Graspollenallergene mit reduzierter T-Zell Aktivitat, wurden in diesem Fall mit
einem nicht allergenen Tragermolekiile, der PreS-Domane des Hepatitis B Virus,
gekoppelt. Dieses, als Peptid-Trager-Technologie bezeichnete Verfahren, wurde
bereits erfolgreich zur Herstellung von sicheren und effektiven Hepatitis B
Vakzinen verwendet. Die PreS Domane soll hier der Stimulierung von T-Zellen zur
Bildung von blockierenden allergen-spezifische IgG Antikorper dienen. Obwohl
keine T-Zell-Aktivitit der eingesetzten Allergenpeptide mehr vorlag, konnten die
Autoren in vivo, nach Immunsierung von Mausen mit dem PreS-Peptid-Komplex
eine eindeutige Bildung allergen-spezifischer blockierender IgG Antikérper
nachweisen.

Somit ist neben der Erhaltung der T-Zell Reaktivitit auch die Verwendung von T-
Zell stimulierenden Tragermolekiilen zur Generierung hypoallergener Molekiile fiir
die spezifische Immuntherapie moglich. Wichtig ist allerdings, dass die

hypoallergenen Molekiile neben der Testung auf ihre nicht vorhandene allergene
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Potenz, auch auf deren Immunogenitat, z.B. wie in dieser Studie in vivo in einem

Tiermodell, zu untersuchen sind.

6.2.3 Immunogenitit von Dau c 1, dessen Isoformen und Mutanten

Fir die Generierung von hypoallergenen Proteinen ist neben der Aufhebung der
allergenen Potenz, die Aufrechterhaltung der Immunogenitit, wie die Induktion
von blockierenden IgG-Antikorpern gegen das native Allergen essentiell. Aus
diesem Grund wurden die in dieser Studie verwendeten Mutanten und Dimere des
Hauptallergens aus Karotte, Dau c1, auch in Untersuchungen im Mausmodell
eingesetzt. Dazu wurden BALB/c-Mause 6 mal im zwei Wochenintervall mit
verschiedenen Dosen (0,01pg, 0,1pug und 1pg pro Dosis und Maus) aller
hergestellten rekombinanten Dauc1 Proteine (Tab. 17), bis auf das Trimer,
immunisiert. Die Seren der finalen Blutentnahmen wurden auf serologische
Parameter, wie die Antikérperinduktion untersucht. Gerade im Hinblick auf die
Induktion von blockierenden IgG-Antikérpern, konnte gezeigt werden, dass auch
die ™'P-Mutanten, trotz zerstorter Struktur immer noch in der Lage sind IgG-
Antikérper zu induzieren, welche mit den nativen Proteinen eine Bindung
eingehen konnen. Das Bindungsverhalten dieser IgG-Antikoérper an die wildtyp-
Allergene in einem indirekten ELISA-System gemessen, ergibt ein vergleichbares
Bild, wie die Bindung, der von den Wildtyp-Proteinen Dau ¢ 1.01 und Dau c 1.02
induziert IgG-Antikorper (s. Abb. 5.20). Es zeigte sich auf3erdem, dass eine Fusion
der Proteine sich positiv auf die Immunogenitat auswirkt. Sogar die niedrigste
Dosis (0,01pg) des mutierten Fusionsproteins loste ein gute Immunantwort gegen
alle verwendeten Proteine aus (s. Abb. 5.21H). Anhand der hier erhaltenen Daten,
sollte das Dimer den Monomeren vorgezogen werden, da die Dimerisierung einen
positiven Effekt auf die Inmunogenitit, gerade bei niedrigen verabreichten Dosen
hat. Ein weiterer beabsichtigter Vorteil der Verwendung des Dimers ist, dass dieses
beide Dau-c-1-Isoformen, Dauc 1.01 und Dauc 1.02, in einem Therapeutikum
kombiniert und somit auch das T-Zell-Epitop Repertoire beider Isoformen
beinhaltet.

Zur Uberpriifung, ob die mittels mutierten Proteinen induzierten IgG-Antikorper in

der Lage sind, mit humanen IgE-Antikérpern um die Bindungsstellen auf den
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Dau c 1 Allergenen zu konkurrieren, wurden Inhibitionsstudien mit den Mausseren
und Seren von Karottenallergikern durchgefiihrt (s. Kap. 4.3.2). Die Ergebnisse
zeigen eindeutig, dass die Antikorper, welche gegen die mutierten Proteine
gebildet wurden, ebenso in der Lage waren die IgE-Antikérperbindung an die
Wildtyp-Isoformen Dauc 1.01 und 1.02 zu inhibieren, wie jene, die durch die
Wildtyp-Proteine gebildet wurden (Abb. 5.21). Dies ist ein Hinweis darauf, dass
doch ein erheblicher Anteil der mittels mutierter Proteine induzierten IgG-
Antikoérper an die native Form von Dau c 1 bindet und somit Bereiche auf dem
Molekiil erkennen, die auch von humanem IgE als Bindungsstellen erkannt werden.
In diesem Zusammenhang stellt sich die Frage, warum fehlerhaft gefaltete Proteine
in der Lage sind Antikorper hervorzurufen, welche an native Allergen binden
konnen. Eine mogliche Erklarung wiare, dass vor allem das mutierte Fusionsprotein
noch Anteile an intakten Sekundarstrukturen (Abb. 5.15) aufwies. Gerade fiir das
Fusionsprotein kann nicht komplett ausgeschlossen werden, dass dies der Fall ist.
Eine weitere Erklarung ist, dass fiir die Induktion von kreuzreaktiven IgG-
Antikérpern sequentielle Epitope verantwortlich sind, die durch die Mutation an
Aminosaureposition 111 nicht beeinflusst werden. Diese Hypothese jedoch miisste
dahingehend untersucht werden, dass die Epitope, welche von den in den Mdusen
gebildeten Antikoérper erkannt werden, auch von Seren von Karottenallergikern
gebunden werden, welche sich einer Immuntherapie mit Karottenallergenen
unterzogen haben. Ein geeigneter Ansatz fiir eine detailgenaue Untersuchung,
welche Epitope genau von den Mausseren im Vergleich zu den Seren von
Karottenallergikern erkannt werden, ware z.B. der Einsatz einer Phage-Display-
Libary, wie sie von Mittag et al. erfolgreich fiir die Charakterisierung von
Konformationsepitopen auf Bet v 1 und homologe Proteine eingesetzt wurde'*>.

