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1. Einleitung

1 Einleitung

Allergische Erkrankungen haben in den letzten Jahrzehnten vor allem in den Industrie-
nationen zunehmend an Bedeutung gewonnen (Bachert et al. 2001). Heute gehoren sie
international zu den héufigsten chronischen Erkrankungen und sind zu einem wichtigen
soziodkonomischen Problem geworden. Als Ursache fiir die anhaltende Zunahme werden vor
allem verdnderte Umweltfaktoren wie Umweltverschmutzung, erhdhte Allergenexposition,
verdnderte Erndhrungsgewohnheiten und erhohte Hygienestandards sowie die genetisch
bedingte Veranlagung (Atopie) diskutiert (Ring et al. 2001). Die Symptome sind vielfailtig,
unterschiedlich stark ausgepriagt und manifestieren sich an verschiedenen Organsystemen. Sie
reichen von allergischer Rhinitis, Asthma bronchiale, Stérungen des Gastrointestinaltraktes,
Ekzembildung bis hin zu lebensbedrohlichen anaphylaktischen Schockreaktionen (Ring und
Darsow 2002).

Der Begriff Allergie wurde bereits im Jahre 1906 von Clemens von Pirquet eingefiihrt. Die
Allergie wird als eine spezifische Anderung der Immunititslage im Sinne einer
Uberempfindlichkeitsreaktion gegen normalerweise harmlose und nicht infektidse Stoffe, die
sogenannten Allergene, definiert. Meistens handelt es sich dabei um Proteine, es konnen aber
auch chemisch reaktive niedermolekulare Verbindungen sein, die kovalent an kdrpereigene
Proteine und Zellstrukturen binden und diese dadurch verdndern. Die Frage, was ein Protein
zum Allergen macht, konnte bis heute nicht eindeutig geklart werden. Obwohl die bekannten
Allergene keine gemeinsamen strukturellen Eigenschaften aufweisen, scheinen einige
Eigenschaften typisch fiir viele Allergene zu sein. Dies sind unter anderem ein
Molekulargewicht von ca. 10-70 kDa, Stabilitdt und eine hohe Loslichkeit im wissrigen

Milieu (Janeway et al. 2002).

1.1 Klassifikation von allergischen Reaktionen

Die allergischen Erkrankungen lassen sich nach Coombs und Gell (1963) anhand ihrer
unterschiedlichen Immunreaktionen in vier Typen unterteilen, die in Abbildung 1 schematisch

dargestellt sind.
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el Typll Typ il Ty IV
Allergen Zelloberflachenantigen Ablagerung von |
{} 19G Immunkomplexen ogof\mwgene
G @ |
: ; ( Komplement = L ~d

| Entzindungs-
geschehen

zytotoxische Aktion

Antikdrper

0 0® 55 0% e
Mastzelldegranulation komplement-  ©
Freisetzung von Mediatoren vermittelte Lyse

Fc-Rezeptor

Blut-
gefaB

aktivierte Makrophagen

Abbildung 1: Einteilung der Allergietypen anhand des Pathomechanismus [verindert nach Roitt et al.
2001].

Bei der Typ I-Reaktion handelt es sich um eine IgE-vermittelte Reaktion, die auch aufgrund
der innerhalb von Minuten auftretenden Symptome als Allergie vom Soforttyp bezeichnet
wird. Das Allergen vernetzt dabei spezifisch die an die Mastzellen gebundenen IgE-
Antikorper, wodurch die Zelle degranuliert und Mediatoren freigesetzt werden. Dies hat akute
Entziindungsreaktionen mit Symptomen wie allergische Rhinitis und bronchiales Asthma bis

hin zum anaphylaktischen Schock zur Folge.

Die allergische Reaktion vom Typ II ist eine cytotoxische Reaktion. Durch Interaktion von
zellgebundenem Antigen und zirkulierenden IgG- oder IgM-Antikdérpern kommt es zu einer
Aktivierung der Komplementkaskade, die eine Lyse der Zellen induziert. Diesem Allergie-
Typ liegt z.B. die Rhesusinkompatibilitit (Erythroblastosis fetalis) zwischen einer Rhesus-

negativen Mutter und einem Rhesus-positiven Kind zugrunde.

Die Typ IlI-Reaktion wird auch Immunkomplexerkrankung genannt. Hierbei kommt es zu
einer Ablagerung der aus zirkulierendem Antigen und IgG- bzw. IgM-Antikorpern gebildeten
Komplexe. Dies bewirkt die Aktivierung des Komplementsystems und die Anlockung von
Neutrophilen. Diese setzen lysosomale Proteasen frei und fithren damit zur Schidigung des

Gewebes. Als Beispiel kann die allergische Alveolitis aufgefiihrt werden.

Die T-Zell-vermittelte Typ IV-Reaktion zeichnet sich dadurch aus, dass sensibilisierte T-
Helferzellen (Ty-Zellen) das zellgebundene Allergen erkennen und Cytokine freisetzen.
Dadurch werden cytotoxische T-Zellen und Makrophagen stimuliert und es wird eine
Entziindungsreaktion induziert. Die Symptome treten erst nach 24-48 Stunden auf, so dass
dieser Typ auch als Spitreaktion bezeichnet wird. Typische Beispiele sind die Kontaktekzeme

wie im Fall der Nickelallergie.
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1.2 Pathomechanismus der Typ I-Allergie

Im Fokus dieser Arbeit steht die Erdnussallergie, die zur Typ I-Allergie gezdhlt wird. Der
Pathomechanismus ldsst sich in zwei Abschnitte gliedern, eine Sensibilisierungs- und eine

Effektorphase (Abbildung 2).

Sensibilisierungsphase Effektorphase
@/Mlergen ‘\—@/ﬁ.llergen
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Abbildung 2: Pathomechanismus der Typ I-Allergie [verindert nach Roitt et al. 2001]

In der symptomlos verlaufenden Sensibilisierungsphase gelangen Allergene durch die
Epithel-Barriere in den Korper, in dem sie von Antigen-prasentierenden Zellen
(Makrophagen, B-Lymphozyten oder dendritische Zellen) aufgenommen und prozessiert
werden. Die Fragmente werden iiber den Haupthistokompatibilititskomplex Klasse 11
(MHC 1II) auf der Zelloberflache préasentiert. An diesem Komplex binden spezifisch naive T-
Helferzellen iiber den T-Zellrezeptor (TCR) (Rammensee et al. 1993). Die dadurch
aktivierten T-Helferzellen differenzieren in Ty2-Zellen und sezernieren die Cytokine
Interleukin-4 (IL-4) und Interleukin-13 (IL-13). Diese veranlassen die Ausreifung von B-
Zellen zu IgE-produzierenden Plasmazellen. Die sezernierten IgE-Antikorper binden mit
threm Fc-Teil an den hochaffinen FceRI-Rezeptor auf der Oberfliche von Mastzellen und

Basophilen (Kinet 1999).

Die Effektorphase wird eingeleitet, indem bei erneuter Allergen-Exposition die auf den

Mastzellen gebundenen IgE-Antikorper durch die Epitope eines Allergens kreuzvernetzt

-3-
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werden. Dies fithrt zur Freisetzung von priaformierten Mediatoren wie Histamin, den
Proteinansen Chymase und Tryptase und zur Neusynthese von Prostaglandinen und

Leukotrienen, die an den Erfolgsorganen die klinischen Symptome ausldsen.

1.3 Erdnussallergie

1.3.1 Epidemiologie

Die Prédvalenz von Nahrungsmittelallergien ist stark von den Erndhrungsgewohnheiten
abhéngig, so dass geographische Unterschiede zu beobachten sind. Im zentralen Europa und
in den USA sind vor allem Allergien gegen Kuhmilch, Hiihnereier, Fisch, Meeresfriichte,
Niisse, Leguminosen wie Erdniisse oder Soja und Friichte vorherrschend. Es zeigen sich aber
auch Unterschiede des Allergiespektrums zwischen Kindern und Erwachsenen. Kinder
entwickeln hauptsdchlich Allergien gegen Kuhmilch und Hiihnereier, wéhrend im
Erwachsenenalter allergische Reaktionen auf Niisse und Friichte dominieren (Ring et al.
2001, Sampson 2004). Bei der Erdnussallergie ist eine Zunahme der Sensibilisierungsrate und
gleichzeitig ein Absinken des Sensibilisierungsalters zu beobachten (Grundy et al. 2002).
Bereits geringste Dosen von 100 pg konnen klinische Symptome auslosen, die Schwelle liegt
dabei um das 100-fache niedriger als bei anderen Lebensmitteln (Hourihane ef al. 1997). Die
Sensibilisierung findet meistens im frithen Kindesalter statt. Nur 10-20% der
Erdnussallergiker verlieren ihre Sensitivitidt gegeniiber der Erdnuss, wéhrend die Rate bei
Nahrungsmitteln wie Kuhmilch und Hiihnerei bei 80-85 % liegt (Skolnick et al. 2001,
Fleischer et al. 2003). Untersuchungen zufolge reagiert derzeit 1 % der Bevolkerung in den
USA allergisch auf Erdniisse (Sicherer ef al. 2003). Aufgrund der zunehmenden Verwendung
von Erdniissen in der Verarbeitung von Lebensmitteln ist die Tendenz steigend. Dieser Trend
ist ebenso in westeuropdischen Lidndern zu beobachten. In Grofbritannien ist seit 1989 ein
dramatischer Anstieg auf >1 % der Bevolkerung zu verzeichnen (Grundy et al. 2002). Genaue
Zahlen fiir Deutschland existieren aufgrund fehlender Studien leider nicht. Aber auch in Asien
scheint die Erdnussallergie ein zunehmendes Problem zu sein (Chiang et al. 2007). Fakt ist,
dass die Erdnussallergie die wichtigste Nahrungsmittelallergie mit der hochsten Priavalenz in

den USA und Europa ist.
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1.3.2 Diagnostik und Therapie

Im Vergleich zu anderen Lebensmitteln zeichnet sich die Erdnussallergie durch ihre
besonders schwere Symptomatik aus. Die Exposition von geringen Erdnussmengen 16st bei
vielen Erdnussallergikern heftige allergische Reaktionen aus bis hin zum anaphylaktischen
Schock. Wihrend die Allergiediagnostik sich in den letzten Jahren deutlich verbessert hat, ist
es bis heute nicht gelungen, eine kausale Therapiestrategie zur Behandlung der Erdnuss-
allergie zu entwickeln. Die einzige Moglichkeit, allergische Reaktionen zu umgehen, besteht
somit ausschlieBlich in der Karenz erdnusshaltiger Lebensmittel. Die Deklarationspflicht
erdnusshaltiger Lebensmittel vereinfacht diese Strategie, jedoch garantiert dies keine
100 %ige Sicherheit. Vielfach werden Erdnussproteine verschleppt und dadurch Kontamina-
tionen von erdnussfreien Lebensmitteln verursacht. Zudem bergen offentliche Plitze, wie

Restaurants und Schulen die Gefahr des unbewussten Erdnussverzehrs.

Die Entwicklung einer Therapie fiir Erdnussallergiker scheiterte bislang an den
unabschétzbaren Nebenwirkungen, die wéhrend der Immuntherapie auftreten konnen. In ver-
schiedenen Studien kam es vielfach zu systemischen Reaktionen und sogar zu
anaphylaktischen Schockreaktionen (Oppenheimer et al. 1992, Nelson et al. 1997). Es besteht
nach wie vor der eindeutige Bedarf einer sicheren und effizienten Therapie fiir
Erdnussallergiker. Das realistische Ziel ist vorerst nicht eine Heilung der Erdnussallergie,

sondern die Erh6hung der Toleranz, die den Verzehr von einigen wenigen Erdniissen erlaubt.

Obwohl die Diagnose der Erdnussallergie durch die Analyse mittels Hautpricktests und
Messungen von spezifischem IgE standardisiert worden ist, ist eine Verbesserung der
Diagnostik weiterhin erforderlich. Die verschiedenen Testverfahren beruhen hauptsichlich
auf der Verwendung von natiirlichen Erdnussextrakten. Diese beinhalten neben den
Allergenen auch nicht-allergene Proteine und variieren in ihrer Proteinzusammensetzung in
Abhingigkeit von der Erdnusssorte, der Extraktionsmethode und den Lagerungsbedingungen.
Einige Proteine, wie das Allergen Ara h 8, werden dabei gar nicht erfasst oder sind nur in
geringer Konzentration vertreten. Eine Standardisierung und eine Komponenten-aufgeldste
Diagnostik mit einzelnen Allergenen, natiirlich oder rekombinant, wiirde eine optimale

Allergiediagnostik gewidhrleisten (Astier ef al. 2006).
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1.3.3 Allergenspektrum der Erdnuss

1981 wurde Peanut-I als erstes Erdnussallergen identifiziert und isoliert (Sachs ef al. 1981).
Bis heute konnte in den iiber 30 verschiedenen Erdnussproteinen das Allergenspektrum auf
acht Allergene erweitert werden (Tabelle 1), die zudem Isoformen aufweisen. Die Allergene
werden bei dem Allergennomenklatur Subkomitee der ,,International Union of Immunological
Societies” (I.U.LS.) registriert und in Anlehnung an den botanischen Namen der Erdnuss,
Arachis hypogaea benannt, gefolgt von der Allergennummer, die in der Reihenfolge der

Entdeckung vergeben wird.

Tabelle 1: Ubersicht der bestitigten und der vermuteten Erdnussallergene.

Allergen MW [kDa] pl Proteinfamilie Erstbeschreibung
Arah1 63,5 5,4 Vicilin Burks et al. (1995)
Arah?2 17,3 5,7 2S Albumin Burks et al. (1992)
Arah3 58,4 5,7 Glycinin Rabjohn et al. (1999)
Arah4 61,0 5,5 Glycinin Kleber-Janke et al. (1999)
Arah5 14,0 4,6 Profilin Kleber-Janke et al. (1999)
Arah 6 14,5 5,2 2S Albumin Kleber-Janke et al. (1999)
Arah7 15,8 5,6 2S Albumin Kleber-Janke et al. (1999)
Arah 8 16,9 5,0 PR-10 Mittag et al. (2004)
Oleosin 18,4 9-10 n.d. Pons et al. (1998)

LTP ca. 9 basisch nsLTP -

PNA 26,7 5,0 n.d. Burks et al. (1994)

1.3.3.1 Die Hauptallergene Ara h 1, Ara h 2 und Ara h 3/4

Die Erdnussallergene Arah 1, Arah2 und Arah3 gehoren zu den Hauptallergenen der
Erdnuss. Arah 1 und Arah2 zeigen eine IgE-Reaktivitit von iiber 95 % der Erdnuss-
sensitiven Patientenseren (Burks et al. 1991, Burks ef al. 1992, Burks ef al. 1995, Stanley et
al. 1997), Arah 3 nur von 45 % (Rabjohn et al. 1999). Bei Ara h 4 handelt es sich nicht um
ein eigenstindiges Allergen. Es ist in seiner Proteinsequenz zu 92 % identisch mit Arah 3

und miisste daher korrekterweise als Isoform aufgefiihrt werden. Daraus hat sich die
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Benennung Arah 3/4 entwickelt. Ara h 1 und Ara h 3/4 sind bereits in mehreren
biochemischen und immunologischen Studien ausfiihrlich analysiert worden. Das
Glykoprotein Ara h 1 bildet wie andere 7S Globuline trimere Komplexe (Maleki et al. 2000)
und ist zudem mit Ara h 3/4 in unterschiedlichen Verhéltnissen vergesellschaftet, so dass

Komplexe von 160-500 kDa gebildet werden (Boldt ez al. 2005).

1.3.3.2 2S-Albumine der Erdnuss: Arah 2, Arah6 und Arah7

Die Allergene Arah 6 und Arah 7, wie auch Arah 2 gehoren zu den Conglutinen, die den
2S-Albuminen der Prolamin-Superfamilie zugeordnet werden (Kleber-Janke et al. 1999,
Breiteneder und Mills 2005) und zeichnen sich durch einen hohen Cysteingehalt in ihrer
Proteinsequenz aus. Die vielen Cysteinreste sind fiir Proteine der Prolamin-Superfamilien
typisch und bilden ein konserviertes Muster (C-Xn-C-Xn-CC-Xn-CXC-Xn-C-Xn-C) (Kreis et
al. 1985, Shewry et al. 2006). 2S-Albumine repriasentieren eine grole Gruppe der Samen-
speicherproteine, die in vielen dikotyledonen Pflanzen vertreten sind (Shewry ef al. 1995) und

Gegenstand umfangreicher biochemischer und immunologischer Untersuchungen sind.

Als Arah 2 wurden zwei Isoformen identifiziert, die sich in einem Peptideinschub von 12
Aminosduren unterscheiden (Chatel ef al. 2003). Die biologische Funktion konnte der
Eigenschaft eines Trypsininhibitors zugeordnet werden, die wie die IgE-Reaktivitit durch
Rostprozesse zunimmt (Maleki er al. 2000, Maleki et al. 2003, Gruber et al. 2005). Die
Maillard-Reaktion, eine nicht-enzymatische Brdunungsreaktion, scheint diesen Effekt

beizusteuern (Maleki ef al. 2000, Maleki ef al. 2003).

Kleber-Jahnke ef al. (1999) identifizierten Arah 6 und Arah 7 als IgE-reaktive Proteine in
der Erdnuss iiber eine cDNA Phagen-Display-Bibliothek. Dabei wurden cDNA-Expressions-
produkte auf Phagenoberflichen priasentiert und die Allergene durch ihre Affinitit zu IgE
selektiert. Aufgrund der relativ niedrigen IgE-Reaktivitit (38 % bzw. 43 %) wurden sie als
intermediédre Allergene eingestuft. Ara h 6 ist zu 53 % in seiner Proteinsequenz identisch mit
Arah2 und weist ebenfalls eine starke Resistenz gegeniiber Erhitzungs- und

Verdauungsprozessen auf (Suhr ef al. 2004).
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Im Gegensatz zu Arah2 und Arah 6 konnte Arah 7 bisher nur mittels Phage-Display
gefunden und als Allergen identifiziert werden (Kleber-Janke et al. 1999), jedoch nicht das
natiirliche Protein nachgewiesen werden. Wiahrend die Proteinsequenz von Arah 2 acht
Cysteinreste und die von Ara h 6 zehn aufweist, verfiligt Ara h 7 lediglich liber sechs Cysteine.
Diese Anzahl ist untypisch fiir Proteine der 2S-Albuminfamilie, deren konserviertes Muster
aus acht Cysteinen besteht. Weitere Untersuchungen zum Ara h 7 sind nicht publiziert

worden.

1.3.3.3 Mit Pollenallergenen kreuzreaktive Erdnussallergene: Ara h 5 und Ara h 8

Arah5, das Erdnussprofilin, und Arah 8, das dem Hauptallergen der Birke (Betv 1)
homologe Protein, sind die einzigen pollenassoziierten Allergene der Erdnuss und konnten
bisher nur auf DNA-Ebene nachgewiesen werden (Kleber-Janke et al. 1999, Mittag et al.
2004). Ihre IgE-Reaktivitit beruht auf Kreuzreaktivitdten mit homologen Aeroallergenen.

Kleber-Janke et al. (2001) konnten durch Inhibitionsversuche mit Ara h 5 Kreuzreaktivititen
zu Profilinen der Kirsche, Birne und des Selleries nachweisen, jedoch nicht zum Profilin der

Birke. Entgegen der allgemeinen Hitzesensitivitit von Profilinen (Breiteneder und Radauer

2004) weist Ara h 5 eine hohe Thermostabilitit auf (Kleber-Janke et al. 2001).

Untersuchungen zum Ara h 8 konnten trotz der guten Charakterisierung des homologen
Birkenpollenallergens Bet v 1 ebenfalls nur am rekombinanten Protein durchgefiihrt werden.
Das natiirliche Protein konnte bisher nicht aus der Erdnuss isoliert werden. Im Unterschied
zum Ara h 5 ist Ara h 8 ein wichtiges Allergen fiir Birkenpollenallergiker (Mittag ef al. 2004).
85 % der Patienten mit einer kombinierten Erdnuss- und Birkenpollenallergie reagieren mit
rekombinantem Ara h 8. Dieses Protein gehort zu der Familie der PR-10 Proteine, die in die
Abwehrreaktion der Pflanzen gegen Pathogene involviert sind, deren genaue Funktion aber
noch unklar ist. Da das Ara h 8 ein fiir Birkenpollenallergiker bedeutendes Protein ist, ist die
Isolierung der natiirlichen Form von grolem Interesse, um fiir die Diagnostik und Therapie
eine Referenz zum rekombinanten Produkt zu haben. Zur Aufklarung der allergenen Wirkung

ist die genaue Untersuchung zur biologischen Funktion unabdingbar.
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1.3.3.4 Oleosin, LTP und PNA als potentielle Allergene der Erdnuss

Oleosine sind strukturell sehr gut charakterisierte Proteine und sind in die Bildung und
Stabilisierung von Olkdrperchen involviert, die als Speicherquelle fiir Triacylglycerole (TAG)
dienen (Huang 1996). lhre hohe Affinitit zu Lipiden ist verglichen mit anderen Proteinen
auergewohnlich. Die hydrophilen N- und C-terminalen Bereiche des Oleosins liegen au3en
im Cytosol, wihrend der zentrale hydrophobe Bereich in das lipophile Zentrum des
Olkérperchens hineinragt (Huang 1996). Das Erdnuss-Oleosin ist von Pons et al. (2002) als
Minorallergen beschrieben worden. Bislang wurde es jedoch nicht vom LU.LS.
Allergennomenklatur Subkomitee als Allergen anerkannt. Hierfiir wird ein Nachweis von
mindestens 5 reaktiven Patientenseren verlangt. Pons et al. konnten nur 3 positiv reagierende
Erdnussallergiker von 14 getesteten nachweisen. In zwei weiteren Studien konnten sie die
Reinigung des natiirlichen Proteins zeigen (Pons et al. 1998, Pons et al. 2005). Das Protein
wurde tryptisch verdaut und die erhaltenen Fragmente sequenziert. Ein Peptid entsprach dabei
dem Oleosin aus der Sojabohne und diente als Ausgangspunkt fiir die Amplifikation des
Gens, von dem dann die Proteinsequenz abgeleitet wurde (Pons et al. 2005). Obwohl
diskutiert wird, ob Erdnussoleosin durch Verwendung von Erdnussdl in verschiedensten
Salben und Kosmetika sensibilisierend wirkt, existieren erstaunlicherweise keine weiteren
Studien iiber das Erdnussoleosin. In der Diagnostik wird das Oleosin allgemein nicht
beachtet, da es sich aufgrund der hydrophoben Eigenschaften nicht in einem zu

Hautpricktesten verwendeten wiassrigen Erdnussextrakt befindet.

Die in Bezug auf ihre Liganden nicht-spezifische Lipidtransferproteine (nsLTPs) sind stabile,
konservierte Proteine und wurden als Allergene nach der Entdeckung im Pfirsich (Pastorello
et al. 1999) in vielen botanisch voneinander unabhédngigen Pflanzen gefunden (Asero et al.
2000). Fir Nahrungsmittelallergiker ohne Birkenpollinosis in Siideuropa gilt das LTP als
Hauptallergen in Friichten der Rosaceae-Gewichsen (z.B. Pfirsich, Apfel, Aprikose)
(Pastorello et al. 1999, Sanchez-Monge et al. 1999, Pastorello et al 2000, Pastorello et al.
2001). Eine Studie von Asero et al. (2002) ldsst das Vorkommen von LTP in der Erdnuss
vermuten, es wurde bislang aber nicht nachgewiesen. Da LTP schwerste Symptomatiken
auslosen kann, wire es von hochstem Interesse, dieses Protein in der Erdnuss zu

identifizieren.

Ahnlich wie dem Oleosin konnte dem Erdnuss-Himagglutinin (PNA) eine allergene Wirkung
zugeschrieben werden. Von Burks ef al. (1994) wurde es als Minorallergen beschrieben,
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jedoch reichte die geringe Anzahl an Patientenseren nicht aus, um es als Allergen zu
klassifizieren. Da es in Western-Blot-Analysen keine IgE-Reaktivitit zeigte, ist es
wahrscheinlich als potentielles Allergen in den Hintergrund getreten. Kommerziell erhéltliche
Priparate von natiirlichem PNA sind mit Arah 1 und Arah 2 kontaminiert (Becker, pers.

Mitteilung).

1.4 Zielsetzung

Um eine verbesserte Diagnostik zu erreichen und kurative Therapien zu entwickeln, muss das
Allergenrepertoire der Erdnuss aufgekldrt werden. Dazu gehort die vollstindige
Identifizierung und Charakterisierung der krankheitsrelevanten Allergene. Die Herstellung
rekombinanter Proteine vereinfacht dabei die Untersuchungen, jedoch ist die Identifikation
der natiirlichen Proteine unabdingbar. Diese miissen als Referenzproteine hinzugezogen

werden, um die Eigenschaften der rekombinanten Proteine abzugleichen.

Im Rahmen dieser Arbeit sollten die bislang kaum charakterisierten Erdnussallergene im
Molekulargewichtsbereich unter 25 kDa mittels molekularer, proteinbiochemischer und
immunologischer Methoden untersucht werden. Dies beinhaltet die Allergene Arah 7 und
Ara h 8, das potentielle Allergen Oleosin und das in der Erdnuss nur vermutete, aber bislang

nicht identifizierte Lipidtransferprotein (LTP).