Ein weiteres wichtiges Kriterium der Verwendung von hypoallergenen Proteinen
ist neben der erfolgreichen Induktion von blockierenden Antikérpern und der
geringen IgE-Bindungskapazitat in vitro die Ausbildung einer Ty1l-Immunantwort
auf das Therapeutikum in vivo. Dies bedeutet, dass das Hypoallergen moglichst
selber keine IgE-Antikorperbildung induziert. Aus diesem Grund wurde neben der
Induktion von IgG auch der Gehalt an gebildetem Dau c1 spezifischem IgE
gemessen. Werden BALB/c Mduse in Gegenwart von Alum immunisiert, so bilden

diese in der Regel IgE-Antikorper gegen das Immunogen, es kann also von einem
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Milieu ausgegangen werden, wie es auch in einem Allergiker vorliegt. Inmunisiert
man die Miuse mit den nativen Isoformen von Dau c 1, oder dem nicht mutierten
Fusionsprotein aus den beiden Isoformen, so werden mit diesen Proteinen auch
bei niedrigen Dosen von 0,01pg/ml IgE-Antikérper auf das entsprechende Antigen
gebildet (Abb. 5.22A, B, E). Die mutierten Allergene hingegen zeigten unter diesen
Bedingungen nur in hohen Immunisierungsdosen eine Induktion von IgE-
Antikorpern. Bei der niedrigen Dosis von 0,01pg/ml war nur noch eine geringe
Mediatorfreisetzung bei Verwendung dieser Seren messbar, was darauf schlieféen
lasst, dass kaum IgE in den Seren vorhanden ist, welches mit dem Immunogen eine
Reaktion eingehen kann (Abb. 5.22C, D, F). Dies entspricht der Dosis, bei der die
IgG-Bildung des mutierten Fusionsproteins noch ausreichend hoch war. Wichtig fiir
die Immuntherapie ist, dass eventuell gebildete IgE-Antikorper nicht mit den
natiirlichen Proteinen kreuzreagieren. Untersuchungen der Reaktivitat der auf die
mutierten Proteine gebildeten IgE-Antikorper (Immunisierungsdosis 1ug/ml) mit
den Wildtyp-Proteinen zeigen, dass nur dann eine Mediatorfreisetzung messbar
ist, wenn diese Seren, in hoheren Konzentrationen im RBL-Test eingesetzt werden
(Abb. 5.23). Da vor allem bei Nahrungsmittelallergien die Nebenwirkungen einer
Immuntherapie mit dem auslésenden Agens, wie sie erfolgreich fiir

7677 sehr hoch sind, ist

Bienengiftallergie, oder auch Graspollen, angewandt werden
die Therapie mit einem hypoallergenen Protein, das nicht in der Lage ist mit dem
IgE des natiirlich vorkommenden Allergens kreuz zu reagieren und auch selber
nicht in der Lage ist IgE zu bilden, von Vorteil.

Schlussfolgernd lasst sich zu den in vivo Ergebnissen mit den Karottenallergenen
sagen, dass die wildtyp-Isoformen und das Fusionsprotein in der Lage waren IgG-
Antikorper gegen alle Dau c 1 Proteine zu bilden. Im Vergleich zu den Monomeren,
waren das Wildtyp- und das mutierte Fusionsprotein stirkere Immunogene, als die
Monomere, da bei ihnen auch die niedrigen Dosen von 0,01pg zur Induktion von
spezifischen IgG-Antikérpern auf alle Dau c 1 Isoformen gefiihrt hat, was bei den
Monomeren nur bei der hohen Dosis der Fall war. Weiterhin enthielten alle
Mausseren, egal ob sie mit Dau-c-1-Wildtyp, -Mutante oder -Dimer immunisiert
wurden, IgG-Antikorper, die spezifisch fiir Epitope der humanen IgE-Bindung an

Dau c 1 waren. Dies weifdt darauf hin, dass ungefaltete Antigene in niedrigen Dosen

blockierende Antikérper induzieren konnen, aber keine IgE-Antikorper bilden.
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Somit ist die Zerstorung der nativen Struktur von Allergenen durch Einfiihrung
moglichst weniger Mutationen eine bessere Strategie zur Entwicklung neuer
Reagenzien fiir die klassische Immuntherapie, als die Oligomerisierung von

Wildtyp-Proteinen.