Die bisher nur auf cDNA-Ebene nachgewiesenen Allergene Ara h 7 und Ara h 8 sollten dabei
als Protein in der Erdnuss identifiziert werden. Weiterhin galt es, das Erdnussoleosin
rekombinant zu exprimieren und das natiirliche Pendant zu identifizieren. Der Nachweis des
LTPs in der Erdnuss sollte auf DNA- und Protein-Ebene erfolgen. Zur Charakterisierung der

Allergenitét von Oleosin und LTP waren Patientenseren zur Verfiigung gestellt worden.

Dariiber hinaus sollte abgeschitzt werden, inwieweit Allergen-defiziente Erdniisse zur
Unterstiitzung der derzeit einzigen Therapieform der Erdnussallergie, der Karenz
erdnusshaltiger Lebensmittel, eingesetzt werden konnten. Dazu wurden verschiedene
Erdnussvarietidten qualitativ auf ihren Allergengehalt analysiert. Durch den Vergleich der
biologischen Reaktivitdt einer Majorallergen-defizienten Erdnuss mit der Standard-Erdnuss
sollte die Eignung von allergenreduzierten Erdniissen als Nahrungsmittelersatz ermittelt

werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Chemikalien

Soweit nicht gesondert vermerkt, wurden alle Chemikalien von den Firmen Merck
(Darmstadt), Roth (Karlsruhe) oder Sigma (Taufkirchen) verwendet. Alle Losungen wurden
mit Reinstwasser aus einer Milli-Q Academic System Wasseraufbereitungsanlage (Millipore,

Schwalbach) angesetzt, das im Folgenden als ddH,O bezeichnet wird.

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Zellkulturplatten 96 well Nunc (Wiesbaden)
Zellkulturschalen 25 cm®/ 75 cm? Sarstedt (Niimbrecht)
Petrischalen @9 cm Sarstedt (Niimbrecht)

Pipetten, steril

Iml/2ml/5ml/10ml/ 25 ml

Greiner (Frickenhausen)

Pipettenspitzen 10 pl, 200 pl, 1000 pl Sarstedt (Niimbrecht)
Reaktionsgefille I,LS5ml/2ml/15ml/50 ml Sarstedt (Niimbrecht)
Reaktionsgefilie 0,25 ml/ 0,5 ml Sarstedt (Niimbrecht)
Sterilfilter 0,22 pm /0,45 pm Sarstedt (Niimbrecht)
Filtrationseinheit 150 ml Schleicher & Schuell (Dassel)
Filtrationseinheit 250 ml Sarstedt (Niimbrecht)
Microtiterplatten 96 well Maxi Sorp Nunc (Wiesbaden)

2.1.3 DNA- und Protein-Marker

DNA-Marker

peqGold (PEQLAB Biotechnology, Erlangen)
10.000, 8.000, 6.000, 5.000, 4.000, 3.500, 3.000, 2.500, 2.000, 1.500,
1.200, 1.031, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100 bp

100 bp-Leiter extended (Roth, Karlsruhe)
5.000, 4.000, 3.000, 2.500, 2.000, 1.500, 1.000, 900, 800, 700, 600,
500, 400, 300, 200, 150, 100 bp
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Protein-Marker
SDS-PAGE Molecular Weight Standards, Low Range (BIO-RAD, Miinchen)
97,4 kDa (Phosphorylase b); 66,2 kDa (BSA); 45,0 kDa (Ovalbumin);
31,0 kDa (Carboanhydrase); 21,5 kDa (Soja Trypsin Inhibitor); 14,4 kDa (Lysozym)

2.1.4 Bakterienstamme/Zelllinien

Folgend sind die Escherichia coli-Stamme beschrieben, die fiir Klonierungsarbeiten bzw. fiir
die heterologe Expression von Erdnussproteinen verwendet wurden, sowie die RBL-Zelllinie,

die fiir Aktivitétstests eingesetzt wurde.

Organismus Genotyp/Charakteristika Referenz/Hersteller

Klonierungsstimme

DH5a supE44 lacU169 (D80 lacZAMI15) hsdR17 recAl Stratagene (La Jolla, USA)
endA1 gyrA96 thi-1 relAl

TOP10 F mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZAM15 Invitrogen (Groningen, NL)

AlacX74 recAl araD139 A(araleu)7697 galU galK
rpsL (Str™) endAl nupG

Expressionsstimme

Origami (DE3) Aara—leu7697 AlacX74 AphoAPvull phoR Novagen (Darmstadt)
araD139 ahpC galE galK rpsL
F'[lac* (lacI*)pro] gor522 ::Tnl0 (Tc®)
trxB::kan (DE3)

Rosetta gami Aara—leu7697 AlacX74 AphoAPvull phoR Novagen (Darmstadt)
araD139 ahpC galE galK rpsL
F'[lac* (lacI*)pro] gor522 ::Tnl0 (Tc®)
trxB::kan (DE3) pRARE® (Cm®)

BL21(DE3) F ompT hsdSg (vg mg ) gal dem (DE3) Novagen (Darmstadt)

ArcticExpress E. coli B F ompT hsdS (r5 mg ) dem” Tet gal endA  Stratagene (La Jolla, USA)
Hte [cpnl0 cpn60 Gent']

Zelllinie

RBL 703/21 Humanisierte Ratten Basophilen-Leukdmiezelllinie. Vogel ef al. (2005)
Die Basophilen Ratten-Leukdmiezelllinie RBL-2H3
wurde mit den Genen des hochaffinen IgE-
Rezeptors FceRI transfiziert.
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2.1.5 Vektoren

Folgende Vektoren wurden fiir die Klonierungsarbeiten (Tabelle 2) bzw. fiir die Expression in

E. coli verwendet (Tabelle 3).

Tabelle 2: Klonierungsvektoren

Vektor Grofle Resistenz ~ Eigenschaften Hersteller

pGEM-T easy 3015bp Ampicillin lacZ-Gen Promega
linearisiert, mit iiberhingenden =~ (Mannheim)
3’-T-Enden zur Klonierung von
PCR-Produkten

pCR2.ITOPO 3931 bp Ampicillin lacZ-Gen Novagen
Kanamycin linearisiert, mit iiberhdngenden  (Darmstadt)
3’-T-Enden zur Klonierung von
PCR-Produkten,
Topoisomerase kovalent an 3’-

Enden gebunden
Tabelle 3: E. coli Expressionsvektoren
Vektor Grofe Promotor Resistenz Eigenschaften = Hersteller
pET17b 5711 bp T7lac Ampicillin His-Tag Novagen
(Darmstadt)
pET23b 3666 bp T7lac Ampicillin His-Tag Novagen
(Darmstadt)
pET32b 5900 bp T7lac Ampicillin Trx-Tag Novagen
His-Tag (Darmstadt)
S-Tag
pET43.1b 7275 bp T7lac Ampicillin Nus-Tag Novagen
His-Tag (Darmstadt)
S-Tag
HSV-Tag
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2.1.6 Oligonukleotide

Es wurden mehrere Primer fiir die Amplifikationen der verschiedenen Gensequenzen und fiir

die Amplifikation verschiedener Teilfragmente ausgewdhlter Gene aus dem Erdnuss-Genom

entworfen (Tabelle 4).

Tabelle 4: Oligonukleotide fiir die Amplifikation verschiedener Gensequenzen aus der Erdnuss.

Bezeichnung Sequenz (5’a3’) Schnittstelle ~ Bindungsort  Temp [°C]

Ara h 8 — Isoform Mittag ef al. (2004); GenBank AY328088

8M.f GATATCGGGCGTCTTCAC EcoR'V 5’-Ende 58
TTTCG (reifes Protein)

8M.r GAATTCCCATATTGAGTA EcoR 1 3’-Ende 58
GGGTTGG

Ara h 8 — Isoform Riecken ef al. (2008); GenBank EF4366550

8R.f GATATCGGGTGTTCACAC EcoR'V 5’-Ende 47
TTTTG (reifes Protein)

8R.r GAATTCCCGTTGGACAAA  EcoR I 3°_Ende 47
ACATAAC

Oleosin — GenBank AY 605694

Oleo.f GGATCCAATGGCTACTGC BamH 1 5’-Ende 59
TAC

Oleo.r GAATTCCCTGATGATGAC EcoR 1 3’-Ende 59
CTCTTAAC

NOleo.r GAATTCCCAACATCGTAG EcoR 1 im 5’-Bereich 59
CCGC

COleo.f GGATCCACAGGTACATGG BamH 1 im 3’-Bereich 59
GACG
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Bezeichnung Sequenz (5’a3’) Schnittstelle Bindungsort Temp [°C]

LTP — GenBank EU159429

LTPhom.f CATTCCTTACAAGATCAG - im 3’-Bereich 57
CACCTC

LTPpre.f CTTTCAACACTCCAAAAC - 5’UTR 57
ACACTTAGC

LTP.f GATATCATGTGGCCAAGT EcoR'V 5’-Ende 57
GAACAGTG (reifes Prot.)

LTP.r GAATTCCCGAACTTAATG EcoR 1 3’-Ende 57
GTAGCACAG

Ara h 7 — GenBank EU046325
7.f AAGCTTATGATGGTCAAG 5’-Ende 55
CTCAGCATC

Neben den selbst entworfenen Oligonukleotiden wurden kommerziell erhéltliche Primer

verwendet:

Not 1d(T)13 5’-AACTGGAAGAATTCGCGGCCGCAGGAA(T)5-3° (GE Healthcare, Miinchen)
Oligo d(T);5 5°-(T);5-3° (Promega, Mannheim)

2.1.7 Antikorper und Patientenseren

Patientenseren von Erdnussallergikern wurden freundlicherweise von der Medizinischen
Klinik des Forschungszentrums Borstel, von Frau PD Dr. Jappe aus der Universitdtshautklinik
zu Heidelberg und von Frau Prof. Dr. Folster-Holst der Kieler Universititshautklinik zur
Verfligung gestellt. Von Herrn Dr. Mari (Zentrum fiir Klinische und Experimentelle
Allergologie, IDI-IRCCS, Rom) wurden Seren von Erdnuss- und/oder Pfirsichallergikern
bereit gestellt.
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Die verwendeten monoklonalen und polyklonalen Primérantikorper sowie die

Sekundérantikdrper sind in folgender Tabelle zusammengestellt.

Tabelle 5: Auflistung der verwendeten monoklonalen und polyklonalen Antikérper sowie der mit

alkalischer Phosphatase (AP)-konjugierten Sekundérantikorper.

Bezeichnung Spezifitit

Referenz

Monoklonale Antikdrper (mAk)

Pn-t Arah 1
Pn-c Arah 1
Pn-b Arah 3/4
Pn-x Ara h 3/4
PEI-7B2 Arah 3/4

Buschmann et al. (1996)*

Uhlemann (1991)*

Uhlemann (1991)*

Maid (1998)*

Reese (Paul-Ehrlich Institut, Langen)

Polyklonale Antikorper (pAk)

KB Gesamt- Diese Arbeit*
Erdnussextrakt

K7 Arah 1 Diese Arbeit*

MAP3 Arah?2 Gruber ef al. (2004)*

anti-Gly m 4 Glym4 (Arah 8) Mittag et al. (2004)*

anti-Ara h 6 Arah 6 Suhr et al. (2004)*

Sekundirantikorper

anti-Human IgE-AP
Ziege anti-Maus IgG/IgM-AP
Ziege anti-Kaninchen IgG-AP

Allergopharma (Reinbek)
Dianova (Hamburg)

Dianova (Hamburg)

* Hergestellt im Forschungszentrum Borstel
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2.1.8 Verwendete Erdnusssorten

Verschiedene kommerziell erhiltliche Erdnusssorten wurden in dieser Arbeit verwendet. Die
Jumbo Riesen (Seeberger, Ulm) wurden fiir die nachfolgenden Experimente als Standard-

Erdnuss definiert.

Standard-Erdnuss: ~ Jumbo Riesen, gerdstet (Seeberger, Ulm)

Keimfdhige Erdnuss: Spanish Type (Max Kiene GmbH, Hamburg)

Bali-1 Erdnuss: Kacang Asin (Manalagi, Bali, Indonesien)

Bali-2 Erdnuss: Roasted Peanut (Garuda, PT Sinar Niaga Sejahtera, Indonesien)
Thailand Erdnuss: ~ Peanut Kernels (TRS Wholesale Co, Middlesex, England)
Indonesien Erdnuss: Peanut Kernels (bezogen von einem Marktstand in

Indonesien, Handler unbekannt)

2.1.9 Computerprogramme

Neben Standardcomputerprogrammen wurden im Rahmen dieser Arbeit folgende Programme

verwendet:

Software Verwendungszweck

Vector NTI 6.0 (InforMax, North Bethesda, USA) DNA- und Protein-Analysen
PrimerSelect (Lasergene, DNAStar Inc, USA) DNA- und Protein-Analysen

MikroWIN2000 (Asys Hitech, Eugendorf, Osterreich) OD-Bestimmung (ELISA, RBL)
SOFTmax PRO 4.3 LS (Molecular Devices, Miinchen) =~ Auswertung von ELISA

PeptideMass (http://www.expasy.ch) Kalkulation von Peptidmassen
SignallP (http://www.expasy.ch) Vorhersage von Signalpeptiden
ProPep (http://www.imtech.res.in/raghava/propred/) Vorhersage von MHC II Bindung
NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov) Gendatenbank
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2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 Methoden zur DNA-Analyse

2.2.1.1 Prazipitation von DNA

Zur Konzentrierung, Reinigung und Umpufferung von DNA aus wéssrigen Losungen wurde
die Prézipitation von DNA mithilfe der Isopropanol-Féllung durchgefiihrt. Zu einem
Volumen DNA-L6sung wurden zwei Volumina Isopropanol hinzugegeben. Das nach der
Zentrifugation (20 min/15000 x g/4 °C) erhaltene DNA-Pellet wurde mit einem Volumen
70 % Ethanol gewaschen, erneut zentrifugiert und nach Entfernung des Ethanols an der Luft

getrocknet. Anschliefend wurde das Pellet in nukleasefreiem ddH,O aufgenommen.

2.2.1.2 Reinigung von DNA durch Phenol-Chloroform-Fallung

Um die Deproteinierung von DNA-haltigen Ldsungen zu erreichen, wurde die Phenol-
Chloroform-Extraktion von DNA nach der Methode von Sambrook und Russell (2001)
durchgefiihrt. Nach Zugabe von 1 Volumen Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1)
erfolgte die Phasentrennung der Suspension durch Zentrifugation (10 min/15000 x g/4 °C).
Die DNA-haltige wissrige Oberphase wurde in ein neues Gefdll {berfiihrt und eine

Isopropanol-Prézipitation angeschlossen (2.2.1.1).

2.2.1.3 Konzentrations- und Reinheitsbestimmung von DNA

Die Konzentrationsbestimmung erfolgte iiber die Messung der optischen Dichte bei einer
Wellenldnge von 260 nm in einem Spektralphotometer (BioPhotometer, Eppendorf,
Hamburg). Bei dieser Wellenlinge entspricht der Absorptionswert von 1,0 einer
Konzentration von 50 pg/ml dsDNA. Das Mal} der Proteinkontamination einer Losung wurde
durch das Verhiltnis der Absorptionen bei 260 nm (Absorptionsmaximum von DNA) und
280 nm (Absorptionsmaximum von Proteinen) bestimmt. Eine reine DNA-Probe liegt vor,
wenn OD,g0/ODsgp > 1,8 ist. Geringere OD-Werte weisen auf Verunreinigungen mit Proteinen

hin. Viel hohere Werte als 1,8 konnen dagegen Anzeichen einer RNA-Kontamination in der
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Losung sein. Zur Konzentrationsbestimmung wurde die DNA-Probe mit ddH,O im Verhéltnis

1:50 verdiinnt und in einer Quarzkiivette gemessen.

Neben der photometrischen Bestimmung von DNA wurden DNA-Konzentrationen iiber
Agarosegele (2.2.1.4) abgeschitzt. Die Nachweisgrenze dieser Methode liegt bei etwa 5 ng
DNA pro Bande. Der Vergleich der Fluoreszenzintensititen der mit Ethidiumbromid
gefairbten DNA-Fragmente mit einem Molekulargewichtsstandard ermoglicht die

Konzentrationsbestimmung der Probe.

2.2.1.4 Analytische Agarosegelelektrophorese

Die Auftrennung von DNA-Fragmenten in Agarosegelen wurde angewandt, um Fragment-
und VektorgroBen aus DNA-Restriktionen und PCR-Reaktionen sowie die Konzentrationen
von DNA- und RNA-Losungen zu ermitteln. Der Versuchsaufbau und die Durchfiihrung
erfolgten nach der Vorschrift von Sambrook und Russell (2001).

Verwendete Puffer:

TAE 40 mM  Tris-Acetat (pH 7,5)
ImM  EDTA

10x DNA-Probenpuffer 100 mM EDTA
30 % (v/v) Glycerin
0,05 % (w/v) Xylencyanol
0,05 % (w/v) Bromphenolblau

Abhingig von der erwarteten Fragmentgrofle der DNA wurden Gele mit 1 % bzw. 2 % (w/v)
Agarose in TAE-Puffer angesetzt und gegossen. Die DNA-Proben wurden mit 1/10 Volumen
DNA-Probenpuffer versetzt und in die Geltaschen aufgetragen. Zusitzlich wurde ein
GroBenstandard verwendet. Die Elektrophorese wurde bei einer Spannung von 80-100 V
durchgefiihrt. Zur Detektion der DNA wurden die Gele nach dem Lauf fiir 10 min in einem
Ethidiumbromid-Bad (3 pg/ml H,O) inkubiert. Die Anregung der Fluoreszenz des

interkalierten Ethidiumbromids erfolgte auf einem UV-Transilluminator. Die Ergebnisse
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wurden mittels Videoprinter oder mit dem GelDoc XR-System (Bio-Rad, Miinchen)

dokumentiert und analysiert.

2.2.1.5 Praparative Agarosegelelektrophorese

Zur Isolierung von DNA-Fragmenten aus PCR-Ansdtzen und Restriktionen wurde eine
priaparative Gelelektrophorese durchgefiihrt. Der Ablauf erfolgte wie bei der analytischen
Agarosegelelektrophorese, wobei die gewlinschten Fragmente nach Auftrennung und
Anfarbung mit einem Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten wurden. Mit Hilfe des ,,QIAquick
Gel Extraction“-Kits (Qiagen, Hilden) wurde die DNA nach Vorschrift des Herstellers aus
dem Agarosegel eluiert. Das Prinzip dieses Kits beruht auf der Aufléosung der Agarose und
der selektiven, quantitativen Adsorption von Nukleinsduren an eine Siliziumdioxid-Matrix in

Gegenwart hoher Salzkonzentrationen.

Alternativ wurde eine weitere Methode zur DNA-Elution aus Agarosegelen angewendet: Mit
einer Kaniile wurde ein Loch in den Boden eines 0,5 ml ReaktionsgefdBles gestochen und
dieses zu % mit Filterwatte gestopft. Das ausgeschnittene Gelstiick wurde auf die Watte
gelegt. Dieses Reaktionsgefdll wurde in ein zweites, 1,5 ml Reaktionsgefdll gesteckt und in
einer Zentrifuge bei 3000 rpm fiir 3 min zentrifugiert. Die DNA wurde dabei mit dem Puffer
aus dem Agarosegel in das 1,5 ml GefaB} eluiert, wihrend das Agarosestiick durch die Watte
zurlickgehalten wurde. Das Zentrifugat wurde anschlieBend mit Isopropanol geféllt und mit

70 % igem Ethanol gewaschen.

2.2.2 Enzymatische Modifizierung von DNA

2.2.2.1 DNA-Restriktion

Zur Linearisierung von Vektoren, Vorbereitung von DNA-Proben zur Klonierung und
Uberpriifung von positiv transformierten Klonen wurde die Restriktionsanalyse eingesetzt.
Die Restriktionen erfolgten unter Verwendung der Reaktionspuffer der Hersteller bei
Beachtung der Temperatur- und Zeitoptima (Tabelle 6). Pro Mikrogramm DNA wurden 10 U

der benoétigten Endonuklease eingesetzt, um eine vollstindige Hydrolyse zu gewihrleisten.
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War ein Doppelverdau nicht méglich, so wurden die Enzyme nacheinander eingesetzt. Nach
dem ersten Restriktionsverdau wurde das Enzym entweder hitzeinaktiviert oder durch Phenol-
Chloroform-Extraktion entfernt und eine Isopropanolfdllung angeschlossen. Das Ergebnis der

Restriktion wurde mittels Agarosegelelektrophorese (2.2.1.4) iiberpriift.

Tabelle 6: Ubersicht der verwendeten Enzyme und Angabe zu den einzelnen Restriktionsbedingungen.

Enzym Puffer Volumen [pl] Zeit [h] Temp. [°C] Hersteller

EcoR 1 H 10-50 2-3 37 Roche (Mannheim)
EcoR'V B 10-50 2-3 37 Roche (Mannheim)
EcoR VEcoR V B 10-50 3-5 37

Nde 1 H 10-100 3-5 37 Roche (Mannheim)
Xho 1 N 10-100 3-5 37 Roche (Mannheim)
Nde 1/ Xho 1 B 10-100 3-5 37

BamH 1 B 10-50 2-3 37 Roche (Mannheim)
BamH 1/EcoR 1 B 10-100 2-3 37 Roche (Mannheim)
Kpn 1 L 50-100 3-5 37 Roche (Mannheim)
Sac 1 A 50-100 3-5 37 Roche (Mannheim)
Kpn 1/Sac 1 L 50-100 3-5 37

Nde 1 4 50-100 3-5 37 NEB (Frankfurt/Main)
Nde 1/EcoR 1 - - - -

2.2.2.2 Phosphorylierung von DNA

Die Phosphorylierung wurde unter Verwendung einer alkalischen Phosphatase aus
Kélberdarm (CIP, Calf intestinal alkaline phosphatase) von der Firma Roche (Mannheim)
durchgefiihrt. Dazu wurde die DNA-Losung in 1x NEBuffer 3 auf 0,5 pg/10 ul eingestellt
und 0,5 U CIP pro ng DNA hinzugefiigt. Nach einer 60-miniitigen Inkubationzeit bei 37 °C
wurde die DNA durch Phenol-Chloroform-Extraktion oder préparative Agarosegel-

elektrophorese gereinigt.
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2.2.2.3 Ligation von DNA-Fragmenten in Vektoren

Ligation in pGEM-T und in pCR2.1-TOPO

Die Klonierung von PCR-Produkten in die kommerziell erhdltlichen Vektoren pGEM-T easy
(Promega, Mannheim) und pCR2.1-TOPO (Invitrogen, Karlsruhe) erfolgte nach Hersteller-
protokoll. Das Prinzip dieser Vektor-Systeme beruht darauf, dass ein Thymin-Rest an die 3°-
Enden der Schnittstelle der restringierten Vektoren synthetisiert worden ist. Da thermostabile
DNA-Polymerasen wihrend der PCR héufig einen unspezifischen Adenosinrest an das
Produkt anfiligen, sind diese Systeme somit speziell fiir die Klonierung von nicht
modifizierten PCR-Produkten geeignet. Der pCR2.1 TOPO-Vektor verfiigt zusitzlich iiber

eine Topoisomerase, die kovalent an den 3’-Enden gebunden ist und die Ligation vereinfacht.

Eine Identifikation positiver Klone erfolgte durch die vom Vektor erworbene Ampicillin-
resistenz und iiber Blau-WeiB-Selektion. Die beiden Vektoren enthalten in der multiplen
Klonierungsstelle (MCS) das /lacZ-Gen, das den N-terminalen Teil des Enzyms f3-
Galaktosidase kodiert. Durch Verwendung eines Bakterienstammes, der im Genom die
kodierende Sequenz fiir den C-terminalen Bereich der B-Galaktosidase enthélt, kann das
Selektionssystem genutzt werden. Die Aktivitdt der B-Galaktosidase ist auf den mit dem
Induktor IPTG (Isopropyl-1-Thio-B-D-Galaktose) und dem Indikator X-Gal (5-Bromo-4-
chloro-3-indolyl-B-D-Galaktosid) supplementierten LB-Agar-Platten (2.2.7.1) direkt nach-
weisbar. Die B-Galaktosidase spaltet den farblosen Indikator unter Freisetzung eines blauen
Farbstoffes. Der Einbau eines DNA-Fragmentes in die MCS verschiebt das Leseraster des

lacZ- Gens, so dass diese Bakterienkolonien in Anwesenheit von X-Gal farblos bleiben.

Ligation in pET-Vektoren

Die Verkniipfung zweier restringierter DNA-Fragmente erfolgte mit Hilfe der T4-DNA-
Ligase (New England Biolabs, Frankfurt am Main). Es wurden 50 bis 100 ng Vektor-DNA
eingesetzt, die bei Bedarf vorab phosphoryliert wurde (2.2.2.2). Das Insert wurde in zwei
Ansitzen im dreifach- und zehnfach-molaren Uberschuss zur Vektormenge in ein
Reaktionsvolumen von 10 pl gegeben. Die entsprechenden Insert-Mengen wurden nach
folgender Formel (ROCHE, LAB FAQS) berechnet:

ng (Vektor) x kb (GroBe des Inserts) mol Insert
kb (GroBle des Vektors) h mol Vektor
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Die Ligation wurde tiber Nacht in einem Wasserbad bei 16 °C durchgefiihrt und anschlieend
in E.coli transformiert (2.2.7.3).