6.3 Ausblick

In dieser Arbeit sollte der Einfluss struktureller Veranderungen an Allergenen am
Beispiel von Sellerie und Karotte auf deren allergenes Potential und
Immunogenitdt untersucht werden. Es konnte gezeigt werden, dass gerade die
Aufhebung der Struktur mittels der Einfiihrung eines Prolins als Strukturbrecher
an Aminosdureposition 111, ein geeignetes Werkzeug zur Herstellung von
hypoallergenen Mutanten fiir die Immuntherapie darstellen kann. Fir das
Hauptallergen aus Karotte Dauc1 konnte bereits gezeigt werden, dass diese
Proteine nicht nur eine geringere IgE-Bindungskapazitat aufweisen, sondern auch
in vivo, alle Voraussetzungen fiir ein geeignetes Therapeutikum mitbringen, indem
sie blockierende Antikdrper induzieren, selber aber nur noch eine sehr geringe
IgE-Bildung auslosen. Fiir das Hauptallergen aus Sellerie Api g 1 missten solche in
vivo Mausversuche noch erfolgen, um eine bessere Aussage beziiglich deren
Immunogenitdt machen zu kénnen.

Fiir Dauc1 wurde weiterhin gezeigt, dass eine Dimerisierung der mutierten
Isoformen die Effekte beziiglich der Inmunogenitit verstarkt. Da inzwischen noch
eine dritte Isoform Dauc 1.03 fiir das Hauptallergen aus Karotte beschrieben
ist® wire zu Uberlegen, ob ein Trimer aus allen drei Isoformen die therapeutischen
Effekte noch besser abdecken konnte. Auch fiir das Hauptallergen aus Sellerie sind
bisher zwei Isoformen Apig 1.01 und 1.02 beschrieben, so dass auch hier ein
Fusionsprotein aus den beiden mutieren Isoformen denkbar ware. Da die
Homologie und Kreuzreaktivitat zwischen den Hauptallergenen von Karotte und
Sellerie sehr hoch sind, ist zu erwarten, dass fiir in vivo Studien mit Api g 1 dhnliche
Ergebnisse wie in dieser Studie fiir Karotte erhalten werden konnten. Interessant
ware auch, ob die durch das mutierte Fusionsprotein gebildeten blockierenden

IgG-Antikorper vielleicht sogar mit humanen IgE-Antikérpern aus Serum von
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Sellerieallergikern kreuzreagieren und somit nur eines dieser hypoallergenen
Proteine notig ist, um damit Allergien auf homologe Proteine zu therapieren ***..
Um moglichst viele Betv1l homologe Proteine in einem Therapeutikum
abzudecken, ware es auch denkbar ein multimeres Protein aus verschiedenen
Allergenen herzustellen. Da das mutierte Dimer aus den beiden Dau c 1 Isoformen
blockierende Antikorper gegen beide Isoformen bildet, ware es durchaus moglich
ein Multimer aus diversen Bet v 1 homologen Proteinen unterschiedlicher Spezies,
wie Pollen, Gemiise und Obst, z.B. Bet v 1 (Birke), Dau c 1 (Karotte), Mal d 1 (Apfel),
Pruav 1 (Kirsche) und Prup 1 (Pfirsich) herzustellen. Ein dhnliches Protein, bei
dem niedrig IgE-bindende Epitope von Betv1l und den Betv1 ahnlichen
Allergenen aus Haselnuss (Cor a 1), Erle (Aln g 1), Hainbuche (Carb 1) und der
weifden Eiche (Que a 1) zu einem Molekiil zusammen gesetzt sind, was exakt die
gleiche Aminosdureldange, eine vergleichbare Sekundarstruktur und den selben
hydrodynamischen Radius wie Betv 1 aufweist, haben Pichler et al.'** bereits
naher untersucht. Sie haben dieses Molekiil ebenfalls mit einer Faltungsvariante
verglichen, die eine verdnderte Sekundarstruktur mit einem hoéheren Anteil an
ungeordneter Struktur aufweist. Mittels der Verwendung eines prophylaktischen
Mausmodells konnten sie zeigen, dass beide Molekiile in der Lage waren vor einer
Allergie gegen die wildtyp Allergene zu schiitzen. Vor allem die erhéhte Sicherheit
bei Verwendung der niedrig IgE-bindenden Faltungsvariante unterstreicht das
klinische Potential solcher Proteine als mogliche Vakzinkandidaten.

Fiir bessere Einschitzungen der therapeutischen Wirkung eines solchen
hypoallergenen Proteins sind aber in vivo Studien notig, die iiber die hier
durchgefiihrten Versuche hinausgehen. Denkbar ware ein Modell, wie es Burggraf
et al. ©*° fiir Nahrungsmittelinduzierte intestinale Allergien veréffentlicht haben,
welches um die prophylaktische und therapeutische Wirkung von Vakzinen
erweitert wird.

Weiterhin sind auch Studien mit Zellen von allergischen Patienten denkbar, um die
immunologischen Parameter, wie Zytokine, solcher Therapeutika auch im
humanen System zu untersuchen.

Um endgiiltige Aussagen iber solche Therapeutika zu machen sind allerdings
klinische Priifungen an allergischen Patienten nétig, was in Deutschland aber nur

mit Proteinen moglich ist, die unter kontrollierten (GMP engl. ,good manufacturing
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practice”) Bedingungen hergestellt wurden, also einem Mafdstab, wie er in einem

Forschungslabor nicht moglich ist.
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7 Zusammenfassung

Eine spezifische Immuntherapie der Allergie, wie sie fiir die Pollen- und
Bienengiftallergie angewandt wird, ist fiir Nahrungsmittelallergien wegen des
hohen Risikos lebensbedrohlicher Nebenwirkungen und fehlender Wirksamkeit
nicht etabliert. Somit bleibt vielen Nahrungsmittelallergikern nur die Vermeidung
der allergieauslosenden Lebensmittel zur Pravention allergischer Reaktionen.
Neuartige Ansatze zur Immuntherapie von Allergien beschreiben unter anderem
die Verwendung sogenannter hypoallergener Proteine. Diese sind meist Allergene,
deren Struktur dahingehend verdndert wurde, dass sie trotz intakter
Immunogenitit eine reduzierte IgE-Bindungseigenschaft und damit eine
verminderte Allergenitit aufweisen. Studien am Hauptallergen der Birke haben
gezeigt, dass sowohl die Mutation von IgE relevanten Epitopen, als auch
Multimerisierungen der Birkenpollenallergene zu solchen Hypoallergenen fiihren.
Mit dieser Arbeit sollte untersucht werden, inwieweit sich solche gezielten
Mutationen und Oligomerisierungen auf die Hauptallergene von Sellerie und
Karotte libertragen lassen. Ein weiterer Punkt der Studie lag darin, zu untersuchen,
ob Oligomerisierung allein oder in Kombination mit Mutationen einen grofderen
Einfluss auf die immunogenen Eigenschaften bewirkt.

Wichtig fiir die Konzeption hypoallergener Proteine ist das Wissen, um wichtige
IgE bindende Epitope auf Allergenen. Fiir das Hauptallergen aus Birke (Bet v 1) ist
die exponierte P-Loop-Region als wichtiges Epitop beschrieben. Die Sellerieallergie
ist in Mitteleuropa oft auf eine IgE-Kreuzreaktivitit mit Bet v 1 zuriickzufiihren,
weshalb auch das Hauptallergen aus Sellerie (Apig1), von welchem zwei
[soformen beschrieben sind, ndher im Bereich der P-Loop-Region untersucht
wurde. Die in dieser Arbeit als stiarker IgE bindende bestatigte Isoform Api g 1.01
zeigt allerdings genau in dieser Region eine wichtige Abweichung von Betv 1,
weshalb eine Mutante hergestellt wurde, welche in diesem Bereich dem Betv 1
angepasst wurde. Mit Hilfe von IgE-Bindungsstudien konnte gezeigt werden, dass
diese Veranderung zu einer Verstirkung der Bindung von IgE aus Seren von
Birkenpollenallergikern fiihrte, wahrend Seren von Sellerieallergikern, die

ausschliefdlich auf die Isoform Apig1.01 sensibilisiert waren, eher eine
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unverdnderte IgE-Bindung an diese Mutante zeigten. Seren von Patienten, die auf
beide Isoformen sensibilisiert waren, zeigten wie die Birkenpollenallergiker eine
erhohte Reaktivitat auf diese Mutante. Da die zweite Isoform, Api g 1.02, allerdings
nur eine geringe Relevanz bei der Sellerieallergie spielt, kann durch die Ergebnisse
mit dieser Mutante gefolgert werden, dass die P-Loop-Region fiir die
birkenpollenassoziierte Sellerieallergie ein weniger wichtiges IgE-Epitop ist, als fiir
das homologe Birkenpollenallergen. Die gerichtete Mutation der P-Loop-Region
kann somit bei Apig1.01 nicht als Strategie zur Herstellung hypoallergener
Derivate in Betracht gezogen werden. Weiterfithrende Studien beziiglich der

relevanten IgE-Epitope des Hauptallergens aus Sellerie sind demnach notig.

Ein weiterer wichtiger Ansatz zur Herstellung hypoallergener Mutanten ist die
Zerstorung der dreidimensionalen Struktur von allergenen Proteinen, so dass
keine Konformationsepitope mehr vorhanden sind, welche hauptsachlich fiir die
IgE-Bindung verantwortlich sind. In der Regel sind solche Proteine nicht mehr in
der Lage IgE im Patientenserum zu binden, kénnen aber in vivo eine zellulare
Immunogenitat auslosen.

Dazu wurden neben den jeweiligen Isoformen der Hauptallergene von Sellerie
(Api g 1) und Karotte (Dau c 1) auch '""P-Mutanten dieser Proteine rekombinant
hergestellt, welche eine zerstorte Sekundarstruktur aufwiesen. Sowohl fir Sellerie
als auch fiir Karotte, waren die mutierten Proteine nicht mehr in der Lage, die
jeweiligen spezifischen IgE-Antikérper in Patientenserum zu erkennen. Sie wiesen
somit eine reduzierte Allergenitat auf, was sie zu moglichen geeigneten Kandidaten
fur eine Immuntherapie machen. Wichtig fiir einen Mechanismus zur effektiven
Immuntherapie ist aber auch die Induktion von blockierenden IgG-Antikorpern,
welche unter anderem das Allergen binden und somit verhindern, dass es zu einer
Kreuzvernetzung von IgE kommt, welches iiber den FceRI-Rezeptor auf der
Oberflache von Mastzellen gebunden ist. In dieser Studie konnte mittels eines
Mausmodells in vivo gezeigt werden, dass die beiden Isoformen Dau c 1.01 und
Dau c 1.02 des Hauptallergens aus Karotte, welche keine intakten IgE-Epitope
mehr aufwiesen trotzdem noch in der Lage waren solche blockierenden Antikdrper