2.2.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

2.2.3.1 Standard-PCR

Mit Hilfe der PCR kénnen DNA-Sequenzen in vitro amplifiziert und modifiziert werden. So
konnen zum Beispiel gezielt neue Restriktionsschnittstellen zur spéteren Klonierung von
Gensequenzen eingefiigt werden. Fiir die PCR bendtigt man die doppelstringige
DNA-Matrize und komplementire kurze Oligonukleotide (,,Primer*), die den =zu
amplifizierenden Bereich am 5°- und am 3’-Ende flankieren. AuBlerdem ist die hitzestabile
Taq-DNA-Polymerase aus Thermus aquaticus und ein ANTP (Desoxynukleosid-Triphosphat)-
Gemisch erforderlich. Die PCR besteht aus mehreren Zyklen, die sich aus den drei
Teilschritten der Denaturierung, Primeranlagerung und Kettenverlangerung zusammensetzen.
Die Reaktionslésungen mit einem Volumen von 25 pl bzw. 50 pl wurden in einem 250 pl

bzw. 500 ul PCR-Reaktionsgefdll folgendermalBlen angesetzt:

Template DNA 10-100 ng
10 x PCR-Puffer Sul
MgCl, 1,5 mM
5’-Primer 10 pmol
3’-Primer 10 pmol
dNTP 0,2 mM
Taqg-Polymerase 2,5U
ddH,O ad 50 pl

In dieser Arbeit wurden die DNA-Polymerase, der 10 x PCR-Puffer und das MgCl, von der
Firma Peqlab (Erlangen) und die dNTPs von Roche (Mannheim) bezogen.

Die Amplifikation wurde unter nachstehenden Bedingungen in dem Thermocycler Primus 25
advanced (Peqlab, Erlangen) durchgefiihrt. Dabei wurde die Temperatur zur

Primeranlagerung fiir jedes Primerpaar spezifisch gewihlt (siche Tabelle 4).
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Temperatur  Zeit Wiederholungen
Initiale Denaturierung 94 °C 5 min I x
Denaturierung 94 °C 20 sec
Primeranlagerung 47-58 °C 45 sec 30x
Primerverldngerung 72 °C 1 min
Finale Verldngerung 72 °C 10 min I x
Programmende 4°C  Endlos

Nach Abschluss der Reaktion wurde ein Aliquot des Ansatzes gelelektrophoretisch
aufgetrennt, um die GroBe, Konzentration und die Reinheit der amplifizierten DNA zu

ermitteln.

2.2.3.2 PCR aus Kolonien

Um eine groBe Anzahl transformierter Bakterienklone ohne vorherige Plasmid- bzw. DNA-
Préparation iiberpriifen zu konnen, wurde eine PCR direkt aus Kolonien durchgefiihrt. Dazu
wurde etwas Zellmaterial einer Kolonie mit einer Pipettenspitze aufgenommen, in den
Standard-PCR-Ansatz gegeben und die PCR unter Standardbedingungen durchgefiihrt

(2.2.3.1). Jedoch wurde hier eine ldngere initiale Denaturierungsphase (10 min) gewéhlt.

2.2.4 Isolation von genomischer DNA aus der Erdnuss

Die Isolation von gDNA aus der Erdnuss (Jumbo Riesen, Seeberger, Ulm) erfolgte mit dem
DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Hilden). Dazu wurden Erdniisse mit fliissigem Stickstoff
versetzt, in einer elektrischen Kaffeemiihle gemahlen und 100 mg Erdnussmehl zur Zelllyse
eingesetzt. Gleichzeitig fand eine RNA-Degradation durch die im Lysispuffer enthaltene
RNase A stattfand. AnschlieBend wurden die Proteine und Polysaccharide prizipitiert. Durch
Zentrifugation der Probe iiber einen Filter wurden diese Bestandteile und die Zelltriimmer
zuriickgehalten und die DNA-haltige Losung abgetrennt. Anschliefend wurde die DNA {iber

eine Silika-Membran reversibel gebunden, gewaschen und mit 100 ul ddH,O eluiert.
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2.2.5 Herstellung von cDNA

2.2.5.1 Isolation von RNA aus der Erdnuss

Zur Isolierung von Gesamt-RNA aus keimfahigen Erdniissen (Max Keine GmbH, Hamburg)
wurde das kommerziell erhédltliche SV Total RNA Isolation System (Promega, Mannheim)
verwendet. Dieses beruht auf der Verwendung von Guanidinthiocyanat, welches zum einen
die Zellen lysiert und zum anderen RNasen inhibiert und so vor einer Degradation der RNA
schiitzt. Die extrahierte RNA wird reversibel an eine Silica-Matrix gebunden. Der Einsatz
einer DNase degradiert die im Extrakt eventuell vorhandene genomische DNA. Durch
Waschschritte wird die RNA von Salzen, Proteinen und zelluldren Verunreinigungen befreit
und mit nukleasefreiem Wasser von der Membran eluiert. Fiir einen Ansatz wurden Erdniisse
in fliissigem Stickstoff gefroren, gemahlen und 30 mg Erdnussmehl auf 175 ul RNA Lysis
Puffer eingesetzt. Die isolierte RNA wurde entweder direkt verwendet oder bei -80 °C

eingefroren.

2.2.5.2 Erststrang-Synthese
Um aus der isolierten Gesamt-RNA cDNA herzustellen, werden Oligo(dT)-Oligonukleotide

verwendet, die an den Poly(A)-Schwanz der mRNA binden. Mit einer reversen Transkriptase
wird die Umschreibung von RNA in DNA katalysiert, so dass ein mRNA/cDNA-Hydrid
entsteht. Im Rahmen dieser Arbeit wurde das First-Strand cDNA Synthesis Kit der Firma GE
Healthcare (Miinchen) mit den im Abschnitt 2.1.6 angegebenen Oligonukleotiden verwendet.
Im Anschluss an die Erststrang-Synthese-Reaktion wurden die Proben bei -20 °C eingefroren
oder mit einem Aliquot eine PCR mit den gewiinschten genspezifischen Oligonukleotiden

angeschlossen.

2.2.6 Sequenzierung von DNA

Die Sequenzierungen erfolgten durch die Firma MWG-Biotech (Ebersberg). Dazu wurde das
Plasmid mit dem zu sequenzierenden Fragment aus E. coli mittels Miniprdparation (2.2.7.4)
isoliert, ein Aliquot von 1 pug abgenommen und getrocknet. Mithilfe des Programms
VektorNTI 6.0 (InforMax, North Bethesda, USA) wurden die Ergebnisse ausgewertet.
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2.2.7 E. coli: Transformation und Expression

2.2.7.1 Nahrmedien zur Kultivierung

Zur Anzucht und Kultivierung von E. coli-Bakterienstimmen wurde LB-Medium (engl.
“lysogeny broth*) verwendet. Alle Medien wurden in ddH,O angesetzt und autoklaviert. Die
hitzelabilen Komponenten der Selektionsmedien (Ampicillin, IPTG und X-Gal) wurden als
Stammldsung angesetzt, steril filtriert und nach dem Autoklavieren dem auf 50-60 °C

abgekiihlten Medium hinzugefiigt.

LB-Medium 1% (w/v) Pepton
1% (w/v) NaCl
0,5% (w/v) Hefeextrakt

LB-Agarplatten LB-Medium + 1,5 % (w/v) Agar

LB-Amp-Medium  LB-Medium + Ampicillin (Endkonzentration 100 mg/ml)
Stammldsung Ampicillin: 100 mg/ml in ddH,O

LB-Amp-Agar LB-Amp-Medium + 1,5 % (w/v) Agar

LB-Amp-Agar mit [IPTG/X-Gal
LB-Amp-Agar + 10 mM IPTG (Stammlésung 100 mM in ddH,O)
+ 1,2 % (w/v) X-Gal (Stammlosung 3% (w/v) in DMF)

2.2.7.2 Kultivierung und Lagerung

Die Anzucht von E. coli erfolgte tiber Nacht bei 37 °C in LB-Fliissigmedium auf einem
Schiittelinkubator (180 rpm). Zur Kultivierung der mit Plasmid transformierten Zellen wurde
dem Medium das jeweilige Antibiotikum zugesetzt. Die Selektion nach der Transformation
erfolgte auf entsprechend supplementierten LB-Agarplatten iiber Nacht bei 37 °C. Die
Bakterienstimme wurden auf LB-Agarplatten bei 4 °C gelagert. Zur ldngerfristigen Lagerung
wurden Glycerinkulturen angelegt, dazu wurden 400 pl der iN-Kultur mit 500 pl Glycerin

gemischt und bei —80 °C eingefroren.
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2.2.7.3 Transformation mittels Hitzeschock-Methode

Die Herstellung chemisch kompetenter Zellen erfolgte mit Hilfe von Calciumchlorid. Hierzu

wurde eine E. coli-Vorkultur in 4 ml LB-Medium iiber Nacht bei 37 °C angesetzt. Mit 0,2 ml
dieser Kultur wurden 20 ml LB-Medium inokuliert und bis zu einer ODgyy von 0,3-0,5 bei
37 °C und 180 rpm inkubiert. Die Kultur wurde in ein 50 ml Plastik-Réhrchen iiberfiihrt und
10 min auf Eis abgekiihlt. AnschlieBend wurden die Zellen mittels Zentrifugation sedimentiert
(10 min/5000 x g/4 °C) und in 1 ml eisgekiihlter 100 mM CaCl,-Losung resuspendiert. Nach
30 miniitiger Inkubation auf Eis wurde erneut zentrifugiert (10 min/5000 x g /4 °C) und das
Pellet in 2 ml eisgekiihlter 100 mM CaCl,-Losung mit 10 % Glycerin aufgenommen. Je
200 ul der kompetenten Zellen wurden in vorgekiihlte 1,5 ml Reaktionsgeféfle aliquotiert und
bei -80 °C gelagert bzw. direkt zur Transformation eingesetzt. Die Transformationseffizienz
der Zellen sowie mogliche Kontaminationen wurden durch Kontrolltransformationen

iiberpriift.

Die Transformation der chemisch kompetenten E. coli-Zellen erfolgte nach der Hitzeschock-
Methode. Hierzu wurde ein Aliquot kompetenter Zellen mit 50-100 ng Plasmid-DNA bzw.
mit 10-20 pl eines Ligationsansatzes gemischt und fiir 20 min auf Eis inkubiert. Anschlie3end
wurden die Zellen fiir 1 min bei 42 °C im Wasserbad einem Hitzeschock ausgesetzt und dann
fiir 2 min auf Eis abgekiihlt. Nach Zugabe von 800 ul LB-Medium wurde der Ansatz fiir eine
Stunde bei 37 °C kultiviert. AnschlieBend wurden 100-300 pl der Bakteriensuspension auf
eine selektive LB-Agar-Platte ausplattiert und tiber Nacht bei 37 °C kultiviert.

2.2.7.4 Isolierung von Plasmid-DNA

Die Plasmidisolierung aus Bakterien erfolgte nach Birnboim und Doly (1979) mittels
alkalischer Lyse. Die Priparationen wurde entweder mithilfe des ,,QIAprep Spin Miniprep
Kit* (Qiagen, Hilden) oder des ,,peqGOLD Plasmid Miniprep Kit I (Peqlab, Erlangen) unter
Einhaltung des Hersteller-Protokolls durchgefiihrt. Die Prinzipien der beiden verwendeten
Kits beruhen neben der alkalischen Lyse von Bakterienzellen auf der reversiblen Bindung der
Plasmid-DNA an eine Silica-Matrix. Durch Waschschritte mit chaotropen Salzlésungen und
ethanolhaltigen Losungen wurde die an der Matrix gebundene Plasmid-DNA von RNA und
Proteinen gereinigt. Die Elution des gereinigten Plasmids erfolgte bei erwarteten

Konzentrationen tiber 100 ng/ul mit 50 ul TE-Puffer, bei geringeren DNA-Konzentrationen
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mit 50 ul ddH,0. Dadurch ist eine Einengung des Eluates in der Speedvac (SPD12P, Thermo
Savant, Holbrook, USA) moglich, ohne die Salzkonzentration der Probe durch die im TE-

Puffer enthaltenen Salze zu erhohen.

2.2.7.5 Expression von rekombinanten Proteinen

Zur heterologen Expression verschiedener Erdnuss-Allergene in E. coli wurde mit
Antibiotikum supplementiertes LB-Medium mit einer N-Kultur im Verhiltnis 1:100
angeimpft. AnschlieBend wurde die Kultur bis zu einer ODgo von 0,5-0,7 bei 37 °C und
180 rpm inkubiert. Nach Abnahme von 1 ml Kultur zur Negativkontrolle wurde die
Expression durch Zugabe von 1 M IPTG (Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid) induziert
(Endkonzentration 1 mM). Nach einer Expressionsdauer von 4 Stunden wurde eine 1 ml
Probe als Kontrolle abgenommen. Die Zellen wurden durch Zentrifugation pelletiert
(30 min/12000 x g/4 °C) und bei -80 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert. Die Pellets
der Kontrollen wurden zur weiteren Analyse mit 1 ul Benzonase versetzt und mittels SDS-

Gelelektrophorese (2.3.4.1) analysiert.

2.2.7.6 Zellaufschluss von E. coli-Zellen

Fiir den Aufschluss der Zellen wurden je nach Loslichkeit der heterolog exprimierten Proteine

verschiedene Methoden verwendet:

Lyse unter nativen Bedingungen

Die Bakterienpellets aus 11 Expressionskultur wurden in 30 ml Natriumphosphatpuffer
(50 mM Na,HPO4/NaH,PO4, 300 mM NaCl, pH 8,0) resuspendiert. Durch Zugabe von 2 ml
BugBuster 10x Protein Extraction Reagent (Novagen, Darmstadt), einem Detergens, wurden

die Zellen chemisch lysiert.

Lyse unter denaturierenden Bedingungen
Waren die exprimierten Proteine unter nativen Bedingungen nicht in Ldsung zu bringen,
wurden die Bakterienpellets in Harnstoff-Puffer (8 M Urea, 10 mM Tris/HCl, 100 mM
NaH,POy, pH 8,0) resuspendiert und lysiert.
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Zur Degradation von DNA und RNA und damit zur Verbesserung der Loslichkeit wurden
auBerdem 3 pl der Endonuklease Benzonase (Novagen, Darmstadt) hinzugefiigt. Die
Inkubation erfolgte fiir 30 min auf einem Taumelroller. Die Abtrennung intakter Zellen,
unldslicher Bestandteile sowie Zell- und Membrantriimmer erfolgte durch Zentrifugation
(30 min/12000 x g/4 °C). Der 16sliche Uberstand wurde anschlieBend fiir die

Proteinaufreinigung verwendet.

Variationen
Waren die exprimierten Proteine weder unter nativen noch unter denaturierenden

Bedingungen l6slich, wurden weitere Puffer zur Lyse ausgetestet.

SB3-10 Puffer 0,1 M Na,HPO,/NaH,PO, (pH 8,0)
4 M Urea
2 M Thiourea
2,5 % (w/v) SB3-10 (3-(Decyldimethylammonium)-

Propansulfonat, Sigma)

SB3-10 Puffer + NP-40 SB3-10 Puffer
2,5 % (v/v) Nonidet P-40

Guanidinhydrochlorid-Puffer 6 M Guanidin-HCl
0,1 M Tris (pH 8)
5mM DTT
(1 mM EDTA)
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2.3 Proteinbiochemische Methoden

2.3.1 Herstellung von Erdnussextrakten

Verwendete L.osungen:

Ammoniumhydrogencarbonat-Puffer 0,1 M NH4HCOs, pH 8,0
Ammoniumacetat-Puffer 0,1 M CH3COONH,4, pH 5,0

Zur Extraktherstellung wurden Erdniisse gepalt, in fliissigem Stickstoff gefroren und in einer

elektrischen Kaffeemiihle gemahlen. Das Erdnussmehl wurde iiber Nacht bei 4 °C in 250 ml
Extraktionspuffer pro 30 g Mehl geriihrt. Nach zweimaliger Zentrifugation (30 min/
10000 x g/4 °C) wurde der Uberstand durch Zelluloseacetatfilter (Sartorius, Gottingen) mit
absteigender Porengréfle von 8,0, 0,8, 0,45 und 0,2 pm mit Hilfe einer Wasserstrahlpumpe
gefiltert. Der Extrakt wurde iiber Nacht bei 4 °C gegen ddH,O dialysiert. Nach
anschliefender Proteinbestimmung mittels Bradford-Methode (sieche 2.3.3) wurde die

Proteinlosung aliquotiert und lyophilisiert.

Zur Entfettung von Erdnussmehl wurden 5 g Erdnussmehl zunéchst fiir 15 min mit 20 ml
Aceton versetzt und ausgeriihrt. Das Fett-Aceton-Gemisch wurde durch einen Filter der
Porengrofe 8,0 um filtriert. Dieser Vorgang wurde zweimal wiederholt. Das im Erdnussmehl
zuriickgebliebene Aceton wurde bei Raumtemperatur abgedampft. AnschlieBend wurde das
entfettete Erdnussmehl wie beschrieben extrahiert oder das Ol zur Reinigung der

Olkérperchen verwendet (2.3.2).

2.3.2 Reinigung von Olkérperchen

Die Reinigung von Olkérperchen und Isolation von Oleosin erfolgte in Anlehnung an die
Methode von Tzen et al. (1997). Dabei wurde zunédchst das Erdnussol iiber Saccharosekissen

gereinigt und durch Entfettung die Olkdrperchen isoliert.

Verwendete Losungen:

Natriumphosphatpuffer: 10 mM Na,HPO,/NaH,PO, (pH 7,5)

-30 -



2. Material und Methoden

Losung 1: 10 mM Na,HPO4/NaH,PO4 (pH 7,5)
0,6 M Saccharose

Losung 2: 10 mM Na,HPO,/NaH,PO, (pH 7,5)
0,4 M Saccharose

Losung 3: 5 mM Na,HPO4/NaH,PO, (pH 7,5)
0,2 M Saccharose
0,1 % (v/v) Tween 20

Losung 4: 10 mM Na,HPO,/NaH,PO, (pH 7,5)
0,6 M Saccharose
2 M NaCl

Losung 5: 10 mM Na,HPO,/NaH,PO, (pH 7,5)
0,25 M Saccharose
2 M NaCl

Losung 6: 9 M Harnstoff

Als Ausgangsmaterial wurde Erdnuss6l verwendet, das mit Aceton aus Erdnussmehl
extrahiert worden war (2.3.1). 5 ml Erdnussdl wurden mit 25 ml Losung 1 gemischt und fiir 1
min gevortext. AnschlieBend wurden 10 ml Lésung 2 zur Probe hinzugegeben und fiir 60 min
bei 4300 x g und 12 °C zentrifugiert. Die auf der Oberfliche schwimmende Olschicht wurde
abgenommen, zuerst mit 20 ml Ldsung 3 vermischt, dann 10 ml Natriumphosphatpuffer
zugegeben und zentrifugiert (60 min/4300 x g/12 °C). Die Olschicht wurde wieder
abgenommen, mit 20 ml Losung 4 gemischt und 20 ml Losung 5 zugegeben. Nach erneuter
Phasentrennung (60 min/4300 x g/12 °C) wurde die obere Schicht mit Losung 6 versetzt und
10 min auf einem Taumelroller bei RT inkubiert. 10 mM Natriumphosphatpuffer wurde zu
der Probe gegeben und zentrifugiert (30 min/4300 x g/12 °C). Die Olschicht wurde mit 10 ml
Losung 1  versetzt und durch Zugabe von 10ml Hexan und Zentrifugation
(30 min/4300 x g/12 °C) entfettet. Die Hexan-Ol-Schicht wurde abgenommen und verworfen.
Die Olkérperchenschicht wurde abgenommen und mit 10 ml Losung 1 versetzt. Nach kurzem

Mischen wurden 10 ml Losung 2 zugeben. Nach der Phasentrennung (60 min/4300 x g/12 °C)
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wurde die Olkorperchenschicht abgenommen. Um das trotz Hexan-Behandlung vorhandene
Ol zu entfernen, wurde eine Protein-Fillung mit Aceton angeschlossen. Dazu wurde die Probe
mit 5 Teilen Aceton vermischt, flir eine Stunde bei -20 °C inkubiert und die ausgefallenen
Proteine pelletiert (5 min/6000 x g/4 °C). Das Pellet wurde getrocknet und in der SDS-PAGE
analysiert (siehe 2.3.4.1).

2.3.3 Proteinbestimmung

Proteinbestimmung nach Bradford

Fiir die Proteinbestimmung nach Bradford (1976) wurde das Coomassie Protein Assay
Reagenz (Pierce, Bonn) verwendet. Zu 980 ul Reagenz wurden 20 pl der zu bestimmenden
Proteinlosung gegeben und die Extinktion gegen ddH20 bei einer Wellenldnge von 595 nm in
dem BioPhotometer (Eppendorf, Hamburg) bestimmt. Die Konzentration wurde mithilfe einer

Standardreihe von 62,5 pg/ml bis 1 mg/ml Rinderserumalbumin (BSA) ermittelt.

Proteinbestimmung iiber den molaren Extinktionskoeffizienten

Die Konzentration von Proteinldsungen bekannter Zusammensetzung wurde alternativ {iber
die Extinktion bei 280 nm bestimmt. Hierzu wurden 50 pl einer Proteinldsung in eine UVette
(Eppendorf, Hamburg) gegeben und die Absorption in dem BioPhotometer (Eppendorf,
Hamburg) ermittelt. Die Konzentration wurde anhand der folgenden Formel bestimmt:

MW x Ejgp x Verdiinnungsfaktor

¢ [mg/ml] =
€

Der molare Extinktionskoeffizient (¢) fiir die jeweiligen zu bestimmenden Proteine wurde mit

dem Programm Vector NTI berechnet.

2.3.4 Elektrophoretische Trennung von Proteinen

2.3.4.1 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zur Analyse von Proteingemischen und gereinigten Proteinen wurde die SDS-PAGE nach

Laemmli (1970) durchgefiihrt. Durch die Behandlung der Proben mit SDS werden die
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Proteine denaturiert und proportional zur Polypeptidkettenldnge negativ geladen, so dass alle
Proteine in einem elektrischen Feld in Richtung Anode wandern und durch die Porengrof3e
der Gelmatrix nach dem Molekulargewicht aufgetrennt werden konnen. Je nach der zu
erwartenden Proteinzusammensetzung wurden unterschiedliche Vernetzungsgrade gewdhlt,

die durch die Acrylamid- und Bisacrylamidkonzentrationen festgelegt wurden.

Verwendete Losungen:

Probenpuffer (2x, reduzierend) 200 mM Tris/HCI (pH 6,8)
20 mM EDTA
25 % (v/v) Glycerin
3 % (v/v) B-Mercaptoethanol
2 % (w/v) SDS
0,25 % (w/v) Bromphenolblau

Sammelgelpuffer (4x) 0,5 M Tris/HCI (pH 6,8)

Trenngelpuffer (4x) 1,5 M Tris/HCI (pH 8,8)

Elektrodenpuffer 50 mM Tris (pH 8,3)
384 mM Glycin

0,1 % (w/v) SDS

APS (Ammmoniumpersulfat) 10 % (w/v) Stammldsung

Pyronin G 1 % (v/v) Stammldsung in Sammelgelpuffer

Die Elektrophorese wurde in einem vertikalen Doppelgelsystem (PerfectBlue
Doppelgelsystem Twin ExW S, Peqlab, Erlangen) durchgefiihrt. Zunédchst wurden die
Gelkassetten zu 2/3 mit Trenngel-Losung (Tabelle 7) befiillt und bis zur Polymerisierung mit
wassergesdttigtem Butanol iiberschichtet. AnschlieBend wurde das Trenngel mit der
Sammelgel-Losung (Tabelle 7) iiberschichtet und ein Gelkamm zur Ausbildung von
Probentaschen eingesetzt. Die Proben wurden mit Probenpuffer versetzt, 5 min bei 95 °C

erhitzt und nach dem Abkiihlen in die Taschen des polymerisierten Sammelgels gegeben. Im
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Elektrodenpuffer wurde zunichst die Elektrophorese bei einer Spannung von 50 V gestartet,
bis die Proben das Sammelgel durchlaufen hatten. AnschlieBend wurde die Spannung auf
200 V erhoht, bis die Lauffront des im Probenpuffer enthaltenen Bromphenolblaus das untere
Ende des Geles erreichte. Als Molekulargewichtsstandard wurde der SDS-PAGE Molecular
Weight Standard, Low Range (BioRad, Miinchen) verwendet.

Tabelle 7: Mengenangaben fiir die Zusammensetzung von zwei SDS-Gelen.

Trenngel Sammelgel

12 % 15 % 4 %

ddH,0 55ml  3,9ml 2,9 ml
Rotiphorese Gel 30 6,5ml 8,1 ml 850 ul
Trenngelpuffer (4-fach) 4 ml 4 ml -
Sammelgelpuffer (4-fach) - - 1,3ml
1 % (w/v) Pyronin G - - 16 pul
10 % (w/v) SDS 163 ul 163 pl 51 ul
TEMED 16 pl 16 pl Sl
10 % APS 100 ul - 100 pl 30 ul

(Rotiphorese Gel 30: 30 % Acrylamid/Bisacrylamid im Mischungsverhéltnis 37,5:1 (Roth, Karlsruhe); TEMED:
N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin (Roth, Karlsruhe); APS: Ammoniumpersulfat (Roth, Karlsruhe))

2.3.4.2 Coomassie-Farbung

Zur Visualisierung der im SDS-PAGE getrennten Proteine wurden diese mit dem Farbstoff

Coomassie Blue angefirbt.