zu induzieren. Die Funktionalitiat dieser Antikdrper mit IgE um das Allergen zu
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konkurrieren, wurde mittels Inhibition der Bindung von humanem IgE an das
entsprechende Allergen durch Zugabe der entsprechenden Mausseren, welche die
gebildeten IgG Antikorper enthielten, nachgewiesen und war vergleichbar mit der
Inhibitionswirkung von Seren der Mause, die mit den Wildtyp-Allergenen
immunisiert wurden. Wurden Proteine eingesetzt, die nicht nur eine zerstorte
Struktur aufwiesen, sondern auch noch als Dimer der beiden Dau c 1 Isoformen
mit zerstorter Struktur vorlagen (Dauc 1FP'''P), so konnte eine verstirkte
Induktion von blockierenden Antikérpern mit erhohter IgE-Inhibitionswirkung
beobachtet werden. Somit ist die Multimerisierung von Allergenen bei
gleichzeitiger Zerstorung der Struktur ein geeigneter Ansatz zur Herstellung von

hypoallergenen Proteinen.

Da Immuntherapeutika moglichst nicht in der Lage sein sollten allergische
Reaktionen auszulosen, indem sie mit bestehenden IgE-Antikorpern
kreuzreagieren, wurden die hier untersuchten hypoallergenen Proteine auch in
Kreuzreaktivititsstudien eingesetzt. Diese haben gezeigt, dass nur hohe
Immunisierungsdosen zur Induktion von IgE fiihrten, welches mit den Wildtyp-
Allergenen kreuzreaktiv war. Da aber zur Induktion von blockierenden IgG-
Antikdrpern bereits eine geringe Dosis an verandertem Allergen ausreichend war,
ist dies zu vernachlassigen.

Mittels Untersuchungen von IgE-bindenden-Epitopen und gezielter Veranderung
von Allergenen, konnte in dieser Studie gezeigt werden, dass nicht nur die
Zerstorung der Struktur oder die Oligomerisierung von Allergenen, sondern die
Kombination der beiden Methoden eine geeignete Strategie zur Entwicklung neuer
Reagenzien fiir die klassische spezifische Immuntherapie der Lebensmittelallergie

darstellen kann.
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9 Anhang

9.1 Abkiirzungsverzeichnis

APS Ammoniumperoxodisulfat

AS Aminosaurereste

b-ME beta-Mercaptoethanol

bp Basenpaare (engl. ,basepairs®)

BSA Rinderserumalbumin (engl. ,bovine serum albumin®)

CCD kreuzreaktive Kohlenhydratdeterminanten (engl. ,cross-reactive

carbohydrate determinants®)

Da Dalton
DNA Desoxyribonukleinsaure (engl. ,deoxyribonucleic acid)
DBPCFC doppelt verblindete Placebo kontrollierte = Nahrungsmittel-

provokation (engl. ,double blind placebo controlled food challenge®)

dNTPs Desoxyribonukleosidtriphosphate (engl. ,deoxyribonucleotidetri-
phosphates)

EAST Enzymkonjugierter Allergo-Sorbent-Test

ELISA Enzymkonjugierter Immun-Sorbent-Test (engl. ,enzyme linked

immunosorbent assay“)

His-Tag Histidin-Anhang

HRP Meerrettich-Peroxidase (engl. ,horseradish peroxidase®)

IL Interleukin

IFN Interferon

IPTG Isopropylthiogalaktosidase

kDa Kilodalton

LAL Limulus Amdébocyten Lysat

MW Molekulargewicht

Ni-NTA Nickel-Nitrilotriessigsaure (engl. ,nitrilotriacetic acid“)

NMR Kernspinresonanzspektroskopie (engl. ,nuclear magnetic resonance

spectroscopy®)
PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese
PCR Polymerase-Ketten-Reaktion (engl. ,polymerase chain reaction®)

PDB-ID Protein-Datenbank-Identifikationsnummer (www.pdb.org)


http://www.pdb.org/

Anhang

PBS
pNPP
RBL

RNA
mRNA

SDS
TAE-Puffer
Tris

TNF

w/v

Phosphat gepufferte Salzlosung (engl. ,phosphate buffered saline®)

para-Nitrophenylphosphat

Ratten basophile Leukdmiezelllinie (engl. ,rat basophilic leukemia

cellline)

Ribonukleinsdure (engl. ,ribonucleic acid)
Boten-RNA (engl. ,,messenger RNA")
Natriumdodecylsulfat (engl. ,sodium dodecyl sulfate)
Tris-Acetat-EDTA Pufferlosung
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Tumornekrosefaktor

Gewichtseinheit pro Volumen (engl. ,weight per volume*)
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Anhang