Verwendete Losungen:

Coomassie-Féarbelosung 0,2 % (w/v) Coomassie Blue R-250
45 % (v/v) Methanol
45 % (v/v) Eisessig

Entfarber-Losung 18 % (v/v) Isopropanol
9 % (v/v) Eisessig
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Das Gel wurde fiir 30 min in Coomassie-Farbelosung auf einem Schiittler inkubiert und
anschliefend mit Entfarber-Losung unter mehrfachem Wechseln der Losung entfarbt. Dies

erfolgte so lange, bis die Proteinbanden sichtbar und der Hintergrund des Gels klar wurde.

Zum Konservieren wurden die gefarbten SDS-PAGE-Gele iiber Nacht in Glycerinpuffer (2 %
(v/v) Glycerin, 7 % (v/v) Eisessig) inkubiert. AnschlieBend wurden die Gele zwischen zwei

Lagen in Glycerinpuffer getrdnkter Einmachhaut getrocknet.

2.3.5 Semidry-Blotting

Die in der SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden nach dem Prinzip des Semidry-
Blottings auf eine NC (Nitrocellulose)-Membran bzw. auf eine PVDF (Polyvinylidenfluorid)-
Membran transferiert. Dies wurde nach der Methode von Kyhse-Anderson (1984) mit einem

diskontinuierlichen Puffersystem durchgefiihrt.

Verwendete Puffer:

Anodenpuffer I 300 mM Tris/HCI (pH 10,0)
20 % (v/v) Methanol

Anodenpuffer II 25 mM Tris/HCI (pH 10,4)
20 % (v/v) Methanol

Kathodenpuffer 25 mM Tris/HCI (pH 9,4)
10 % (v/v) Methanol

20 mM 6-Aminohexansiure

Zwischen den beiden Elektrodenplatten des Semidry-Blotters (Phase, Liibeck) wurden
luftblasenfrei zwei Lagen in Anodenpuffer I getrdnktes Gel-Blotting Papier (Schleicher &
Schuell, Dassel), eine Lage in Anodenpuffer II getrinktes Blotting-Papier, die mit Anoden-
puffer Il dquilibrierte Membran, das SDS-PAGE-Gel und drei Lagen in Kathodenpuffer
getranktes Blotting-Papier geschichtet. Wurde statt einer NC-Membran (Schleicher &
Schuell, Dassel) eine PVDF-Membran (Millipore, Schwalbach) verwendet, so musste die
Membran vor Aquilibrierung in Anodenpuffer II durch Inkubation in Methanol aktiviert

werden. Der Transfer der Proteine erfolgte fiir 30 min bei einer Stromstiirke von 0,8 mA/cm?.
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2.3.6 Nachweismethoden von Proteinen auf Membranen

2.3.6.1 Proteinfarbung mittels India Ink

Mithilfe einer India Ink-Farbelosung nach Hancock und Tsang (1983) konnten die auf der

NC- oder PVDF-Membran transferierten Proteine angefarbt werden.

Verwendete Losungen:

Férbelosung 0,1 % (v/v) India Ink (Winsor & Newton, London) in TBS-T (pH 7.,4)

TBS-T (pH 7,4) 100 mM Tris/HCI (pH 7,4)
100 mM NacCl
2,5 mM MgCl2
0,05 % (v/v) Tween 20

Die Membran wurde nach dem Blotten fiir ca. 2h in der Fiarbelosung inkubiert.
Uberschiissige Farbpartikel wurden durch anschlieBendes Waschen in TBS-T entfernt.

2.3.6.2 Spezifischer Proteinnachweis mittels Inmunoblot

Verwendete Losungen:

TBS-T (pH 7,4) siche 2.3.6.1

TBS (pH 9,5) 100 mM Tris/HCI (pH 9,5)
100 mM NacCl
5 mM MgCl,
NBT 0,033 % (w/v) NBT (Nitroblau-Tetrazoliumchlorid)

in TBS (pH 9,5)

BCIP 0,5 % (w/v) BCIP (5-Brom-4-chlor-3-indoxylphosphat)
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Nach dem Semidry-Blotting wurden zunéchst die freien Bindungsstellen der Membranen
blockiert, um unspezifische Bindungen der einzusetzenden Antikorper zu verhindern. NC-
Membranen wurden unter Schiitteln 30 min in TBS-T (pH 7,4) und PVDF-Membranen 2 h in
5% Milchpulver in TBS-T (pH 7,4) inkubiert. Fiir den immunenzymatischen Nachweis
wurden die primdren Antikorper, monoklonale bzw. polyklonale Antikdrper und
Patientenseren, in TBS-T (pH 7,4) verdiinnt und iiber Nacht mit der Membran inkubiert. Nach
dreimaligem Waschen erfolgte eine 4-stiindige Inkubation mit dem entsprechenden, mit
Alkalischer Phosphatase (AP) konjugierten Sekunddrantikorper. Die ungebundenen
Sekundirantikorper wurden nach zweimaligem Waschen fiir jeweils 10 min mit TBS-T (pH 7,4)
entfernt. Nach Aquilibrierung der Membran fiir 10 min in TBS (pH 9,4) erfolgte die Firbereaktion
der gebundenen Antikérper mit dem NBT/BCIP-System. Zur Herstellung der Substratlosung
wurde NBT bei 37 °C vorgewédrmt und BCIP in einem Verhéltnis von 1:30 hinzugegeben

(Leary ef al. 1983). Durch Waschen mit ddH,O wurde die Reaktion gestoppt.

2.3.6.3 Verstarkung der Immunnachweise durch Chemilumineszenz

Verwendete Losungen:

TBS 20 mM Tris/HCI (pH 7,6)
137 mM NaCl
Blockierungspuffer TBS

0,2 % (v/v) I-Block Reagent (Applied Biosystems, Darmstadt)
0,1 % (v/v) Tween-20

Assay-Puffer 20 mM Tris/HCI (pH 9,8)
1 mM MgCl,

Der Chemilumineszenznachweis erfolgte mit dem CDP-Star Substrat fiir Alkalische
Phosphatase von Applied Biosystems (Darmstadt). Dazu wurde ein Semidry-Blotting auf NC-
Membran durchgefiihrt und die Membran anschlieBend fiir 10 min in TBS gewaschen. Freie
Bindungsstellen wurden durch die Inkubation mit Blockierungspuffer fiir 30-60 min blockiert.
Die Membran wurde in Streifen geschnitten und mit in Blockierungspuffer verdiinnten
Patientenseren (1:20) fiir 30-60 min inkubiert. Anschlieend wurde die Membran fiir 2x 5 min

in Waschpuffer gewaschen und fiir 30-60 min mit dem anti-Human IgE-AP AntikSrper
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(1:5000 in Blockierungspuffer) inkubiert. Nach weiteren Waschschritten, 3x 5 min in
Waschpuffer und 2x 2 min im Assay-Puffer, wurden die Streifen auf eine stabile Plastikfolie
gelegt und mit einem saugfihigen Papier (Development Folder, Applied Biosystems,
Darmstadt) von iiberschiissiger Fliissigkeit befreit, ohne die Membran dabei trocknen zu
lassen. Nach Zugabe von Substratlosung wurde der Blot fiir 5 min inkubiert, bevor die
tiberschiissige Fliissigkeit erneut entfernt wurde. Fiir die Detektion wurde ein Rontgenfilm
(Hyperfilm ECL, GE Healthcare, Miinchen) aufgelegt, der nach Bedarf exponiert und
anschliefend maschinell entwickelt wurde. Dabei wurden Expositionsintervalle von 30 sec,

2 min und 10 min gewéhlt.

2.3.7 Saulenchromatographische Aufreinigung von Proteinen

2.3.7.1 Immobilisierte Metallchelat-Affinitatschromatographie

Rekombinante Proteine, die mit einem Polyhistidin-Peptid (His-Tag) versehen waren,

konnten anhand ihrer Affinitdt zu zweiwertigen Metallionen gereinigt werden.

Verwendete Puffer fiir die native Reinigung:

Aquilibrierungspuffer 50 mM Natriumphosphat (pH 7,5)
300 mM NacCl

Waschpuffer 50 mM Natriumphosphat (pH 7,5)
300 mM NaCl
50 mM Imidazol

Elutionspuffer 50 mM Natriumphosphat (pH 7,5)

300 mM NacCl
1 M Imidazol
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Verwendete Puffer fiir die denaturierende Reinigung:

Aquilibrierungspuffer 8 M Harnstoff
10 mM Tris/HCI
100 mM Natriumphosphat (pH 8,0)

Waschpuffer 8 M Harnstoff
10 mM Tris/HC1
100 mM Natriumphosphat (pH 6,3)

Elutionspuffer 8 M Harnstoff
10 mM Tris/HC1
100 mM Natriumphosphat (pH 4,5)

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Affinitdt der His-Fusionsproteine zu Nickelionen mittels
Ni-NTA (Nickel-Nitrilotriacetic Sdure)-Agarose (Qiagen, Hilden) oder zu Cobaltionen mittels
Talon (Clontech, Saint-Germain-en-Laye, Frankreich) ausgenutzt. Das resuspendierte
Sdulenmaterial (5 ml) wurde in eine Leersiule gefiillt und mit 3x 50 ml Aquilibrierungspuffer
gespiilt. Je nachdem, in welchem Puffer die Bakterien lysiert wurden (2.2.7.6), wurde
entweder eine Reinigung unter nativen oder unter denaturierenden Bedingungen gewdhlt. Das
Lysat wurde im Batch-Verfahren mit dem vorbereiteten Sdulenmaterial fiir 30 min inkubiert.
Nach Absinken des Saulenmaterials wurde der Durchlauf gestartet und unspezifisch
gebundene Verunreinigungen mit 2x 20 ml Waschpuffer entfernt. An die Siule gebundene
Proteine wurden mit 10 ml Elutionspuffer eluiert und in 1 ml Fraktionen gesammelt. Die

einzelnen Fraktionen wurden anschlieBend mittels SDS-PAGE (2.3.4.1) analysiert.

2.3.7.2 GroRenausschlusschromatographie (SEC)

Bei einer GroBenausschlusschromatographie werden Proteine nach ihrer Grofle getrennt,
wobei die groBeren Proteine zuerst eluieren (inverser Siebeffekt). Die kleineren Proteine
dringen in die Poren des Sdulenmaterials ein und weisen dadurch eine entsprechend ldangere

Retentionszeit auf.
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Verwendete Eichproteine und Puffer:

Proteintestmischung 1 enthielt folgende Eichproteine:
Ferritin [440 kDa]

Aldolase [158 kDa]

Ovalbumin [46 kDa]

Ribonuklease [13,7 kDa]

Proteintestmischung 2 enthielt folgende Eichproteine:

Catalase [232 kDa]

Albumin [67 kDa]

Chymotrypsinogen [25 kDa]
Ammoniumhydrogencarbonat-Puffer 0,2 M (NH4)HCO3

Zur Abtrennung von Erdnussproteinen <25 kDa wurde eine geeichte Superdex 200-Sédule
(GE Healthcare, Miinchen) mit einer Lange von 34 cm und einem Durchmesser von 1,5 cm
verwendet. Die Trennung der Proteingemische erfolgte nach Herstellerangaben an dem
AKTA-purifier System (GE Healthcare, Miinchen) mit Ammoniumhydrogencarbonat als
Laufpuffer. Die Fraktionen wurden in einem Volumen von 1 ml gesammelt und mittels SDS-

PAGE und Immunoblot analysiert, gepoolt, dialysiert und lyophilisiert.

2.3.7.3 lonenaustauschchromatographie (IEC)

Mithilfe der Ionenaustauschchromatographie konnen Proteine anhand ihres isoelektrischen
Punktes getrennt werden. Je stirker ein Protein geladen ist, desto besser wird es an das
entgegengesetzt geladene Sdulenmaterial gebunden. Ein entscheidender Faktor ist dabei die
Wahl des pH-Wertes des Puffers, da dieser die Nettoladung des Proteins und des
Sdulenmaterials bedingt. Um ein Protein stark an die Sdule zu binden, darf der pH-Wert des
Puffers nicht in der Nihe des isoelektrischen Punktes des zu reinigenden Proteins liegen.
Weiterhin ist die Salzkonzentration des Puffers, mit der das Protein von der Saule eluiert
wird, wichtig. Bei geringer Salzkonzentration werden zunichst nur die schwach an das
Sdulenmaterial gebundenen Proteine eluiert, bei steigenden Salzkonzentrationen auch die

starker gebundenen Proteine.
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Verwendete Puffer:

Startpuffer 20 mM Tris (pH 8,0)
Elutionspuffer 20 mM Tris (pH 8,0)
0,5 M Na(Cl

Bei der verwendeten Source 15Q-Sédule (GE Healthcare, Miinchen) handelt es sich um eine
Anionenaustauschsiule, die nach Herstellerangaben an dem AKTA-purifier System (GE
Healthcare, Miinchen) betrieben wurde. Das lyophilisierte Proteingemisch wurde im
Startpuffer aufgenommen und auf die gleichermaBen &quilibrierte Sdule gegeben.
Ungebundenes Material wurde durch einen Waschschritt mit Startpuffer entfernt. Zur Elution
wurde der Elutionspuffer in einem Gradienten iiber 45 Saulenvolumen schrittweise von 0 %
auf 30 % und iiber 10 Sdulenvolumen von 30 % auf 100 % erhoht. Die einzelnen Fraktionen
wurden in einem Volumen von 1 ml gesammelt und mittels SDS-PAGE und Immunoblot

analysiert.

2.3.7.4 Protein G-Affinitatschromatographie

Zur Reinigung von polyklonalen Antikérpern wurde deren Affinitdt zu Protein G ausgenutzt,
welches eine Bindungsdomine fiir die F.-Region von IgG aufweist. Die Reinigung erfolgte
iiber eine HiTrap Protein G-S4ule (GE Healthcare, Miinchen) an dem AKTA-purifier System

(GE Healthcare, Miinchen) mit den unten aufgelisteten Losungen.

Verwendete Puffer:

Bindungspuffer: 20 mM Natriumphosphat (pH 7,0)
Elutionspufter: 0,1 M Glycin-HCI (pH 2,7)
Neutralisierungspuffer: 1 M Tris-HCI (pH 9,0)

Die Probe wurde auf die mit Bindungspuffer dquilibrierte Sdule gegeben. Durch einen
Waschschritt wurde ungebundenes Material entfernt. Die gebundenen Antikorper wurden

aufgrund des niedrigen pH-Wertes des Elutionspuffers von der Sdulenmatrix abgelost und in
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1 ml Fraktionen aufgefangen. Der pH-Wert der Fraktionen wurde sofort mit 100 pl
Neutralisierungspuffer auf pH 7,0 eingestellt.

2.3.8 Reduktion und Alkylierung

Durch die S-Carboxymethylierung von Cysteinresten mit lodessigsdure ist es moglich,
Cystein-haltige Proteine zu modifizieren und somit ihren isoelektrischen Punkt in den sauren

pH-Bereich zu verschieben.

Fir die Reduktion wurde 1 mg lyophilisiertes Protein in 100 mM Tris (pH 8,5) zu einer
Endkonzentration von 1 pg/ml geldst. 10 ul einer 1 M DTT-Losung wurde hinzugefiigt und
eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Die anschlieBende Alkylierug wurde durch Zugabe von 20 ul
1 M lodessigsdure (angesetzt in 1 M NaOH) im Dunkeln fiir 30 min bei Raumtemperatur

durchgefiihrt. Die Probe wurde anschlieBend dialysiert und lyophilisiert.

2.3.9 Tryptischer Verdau

Die zu analysierenden Proteinbanden wurden aus einem SDS-PAGE-Gel mit einem Skalpell
herausgeschnitten und in Eppendorfgefafe iiberfiihrt. Nach einer Inkubation der Gelstiicke fiir
10 min in 500 pl ddH,O erfolgte eine Umpufferung durch Zugabe von Acetonitril und 0,1 M
Ammoniumhydrogencarbonat-Losung im Verhiltnis 1:1. Nach 15 min Inkubationszeit wurde
die Probe mit 250 pl Acetonitril versetzt und fiir ca. 30 min in der Speedvac dehydratisiert.
AnschlieBend erfolgte der tryptische Verdau durch Zugabe von 20 pl Trypsinlosung (10 pg
modifiziertes Trypsin in Sequenzierungsgrad (Roche, Mannheim) in 50 mM (NH4)HCO3)
tiber Nacht bei 37 °C auf einem Schiittler. Am nichsten Tag wurden zunéchst 20 ul 50 mM
Ammoniumhydrogencarbonat-Losung zugesetzt und 15 min bei 37 °C inkubiert. Der
Uberstand wurde abgenommen, in ein neues Eppendorfgefid iiberfiihrt und in das
Ausgangsgefil 20 pl 5 %ige Ameisensiure hinzugefiigt, inkubiert und der Uberstand wieder
abgenommen. Die Extraktion wurde nach Zugabe von 20 ul Acetonitril und erneuter
Inkubationszeit beendet. AnschlieBend wurden alle Uberstiinde gepoolt und in der Speedvac
auf ein Restvolumen von ca. 10 pl eingeengt. Die Aufreinigung tryptischer Peptide erfolgte
tiber reversed-phase Chromatographie mit C18-Sdulenmaterial in 10l ZipTip
Pipettenspitzen (Millipore, Schwalbach) nach Herstellerangaben. Die vorbereiteten Proben

wurden zur Massenbestimmung der Peptide mit MALDI-TOF-MS eingesetzt.
-4 -



2. Material und Methoden

2.3.10 MALDI-TOF-MS

Mit der ,matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight“ (MALDI-TOF)
Massenspektrometrie (MS) ldsst sich die Molekiilmasse von Proteinen und Peptiden
bestimmen. Dazu werden die Proteinproben in einer Energie absorbierenden Matrix
cokristallisiert. Die Kristalle werden mit einem Laserimpuls im Hochvakuum verdampft,
dabei zugleich ionisiert und mittels einer angelegten Spannung beschleunigt. Nach
Durchlaufen einer genau definierten Flugstrecke wird ihr Auftreffen von einem Detektor
registriert. Die fiir die Flugstrecke erforderliche Zeit ist dabei abhéngig von der Masse und
Ladung der Ionen. Durch Eichung des Gerdtes mit Molekiilen bekannter Masse kann die

Masse der Probenmolekiile tiber ihre Flugzeit genau bestimmt werden.

Zur Massenbestimmung mittels MALDI-TOF-MS wurden die tryptischen Fragmente mit
gesittigter Matrixlosung (o-Cyano-4-hydroxy Zimtsdure, Bruker Daltonik, Bremen) im
Verhiltnis 1:1 gemischt und cokristallisiert. Nach dem Abdampfen des Losungsmittels
wurden die Peptidmassen mit einem Reflex I[II Massenspektrometer (Bruker-Daltonics,
Bremen) in Reflektor-TOF-Konfiguration mit einer Beschleunigungsspannung von 20 kV

bestimmt.

2.3.11 ESI-FT-ICR-MS

Zur exakten Massenbestimmung von gereinigten Proteinen wurde die hochauflosende Elek-
trospray-lonisation Fourier-Transform-Ionencyclotronresonanz-Massenspektrometrie (ESI-FT
-ICR-MS) durchgefiihrt. Bei dieser Methode wird die Probe durch Versprithen mit Hilfe einer
Kapillare und angelegter Hochspannung in die Gasphase gebracht und ionisiert. Die
Bestimmung der Masse im positiven Ionen Modus erfolgte mit dem Massenspektrometer
Apex II (Bruker Daltonics, Bremen), ausgestattet mit einem aktiv abgeschirmten 7 Telsa
Magneten und einer Apollo II Ionenquelle. Die lyophilisierten Proteine wurden in einem
50:50:0,001 (v/v/v) Gemisch aus Methanol, ddH,O und Essigsdure mit einer Flussrate von
2 wl/min verspriiht. Zur Erleichterung der Spektren-Auswertung wurden die geladenen lonen
durch anschlieende algorithmische Ladungs-Dekonvolution rechnerisch in neutrale

Molekiile transformiert.
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2.3.12 Proteinsequenzierung

Die N-terminale Proteinsequenzierung erfolgt nach dem Prinzip des Edman-Abbaus (1970).

Dabei wird an die N-terminale Aminosdure im basischen Milieu Phenylisothiocyanat (PITC)
gekoppelt. Die Erniedrigung des pH-Wertes durch den Zusatz von TFA fiihrt zur Abspaltung
der endstidndige Aminosdure vom Protein und deren Umwandlung in ein Phenylthiohydantoin
(PTH)-Aminoséduren-Derivat. Diese Prozedur aus Kopplung, Abspaltung und Umwandlung
wird fiir die einzelnen Aminosduren der Proteinkette wiederholt. Die jeweils abgespaltenen
PTH-Aminosduren durchlaufen eine reversed-phase Chromatographie und werden {iber ihre

Retentionszeit im Vergleich zu den Standard-PTH-Aminosduren identifiziert.

Zur Sequenzierung wurden auf PVDF-Membran (Millipore, Schwalbach) geblottete
Proteinspots ausgeschnitten und in einem Procise Proteinsequencer (Applied Biosystems,
Darmstadt) analysiert. Sollte ein Protein aus einem Coomassie-gefarbten SDS-Gel sequenziert

werden, so wurde es durch passive Adsorption auf eine PVDF Membran transferiert.

Fiir die passive Adsorption (Reuter et al. 2005) wurde ein Proteinspot aus einem SDS-Gel

herausgeschnitten, in einer Speedvac (SPD12P, Thermo Savant, Holbrook, USA) getrocknet
und in 50 pl 200 mM Tris-HCI mit 2 % SDS, pH 8,5 aufgenommen. Anschliefend wurden
200 pl ddH>O und eine ca. 5x2mm groBle, in Methanol aktivierte PVDF-Membran
hinzugefiigt. Nach 24 h Inkubationszeit wurde Methanol in einer Endkonzentration von 10 %
hinzugegeben. Die Adsorption wurde 5 Tage bei Raumtemperatur durchgefiihrt und die
Membran anschlieend 5x mit 10 % Methanol gewaschen. Nach Trocknung wurde sie zur N-

terminalen Sequenzierung eingesetzt.

2.3.13 Quantifizierung von Ara h 1 mittels ELISA

Das Prinzip eines ELISA beruht auf der Bindung von Enzym-markierten AntikGrpern an
Antigene. In einer nachfolgenden Substratreaktion kommt es je nach Stirke der Bindung zu

einer proportionalen Umsetzung des Substrates in ein detektierbares Endprodukt.

Verwendete Losungen und Puffer:

Coating-Puffer Guanidin 6 M Guanidinhydrochlorid
50 mM NaHCO;

pH 9,6 mit NaOH
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Coating-Puffer Natriumcarbonat 15 mM Na,COs
50 mM NaHCO;
pH 9,6 mit NaOH

Coating-Puffer Natriumacetat 0,29 % (v/v) Eisessig
pH 5,0 mit NaOH

Waschpuffer 100 mM Tris/HCl (pH 7,4)

100 mM NacCl

2 mM MgCl,

0,05 % (v/v) Tween-20
Blockierungslosung 5 % (w/v) Milchpulver in Waschpuffer

Inkubationslésung 2,5 % (w/v) Milchpulver in Waschpuffer
Diethanolamin-Puffer 1 M Diethanolamin

0,5 mM MgCl,

0,02 % (w/v) NaN;

pH 9,8

Substratlosung 1 mg/ml para-Nitrophenylphosphat (pNPP) in Diethanolamin-
Puffer

Bei einem indirekten ELISA werden Antigene durch Adsorptionseffekte an eine Festphase

gebunden (“Coating®). Nach Entfernung der ungebundenen Antigene werden freie
Bindungsstellen mit einem Protein oder Proteingemisch abgesdttigt und somit fiir
unspezifische Bindungen geblockt. Anschliefend erfolgt eine spezifische Bindung mit dem
primiren Antikdrper. Durch Inkubation mit einem Enzym-markiertem Detektionsantikdrper
wird in Anwesenheit einer Substratlosung eine Farbreaktion katalysiert. Bei diesen Enzymen

handelt es sich vorrangig um Meerrettichperoxidase oder Alkalische Phosphatase.

Fir einen Sandwich-ELISA werden zwei Antikorper bendtigt, die spezifisch das

nachzuweisende Antigen binden. Dabei miissen die Antikorper verschiedene Epitope
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erkennen, um sich nicht gegenseitig zu behindern. Der erste Antikorper wird an eine
Festphase gebunden (“Catcher”-Antikorper). AnschlieBend werden die freien Bindungsstellen
abgesittigt. Die Probe mit dem nachzuweisenden Antigen wird hinzugegeben, so dass dieses
an die gecoateten Antikdrper binden kann. Im néchsten Schritt wird der zweite spezifische
Antikorper hinzugegeben, der an das Antigen bindet. Dieser Sekundirantikorper wird vom
Enzym-markierten Detektionsantikorper gebunden, wodurch eine Farbreaktion katalysiert

werden kann.

Die Etablierung eines Ara h 1-spezifischen ELISAs sollte die Quantifizierung des Ara h 1-
Gehalts in verschiedenen Erdnussextrakten ermdglichen. Hierzu wurde gereinigtes Arah 1

zur Verfligung gestellt.

2.3.13.1 Indirekter Inhibitions-ELISA

Der indirekte Inhibitions-ELISA wurde zunichst wie ein indirekter ELISA aufgebaut. Dabei
wurde gereinigtes Ara h 1 an die Festphase gekoppelt, mit den spezifischen Arah 1-
Antikorpern Pn-c inkubiert und die Bindung mittels AP-konjugiertem anti-Maus Antikorper
evaluiert. Der Arah 1-Gehalt verschiedener Erdnussextrakte konnte abgeschitzt werden,
indem der primire Antikorper mit den Extrakten prainkubiert wurde und die Bindung zu dem
gecoateten Ara h 1 mit dem ungehemmten Antikorper verglichen wurde. Zur Kontrolle wurde

eine Selbst-Inhibition der priméiren Antikorper mit Ara h 1 durchgefiihrt.

Als erster Schritt wurden der effektivste Coating-Puffer und die optimalen Antigen- und
Antikdrperverdiinnungen in Vorversuchen bestimmt, um eine ausreichend niedrige Nachweis-
empfindlichkeit bei einer maximalen Extinktion im Bereich von 2-2,5 zu erreichen. Zur
Kopplung von Ara h 1 an die Mikrotiterplatten wurden standardméBig sieben Coating-Puffer
ausgetestet. Die Inkubations- und Reaktionsschritte wurden in einer feuchten Kammer
durchgefiihrt und die Zeiten dabei so gewdhlt, dass von einer Gleichgewichtseinstellung der
jeweiligen Reaktionen auszugehen war. Dazu wurden die Reaktionsschritte bei
Inkubationszeiten unter 16 h bei 37 °C durchgefiihrt. Der ELISA wurde nach Auswertung der

Vorversuche wie folgt aufgebaut:

Die Kavititen einer 96 well Maxisorp Platte wurden mit jeweils 60 ul Arah 1 in einer
Konzentration von 5 mg/ml im Coating-Puffer Guanidin tiber Nacht bei 4 °C inkubiert. Nach
siecbenmaligem Waschen mit 200 pl Waschpuffer pro Kavitit (E1x405 Auto Plate Washer,
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Bio-Tek Instruments GmbH, Bad Friedrichshall) wurden die Platten mit 200 pl
Blockierungslosung fiir 7h bei RT inkubiert. Nach wiederholtem Waschen wurde der in
Inkubationsldsung verdiinnte Antikorper Pn-c (1:10) in einem Volumen von 60 ul eingesetzt
und tiber Nacht inkubiert. Fiir die Inhibitionsanalyse wurde der Antikorper Pn-c zuvor fiir 2 h
in Inkubationslosung mit Arah 1, Standard-Erdnussextrakt und Bali-Erdnussextrakt in
Konzentrationen von 0,08-1280 pg/ml auf einem Taumelroller versetzt. Am néchsten Tag
erfolgte nach einem Waschschritt die Detektion der gebundenen Antikdper durch Inkubation
mit einem AP-konjugierten anti-Maus Antikorper (60 pl pro Kavitét, Verdiinnung 1:10000)
fir 2 h. Nach einem anschlieBenden Waschschritt wurden 200 pl der Substratlosung pro
Vertiefung eingesetzt und fiir 30 min bei RT im Dunkeln inkubiert. Die Reaktion wurde mit
50 ul 3 M NaOH abgestoppt, die Absorption bei 405 nm im ELISA Reader Expert 96 (Asys
Hitech GmbH, Eugendorf) gemessen. Die Daten wurden mit dem Programm MicroWIN2000

dokumentiert.

2.3.13.2 Sandwich-ELISA

Fir den Sandwich-ELISA wurden wie beim Inhibitions-ELISA in Vorversuchen die
optimalen Konzentrationen und Bedingungen bestimmt. Dabei wurden die Inkubationszeiten,
-temperaturen und Waschschritte analog zum Inhibitions-ELISA durchgefiihrt. Zur
Verfiigung stand zundchst das Kaninchenserum K7 gegen Gesamt-Erdnussextrakt, das iiber
eine Protein G-Sdule affinitdtschromatographisch gereinigt worden war (2.3.7.4) und an die
Mikrotiterplatte im Volumen von 60 ul und in einer Konzentration von 2 pg/ml in
Natriumcarbonatpuffer liber Nacht gebunden wurde. Die anschlieBende Blockierung konnte
auf die Dauer von 2 Stunden reduziert werden. Die Inkubation mit den verschiedenen
Extrakten erfolgte in Verdiinnungen von 2ng/ml bis 32 mg/ml fiir 2 Stunden. Als
Sekundirantikorper wurde auf den Arah 1-spezifischen monoklonalen Antikdrper Pn-t
zurlickgegriffen, der im Verhiltnis 1:5 eingesetzt wurde. Fiir die Auswertung der Daten
wurde das Programm SOFTmax PRO verwendet. Der gemessene Arah 1-Gehalt der
verschiedenen Extraktverdiinnungen wurde halblogarithmisch aufgetragen und mit dem 4-fit

Parameter Modell als sigmoidaler Kurvenverlauf extrapoliert.

Im Lauf der ELISA-Etablierung wurde ein anti-Ara h 1 Kaninchenserum hergestellt, das im
Folgenden als KB bezeichnet wird. Fiir den Sandwich-Aufbau wurde der Antikdrper Pn-t
iber eine Protein G-Séule gereinigt (2.3.7.4) und in Natriumacetatlosung (3 pg/ml) gecoatet.

Die Extrakte wurden in Konzentrationen von 0,001 ng/ml bis 1 mg/ml eingesetzt.
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Gebundenes Ara h 1 wurde mit dem Protein G-gereinigten KB Serum im Verhéltnis 1:1000
detektiert. Der AP-konjugierte anti-Kaninchen Antikérper wurde 1:5000 eingesetzt. Die

Auswertung der Daten erfolgte wie beschrieben mit dem 4-fit Parameter Modell.

2.3.14 Herstellung von Antiserum mit ,,multiplen antigenen Peptiden*

Fiir die Herstellung von monospezifischen Antikorpern gegen das Oleosin wurde zunichst die
Proteinsequenz mit dem Programm DNA Star auf B-Zell-Epitope untersucht. Da mit den
Peptiden Kaninchen immunisiert werden sollten, wurde die Sequenz zudem auf T-Zell-
Epitope hin untersucht. Dies erfolgte mit dem Programm ProPred. Zur Erzeugung von
,multiplen antigenen Peptiden* (MAPs) wurden ausgewéhlte Sequenzbereiche als verzweigte
Peptide mittels Festphasensynthese erzeugt. Dies wurde freundlicherweise von Herrn Bartels
(Laborgruppe  Strukturbiochemie, Forschungszentrum  Borstel) durchgefiihrt. Die
Immunisierung von Kaninchen mit den synthetisierten Peptiden fand in der BGFA
(Berufsgenossenschaftlichen Forschungsinstitut der Arbeitsmedizin, Ruhr-Universitét

Bochum) statt. Die Auswertung und Titerbestimmung der Seren erfolgte mittels Immunoblot.

2.3.15 RNase-Aktivitatsnachweise

2.3.151 Zymogramm

Mithilfe eines Zymogramms nach Yen und Green (1991) sollte eine moglicherweise
vorhandene RNase-Aktivitit des Erdnussallergens Ara h 8 nachgewiesen werden. Dazu wurde
unter RNase-freien Bedingungen ein Polyacrylamidgel gegossen. Die verwendeten Gerite
und das Prinzip der Proteinauftrennung entsprechen hierbei zunichst der SDS-PAGE
(2.3.4.1). Die verwendeten Losungen und Puffer werden mit DEPEC-H,O angesetzt, um eine
RNase-Kontamination von aulen zu vermeiden. Durch Eingielen von RNA in das Trenngel
wird der RNase ein Substrat geboten. Die Detektion der RNA erfolgt durch den Farbstoff
Toluidin-Blau, wiahrend durch RNase-Aktivitit degradierte RNA ungeférbt bleibt.

-48 -



2. Material und Methoden

Fiir das Gel verwendete Losungen:

2x Probenpuffer 50 mM Tris-HCI Puffer (pH 6,8)
2 % (w/v) SDS
10 % (w/v) Glycerol
0,025 % (w/v) Bromphenolblau

Trenngel 11,3 % (w/v) Acrylamid
0,3 % (w/v) N’,N’-Methylenbisacrylamid
0,46 M Tris (pH 9,0)
2,4 mg/ml torula yeast RNA (Sigma)

Kurz vor Verwendung wurden folgende Substanzen hinzugeben:
0,08 % (w/v) N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED)
0,08 % (w/v) Ammoniumpersulfat (APS)

Sammelgel 4,5 % (w/v) Acrylamid
0,12 % (w/v) N’ ,N’-Methylenbisacrylamid
0,063 M Tris (pH 6,8)

Kurz vor Verwendung wurden folgende Substanzen hinzugeben:
0,08 % (w/v) N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED)
0,08 % (w/v) Ammoniumpersulfat (APS)

Laufpuffer 1,4 % (w/v) Glycin

27,5 mM Tris (pH 7,0)
0,1 % (w/v) SDS

Fiir die Farbung verwendete Losungen:

Waschpuffer I 0,01 M Tris-HCI pH 7,0
25 % (v/v) Isopropanol
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Waschpuffer 11 0,01 M Tris-HCI1 pH 7,0

Inkubationspuffer 0,1 M Tris-HCI pH 7,0

Férbelosung 0,2 % (w/v) Toluidin-Blau O (Sigma)
0,01 M Tris-HCI pH 7,0

Die aufgetragenen Proteine wurden zunédchst der Grofle nach in der SDS-PAGE aufgetrennt.
Die folgenden Schritte wurden im Wasserbad bei 51 °C durchgefiihrt. Die RNasen wurden
zundchst aktiviert, indem das SDS aus dem Gel mit dem im Waschpuffer 1 enthaltenen
Isopropanol fiir 2x 10 min herausgewaschen wurde. Das Isopropanol wurde anschlie3end mit
zwei 10-miniitigen Waschschritten mit dem Waschpuffer II entfernt. Nach einer folgenden
Inkubationsdauer von 50 min wurde das Gel zunéchst fiir 10 min mit dem Waschpuffer II und
anschliefend fiir 10 min in der Farbelosung inkubiert. Das anschlieBende Entfarben sollte die
degradierte RNA als aufgehellte Bande sichtbar machen, wihrend die intakte RNA blau
angefarbt bleibt. Dazu wurde das Gel 10 min und anschliefend 2x 20 min mit Waschpuffer II
inkubiert.

2.3.15.2 Untersuchung im Agarosegel

Ziel dieses Versuches ist es, eine RNase-Aktivitit nachzuweisen, indem RNA zu dem zu
untersuchenden Protein hinzugegeben wird und nach Inkubation der RNA-Gehalt im

Agarosegel tiberpriift wird.

Zu 2 pg RNA aus Pflanzenmaterial (Poaceae) wurden verschiedene Konzentrationen (0,2 bis
20 pg) an Proteinen mit vermuteter RNase-Aktivitdt zugegeben. Als Negativkontrolle wurde
das gleiche Volumen an nukeasefreiem Wasser und als Positivkontrolle Verdiinnungen einer
RNaseA-Losung hinzugefiigt. Nach einer Inkubationsdauer von einer Stunde bei
Raumtemperatur wurden die Proben auf ein Agarosegel aufgetragen (siehe 2.2.1.4) und der

RNA-Gehalt bestimmt.
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2.3.15.3 Untersuchung mittels Photometer

Zur photometrischen Bestimmung von RNase-Aktivitdt wurden jeweils 200 pg torula yeast
RNA (Sigma) mit 2 ng RNase A bzw. dem zu untersuchenden Protein in 150 pl 0,1 M Tris—
HCI (pH 7,0) versetzt. Nach 30 min Inkubation bei 37 °C wurde die Reaktion gestoppt, indem
eine Phenol-Chloroform Extraktion angeschlossen wurde. Dazu wurde 1 Volumen Phenol-
Chloroform-Isoamylalkohol (25:24:1) zu der Probe gegeben. Nach Zentrifugation
(10 min/15000 x g/4 °C) wurde die wissrige Phase abgenommen und die RNA mit
Isopropanol gefillt. Zu einem Volumen RNA-LOsung wurden zwei Volumina Isopropanol
hinzugegeben. Nach der Zentrifugation (20 min/15000 x g/4 °C) wurde das Pellet mit
70 %igem Ethanol gewaschen und in nukleasefreiem ddH,O aufgenommen. Der RNA-Gehalt
der Losung wurde bei ODygyp im Spektralphotometer (BioPhotometer, Eppendorf) bestimmt.

Zusitzlich wurde ein Aliquot im Agarosegel analysiert.

2.4 Zellbiologische Methoden

2.4.1 Kultivierung von Ratten-Basophilen-Leukdamiezelllinien (RBL-Zellen)

Verwendetes Medium:

RBL-Kulturmedium 80:20 MEM:RPMI; 5 % FCS; 1 % L-Glutamine

400 ml MEM (Earle's)

100 ml RPMI 1640

25 ml FCS

5 ml L-Glutamine (100x)

0,5 g Geneticin Sulphate (Invitrogen, Karlsruhe)

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendete RBL-Zelllinie RBL 703/21 wurde
freundlicherweise von Gerald Reese aus dem Paul-Ehrlich-Institut (Langen) zur Verfligung
gestellt. Die humanisierte Zelllinie der RBL-2H3-Zellen wurde im RBL-Kulturmedium im
Brutschrank bei 5-7% CO, und 37 °C kultiviert. Das Medium wurde alle 2-3 Tage
gewechselt. Alle 7 Tage wurden die adhédrent wachsenden Zellen mithilfe eines Zellschabers
von der Kulturflasche abgeldst, durch Zentrifugation pelletiert (100 x g/ 10 min/RT), in

Kulturmedium resuspendiert und in neue Zellkulturflaschen tiberfiihrt. Sollte die Zellzahl
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genau ermittelt werden, wurden die Zellen in einer Neubauerkammer gezdhlt und

entsprechend verdiinnt.

2.4.2 Auftauen und Einfrieren von RBL-Zellen

Auftauen und Entfernung von DMSO

In fliissigen Stickstoff eingefrorene Zellen wurden im Cryo-Roéhrchen in einem Becherglas
mit lauwarmem Wasser aufgetaut. Der Inhalt wurde direkt in ein 15 ml Réhrchen pipettiert
und auf Eis weiter bearbeitet. Innerhalb von 3 min wurde tropfchenweise 1 ml MEM Medium
hinzugegeben, das Rohrchen dabei leicht geschwenkt. AnschlieBend wurde entsprechend
innerhalb von 3 min 2 ml Medium und danach innerhalb von 3 min 6 ml Medium zugesetzt.
Die Zellen wurden pelletiert (100 x g/ 10 min / RT). Fiir die Kultivierung wurden die Zellen

in 7 ml Kulturmedium resuspendiert.

Einfrieren

Die Zellen wurden mithilfe eines Zellschabers vom Boden der Kulturflasche abgelost und
anschlielend pelletiert (100 x g/ 10 min / RT). Die weitere Behandlung erfolgte auf Eis unter
leichtem Schwenken. Nach Antauen der Zellen wurde zundchst 1 ml kaltes FCS
hinzugegeben, anschlieBend 0,8 ml kaltes RPMI und tropfchenweise 0,2 ml kaltes DMSO.
Die Suspension wurde in Cryo-Roéhrchen a 1 ml aliquotiert. In einem Cryo-Einfriergerit
wurden die Zellen zunichst langsam auf —80 °C heruntergekiihlt und nach 3 Tagen in

fliissigen Stickstoff gelagert.

2.4.3 Mediatorfreisetzungstest aus RBL-Zellen (RBL-Test)

Der RBL-Test ist ein in vitro Modell, mit dem die IgE-abhingige allergeninduzierte
Mediatorfreisetzung aus Ratten-Basophilen-Leukdmiezellen ermittelt werden kann. Es wurde
die humanisierte RBL-Zelllinie RBL 703/21 verwendet, die den Fce-Rezeptor auf der
Oberfldche tragt. An diesen konnen die IgE-Antikdrper, z.B. aus humanen Seren, binden.
Eine Kreuzvernetzung fiihrt zur Degranulation der Zellen und zur Freisetzung von f-

Hexosaminidase, die durch Substratumsetzung bestimmt wird.
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Verwendete Medien und Puffer:

RBL-Assay Medium

Tyrode Puffer (20x)

D,0O-Tyrode-Pufter (1x)

Lysis Puffer

Zitronensaurelosung

Substratlosung

MEM; 5 % FCS; 1 % L-Glutamine

500 ml MEM (Earle's)
25 ml FCS
5 ml L-Glutamine (100x)

136,9 mM NacCl
2,6 mM KCI
0,42 mM NaH2P 04

0,49 mM MgCl, x 6 H,O

5 ml Tyrode Puffer (20x)

140 ul 1 M CaCl, x 2 H,O

5,6 mM Glucose x H,O (a-D-Glucose, Serva, Heidelberg)
100 mM HEPES

25 ml D,O

Mit 1 N NaOH auf pH 7,45 einstellt

Vor Gebrauch wurde frisch dazugeben:
0,1 % BSA

ad 100 ml ddH,O

1 % Triton X-100 (Sigma)

0,4 M Zitronensdure-Monohydrat (pH 4,5)

0,1 M Na,HPO4 (pH 4,5 mit 0,4 M Zitronensiure)
1,3 mg/ml p-Nitro-phenyl-N-acetyl-B-D-glucosamid (Sigma)
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Stopplosung 0,25 M Glycin (pH 10,7)

Die RBL 703/21 Zellen wurden in RBL-Assay-Medium aufgenommen und auf einer 96-
Well-Platte mit 150.000 Zellen pro Vertiefung in einem Volumen von 50 pl ausgesit. Nach
30 min Inkubation im Brutschrank wurden fiir die passive Sensibilisierung die Seren in RBL-
Assay-Medium im Verhéltnis 1:10 vorverdiinnt und in einem Volumen von 50 pl zu den
Zellen gegeben. Die Platten wurden iiber Nacht im Brutschrank inkubiert und am néchsten
Tag mit einem ELISA-Washer (EIx405 Auto Plate Washer, Bio-Tek Instruments GmbH, Bad
Friedrichshall) 3x mit Tyrode-Puffer gewaschen, wobei die Einwirkzeit wéhrend der
einzelnen Waschschritte 30 sec betrug. Fiir die Stimulation der Zellen mit Allergenen wurden
die einzelnen Extrakte (Verdiinnung 0,0001 bis 10 pg/ml) und der Lysis-Puffer (Verdiinnung
1:10) in D,O-Tyrode-Puffer verdiinnt. 100 pl der entsprechenden Losungen wurden in die
entsprechenden Kavitdten gegeben und die Platte 1 h bei 37 °C im Wasserbad inkubiert. Zur
Messung der B-Hexosaminidase-Freisetzung wurden 50 pl der Substratlésung in eine neue
Platte vorgelegt und mit 30 ul des Zelliiberstandes versetzt. Nach weiteren 45 min Inkubation
im Wasserbad wurde die Reaktion durch Zugabe von 100 pl Stopplosung beendet. Die
Absorption wurde anschlielend bei 405 nm (Referenzfilter 650 nm) im ELISA-Reader Expert
96 (Asys Hitech GmbH, Eugendorf) gemessen. Die Freisetzung konnte nach Abzug des
Plattenhintergrundes mit folgender Formel berechnet werden:

ODProbe - ODAntigenkontrolle
Release [%] = x 100 %

OD Total
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3 Ergebnisse

Die Aufgabe der vorliegenden Arbeit bestand darin, die bislang kaum charakterisierten
Erdnussallergene unter 25 kDa mittels molekularbiologischen, proteinbiochemischen und
immunologischen Methoden zu untersuchen. Um eine Orientierung iiber die in der Erdnuss
vorhandenen Allergene zu erhalten, wurde unter Standard-Bedingungen ein Extrakt
hergestellt und dieser in der SDS-PAGE analysiert und im Immunoblot mit verfiigbaren
Antikorpern bzw. mit N-terminaler Sequenzierung identifiziert. Abbildung 3 zeigt, dass im
Coomassie-gefarbten SDS-Gel hauptsidchlich das Allergen Arah 1 (63 kDa) und mehrere
Isoformen von Arah 3/4, sowie Arah2 (17 und 19 kDa) und Arah 6 (14,5 kDa) vertreten
sind. Fiir die Erdnussproteine Arah 7, Arah 8, Oleosin und das wahrscheinlich in der
Erdnuss existierende LTP konnten keine korrelierenden Banden im SDS-Gel gefunden
werden. Spezifische Antikorper fiir eine Detektion im Immunoblot waren nicht verfligbar.
Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass diese Proteine wahrscheinlich nur in geringen
Konzentrationen vorhanden oder unter den Standard-Extraktionsbedingungen nicht im

Extrakt vorhanden sind.

MW
[kDa]
97— —
66- .. <«— Arahl
45 S T} Arah 3/4 (saure Untereinheit)
31-
<«— Arah 3/4 (basische Untereinheit)
21- 4_'}Ara h2
<«— Arah6
14- e <«— Arah 3 (Fragment)
LM 1

Abbildung 3: Darstellung eines wissrigen Erdnussextraktes (pH 8,0) nach SDS-PAGE zum
Nachweis des Proteinspektrums.

(12 % Gel, reduzierende Bedingungen, 15 ng Erdnussextrakt/cm, Coomassie-Farbung)

LM: Proteinmarker, Spur 1: Erdnussextrakt mit den Hauptkomponenten Ara h 1, Ara h 3/4,

Ara h 2 und Ara h 6, die liber spezifische Antikdrper bzw. Sequenzierung identifiziert wurden.
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3.1Arah 8

Bisher konnte vom Arah8, dem Bet v 1-homologen Allergen der Erdnuss, nur die
Gensequenz kloniert und die IgE-Reaktivitidt am heterolog exprimierten Protein nachgewiesen
werden (Mittag et al. 2004). Fiir das rekombinante Arah 8 konnte ein theoretisches
Molekulargewicht von 16,95 kDa und ein pl von 5,0 berechnet werden. Im Rahmen dieser
Arbeit sollte das natiirliche Ara h 8 in der Erdnuss identifiziert, gereinigt und charakterisiert

werden, um ein Referenzmolekiil fiir das rekombinante Protein zu erhalten.

3.1.1 Etablierung einer Reinigungsstrategie fur nAra h 8

Zur Reinigung von Ara h 8 aus Erdnussextrakt wurden zunéchst die Extraktionsbedingungen
optimiert. Hierzu wurde Erdnussmehl entfettet und fiir die Extraktion Puffer mit
verschiedenen pH-Werten getestet. Die Extrakte wurden im Immunoblot auf Ara h 8 Gehalt
hin iberpriift. Fir den Arah 8-Nachweis wurde ein kreuzreaktives Kaninchenserum
verwendet, das gegen das Bet v 1-Homologe der Soja (Gly m 4) hergestellt worden war (anti-
Gly m 4 Kaninchenserum). Aullerdem wurden standardmifig die monoklonalen Antikorper
gegen Arah1l (Pn-t) und Arah3/4 (Pn-x und PEI-7B2), sowie die polyklonalen
Kaninchenseren gegen Ara h 2 (MAP3) und Ara h 6 (rAra h 6) eingesetzt.

Die Extraktion mit Ammoniumacetat-Puffer bei pH 5,0 fiihrte gegeniiber der Standard-
Extraktion bei pH 8,0 zu einem Ara h 8 (17 kDa) angereicherten Extrakt (Abbildung 4). Als
weitere Allergene in diesem Extrakt konnten Arah 1 (63 kDa), Arah 2 (17 und 19 kDa) und
Arah 6 (14,5kDa) identifiziert werden. Arah2 wurde nur durch IgE-Reaktivitit des

Patientenserums detektiert.

Aufgrund der niedrigen Ara h 8 Konzentration in der Erdnuss war trotz der optimierten
Extraktionsbedingungen in der India Ink-Farbung keine korrespondierende Proteinbande zu
der mit dem anti-Gly m4 Antikorper detektierten Bande nachzuweisen. Der grof3e
Proteinanteil an Arah 3/4 in der Erdnuss konnte durch die saure Extraktion erfolgreich
zurlickgehalten werden. Im Immunoblot waren weder mit den eingesetzten monoklonalen

Antikdrpern noch mit dem Patientenserum Ara h 3/4 Isoformen nachweisbar (Abbildung 4).
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Abbildung 4: Immunoblot von Erdnussextrakt, unter sauren Bedingungen hergestellt (pH 5,0),
zum Nachweis von Arah 8.

(12 % Gel, 15 pg Erdnussextrakt/cm, reduzierende Bedingungen, PVDF Membran)

Spur 1: India Ink, Spur 2: Kaninchen anti-Ara h 2 (MAP3), Spur 3: Kaninchen anti-Ara h 6, Spur 4: zu
Ara h 8 kreuzreaktives anti-Gly m 4 Kaninchenserum, Spur 5: anti-Ara h 1 mAk (Pn-t), Spur 6: anti-
Ara h 3/4 mAk (Pn-x), Spur 7: anti-Ara h 3/4 mAk (PEI-7B2), Spur 8: Patientenserum JG3, Spur 9:
Negativkontrolle anti-Kaninchen IgG, Spur 10: Negativkontrolle anti-Maus IgG+IgM, Spur 11:
Negativkontrolle anti-Human IgE.