9.2 Sequenzen und Plasmidkarten

9.2.1 Sequenzen

61

121

181

241

301

361

421

M G V Q
ATGGGAGTGCAG

Q G F V
CAGGGCTTTGTC

S VvV E I
AGTGTCGAAATC

G G P I
GGTGGCCCGATT

F D Y S
TTTGATTACAGC

H vV V L
CATGTTGTACTA

H T K G
CACACCAAAGGT

T A L F
ACTGCTCTTTTC

T H V L
ACACATGTGTTG

I D V D
ATTGATGTTGAC

K G D G
AAGGGAGATGGT

T T M T
ACCACAATGACC

v I D G
GTGATCGACGGA

v P T A
GTGCCAACTGCT

D A V V
GATGCTGTGGTT

K A L E

E L T S
GAGCTCACCTCC

T VvV L P
ACAGTCCTTCCC

G P G T
GGACCTGGAACC

L R I D
CTTAGAATTGAT

D I L L
GACATCCTCTTG

D G G S
GATGGAGGAAGC

P E E N
CCAGAAGAGAAT

A Y L I

S Vv S A
TCAGTCTCAGCT

K A A P
AAGGCTGCGCCT

L K I I
CTCAAAATTATT

G V N K
GGAGTTAACAAG

G F I E
GGATTTATCGAA

I C K T
ATTTGCAAGACC

I K Y A
ATCAAGTATGCC

A N *

AAGGCTCTCGAG GCCTATCTCATC GCTAATTAA

E K I F
GAGAAAATATTC

G A Y K
GGAGCTTACAAG

T L P D
ACTCTTCCCGAT

E A L T
GAGGCATTGACA

S I E N
TCCATTGAAAAC

T A I F
ACTGCCATCTTT

N E QO N
AATGAGCAGAAC

Abb. 9.1: Sequenz von Api g 1.01 (Acc. No. Z48967); die Positionen K* und S™, welche mutiert
wurden, sind in rot kursiv dargestellt

61

121

181

241

301

361

421

M G V Q
ATGGGTGTCCAA

Q G F L
CAGGGATTTCTC

S VvV E I
AGTGTCGAAATT

E A T E
GAAGCTACTGAA

A Y T Y
GCTTACACTTAC

N E F V
AATGAATTCGTT

N T K G
AACACCAAAGGC

A L A F
GCTCTGGCCTTC

K T VvV V
AAGACCGTGGTT

L D M D
CTTGATATGGAC

L E G D
CTTGAGGGCGAT

Y T T M
TATACCACCATG

T T I G
ACCACCATCGGA

v v P T
GTTGTGCCAACC

D A V L
GACGCTGTGCTC

K A V E

E A P S
GAGGCTCCTTCT

T Vv F P
ACTGTTTTTCCT

G G V G
GGTGGCGTTGGA

K QO K V
AAGCAAAAGGTG

G D I L
GGCGACATTTTG

D G G C
GACGGAGGTTGC

P E D K
CCCGAAGACAAG

A Y L L

T Vv S A
ACCGTGTCTGCG

K v L P
AAAGTTCTTCCT

T VvV K L
ACCGTCAAGCTC

D v I D
GATGTGATTGAC

v D V L
GTGGACGTACTC

I V K N
ATAGTGAAGAAC

I K E A
ATCAAGGAAGCT

A N L Q

E K M Y
GAGAAAATGTAT

Q L I K
CAGCTTATCAAG

vV H L G
GTCCATCTTGGC

K A G L
AAGGCTGGATTG

E S V V
GAGTCAGTGGTG

T T I Y
ACCACCATTTAC

T E K S
ACTGAGAAGTCT

F L A *

AAAGCTGTTGAA GCTTACCTCCTA GCAAACTTGCAG TTTCTTGCTTGA

Abb. 9.2: Sequenz von Api g 1.02 (Acc. No. Z75662); die Position C''!, welche mutiert wurde, ist
in rot kursiv dargestellt
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61

121

181

241

301

361

421

M G A Q
ATGGGTGCCCAG

S G I V
AGCGGCATTGTC

S VvV D V
AGTGTCGATGTT

G s P I
GGTAGCCCGATC

Y D s T
TACGACTCCACC

H L VvV V
CATCTTGTCGTT

H T K G
CACACTAAAGGT

T A L F
ACTGCTCTTTTC

S H S L
AGCCATTCACTC

L D V D
CTTGATGTTGAT

K G D G
AAAGGAGATGGT

T S M T
ACCTCAATGACG

v I D G
GTTATTGATGGA

v P T A
GTGCCAACTGCT

D A V V
GATGCCGTCGTT

K A I E
AAGGCTATTGAG

E I T S
GAGATCACTTCT

T v I P
ACAGTTATCCCC

G A G T
GGAGCTGGGACC

v R T D
GTTAGAACTGAT

D I L L
GACATCCTTTTA

D G G S
GATGGGGGTAGC

P E E N
CCTGAAGAGAAC

A Y L I
GCCTACCTCATT

s VvV S A
TCCGTCTCAGCA

K A A P
AAGGCTGCCCCT

v R I I
GTCAGAATTATC

A V N K
GCAGTCAACAAG

G F I E
GGCTTCATCGAA

I T K T
ATTACCAAGACC

I K F A
ATCAAGTTTGCC

A N *
GCTAATTAA

E K I F
GAGAAAATATTC

G A Y K
GGAGCTTACAAG

T L P E
ACCCTTCCCGAA

E A L T
GAGGCCTTGACA

s I E T
TCCATTGAAACC

T A I F
ACGGCCATATTC

D E Q N
GATGAGCAGAAC

Abb. 9.3: Sequenz von Dau ¢ 1.0104 (Acc. No. Z81362); die Position S, welche mutiert wurde,
ist in rot kursiv dargestellt

61

121

181

241

301

361

421

M G V Q
ATGGGTGTCCAA

Q G F L
CAGGGATTTCTC
S VvV E I
AGTGTCGAGATT
E A T E
GAAGCAACTGAA
G Y T Y
GGCTACACCTAC
N QO F V
AATCAATTCGTT
N T K G
AACACCAAAGGC
A L A F
GCCCTGGCCTTC