Fiir eine weitere Konzentrierung von nAra h 8 und zur Abtrennung von gréfleren Proteinen,
wie Arah 1, wurde eine GroBenausschlusschromatographie durchgefiihrt. Dazu wurde der
saure Extrakt iiber eine Superdex-200 Sdule getrennt. Die Proteine, die grofer als 25 kDa
waren, konnten ungehindert mit dem Laufpuffer entsprechend ihrem Laufverhalten die Séule
passieren (Fraktion 1 und 2 in Abbildung 5), wihrend hingegen die Proteine, die kleiner als
25 kDa sind (z.B. Ara h 8), mit der Sephadex-Matrix interagierten und spéter eluiert wurden
(Fraktion 3 in Abbildung 5).

Die Isolation von Arah@8 aus der Fraktion3 sollte mit Hilfe der lonenaustausch-
chromatographie erfolgen. Da der theoretisch berechnete pl von Arah 8 bei 5,0 liegt, wurde
die Anionenaustauschsiule Source 15 Q verwendet. Abbildung 6a zeigt das Chromatogramm
und die Analyse einiger Fraktionen mittels SDS-PAGE. Der Reinigungsschritt flihrte jedoch
nicht zu einem sauberen Produkt. Denn neben der Ara h 8-Bande sind Verunreinigungen zu
erkennen, welche immunologisch hauptsdchlich als Ara h 6 identifiziert werden konnten, das

einen dem Ara h 8 dhnlichen pl von 5,2 aufweist.
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Abbildung S: Chromatogramm und SDS-PAGE der Groéflienausschlusschromatographie von
Erdnussextrakt, unter sauren Bedingungen hergestellt, zur Konzentrierung von Proteinen kleiner als
25 kDa.

a) Chromatogramm der Superdex 200 Saule, aufgenommen bei einer Wellenldnge von 280 nm. Eingezeichnet
sind die Fraktionen, die vereinigt wurden (Segmente 1-3) und die Eichproteine (A: Ferritin (440 kDa), B:
Ovalbumin (43 kDa), C: Chymotrypsinogen A (25 kDa), D: Ribonuklease A (13,7 kDa)).
b) 12 % Gel der vereinigten Fraktionen. Proben 1 und 2 enthalten vor allem das Allergen Arah 1 und weitere
Proteine grofBer als 25 kDa, Probe 3 enthilt Proteine kleiner als 25 kDa (Ara h 2, Arah 6 und Ara h 8).

Um eine Strategie zu finden, die die Isolation von Arah 8 durch Abtrennung von Arah 6
ermoglicht, wurden die Primérsequenzen der beiden Proteine miteinander verglichen. Dabei
fiel auf, dass Arah 6 flinf Cystine aufweist, wihrend Arah 8 keine Cysteinreste besitzt.
Durch eine Reduktion und anschlieBende Alkylierung der Cysteine mit lodessigsdure sollte
der isoelektrische Punkt von Arah 6 stirker zu den sauren pH-Werten verschoben und

dadurch das Protein von Ara h 8 mittels lonenaustauschchromatographie abtrennbar werden.

Wie in Abbildung 6 b, in der die Ergebnisse der lonenaustauschchromatographie nach
vorhergegangener Reduktion und Alkylierung der Erdnussproteine kleiner als 25 kDa zu
sehen ist, erscheint in der SDS-PAGE einzelner Fraktionen eine nahezu saubere Arah 8
Bande (Fraktionen B1-B7). Zur Uberpriifung wurde von der Fraktion B7, die die intensivste
und sauberste Ara h 8 Bande aufwies, ein Immunoblot mit den Antikérpern anti-Gly m 4 und
anti-Ara h 6 durchgefiihrt. Es konnte eindeutig gereinigtes Arah 8 nachgewiesen werden,

welches keinerlei Kontaminationen mit Ara h 6 aufwies (Abbildung 6 b).
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Abbildung 6: Chromatogramme und SDS-PAGE ausgewiihlter Fraktionen von Erdnussextrakt nach
Ionenaustauschchromatographie zur Isolierung von Ara h 8.

a) Chromatogramm (OD,gy) der IEC mit Proteinen <25kDa (Abbildung 5, Fraktion 3) ohne vorherige
Acetylierung. Verschiedene Fraktionen wurden mittels SDS-PAGE untersucht. Die Ara h 8 enthaltenden
Fraktionen B12-C4 sind vorwiegend mit Ara h 6 verunreinigt.

b) Chromatogramm (OD,g) der IEC mit Proteinen > 25 kDa (Abbildung 5, Fraktion 3) mit vorheriger
Acetylierung. Die Fraktionen A15-B7 wurden mittels SDS-PAGE analysiert. Die Immunoblotanalyse der
Fraktion B7, die die Konzentration an gereinigtem Arah 8 enthélt, zeigt keine Kontaminationen mehr mit
Arah 6 (Spur 1: Kaninchen anti-Gly m 4; Spur 2: Kaninchen anti-Ara h 6).

Neben der nachgewiesenen Reaktivitdt mit dem kreuzreaktiven anti-Gly m 4 Antikorper
wurde zur eindeutigen Identifizierung von Arah 8 das gereinigte Protein ansequenziert.
Hierbei wurden die 12 N-terminalen Aminosduren bestimmt. Das Ergebnis bestdtigte das
Vorliegen von Arah 8, zeigte aber auch, dass dieses Protein in vier Aminosduren von der
publizierten Sequenz (AY328088) abwich und dass die erste Aminosdure, ein Methioninrest,

fehlte, die wahrscheinlich durch in vivo Prozessierung entfernt wurde (siehe Abbildung 10).

Ara h 8 konnte durch die Kombination verschiedener sdulenchromatographischer Methoden
aus Erdnussextrakt isoliert, gereinigt und charakterisiert werden. Die dem N-Terminus
entsprechende Arah 8 Gensequenz wurde in nachfolgenden Versuchen kloniert und

exprimiert.
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3.1.2 Klonierung einer neuen Ara h 8 Isoform

Das publizierte Ara h 8 tragt die GenBank Acc No. AY328088 und wird als Erdnussallergen
Ara h 8.0101 bezeichnet. Da die N-terminale Sequenzierung Abweichungen zu der in der
Datenbank angegebenen Ara h 8.0101-Sequenz zeigte, sollte die Arah 8 Gensequenz ndher

untersucht werden und gegebenenfalls eine neue Isoform kloniert werden.

Als erster Schritt wurde gDNA aus der Erdnuss isoliert und mit Arah 8 (AY328088)
spezifischen Oligonukleotiden (8M.f/8M.r) amplifiziert. Nach Zwischenklonierung in den
Vektor pGEM-T und Sequenzierung wurde die vollstindige Gensequenz tberpriift. Dabei
wurde ein Intron zwischen dem Basenpaar 177-261 entdeckt (Abbildung 7). Die von der
Gensequenz abgeleitete Primirsequenz zeigt bei gleicher Linge (157 AS) 11 Aminoséuren-

austausche zu der Ara h 8.0101-Sequenz, so dass die Identitdt 93 % betrégt.

M GV FTFEDETI T ST P P A K L Y
1  ATGGGCGTCTTCACTTTCGAGGATGAAAT CACCTCCACCCTGCCCCCTGCCAAGCTTTAC
ATGCCGCAGAAGT GAAAGCT CCTACT TTAGT GGAGGT GGGACGGEEEGACGGT TCGAAATG
NAMKIDADSI TPIKI I DDVKSYV
61  AATGCTATGAAGGATGCCGATTCCATCACCCCTAAGATTATTGATGACGTCAAGAGTGTT
TTACGATACTTCCTACGGCTAAGGTAGT GCCGATTCTAATAACTACTGCAGT TCTCACAA
EI VEGNGGZPSGTI KKULT I V E __
121  GAAATCGT TGAGGGAAACGGT GGT CCTGGAACCAT CAAGAAACT CACCATTGT CGAGt
CTTTAGCAACTCCCTTTGCCACCAGGACCTTGGTAGT TCTTTGAGT GGTAACACGCTCCe a
Intron
181 cagt aact attcaatt cagt at acat acat act at at gt gt gat aatt at gt gt t gt aaa
gt catt gat aagt t aagt cat at gt at gt at gat at acacact att aat acacaacat tt
DG E T K F I L H K V
241 tt gt aat aat aat aat gat at at at gcagATGGAGAAACCAAGT TTATCTTACACAAAGT
aacattattattattactatatatacgt cTACCTCTTTGGT TCAAATAGAATGTGTITTCA
E I DEANYAYNY SVV GGV AL
301  GGAGGCAATAGATGAGGCTAACTATGCATACAACTACAGCGT GGT TGGAGGAGT GGCGCT
CCTCCGTTATCTACTCCGATTGATACGTATGT TGATGTI CGCACCAACCTCCTCACCGCCGA
P PTAEIKI TFETIKULVEGPNGSG
361  GCCTCCCACGGCGGAGAAGATAACATTTGAGACGAAGCT GGTAGAAGGACCCAACGGAGG
CGGAGGGTGCCGCCTCTTCTATTGTAAACTCTGCTTCGACCATCTTCCTGEGT TGCCTCC
S 1 G K L K H K G A K P E E
421  ATCCATCGGGAAGCT GAGT GTGAAGT TCCACT CGAAAGGAGAAGCGAAGCCAGAGGAGGA
TAGGTAGCCCTTCGACTCACACTTCAAGGTGAGCTTTCCTCTTCGCTTCGGTCTCCTCCT
D K K G K A K G E L F Al E G Y V
481  AGACATGAAGAAGGGT AAGGCCAAGGGECGAAGCTCTCTTCAAGGCTATTGAGGGT TACGT
TCTGTACTTCTTCCCATTCCGGT TCCCGCT TCGAGAGAAGT TCCGATAACT CCCAATGCA
L ANPTOQY
441  TTTGGCCAACCCTACTCAATAT
AAACCGGT TGCGATGAGI TATA

Abbildung 7: Analyse der genomischen DNA von Ara h 8 unter der Verwendung spezifischer Primer,
abgeleitet von AY328088 (Ara h 8.0101).

Die Grofbuchstaben in der Nukleotidsequenz zeigen die Exons an, Kleinbuchstaben das Intron. Die bestimmte
Aminosdurensequenz ist iiber der Gensequenz angegeben, die grau markierten Aminosduren weichen von der
Arah 8.0101 Sequenz ab.
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Fiir die Charakterisierung und Klonierung der Gensequenz wurde mRNA aus der Erdnuss
isoliert und mithilfe des Not I d(T),s-Primers in cDNA umgeschrieben. Um die Zweitstrang-
Synthese durchfithren zu kénnen und erste Sequenzinformationen zu erhalten, wurde der
8M.{-Primer in Kombination mit dem Not I d(T);s-Primer verwendet. Das Amplifikat wurde
in den Vektor pCR2.1-TOPO ligiert und sequenziert. Ein Datenbankvergleich brachte die
Sequenz AY 726607 hervor, die einem PR10-Protein zugeordnet werden konnte und eine hohe
Homologie zu der amplifizierten Ara h 8-Sequenz aufwies. Lediglich im 3’-Bereich waren
Abweichungen vorhanden. Da der abgeleitete N-Terminus identisch war, im Gegensatz zu der
publizierten Sequenz, wurde die AY726607 Sequenz genutzt, um einen Vorwértsprimer zu
konstruieren (8R.f). Ein Riickwiértsprimer wurde entsprechend der Sequenzierungsergebnisse
angefertigt. Die auf diese Weise amplifizierte Ara h 8-Sequenz wurde zur Expression iiber die
primerinternen Restriktionsschnittstellen EcoR I und EcoR'V aus dem pCR2.1-TOPO
herausgeschnitten und in den Leserahmen des gleichermallen geschnittenen Vektors pET32b
ligiert. Dieses Konstrukt wurde sequenziert, in BL21(DE3) Zellen transformiert und unter
Standardbedingungen exprimiert. Nach Lyse der Bakterienzellen konnten unter nativen
Bedingungen fast 80 % des Proteins in geldster Form im Uberstand nachgewiesen werden.
Die Reinigung des 36 kDa groflen Proteins erfolgte iiber eine Talon-Sdule, wobei eine
Ausbeute von ca. 8,5 mg gereinigtem Protein pro | Expressionskultur erzielt wurde. Aliquots
der verschiedenen Fraktionen wurden durch SDS-PAGE analysiert. Die Fraktionen, die
gereinigtes Ara h 8 enthielten, wurden gepoolt, gegen ddH,O dialysiert und anschliefend
aliquotiert und lyophilisiert.

Die Immunreaktivitit des rekombinanten Ara h 8§ wurde im Western Blot mit Patientenseren
(WE-J, MW-J, KH-J, KU-J und KP-28) nachgewiesen. Die Seren wurden aufgrund von
positiven Ergebnissen im CAP-Test mit dem bereits publizierten, rekombinanten Ara h 8
vorselektiert (Tabelle 8). Zur Kontrolle wurden der polyklonale anti-Gly m 4 Antikorper und
der monoklonale, gegen den His-Tag gerichtete anti-His Antikorper mitgefiihrt
(Abbildung 8).
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Abbildung 8: Immunoblot von rAra h 8 (rAra h 8.0201) zum Nachweis der IgE-Reaktivitit
(SDS-PAGE, 5 pg rAra h 8/cm, reduzierende Bedingungen, PVDF Membran)

Spur 1: India Ink, Spur 2-6: 5 Patientenseren (WE-J, MW-J, KH-J, KU-J, KP28), Spur 7: Kaninchen
anti-Gly m4, Spur 8: anti-His Antikorper, Spur 9: Negativkontrolle anti-Human IgE, Spur 10:
Negativkontrolle anti-Kaninchen IgG, Spur 11: Negativkontrolle anti-Maus IgE.

Der dargestellte Immunoblot zeigt die IgE-Reaktivitit von rArah 8 mit den getesteten
Patientenseren. Dabei reagierte der Patient KP28 am stirksten mit dem Allergen, in der
Intensitét vergleichbar mit dem anti-Gly m 4 und anti-His Antikorper. Bei den Patienten KH-J
und KU-J konnte nur leichte Reaktivitat detektiert werden.

Tabelle 8: Charakteristika der im Immunoblot eingesetzten Patientenseren.
Auflistung der Konzentration des Gesamt-IgE, der Reaktivitdt zu Ara h 8, dem Bet v 1-
Homologen der Birke, sowie zum Erdnuss-, Soja- und Birkenpollen-Gesamtextrakt.

Patient Gesamt rArah 8 Erdnuss Soja Birke
IgE [kU/M] CAP [kU/1] CAP [kU/II] CAP [kU/I] CAP
[kUM]

WE-J 5,1 5,1 3 nd. nd 0 0 10,3 3
MW-J 637 45,9 4 2,0 2 0,4 1 >100 6
KH-J 296 9,2 3 0,7 1 0,6 1 66,3 5
KU-J 156 8,8 3 3,1 2 0,5 1 35,2 4
KP28 1696 >100 6 80,7 5 28,7 4 >100 6
JG3 3693 nd. nd >100 6 12 3 9,2 3
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Zur Optimierung der Expressionsausbeuten, der Loslichkeit und der Reduktion der
angefiigten Tags des Ara h 8 wurde von der Firma Geneart eine auf die Expression in E.coli
optimierte Gensequenz synthetisiert. Diese wurde iliber die Xho I und Nde 1 Schnittstellen des
Vektors pET23b kloniert, so dass der T7-Tag und die komplette MCS herausgeschnitten
wurde und das Arah 8 als 17,7kDa Fusionsprotein mit einem C-terminalen His-Tag
exprimiert werden konnte. Zur Expression wurde das Konstrukt in BL21(DE3)-Zellen
transformiert. Mithilfe der nativen Reinigungsmethode {iber eine Talon-Sdule konnten
Ausbeuten von 12 mg gereinigtem Ara h 8 pro Liter Kultur erreicht werden (Abbildung 9).

MW

[kDa]

66-

45-
31-

21-
14-

Abbildung 9: Trennung von Ara h 8 nach Expression aus pET23b-Ara h 8 Geneart iiber
Co*"-Affinitiitschromatographie.

(SDS-PAGE, reduzierende Bedingungen, Coomassie-Féarbung)

Spur 1-6: Elutionsschritte 1-6

3.1.3 Biochemische und physikochemische Untersuchung des nAra h 8

Die Analyse der klonierten Ara h 8 Gensequenz und der daraus resultierenden Primérsequenz
(Arah 8.0201) zeigt deutliche Unterschiede zu der bereits verdffentlichten Arah 8.0101
Sequenz. Die in silico translatierte Sequenz unterschied sich nicht nur am N-Terminus,
lediglich 54 % der gesamten Proteinsequenz waren identisch. Eine Suche in der Datenbank
zeigte eine hohere Identitit (85,1 %) zu einem kiirzlich verdffentlichten Protein, dem AhPR10
(Acc No. AY726607) (Abbildung 10). Aufgrund dieser Abweichungen wurden die
theoretischen Molekulargewichte bestimmt. Wahrend Ara h 8.0101 ein Molekulargewicht von
16,95 kDa ausweist, konnte bei der neu klonierten Isoform ein Molekulargewicht von

16,28 kDa ermittelt werden. Die neu klonierte Isoform wurde in die GenBank Datenbank mit
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der Accession Number EU046325 gestellt und wurde offiziell als neues Isoallergen

Ara h 8.0201 klassifiziert.

GVHTFEEESTSP
1 50
Ara h 8.0101 =TFERERTSUVPPAKLNNARYAOADSETPKE BOYRASVE! VEGNGGP
Ara h 8.0201 . HEER TSEVPPAKL AN Den=0TPKI DKo SHE! VEGNGGP
AhPRLO (AY726607) FEER TSEVPPAKL ERAIY Cen=lTPKl [HANeSHE! VEGNGGP
51 100
Ara h 8.0101 WK<IETIVEDGE T{GIL H<YiE A SWWEEVAL PPTARI
Ara h 8.0201 < DARTES d p TI SEETGFQE! L[=kV.
AhPRLO (AY726607) < DARTES d p TI SEETGFQE! L[=kV
101 150

Ara h 8.0101 HIMEVECPNEGS|! CLTLKY[glINEVAKPDHEEL KKCKAKGEGLFRAlI EGY
Ara h 8.0201 KIMREAADGE. SKI [NVSVTHFglINEMAPL PO=VHQDVKQKSQGE FKAlI EGY
AhPR10 (AY726607) KUMEEAADGE. SKI [(VSVTHFgIINEMAPL POEFI KMSTKSQE. . SHAVRVM

151

Ara h 8.0101 VLANPTQY
Ara h 8.0201 VLSN....
AhPR10 (AY726607) FVH.....

Abbildung 10: Alignment der Proteinsequenzen von Ara h 8.0101, Ara h 8.0201 und Ah PR10.

In allen Sequenzen vorkommende identische Aminoséuren wurden schwarz markiert, Ubereinstimmungen in
nur zwei Sequenzen grau. Das Ergebnis der N-terminalen Sequenzierung ist in fetten, unterstrichenen
Buchstaben angegeben.

Das Molekulargewicht des natiirlichen Proteins sollte mittels Massenspektroskopie analysiert
werden und mit Ara h 8.0101 und dem neu identifizierten Ara h 8.0201 verglichen werden.
Zur exakten Groflenbestimmung wurde zunéchst eine ESI FT-ICR MS Analyse durchgefiihrt.
Hierzu wurde  gereinigtes natiirliches Arah8 aus der Fraktion B7 der
Ionenaustauschchromatographie  (Abbildung 6b) eingesetzt. Das ladungsbereinigte
Massenspektrum der positiven lonen zeigt einen Hauptpeak bei 16 280,60 Da und einen
schwicheren bei 17 443,287 Da (Abbildung 11). Der Basispeak der Isotopenverteilung des
ersten Molekiils stimmt dabei exakt mit dem kalkulierten Molekulargewicht von Ara h 8.0201
(16 280,17 Da) tiberein, jedoch nicht mit Ara h 8.0101 (16 950,6 Da).
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Abbildung 11: Massenspektrometrische Analyse des natiirlichen Ara h 8.
Ubersicht des ESI FT-ICR MS/MS Spektrums und in der VergroBerung die molekularen lonen in
der Region um 16 280 kDa.

Um das natiirliche Ara h 8 genauer zu untersuchen und mit der neuen Isoform Ara h 8.0201
abzugleichen, wurde es tryptisch verdaut und wurden die Fragmente mittels MALDI-TOF-
MS analysiert. Von den 17 moglichen Fragmenten konnten 16 den theoretischen Massen von
Ara h 8.0201 zugeordnet werden. Bei kleinen Fragmenten (<500 Da) war dies moglich durch
Auffinden von Fragmenten, an denen an einer Schnittstelle nicht gespalten wurde
(Miscleavage). Somit konnten 94 % der Proteinsequenz von Arah 8.0201 mit den

Fragmenten des natiirlichen Proteins abgedeckt werden (Abbildung 12).

1 |GVHTFEEESTSPVPPAKL FKATVVDGDELTPKLI PAI QSI EI VEGNGGPG
51 TVKKVTAVEDGKTSYVLHKI DAl DEATYTYDYTI SGGTGFQEI LEKVSFK

101 TKLEAADGGSKI KVSVTFHTKGDAPL PDEVHQDVKQKSQGE FKAI EGYVL
151 SN

Abbildung 12: Ergebnis des Trypsin Fingerprints vom natiirlichen Ara h 8

Die Proteinsequenz von Ara h 8.0201 ist zu 94 % mit den identifizierten Fragmenten des tryptischen
Verdaus vom nAra h 8 (grau markiert) abgedeckt. Der schwarze Rahmen zeigt zudem den iiber
Proteinsequenzierung bestimmten N-Terminus an.

Da das rekombinante Ara h 8 in seiner Proteinsequenz dem natiirlichen entspricht und keine

Hinweise auf potentielle posttranslationalen Modifikationen vorhanden sind, wurde rAra h 8

fiir anschliefende funktionelle Untersuchungen eingesetzt.
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3.1.4 RNase-Aktivitatsnachweis

Um das Ara h 8 auf eine eventuell vorhandene RNase-Aktivitdt zu {iberpriifen, wurden drei
verschiedene Tests mit dem 17,7 kDa groB3en rekombinanten Ara h 8 (Konstrukt aus pET23b-
Ara h 8 Geneart) durchgefiihrt.

Zymogramm

Beim Zymogramm wurde RNA aus der Torula Hefe in die Gelmatrix eines SDS-Geles mit
eingegossen. In der anschlieBenden Gelelektrophorese wurden verschiedene Konzentrationen
an rAra h 8 und zur Positivkontrolle RNase A eingesetzt. Nach erfolgter Auftrennung der
Proteine wurde die im Gel befindliche RNA mit Toluidin-Blau angefarbt. Ein deutlicher
RNA-Abbau war in den RNase A enthaltenen Proben zu sehen, fiir das rAra h 8 konnte mit

diesem Versuch jedoch keine eindeutige RNase-Aktivitit nachgewiesen werden.

RNase-Nachweis im Agarosegel

Da die Ergebnisse im Zymogramm nicht eindeutig waren, wurde ein weiterer RNase-
Aktivitétstest durchgefiihrt. Hierzu wurde RNA aus frischem Pflanzenmaterial (Gras) isoliert.
Jeweils 2 pg dieser RNA wurden mit verschiedenen Konzentrationen von rAra h 8 versetzt
(0,2, 2 und 20 pg) und inkubiert. Zur Positivkontrolle wurde RNase A (0,2 ug und 2 pg)
mitgefiihrt, zur Negativkontrolle zum gleichen Volumenanteil RNase-freies Wasser. In
Abbildung 13 ist deutlich zu erkennen, dass bereits durch 0,2 pg RNase A die RNA komplett
abgebaut wurde. Eine deutliche RNase-Aktivitit war auch beim rAra h 8 nachweisbar. Beim
Einsatz von 0,2 pg rAra h 8 war nur noch degradierte RNA zu erkennen, bei 2 und 20 pg
rAra h 8 wurde die RNA vollstindig abgebaut.

if l
EeL L l

l

M 1 2 3 4 5 6
Abbildung 13: RNase-Aktivititsnachweis von Ara h 8 im Agarosegel durch Abbau von Pflanzen-RNA

M: Marker, Spur 1: 0,2 ng rAra h 8, Spur 2: 2 pg rAra h 8, Spur 3: 20 pg rAra h 8, Spur 4: 0,2 ug RNase A,
Spur 5: 2 ug RNase A, Spur 6: Negativkontrolle mit RNase-freiem Wasser.
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RNase-Nachweis mittels photometrischer Bestimmung

Zur Absicherung der RNase-Aktivitits-Ergebnisse und zur Quantifizierung der RNase-
Aktivitdt wurde RNA aus der Torula Hefe mit Konzentrationen von 2 ug Arah 8 und als
Positivkontrolle mit 2 pg RNase A versetzt. Als Negativkontrolle dienten 2 pg rekombinantes
Oleosin, welches unter den gleichen Bedingungen wie das Ara h 8 exprimiert und gereinigt
worden war, um so eventuelle Kontaminationen mit RNasen wéhrend dieser Herstellungs-
prozedur zu ermitteln. Zur weiteren Kontrolle wurde ein Aliquot mit dem gleichen Volumen
an RNase-freiem Wasser versetzt. Wihrend die RNase A nach der Inkubationszeit die
komplette RNA abgebaut hatte, war beim Einsatz von rArah 8 nur noch 63 % der
urspriinglich eingesetzten RNA nachweisbar (Abbildung 14).