K T E V
AAGACTGAGGTT

L D M D
CTTGATATGGAC
L E G D
CTTGAGGGCGAT
Y T T M
TATACCACAATG
T T I G
ACCACCATCGGA
v v P T
GTTGTGCCAACA
D A V L
GATGCTGTGCTC
K A V E
AAAGCTGTTGAG

E A P S
GAGGCTCCTTCC

T Vv F P
ACTGTTTTCCCC
G G V G
GGTGGTGTTGGA
K QO K V
AAGCAAAAGGTA
G D I L
GGTGACATCCTC
D G G C
GATGGAGGCTGC
P E D K
CCCGAAGACAAG
A Y L L
GCTTACCTCCTA

T v S A
ACCGTGTCAGCA

K v L P
AAGGTTCTTCCT
T V R L
ACCGTCAGACTC
D Vv I D
GACGTAATCGAC
vV E G L
GTGGAAGGACTC
I V K N
ATTGTGAAGAAC
vV K E A
GTGAAGGAAGCC
A N *
GCAAACTAA

E K M Y
GAGAAAATGTAT

Q L I K
CAGCTTATCAAG
V H L G
GTCCATCTTGGC
K A G L
AAGGCCGGATTA
E S V V
GAATCCGTGGTG
T T I Y
ACCACCATTTAC
T E K S

ACCGAAAAGTCT

Abb. 9.4: Sequenz von Dau ¢ 1.0201 (Acc. No. AF456481); die Position C**', welche mutiert
wurde, ist in rot kursiv dargestellt
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61

121

181

241

301

361

421

481

541

601

661

721

781

841

901

M G A Q
ATGGGTGCCCAG

S G I V
AGCGGCATTGTC

S VvV D V
AGTGTCGATGTT

G S P I
GGTAGCCCGATC

Y D S T
TACGACTCCACC

H L V V
CATCTTGTCGTT

H T K G
CACACTAAAGGT

T A L F
ACTGCTCTTTTC

v E A P
GTTGAGGCTCCT

D T V F
GACACTGTTTTC

D G G V
GATGGTGGTGTT

M K QO K
ATGAAGCAAAAG

G G D I
GGAGGTGACATC

T D G G
ACAGATGGAGGC

L P E D
CTCCCCGAAGAC

E A Y L
GAGGCTTACCTC

S H S L
AGCCATTCACTC

L D V D
CTTGATGTTGAT

K G D G
AAAGGAGATGGT

T s M T
ACCTCAATGACG

v I D G
GTTATTGATGGA

v P T A
GTGCCAACTGCT

D A V V
GATGCCGTCGTT

K A I E
AAGGCTATTGAG

s T V S
TCCACCGTGTCA

P K V L
CCCAAGGTTCTT

G T V R
GGAACCGTCAGA

v D VvV I
GTAGACGTAATC

L vV E G
CTCGTGGAAGGA

c I V K
TGCATTGTGAAG

K vV K E
AAGGTGAAGGAA

L A N *
CTAGCAAACTAA

Abb. 9.5: Sequenz von Dau c1 FP; in

Dau c 1.02; die Positionen S™' und C'*!, welche mutiert wurden, sind in rot kursiv dargestellt.

E I T S
GAGATCACTTCT

T v I P
ACAGTTATCCCC

G A G T
GGAGCTGGGACC

V. R T D
GTTAGAACTGAT

D I L L
GACATCCTTTTA

D G G S
GATGGGGGTAGC

P E E N
CCTGAAGAGAAC

A Y L I
GCCTACCTCATT

A E K M
GCAGAGAAAATG

P 0 L I
CCTCAGCTTATC

L VvV H L
CTCGTCCATCTT

D K A G
GACAAGGCCGGA

L E S V
CTCGAATCCGTG

N T T I
AACACCACCATT

A T E K
GCCACCGAAAAG

S VvV S A
TCCGTCTCAGCA

K A A P
AAGGCTGCCCCT

vV R I I
GTCAGAATTATC

A V N K
GCAGTCAACAAG

G F I E
GGCTTCATCGAA

I T K T
ATTACCAAGACC

I K F A
ATCAAGTTTGCC

A N G V
GCTAATGGTGTC

Y 9 G F
TATCAGGGATTT

K S V E
AAGAGTGTCGAG

G E A T
GGCGAAGCAACT

L G Y T
TTAGGCTACACC

vV N QO F
GTGAATCAATTC

Y N T K
TACAACACCAAA

S A L A
TCTGCCCTGGCC

E K I F
GAGAAAATATTC

G A Y K
GGAGCTTACAAG

T L P E
ACCCTTCCCGAA

E A L T
GAGGCCTTGACA

s I E T
TCCATTGAAACC

T A I F
ACGGCCATATTC

D E Q N
GATGAGCAGAAC

Q K T E
CAAAAGACTGAG

L L D M
CTCCTTGATATG

I L E G
ATTCTTGAGGGC

E Y T T
GAATATACCACA

Yy T T I
TACACCACCATC

v vV V P
GTTGTTGTGCCA

G D A V
GGCGATGCTGTG

F K AV
TTCAAAGCTGTT

schwarz die Sequenz von Dau c 1.01, in blau die von
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9.2.2 Plasmidkarten

beZa ATE
W13 Raver=za Primar
G GAR RO GOT ATG AT ATG ATT ACG CCR
GTC CTT TET OGR TAC TG TR TAM TGO GOT

Nsil Hiad 1l #on
I

TS TOR AGE TAT GOA TOR AGE TTG GTA COG
ATG AGT TOG ATA COT AGT TOG ARG CAT GGO

Bl EoaRl

Sl Promoe

¥

AGTOTRT TTA GGT GRC
TEG MUA AT SO CTG

ACT AT A R
TG TAT JTT

Sncll Eimlll Spo |

AGT TOG GRT SO CTR
TOG AGE CTA GGT GAT

BoaR |

GTA ACG GOC
CAT TGO CGG

EodRl

GOC AMGT GTG TG G TTC GOC CTT ARG GGC GRA TTC TGE MG TAT
COG TOR CAC GRC CTT ARG OGG G PCR Product TTE C0G CTT ARG ACG TCT ATA

B Natl Xhal

CON TOR O TGS '::Il:'x'. OGO GG AT GO
GOT AGT GTG ACC GOT GG GG COTC GTA COT

T7 Proma e

Nei | Xba Apal

TET AGR GGG OO0 AT
AGER TOT 000 GGG TTA

M3 {-20) Forward Primar

AGT GAG TOG TAT "I.'\l{: AAT TOR TG GOC GTC

GIT TTA i CGT OGT
CAR AT JUT GO GOR

\ TOR CTC AGE ATA ATE TTA AGT GAC OGG TG

Comments for pCREI-TOP O
3973 nucleotides

LacZa gene. bases 1-589
M13 Reverse priming site: bases 205-221

SpE promoter: bases 230-256

Multiple Cloning Site: bases 269-383

T7 promoter: bases 406425

M13 (-20) Forward priming site: bases 433-448
f1 origin: bases 5901027

Kanamycin resistance ORF: bases 1361-2155
Ampicillin resistance ORF: bases 2173-3033
pUC ornigin: bases 3178-3851

GRC TGE GRR ARG
CTG ACC CTT TTG

Abb. 9.6 Plasmidkarte und Sequenz des Klonierungsabschnitts von pCR®II-TOPO®
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EcoR l(5875)
Cla lg24y
Hind 20y

Bpu1102 l(287)
BamH ljz2139)

Aat llj5e04)

| Nhe lj252)
3sp lis4z6) | X ' Mde ljas9)
_ _ Xba lj2a7)
Sca lis18z) Bal lljaa3)
Pvu li5052} SarA lis04)

Sph lis60)

Pst lig027) EcoN l{7zm

Bsa 4743 Dird Nl(aos)y

Eam1105 lj46a2)

Miu lj11a5)

| %‘ Bel lj1109)
f ’?g I|I B;T.E Illue-aﬁ‘.n
_ mg l{13s4)
A |{4205_.1 pET-11a 7! ‘#Apa I1208)
| (5677bp) o
L |I | II
— r BssH ll(1508)

Hpa lj1eo1)

BspLU11 lga7ag) " BsaX l(1a44)

Sap liz673)
Bst1107 ljzse0)

BsaA l(3541)
Tth111 l(2524)

PshA lj2030)

BspM liz3s8)

f Y, “Bsm l2a73)
Bpu10 l(2z05) ¢ II Ava li2739)

Msc lizren)
T7 promoter primer #802348-3
Bgill T7 promoter

rhs

Bput 102 |

e

P

Abb. 9.7 Plasmidkarte und Sequenz des Klonierungsabschnitts von pET11a.
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Bpu1102 lgza7)y

EcoR lis7om) BamH lj313)

Cla liz4y
Aat llise3a),

Hind ljzo
Ssp li5520) L_ |I f

——

Sca lis1o8)
Pvu l(sos8)

SqrA lisas)

Sph lisos
EcoM li754)

Pst lj4o81)

Bsa liga777) Drd lioaz)

Eam1105 114716}

_ Miu lgiz19)
%. : Bcl lf1z3z)
JRU |I 'Q ||| I[BBStE Ill{mn}
(42384 mg I{1428)
pET-16b ® || K Apa Ii1a30)

|I (5711bp) ) N

| |

=y

BssH llj1830)
Hpa Ij1725)

BspLU11 lj3a23) BsaX li1a7g)
Sap l(3707)
Bst1107 lj3504)
Acc liasoa)
BsaA l3575)
Tth111 ljases)

PshA lizoes)

Eag ljz2a7)
N l(23z2)
BspM li2402)

—
Bpui0 lg2a2g) | II 'Bsm li27o7)

'Msc lizTa4)
TT promoter primer #5834 8-3
Bglll TT promater lac operator Xbal ths
AGAT T G AT OO G ARAT TAA TR G T A CTATAGCOGAAT TE TO R DG GA TAACAA TT O O CTC TAGA AR TAATTT TG TT TARCT TTAAGARGCAGH
MNea | HissTag

Nde | _Xxhol BamH |
TATACCATEEGCCATCATCATCATCA TCATCA TCATCA TCACAGCAGCGECCATATOGAA GG TCETCATATGCTOGAGEA TOOGEC TOCTAACRARGIC
MetGlyHisHisHisHisHisHisHisHisHisHisEerEerGlyHisllal luGlEﬁq HisMet LewGlullspProflaflalsnlysila
Bpuli0zZ | Factor Xa T7 terminator

OGAARGCARS CTOACT TG Te T TGO CACCOC TG CARTAA CTAG CA TARCCCCT TG GEGC CTCTAAACGECTCTIGAGGEGTTTTTIC
ArglysGluflaGluleuAlafklaflaThrAlaGluGlnEnd

T7 terminator primer #50337-3

Abb. 9.8 Plasmidkarte und Sequenz des Klonierungsabschnitts von pET16b.
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associated walnut allergy.
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