— RNA-Konz.

g [ng/mli] OD29
E RNase A 0 0,12

E rArah 8 88,4 2,26

—_— rOleosin 302 7,40

' Kontrolle 238 5,83

<
p—
[\)
W
N

Abbildung 14: Semiquantitativen Bestimmung der RNase-Aktivitit durch Abbau von Hefe-RNA mittels

Photometrie.
links: Agarose-Gel, M: Marker, Spur 1: 2 ug RNase A, Spur 2: 2 pg rAra h 8, Spur 3: 2 ug rOleosin 8, Spur 4:

Negativkontrolle mit RNase-freiem Wasser
rechts: Bestimmung der RNA-Konzentration und der OD,4y nach Inkubation und anschlieBender Reinigung,

sowie Abschétzung des prozentualen RNA-Abbaus und der RNase-Aktivitét.

Die Oleosin-Kontrolle belegt, dass wihrend der Expression und Reinigung der rekombinanten
Proteine keine RNasen verschleppt worden sind. Die hohere RNA-Konzentration im
Vergleich zu der H,O-Kontrolle lésst sich durch den Reinigungsschritt nach der Inkubation

erkldren. Eindeutig konnte in diesem wie auch im vorherigen Experiment die RNase-Aktivitét

von rAra h 8 bestitigt werden.
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3.2 Oleosin

Das in Olkérperchen vorkommende Oleosin konnte bereits aus der Erdnuss isoliert werden.
Zudem gelang die Bestimmung der Gensequenz, wodurch die Primérstruktur bestimmt
werden konnte. Erdnuss-Oleosin wurde als potentielles Allergen eingestuft, jedoch konnte
diese Beobachtung nicht ausreichend gefestigt werden. Daher sollte die IgE-Reaktivitit des
Oleosins tiberpriift werden. Zu diesem Zweck sollte das Protein rekombinant dargestellt und
gereinigt werden. Zur Ermittlung der IgE-Privalenz sollte das natiirliche Protein als

Referenzprotein mitgefiihrt werden.

3.2.1 Herstellung von Antiserum gegen Oleosin

Zur Detektion des potentiellen Erdnuss-Allergens Oleosin im Erdnussextrakt und zur
Kontrolle der im Folgenden ndher beschriebenen Reinigungsschritte war es notwendig,
Antikorper herzustellen, die gegen dieses Protein gerichtet sind. Dies sollte mit der
Herstellung von ,,multiplen antigenen Peptiden* (MAP) erreicht werden. Zur Immunisierung
wurden chemisch synthetisierte Peptide zur Steigerung der Immunigenitit als
peptidfunktionalisierte Dendrimere eingesetzt. Die hierfiir erforderlichen Peptide wurden so
konstruiert, dass sie nicht im hydrophoben Bereich des Oleosins und somit nicht innerhalb des
Olkérperchens liegen, sondern im Cytosol, in den auBen liegenden hydrophilen N- und C-
terminalen Bereichen. Zudem sollten die Peptide einen hohen antigenen Index aufweisen. Die
Analyse der Oleosin-Proteinsequenz zur Bestimmung der Hydrophilizitit erfolgte nach Kyte
und Doolittle (1982). Der antigene Index wurde nach Jameson und Wolf (1988) und die
Oberfldchenwahrscheinlichkeit nach Emini ef al. (1985) berechnet (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Analyse der Oleosin-Proteinsequenz (AY605694).
Darstellung der Hydrophilizitit nach Kyte und Doolittle, des Antigenen Indexes nach Jameson und Wolf
sowie der Oberflichenwahrscheinlichkeit nach Emini.

Die fiir die zelluldre Immunantwort des zu immunisierenden Kaninchens notwendigen T-Zell-
Epitope konnten nicht direkt vorausgesagt werden. Unter Zuhilfenahme des Programms
ProPred wurden jedoch MHC-Klasse II bindende Peptide des Oleosins bestimmt, die mit
einer hohen Wahrscheinlichkeit im Kaninchen T-Zell-Epitope bilden. Fiir die Peptidsynthese
wurden schlieBlich zwei Sequenzen bestimmt, die die genannten Kriterien erfiillten: MAP 1
aus dem N-terminalen Bereich mit der Aminosdurenfolge VQVHTPTTQRVDVPR (MW
7333 Da) und MAP 2, ausgehend vom C-terminalen Bereich, mit der Sequenz
MADYVGQKTKDAGQ (MW 6 961 Da) (Abbildung 16).

1- NMATATDRAPH QVOVHTPTTQ RVDVPRRGYD VSGGGE KTLL PERGPSTSQ

50- | AVLVGVPTG GILLLLSAS LLGTI I GLAI ATPVFTFFSP VI VPAWTI G

100- LAVTG LTAG ACGLTGLMSL SWM NFI RQV HGTTVPDQLD SVKRRVADVA
150- DYVGKTKDA GQEI TKAQDV KRSSS

Abbildung 16: Darstellung der Oleosin-Proteinsequenz mit den ermittelten T-Zell-Epitopen
und den ausgewihlten Sequenzen zur MAP-Synthese.
Blau: Sequenz der synthetisierten MAPs, unterstrichen: vorhergesagte T-Zell-Epitope.

Die Peptide wurden iiber die Aminogruppen an einem Kern aus drei Lysinen generiert, so
dass eine verzweigte, multiantigene Struktur entstand. Zur Herstellung der Antikérper wurde
ein Kaninchen mit den erzeugten Peptiden immunisiert. Dieses wurde in der BGFA in
Bochum durchgefiihrt. Nach Austestung der Seren konnte ein Titer von 1:1000 bestimmt

werden.
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3.2.2 Strategien zur Herstellung und Klonierung von Oleosin

Zur Untersuchung und Charakterisierung von Oleosin war zunéchst die Herstellung eines
rekombinaten Konstruktes erforderlich. Im Rahmen dieser Arbeit wurden mehrere
Klonierungsstrategien angewendet. Eine schematische Ubersicht der verschiedenen
hergestellten Expressionskonstrukte mit den durch den jeweiligen Vektor eingefiigten Tags ist

in Abbildung 17 dargestellt.

Trx-Tag His-Tag His-Tag
1. pET32b-Oleosin

Nus-Tag His-Tag His-Tag

2. pET43b-Oleosin

Trx-Tag His-Tag His-Tag

l

3. pPET32b-N-term. Oleosin

Trx-Tag His-Tag His-Tag
4. pET32b-C-term. Oleosin

l

N-term O. His-Tag C-term O.

5. pET17b-Oleosin — —

Abbildung 17: Ubersicht zur Klonierung der verschiedenen Oleosin-Konstrukte.

Rot dargestellt sind die Oleosinsequenzen, die iiber die BamH I/EcoR I-Schnittstellen in die Vektoren
pET32b und pET43b bzw. iiber die Nde I/EcoR I-Schnittstellen in den Vektor pET17b kloniert
wurden. Blau dargestellt sind die Tags, die den Oleosinsequenzen angefiigt wurden.

Als Expressionsvektor wurde zunichst der pET32b-Vektor verwendet, der eine kodierende
Sequenz fiir einen N- und C-terminalen His-Tag besitzt, die die Reinigung des exprimierten
Proteins erleichtern sollten. Da das Oleosin einen hohen hydrophoben Anteil aufweist
(Abbildung 18), konnte dies Probleme bei der Loslichkeit des Proteins hervorrufen. Der
zusitzliche Thioredoxin (Trx)-Tag soll deshalb die Faltung unterstiitzen und damit
Loslichkeit verbessern. Als zweiter Expressionsvektor fiir die Oleosin-Volllingensequenz
wurde der Vektor pET43b ausgewdhlt. Dieser besitzt statt des Trx-Tags einen Nus-Tag, der

ebenfalls die cytoplasmatische Loslichkeit des exprimierten Proteins erhdhen soll.
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Hydrophob FrotScale output for user se gquence
2 T T T T

T T T T
Hphok. < Kute & Doolittle

Hydrophil = éB ‘I‘B EIiB ;B IIBB IIEB 1‘48 168

Abbildung 18: Hydrophobizititsdiagramm des Oleosins nach Kyte und Doolittle.

Zur Klonierung der Gensequenz wurde RNA aus der Erdnuss isoliert und mithilfe des
Oligo d(T);s-Primers die Erststrangsynthese der c¢cDNA durchgefiihrt. Fiir die weitere
Klonierung der Volllingen-Gensequenz ~ wurden  genspezifische  Oligonukleotide
(Oleo.f/Oleo.r) entworfen, die von der verdffentlichten Oleosinsequenz (GenBank Acc No.
AY605694) abgeleitet worden waren. An den 5°-Enden der Oligonukleotide wurden
Restriktionsschnittstellen angehéngt, die sowohl eine Klonierung in den Leserahmen des
pET32b- als auch des pET43b-Vektors ermoglichten. Die amplifizierte Gensequenz wurde
deshalb mit der Restriktionsschnittstelle BamH 1 am 5’-Ende und EcoR 1 am 3’-Ende
verldngert. Das Amplifikat von 537 bp entsprach der erwarteten Groe und konnte direkt aus
dem PCR-Ansatz in den Vektor pGEMT-Easy (3021 bp) kloniert und in E.coli transformiert
werden. Die Plasmide wurden isoliert, {iber Restriktion mit EcoR I kontrolliert (siche
Abbildung 19) und vor der Klonierung in den Expressionsvektor pET32b und pET43b durch

Sequenzierung iiberpriift.

Neben der Klonierung der Volllingensequenz wurden Teilsequenzen amplifiziert, die nur den
hydrophilen N-terminalen Bereich (AS 1-31) bzw. den hydrophilen C-terminalen (AS 128-
176) Bereich kodieren. Dies sollte die eventuell durch den hydrophoben zentralen
Proteinanteil  autkommenden  Solubilisierungsschwierigkeiten — umgehen. Fiir  die

Amplifikation des N-terminalen Fragments wurde der Oleo.f-Primer verwendet und ein
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Riickwirtsprimer (NOleo.r) entworfen, dessen Bindungsort im N-terminalen Bereich liegt und
fiir die Klonierung eine EcoR I-Schnittstelle am 5’-Ende beinhaltet. Fiir das C-terminale
Fragment konnte dementsprechend auf den Oleo.r-Primer zuriickgegriffen werden. Der
Vorwiértsprimer, dessen Bindungsort im C-terminalen Bereich angesiedelt ist, wurde mit einer
BamH 1-Schnittstelle am 5’-Ende entworfen und als COleo.f bezeichnet. Das N- und C-
terminale Fragment konnte mit der erwarteten Gro3e von 108 bp bzw. 153 bp amplifiziert und
in den pGEMT-Easy-Vektor zwischenkloniert werden. Mit Restriktionsanalysen bestitigte
Konstrukte wurden durch Sequenzierung analysiert (Abbildung 19).

Abbildung 19: Restriktionsanalyse verschiedener Oleosin Konstrukte: Verdau mit

gsgf lll.md 2: pGEMT-Oleosin, Spur 3 und 4: pGEMT-N-terminales Oleosinfragment,

Spur 5-7: pPGEMT-C-terminales Oleosinfragment.
Nach einer priparativen Gelelektrophorese erfolgte die Ligation der Oleosinsequenzen in den
ebenfalls mit den gleichen Enzymen restringierten Vektor pET32b bzw. pET43b. Nach
Transformation in E.coli wurden die erhaltenen Klone entweder durch Restriktionsverdau

(Abbildung 20) und/oder PCR iiberpriift. Ausgewdhlte, positiv getestete Klone wurden

sequenziert.

"N «—7805 bp
<“—7268 bp

123456M789101112

Abbildung 20: Uberpriifung der pET43b-Oleosin Konstrukte durch Minipriparation und
Restriktionsanalysen mit EcoR I und BamH 1.

Spur 1 und 2: Klon 1, Minipraparation und Verdau, Spur 3 und 4: Klon 2, Minipraparation und Verdau,
Spur 5 und 6: Klon 3, Miniprédparation und Verdau, M: peqGold DNA-Marker, Spur 7 und 8: Klon 1,
Minipréaparation und Verdau, Spur 9 und 10: Klon 2, Minipréparation und Verdau, Spur 11 und 12:
Klon 3, Minipréparation undVerdau
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Neben den vier beschriebenen Plasmiden wurde eine weitere Gensequenz synthetisiert. Diese
sollte die Vorteile der N- und C-terminalen Klone mit der Struktur des natiirlichen Oleosins
vereinen. Dazu wurde der hydrophobe Anteil des Oleosins eliminiert und die N- und C-
terminalen Fragmente miteinander verbunden. Als Abstandshalter der beiden Fragmente
wurde ein His-Tag gewihlt, der zudem der spéteren Reinigung des heterolog exprimierten

Proteins dienen sollte (Abbildung 21).

FrotScale output for user sequence

3 T T T
Hphok. - Kute & Doalittle

I I
=8 188
Fosition

| | | | |
ca 48 &8 128 148 168

N-term. Oleosin His-Tag C-term. Oleosin

Abbildung 21: Hydrophobizititsdiagramm des Oleosins nach Kyte und
Doolittle zur Bestimmung der fiir die Synthese eines hydrophilen
Konstruktes wichtigen Bereiche.

Die angepasste DNA-Sequenz wurde von der Firma Geneart synthetisiert, wobei die Codons
zur Expression in E. coli optimiert wurden. Das heifit, in E. coli selten vorkommende Codons
wurden in hiufige Codons umgeéndert, um eine optimale Expression mit hohen Ausbeuten
und geringen Translationsabbriichen zu erhalten. Die Sequenz wurde im Leseraster {iber die
mitsynthetisierten Restriktionsschnittstellen Ndel und EcoR1 aus dem gelieferten
Vektorkonstrukt herausgeschnitten und in den Vektor pET17b ligiert. Durch Verwendung der
Nde 1-Schnittstelle und das Einfiigen von zwei Stoppcodons zwischen dem Ende der Sequenz
und der EcoR I-Schnittstelle wurden keine zusétzlichen Tags oder Aminosduren an das 5°-
und 3’-Ende der Sequenz angefiigt. Das Konstrukt wurde zunichst mittels Verdau und

anschlieender Sequenzierung tiberpriift.
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Die fiinf verschiedenen Oleosinkonstrukte wurden wie beschrieben angefertigt und konnten
anschliefend fiir die Transformation in E. coli Zellen zur rekombinanten Darstellung

verwendet werden.

3.2.3 Expression und Reinigung von Oleosin

Zur heterologen Expression von Oleosin bzw. von Oleosin-Fragmenten wurden die
sequenzierten Konstrukte in den E.coli Stamm Origami transformiert und auf
Selektivmedium inkubiert. Von einzelnen ausgewdhlten Kolonien wurde eine Expression im
kleinen Mal3stab iiber eine standardméfBige Induktionsdauer von 3 Stunden durchgefiihrt, um
eine erfolgreiche Expression im gro3en Malistab abzusichern. Die optimale Expressionsdauer
und —temperatur, sowie die Auswirkung verschiedener IPTG-Konzentrationen wurde mit
einem positiv getesteten Klon ermittelt. Wéahrend verschiedene Konzentrationen von IPTG
(0,1 mM und 1 mM) und unterschiedliche Temperaturen (25 °C, 30 °C und 37 °C) zu den
gleichen Ergebnissen fiihrten, konnten Unterschiede in Abhéngigkeit zur Expressionsdauer
festgestellt werden. Nach 5 bis 21 Stunden Expression war ein starker Anstieg der
bakterieneigenen Proteine zu beobachten, wihrend die Konzentration des exprimierten
Proteins im Vergleich zu 1 h und 3 h konstant blieb. In Abbildung 22 ist dies am Beispiel von
pET32b-Oleosin zu sehen.

1h 3h 5h 21h

\

T VA :
137 °C 1 25°C130°C,37°C,

1 " 1 1 |
NKi- 0,1 In-0,1 1'-0,1 1'-0,1 1
= | o 3 | !

2 4 6 8 10 12 14 2 4 6 8 10 12 14 2 4 6 8 10 12 14

Abbildung 22: Expression des Oleosins aus dem Konstrukt pET32b-Oleosin.

(SDS-PAGE, reduzierende Bedingungen, Coomassie-Féarbung)

Getestet wurden verschiedene Expressionszeiten (1 h, 3 h, 5 h und 21 h), Temperaturen (25 °C, 30 °C und
37°C) und IPTG Konzentration (graue Zahlen: 0,1 M und 1 M). NK: Negativkontrolle zum Zeitpunkt 0.
Die Bande des exprimierten Oleosins (38,4 kDa) ist durch einen Pfeil markiert.
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Neben der Expressionsrate wurde die Loslichkeit der exprimierten Proteine der einzelnen

Konstrukte tiberpriift. Wihrend die Konstrukte mit der Volllingengensequenz sowohl unter

nativen als auch unter denaturierenden Bedingungen mit 6 M Harnstoff kaum 16slich waren,

lieBen sich die Proteine der Oleosinfragmente (N-terminales Oleosin-, C-terminales Oleosin-

und Geneart-Konstrukt) unter nativen Bedingungen in Losung bringen. Fiir das Konstrukt aus

pET43b-Oleosin wurde eine ausfiihrliche Loslichkeitsstudie durchgefiihrt, bei der die

Bakterienzellen mit verschiedenen Puffern, Detergentien und Verfahren behandelt wurden. Es

wurden neun Ansétze zur Lyse der Zellen und Solubilisierung des Oleosins gewéhlt:

P1

: denaturierender Lysispuffer
P2:
P3:
P4:
P5:
Pé6:
P7:
P8:
P9:

denaturierender Lysispuffer, Lyse bei 4 °C

Inkubation bei 4 °C, anschlieBend Lyse mit nativem Puffer
SB3-10-Puffer

SB3-10-Puffer mit NP-40

Guanidinhydrochlorid-Puffer mit EDTA
Guanidinhydrochlorid-Puffer ohne EDTA

nativer Lysispuffer

SDS-Puffer

Nach 30 min Lyse wurden die Zellen pelletiert, so dass das Sediment und der Uberstand im

SDS-PAGE analysiert werden konnte (Abbildung 23).

P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9

PK z U z U z U 7z Uz U2ZzU2ZzZ U zU zU

MW [kDa]

45- o

1

il e i it IR R A

i
- [— b-—H A - -’
i _— ‘ = 8
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

Abbildung 23: Austestung von verschiedenen Puffern bzw. Methoden zur Untersuchung der
Laoslichkeit von Oleosin aus Zellpellets.

(SDS-PAGE, reduzierende Bedingungen, Coomassie-Féarbung)

P1-P9: Puffer bzw. Methoden 1-9, PK: Positivkontrolle (Zellpellet ohne Lyse) Z: Zellpellet nach Lyse,
U: Uberstand des Lysates.

Exprimiert wurde das Oleosin aus dem Konstrukt pET43b-Oleosin. Das rekombinante Protein hat ein
Molekulargewicht von 85 kDa (Pfeil).
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Eine erfolgreiche Solubilisierung konnte ausschlieflich den das Detergens SB3-10
enthaltenen Puffern (Puffer 4 und 5) sowie mit dem SDS-Puffer (Puffer 9) erreicht werden.
Zur weiteren Reinigung iiber Metallchelat-Affinitdtschromatographie war jedoch eine
Umpufferung notwendig, um die fiir die Reinigung stérenden Detergentien zu entfernen bzw.
in der Konzentration zu mindern. Dies wurde mittels Dialyse gegen den denaturierenden
Standard-Puffer durchgefiihrt. Wihrend der Dialyse fiel jedoch ca. 90 % des Proteins aus. Die
Reinigung der restlichen Proteine iiber Metallchelat-Affinititschromatographie fithrte zudem

zu sehr schlechten Ausbeuten und einem nicht sauberen Endprodukt.

Aufgrund dieser schlechten Loslichkeiten und der aufwendigen Handhabung wurde auf das
pET17b-Oleosin  Geneart Konstrukt zurlickgegriffen. In Abbildung 24 ist die
Loslichkeitsstudie des Oleosins aus dem Konstrukt pET17b-Oleosin Geneart mit den
Standard-Puffern unter nativen und denaturierenden Bedingungen zu sehen. Wie auch bei den
Klonen des N- und C-terminalen Oleosinfragmentes war das exprimierte Protein zu fast

100 % unter nativen Bedingungen 16slich.

nativ denat.

11,7 kDa —»

Abbildung 24: Léslichkeitsstudie des exprimierten Oleosins aus dem Konstrukt
pET17b-Oleosin Geneart.

(SDS-PAGE, reduzierende Bedingungen, Coomassie-Féarbung)

Spur 1: Zellpellet, nativ lysierte Zellen, Spur 2: Lysat, nativ lysierte Zellen, Spur 3:
Zellpellet, denat. lysierte Zellen, Spur 4: Lysat, denat. lysierte Zellen

Das exprimierte Oleosin hat ein Molekulargewicht von 11,7 kDa (Pfeil).

Mit den gewonnenen Erkenntnissen wurden Expressionen im groflen Maf3stab durchgefiihrt,
um ausreichend Material fiir die Reinigung und die weiteren Versuche zu gewinnen.

Aufgrund der Loslichkeit und Affinitdt war eine Isolierung des Oleosins iiber eine Talon-
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Sdule unter nativen Bedingungen mit hohen Ausbeuten mdglich (Abbildung 25). Im

Durchschnitt konnten 16 mg gereinigtes Protein pro Liter Bakterienkultur gewonnen werden.

11,7 kDa —» *——--

Abbildung 25: Reinigung von Oleosin aus dem Konstrukt pET17b-Oleosin iiber

Co’*-Chelat Affinititschromatographie.

(SDS-PAGE, reduzierende Bedingungen, Coomassie-Féarbung)

Spuren 1-10: Elutionsfraktionen 1-10. Das exprimierte Protein hat ein Molekulargewicht von 11,7 kDa.

In Tabelle 9 ist eine Zusammenfassung der Ergebnisse hinsichtlich der Versuche zur
Expression, Loslichkeit und Reinigung der verschiedenen rekombinanten Konstrukte

aufgelistet.

Tabelle 9: Ubersicht zur Eignung der rekombinanten Konstrukte aus der Expression von Oleosin.

Konstrukt GroBle [kDa]  Expression  Loslichkeit  Reinigung
pET32b-Oleosin 38,4 + -/+ -/+
pET43b-Oleosin 85,0 + -/+ -/+
pET32b-N-terminales Oleosinfragment 23,5 + ++ (nativ)  ++
pET32b-C-terminales Oleosinfragment 25,3 + ++ (nativ)  +
pET17b-Oleosin Geneart 11,7 + +++ (nativ)  +++

3.2.4 Gewinnung und Reinigung von natirlichem Oleosin

Um die Extraktionsmethode des natiirlichen Oleosins zu optimieren, wurde das Protein aus
Erdnuss6l und nicht aus wiéssrigem Erdnussextrakt isoliert. Zur Gewinnung von Oleosin-
haltigem Erdnussol wurde Erdnussmehl unter der Zugabe von Aceton entfettet. Aus dem
Aceton-Erdnussél-Gemisch konnte Oleosin durch Reinigung der Olkérperchen mittels

Zentrifugation {liber einem Saccharosekissen und anschlieBender Entfettung mit Hexan isoliert
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werden (Abbildung 26). Die Analyse nach SDS-PAGE zeigt eine nahezu reine Oleosin-Bande
bei 18,4 kDa. Die Gewinnung von Oleosin aus nicht entfettetem Erdnussmehl nach derselben

Methode fiihrte nicht zum Erfolg.

MW [kDa]
66-

45-
) [—

21-
e <——184kDa
14- -

M 1

Abbildung 26: Reinheitspriifung des isolierten natiirlichen Oleosins aus
Erdnussol

(SDS-PAGE, reduzierende Bedingungen, Coomassie-Féarbung)

M: Molekulargewichtsmarker, Spur 1: isoliertes Protein.

3.2.5 IgE-Reaktivitiat von Oleosin

Aufgrund der vermuteten allergenen Wirkung von Oleosin wurden sowohl das rekombinante
Oleosin (nach pET17b-Oleosin Geneart) als auch das natiirliche Protein mit Patientenseren
auf IgE-Reaktivitdt iiberpriift. Es wurden 33 Seren von Neurodermitikern mit bestehender

Erdnussallergie eingesetzt.

Fir den Immunoblot wurden in der SDS-PAGE 20 pg natiirliches Oleosin bzw. 10 pg
rekombinantes Oleosin pro cm aufgetragen. Da die Ergebnisse von Vorversuchen keine oder
nur sehr schwache Reaktivitdten zeigten, wurde die sensitivere Chemilumineszenz-Methode
verwendet. Zur Kontrolle wurde anschliefend die Membran mit dem NBT/BCIP-System
angefarbt. Als Positivkontrolle wurde jeweils das monospezifische MAP-Kaninchenserum
(siche 3.2.1) mitgefiihrt. Wie in Abbildung 27 und Abbildung 28 zu sehen ist, sind das
nOleosin (18,4 kDa) und das rOleosin (11,7 kDa) jeweils in der India Ink-Farbung
nachweisbar und werden von dem MAP-Kaninchenserum erkannt. Eindeutige IgE-Reaktivitit
konnte beim nOleosin im Immunoblot mit dem Patientenserum 20 nachgewiesen werden.

Jedoch war hier keine korrespondierende Bande im Chemilumineszenz-Nachweis zu
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erkennen. Dagegen zeigte das Patientenserum 22 nur eine sehr schwache IgE-Reaktivitit im

Immunoblot, die im Chemilumineszenz-Nachweis verstiarkt wurde.

MW
[kDa]

45-

31-
+ O 00) ® | >

14-

= 1 |

o i ‘ ¢ Ui

115 9 13 17 21 25 29 33

307 11 15 19 23 27 31 307 11 15 19 23 27 31

Abbildung 27: Untersuchung der IgE-Reaktivitit von natiirlichem Oleosin.

(SDS-PAGE, reduzierende Bedingungen, 20 pg/cm Oleosin, NC-Membran)

links: Immunoblot-Nachweis, rechts: Chemilumineszenz-Nachweis

Spur I: India Ink-Farbung, Spur 1-31: Patientenseren K1-K31, Spur 32: Kaninchen anti-Oleosin
(MAP) Antikorper, Spur 33: Negativkontrolle anti-Human Antikérper, Spur 34: Negativkontrolle
anti-Kaninchen Antikdrper.

In den Nachweisen mit dem rOleosin konnten schwache IgE-Reaktivititen nur im Chemi-
lumineszenz-Versuch mit dem Patientenserum 22 nachgewiesen werden (Abbildung 28). Das

Kaninchenserum reagierte hier im Vergleich zum natiirlichen Oleosin deutlich schwécher.

MW |
[kDa]

45-
31-

»14-0

I1 5 9 13 17 21 25 29 33 37 1 5 9 13 17 21 25 29 33 37
3 7 11 15 19 23 27 31 35 3 7 1w 15 19 23 27 31 35

Abbildung 28: Untersuchung der IgE-Reaktivitit von rekombinantem Oleosin.
(SDS-PAGE, reduzierende Bedingungen, 10 pg/cm Oleosin, NC-Membran)

links: Immunoblot-Nachweis, rechts: Chemilumineszenz-Nachweis

Spur I: India Ink-Farbung, Spur 1-34: Patientenseren K1-K34, Spur 35: Kaninchen anti-Oleosin
(MAP) Antikorper, Spur 36: Negativkontrolle anti-Human Antikérper, Spur 37: Negativkontrolle
anti-Kaninchen Antikdrper.

-79 -



3. Ergebnisse

Die IgE-Reaktivitit von Oleosin konnte im Immunoblot nachgewiesen werden. Lediglich das
Patientenserum 22 reagierte iibereinstimmend mit dem rekombinanten und dem natiirlichen
Protein im Chemilumineszenz-Versuch. Die niedrige Privalenz l4sst im Rahmen dieser Arbeit

keine eindeutige Zuordnung des Oleosins zu der Gruppe der Allergene zu.
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3.3LTP

Das ubiquitdre Lipidtransferprotein (LTP) konnte bereits als Panallergen in verschiedenen
Pflanzen nachgewiesen werden. Erste Hinweise deuten das Vorkommen von LTP in der
Erdnuss an. Daher sollte zunichst das Erdnuss-LTP auf DNA-Ebene identifiziert und kloniert
werden. Die IgE-Reaktivitit sollte sowohl am rekombinanten als auch am natiirlichen Protein

ermittelt werden.

3.3.1 Klonierung der LTP-Gensequenz

Durch Anwendung und Kombination verschiedener molekularbiologischer Methoden sollte
die cDNA-Sequenz des LTPs der Erdnuss ermittelt werden. Abbildung 29 gibt eine
schematische Ubersicht iiber die verschiedenen Schritte, die zur Identifikation der

Gensequenz fithrten und im Folgenden néher erldutert werden.

1. Isolation von mRNA und
—s,_ AAAA. . AA mRNA
Erststrangsynthese der cDNA @ TT..TTAA..AC  Not1(dT)y

2. Zweitstrang cDNA Synthese

des 3‘-Abschnitts mit einem zu fx/{&"TXQA"'AC “W]'{;JX;TI;']XV A Hybrid
) m ¢ ybri
verschiedenen Pflanzen-LTPs > TTTTT...TT LTPhom.f

homologen Primer

}

3. Datenbank-Screening von EST-

: Not1(dT
Sequenzen zur Bestimmung des _—_,:;H\‘.‘j:HXAA“‘AC oA
ORFs und PCR mit einem 5>-UTR TTTTT...TT LTPpre.f
Primer

4. PCR mit genspezifischen Primern

zur Amplifikation der fiir das reife AAAA AA e
Protein codierenden Gensequenz TITT...TT LTP.f

Abbildung 29: Schematische Darstellung der Strategie zur Ermittlung der vollstiindigen LTP-Gensequenz
der Erdnuss.

1. Herstellung des ersten Stranges der cDNA durch reverse Transkription mit dem Not 1 (dT);g-Primer.

2. PCR zur Teilsynthese des Zweitstranges mittels Not I (dT);s-Primer und des LTPhom.f-Primers, der auf der
Basis bekannter LTPs synthetisiert wurde. Dies ermdglichte die Identifizierung des 3’-Bereiches.

3. Durch Datenbank-Screening konnten homologe EST-Sequenzen gefunden werden, von denen ausgehend ein
5’-UTR-Primer erstellt wurde.

4. Zur Klonierung wurden Primer entworfen, die durch interne Schnittstellen eine Klonierung in den ORF eines
Expressionsvektors erlauben.
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Zur Klonierung der LTP-Gensequenz wurde zundchst Gesamt-RNA aus der Erdnuss isoliert
und die mRNA mit Hilfe des Not1(dT)s-Primers in ¢cDNA umgeschrieben. Da die LTP-
Gensequenz der Erdnuss nicht bekannt war, wurden zur Primerkonstruktion zunéchst die
LTP-Sequenzen anderer Pflanzen verglichen, um homologe Bereiche zu identifizieren. Fiir
das Alignment wurden auf Gensequenzen bekannter LTP-Allergene aus der Kirsche, dem
Pfirsich, der Erdbeere und der Haselnuss zuriickgegriffen. Zudem wurde die Sequenz der
Erbse hinzugezogen, die wie die Erdnuss zu den Leguminosen zéhlt, bei der jedoch das LTP
nicht als Allergen nachgewiesen ist. Vor allem im 3’-Ende war eine hohe Sequenzhomologie

vorhanden (Abbildung 30).

Ki rsche (AF221501)
Pfirsich (AF221501)
Li nse (AY793556)

Er dbeere (DQO66732)
Hasel nuss (AF329829)

Ki rsche (AF221501)
Pfirsich (AF221501)
Li nse (AY793556)

Er dbeere (DQ66732)
Hasel nuss (AF329829)

Ki rsche (AF221501)
Pfirsich (AF221501)
Li nse (AY793556)

Er dbeere (DQD66732)
Hasel nuss (AF329829)

Ki rsche (AF221501)
Pfirsich (AF221501)
Li nse (AY793556)

Er dbeere (DQO66732)
Hasel nuss (AF329829)

Ki rsche (AF221501)
Pfirsich (AF221501)
Li nse (AY793556)

Er dbeere (DQI66732)
Hasel nuss (AF329829)

Primer LTPhom f

Ki rsche (AF221501)
Pfirsich (AF221501)
Li nse (AY793556)

Er dbeere (DQI66732)
Hasel nuss (AF329829)

Ki rsche (AF221501)
Pfirsich (AF221501)
Li nse (AY793556)

Er dbeere (DQO66732)
Hasel nuss (AF329829)

ATG- - GCTTGCTCTGCAATGACTAAGCTTGCTTTG GTGGTGECCTTGTGCATGGITGTG
ATG - GCCTTGCTCTGCAATGACTAAGCTTGCTTTG GTGGTGECCTTGTGCATGGTTGTG

ATGAAGITAGCA- TGTG - -------- TTGITTTG GIG ----- ATGTGTATGATAGIT
ATG - CCC- - - TCTGCAGTGATGAAGCTTCCTTTG GTTGCTCTCATTTGCATTGTGGTA
ATG -GGT----- AG&TT————AAG TTGGTATGCGCGGTCCTCTTGTGCATGATGGTG

**k*x *x k% % * k% k% * k%

AGCGTGCCCATTGCTCAA- - - GCCCTAACATGT GGCCAAGT GTCCAGCAACCTTGCACCA
AGCGTGCCCATTGCT CAA- - - GCCCTAACATGT GGCCAAGT GTCCAGCAACCTTGCACCA
- - - GCGCCTATGGECAGAAGGT GCAATCTCCTGTGGAGCTGTAACTGGTGACCTTAGT CCA
GCCGT CCCCGT CGCCCAAGCCGCCAT CACT TGCGGECCAAGT GACCCACAACGT GECACCC
G&BCAm;T TGCCCGEECGET (HZT GACATGGIIACAGATAAAAGGCAA(IZT CACGCCA

* % * % * * kK *k Kk * %

TGCATAGCCTACGT GAGAGECGGT GGAGCT GTGCCTCCAGE- - - TTGCTGCAACGGCATT
TGCATAGCCTACGT GAGAGGCGGT GGAGCTGTGCCTCCAGE- - - TTGCTGCAACGGCATT
TGCCTTACGTATCTTACAGGT GGT - - - CCTGGT CCTTCACCACAATGCTGTGGAGGAGTG
TGCTTCAACTACGT CAAGAGT GGTGECGCTGTCCCTGCCGE- - - TTGCTGCAAAGGAGT T
TGCGTGCTCTACCT GAAGAACGECGECGT TCTTCCTCCCTC- - -TTGCTGCAAGG}ZGTC

*k*x  * * % * % * % * *k*x * * * Kk kk Kk * %

AGGAACATCAACAACTTG- - - - - GCAAAGACCACCGCT GACCGCCAGACCGCTTGCAACT
AGGAACATCAACAACTTG - - - - GCAAAGACCACCGCT GACCGCCAGACCGCTTGCAACT
AAGAA- - - - - GCTTCTTGCTGCCGCCAACACCACGCCTGATCGTCAGGCTGCCTGTAACT
AGCAACCTCAACAGCATG- - - - - GCCAAGACCACCGCTGACCGCCAGCAAACTTGCAATT
AGGGCTGTAAACGACGCG: - - - - TCCAGGACCACGT CCGACCGCCAGTCCGCTTGCAACT

* * * * % * Kk k Kk Kk * k% kk kkk * k% *k*k %

GCCTGAAA- CAGCTTTCCGCCAGCG: - - TCCCCGGAGT CAATGCTAACAAT GCCGCAGCG
GCCTGAAA- CAGCTTTCCGCCAGCG: - - TCCCCGGAGT CAATGCTAACAAT GCCGCAGCG
GCATGAAATCAG - - - CAGCCAGTTCTATTACTAAATTGAATACTAACAATGCTGCTGCT
GCCTGAAGAG - - - TGCAGCTGGAAGCAT CAAGGGACT TAACGCT AACCT CGCAGCCGGT
GCTTGAAAGA- - - - TACAG(IIAAAGGCAT%CT GG(IJT CAACCCTAATCTTGCTGCTGGEC

*k kkkk * kK * % * ok Kk k *Kk kK Kk

CATTCCTTACAAGATCAGCACCTC
CTTCCCGGCAAGT GTGGAGT TAATGT TCCTTACAAGAT CAGCCCCT CLACCAACT GCGCC
CTTCCCGGCAAGT GTGGAGT TAATGT TCCTTACAAGAT CAGCCCCT CLACCAACT GCGCC
CTCCCTGGCAAATGT GGTGTCAACATTCCTTACAAGATCAGTACCTCLACCAACTGTAAT
CTTCCCGGCAAGT GTGGT GT CAACGT TCCCTACAAGAT CAGCACCTCCACCAACTGCAAC
CTCCCCGGCAAGT GTGGT GTCAACATTCCTTACAAGAT CAGCCCCTCCACCAACTGCAAC

kk kk Kkhkkkk kkhkkkk Kkk k* khkkhkk Kkkkkk KKk Kk kK EEEEEEEEEE X

ACCGTGAAGTGA
ACCGTGAAGTGA
ACAGTTAAGTAA
AATGTGAAATGA
AACGTGAAGTGA

* **x k% *x %

Abbildung 30: Alignment von LTP-Gensequenzen verschiedener Pflanzen.

Markiert ist der Bereich, der im Sequenzvergleich die groBte Ubereinstimmung zwischen den LTPs aufweist und
der zum Entwurf des Primers LTPhom.f diente.

*: homologe Basenpaare in allen Sequenzen.
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Diese homologe Region diente als Grundlage fiir den Entwurf eines Vorwirts-Primers
(LTPhom.f). Dabei wurden bei ungleichen Basenpaaren die Sequenzen ausgewdhlt, die einen
hoheren Verwandtschaftsgrad zur Erdnuss aufwiesen (Basenpaar 1, 2, 7 und 20). Mit dem
LTPhom.f-Primer und dem zur cDNA-Synthese verwendeten Not I (dT);s-Primer gelang es,
eine LTP-dhnliche Teilsequenz aus der Erdnuss zu amplifizieren und neu zu sequenzieren.
Autbauend auf die Ergebnisse konnte ein spezifischer Riickwérts-Primer (LTP.r) zur
Amplifikation der Volllingensequenz synthetisiert werden, der am 3°-Ende der LTP-Sequenz

lokalisiert ist.

Da das 5’-Ende weiterhin unbekannt war, sollte fiir dessen Bestimmung eine 5’RACE unter
Verwendung des LTP.r-Primers durchgefiihrt werden. Diese war jedoch nicht erfolgreich. Die
Gendatenbank wurde daher erneut analysiert und mit der bereits erhaltenen Teilsequenz
abgeglichen. Die Sequenzen, die zu 100 % mit der Teilsequenz iibereinstimmten und zudem
einem Volllingen-LTP entsprachen, wurden genutzt, um einen Primer zu entwerfen, der vor
dem Startsignal in der 5°-UTR (“untranslated region®) Region des LTP binden sollte
(LTPpre.f). Eine PCR mit den Primern LTPpre.f und LTP.rev lieferte Produkte von ca.
434 bp. Nach Ligation dieser PCR-Fragmente in den pGEM-T Vektor und Sequenzierung
konnten durch in silico Translation der verschiedenen ORFs zwei Erdnuss-LTP Isoformen

(LTP-1 und LTP-2) identifiziert werden.

Die abgeleiteten Proteinsequenzen der beiden LTP Isoformen besitzen eine Lange von 92 AS.
Eine Analyse der Primirsequenz zeigte die Existenz eines 24 AS langen Signalpeptids und
dessen voraussichtliche Spaltungsposition. Um das reife Protein zu erhalten, wurde fiir die
rekombinante Darstellung des LTPs ein Oligonukleotid fiir den entsprechenden 5’-Bereich

entworfen.
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3.3.2 Expression und Reinigung von LTP

Zur Expression der LTP-1 Gensequenz wurde diese an den Primer-internen Schnittstellen
EcoR1 und EcoRV aus dem pCR2.1TOPO-Vektor herausgeschnitten und in den
gleichermallen vorbereiteten Expressionsvektor pET32b kloniert. Dieser wurde gewéhlt, da
das LTP vier Cysteine aufweist und durch den Thioredoxin-Tag die Bildung von
Disulfidbriicken und damit die Loslichkeit des Proteins erhoht werden soll. Nach
Uberpriifung durch Sequenzierung wurde das Konstrukt in BL21(DE3)-Zellen mittels
Hitzeschock transformiert. Die LTP-2 Sequenz wurde durch das Paul-Ehrlich-Institut
(Langen) an die Firma Geneart iibermittelt, die die Codons fiir die Expression in E. coli
Codon optimieren. Von dieser Sequenz wurden zwei Expressionskonstrukte hergestellt. Die
Gensequenz fiir das erste Konstrukt wurde {iber die Msc I und Xho I Schnittstellen in den
Expressionsvektor pET32b kloniert. Fiir das zweite Konstrukt wurde die Sequenz iiber die
Schnittstellen Nde I und X%o I in den Expressionsvektor pET23b ligiert. Beide Konstrukte
exprimierten ein Fusionsprotein mit einem C-terminalen His-Tag. Nach der Synthese wurden
die Konstrukte zur Verfligung gestellt und ebenfalls in BL21(DE3)-Zellen transformiert. Die
Bakterienzellen wurden nach der Expression im grolen Mallstab unter denaturierenden
Bedingungen lysiert und die LTP-Isoformen iiber Talon-Sdulen gereinigt (Abbildung 31).
Unter den Bedingungen der nativen Lysatherstellung war keins der rekombinanten LTP-

Proteine 16slich.

Wie in Abbildung 31 a und b zu sehen ist, war es nicht mdglich, die Proteine aus dem
pET32b-LTP-1 und pET32b-LTP-2 zu reinigen. Die Ausbeuten lagen nach der Reinigung und
der anschlieenden Dialyse nur bei 0,6 mg/l Expressionskultur. Das exprimierte Protein des
pET23b-LTP-2 Konstrukts konnte dagegen erfolgreich in hohen Ausbeuten gereinigt werden
(Abbildung 31 c). Allerdings fiel wiahrend des darauffolgenden Dialysevorganges ein Teil des
Proteins aus, so dass nur eine endgiiltige Ausbeute von 1,5 mg/l Expressionskultur erreicht

werden konnte.
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Abbildung 31: Untersuchung zur Reinigung der LTP-Isoformen exprimiert aus pET32b-LTP-1
pET32b-LTP-2 und pET23b-LTP-2.
Bild a) pET32b-LTP-1 (SDS-PAGE, reduzierende Bedingungen, Coomassie-Féarbung)
Spur 1-10: Elutionsfraktionen 1-10
Bild b) pET32a-LTP-2 (SDS-PAGE, reduzierende Bedingungen, Coomassie-Farbung)
Spur 1-10: Elutionsfraktionen 1-10
Bild ¢) pET23b-LTP-2 (SDS-PAGE, reduzierende Bedingungen, Coomassie-Féarbung)
Spur 1-10: Elutionsfraktionen 1-10

Die gereinigten LTP-Isoformen wurden auf ihre Reaktivitidt mit ausgewdéhlten Patientenseren
getestet (Abbildung 32). Dabei handelte es sich um Seren, die in drei Reaktionsgruppen

eingeteilt wurden:

Gruppe 1 (n=25): Erdnuss- und Pfirsichallergiker (Pru p 3 +/ Erdnuss +)
Gruppe 2 (n=17): Erdnussallergiker (Pru p 3 -/ Erdnuss +)
Gruppe 3 (n=24): Pfirsichallergiker (Pru p 3 +/ Erdnuss -)

Fiir erste Untersuchungen wurden 7 Seren aus Gruppe 1 und 3 Seren aus der Gruppe 3
verwendet. IgE-Reaktivitit konnte bei 100 % der Gruppe 1 (Prup 3 +/ Erdnuss +) und bei
33 % der Gruppe 3 (Pru p 3 - / Erdnuss +) nachgewiesen werden.
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| | | | |
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Abbildung 32: Immunoblots der exprimierten Proteine von den LTP-1 und LTP-2-
Konstrukten.

a) pET32b-LTP-1, b) pET23b-LTP-2, ¢) pET32b-LTP-2

Spur 1-5 und 10-12: Patientenseren Pru p 3 +/ Erdnuss +, Spur 6 und 13-14: Patientenseren
Prup 3 +/ Erdnuss -, Spur 7: anti-His Ak, Spur 8 und 15: Negativkontrolle anti-Human IgE, Spur
9: Negativkontrolle anti-Maus [gG+IgM

Die beiden LTP-Isoformen LTP-1 und LTP-2 wurden in der GenBank-Datenbank
aufgenommen und als EU159429 bzw. EU161278 bezeichnet. Aufgrund der Reaktivitdt mit
Patientenseren wurde das Erdnuss-LTP als neues Erdnussallergen Arah9 klassifiziert.

Ara h 9.0101 entspricht dabei der Isoform LTP-1 und Ara h 9.0201 der Isoform LTP-2.

3.3.3 Nachweis des naturlichen LTPs

Nachdem das neue Erdnussallergen Arah 9 auf DNA-Ebene identifiziert werden konnte,
sollte seine Existenz als natiirliches Protein nachgewiesen werden. Fiir diesen Nachweis
wurde der standardmifBlig eingesetzte basische Erdnussextrakt hergestellt. Mit diesem Extrakt
wurde ein Immunoblot mit den kompletten der bereits unter 3.3.2 erwdhnten Seren
durchgefiihrt. Jedoch detektierte keines der Seren eine dem LTP entsprechende Bande bei
9 kDa. Da die LTPs einen basischen pl besitzen, wurde auf die saure Extraktionsmethode der
Erdnuss zuriickgegriffen und der Immunoblot mit den Seren wiederholt. Wie in Abbildung 33
zu sehen ist, konnte in diesem Extrakt eine Bande bei 9 kDa (roter Pfeil) von mehreren

Patienten detektiert werden.

- 86 -



3. Ergebnisse

MW Gruppe 1: Gruppe 2: Gruppe 3:

[kDa] Pru p 3 +/ Erdnuss + Prup3- frdnuser Pru p 3 +/ Erdnuss -
~ —" —~ ~N— ——

T e e

U | AR RN R I AR AR LR R AR AR R A

> T 1

31-'[ NN I |
| 4 | 14 | |
Fiin | |
R | |

14- M | |

‘ LS L L HaRed b
#T W .G T

1 35 79 111315 17 19 21 23 25 27 29 31,33 35 37 39 4143454749 51 53 55 57 59 61 63 65 67

*

Abbildung 33: Immunoblot zur Identifizierung von Ara h 9. Der Erdnussextrakt wurde unter
sauren Bedingungen hergestellt und mit verschiedenen Patientenseren getestet.

Spur 1: India Ink, Spur 2-25 und 32 Patientenseren Pru p 3 +/ Erdnuss +, Spur 26-31 und 33-43:
Patientenseren Pru p 3 - / Erdnuss +, Spur 44-67: Patientenseren Pru p 3 +/ Erdnuss -, Spur 68:
Negativkontrolle anti-Human IgE.

Der rote Pfeil kennzeichnet die Position des Erdnuss-LTPs. Der schwarze Pfeil ordnet den Streifen 32
in die Gruppe 1 ein.

Insgesamt zeigten 68 % der Erdnuss- und Pfirsichallergiker IgE-Reaktivitit mit diesem
Protein und 24 % der Pfirsichallergiker. Bei 29 % der Erdnussallergiker konnte nur eine sehr

schwache Reaktivitit detektiert werden.

Das IgE-reaktive Protein mit einem Molekulargewicht von 9 kDa wurde durch N-terminale
Sequenzierung untersucht und konnte als Ara h 9 eindeutig identifiziert werden (Abbildung
34). Zudem bestitigten die Sequenzierungsergebnisse das Vorhandensein des in Kapitel 3.3.1
vorhergesagten Signalpeptids und dessen Spaltungsposition.

N-Seq. 1 SAPY\\STE e
N-Seq. 2 AP

Ara h 9.0101 RN SCGQVNSALRAPCI € ([€ARPP Y VRGLLGAR [TADRQAACNGESY]
Ara h 9.0201 IR RSCCGOVNSALEAPCI QYPS CRVRG. L GAANTRTADRQAACNGES]Y)
Ara h 9.0101 51-(WeVVIesiiRe [HNoE\-VVARE [ExeeVSINMTN [ISIISIINONIN G- 92
Ara h 9.0201 51-[HGvviesiHe BNee\.VVARE [exeeVSIER(N ISIBINeA] G- 92

Abbildung 34: Alignment der reifen LTP-Proteinsequenzen Ara h 9.0101 und Ara h 9.0201 und Vergleich
zu den N-terminalen Sequenzen des nLTPs.

Die Identitdt der beiden Ara h 9 Sequenzen betragt 90 %, die identischen Aminoséduren sind schwarz unterlegt.
Mithilfe der N-terminalen Sequenzierungen konnten jeweils 9 der 12 Aminosduren bestétigt werden.
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34Arah7

Das Erdnussallergen Arah 7 war iiber eine cDNA Phagen-Display-Bibliothek identifiziert
und die IgE-Reaktivitit am rekombinanten Protein nachgewiesen worden (Kleber-Janke et al.
1999). Im Gesamtextrakt konnte das natiirliche Allergen nicht identifiziert werden. Das Ziel
in dieser Arbeit war es, die Gensequenz aus der cDNA mit Ara h 7-spezifischen Primern zu
amplifizieren und zu analysieren. Die Identifikation neuer Isoformen sollte zum Nachweis des

natiirlichen Proteins fithren.

3.4.1 Klonierung der Ara h 7 Gensequenz

Zur Klonierung wurde RNA aus der Erdnuss isoliert und mithilfe des Not I d(T),s-Primers in
den ersten Strang der cDNA umgeschrieben. Fiir einen ersten Uberblick wurde die cDNA mit
einem Primer (7.f) amplifiziert, der nach der verdffentlichten Sequenz (GenBank Acc No.
AF091737) entworfen wurde und in der Startregion des Arah7 bindet. Um wenige
Basenpaare durch Einfluss der Primer zu verfélschen, wurde auf den Not I d(T);s-Primer als
Riickwirtsprimer zuriickgegriffen. Da die verdffentlichte Ara h 7 Gensequenz eine Linge von
483 bp besitzt und die Sequenz vom Start-Codon bis zum Poly(A)-Schwanz 712 bp lang ist,
wurde eine dhnliche GroBe des Amplifikates erwartet. Nach Klonierung des ca. 800 bp
groflen Amplifikates in pCR2.1-TOPO (3931 bp) wurden die ligierten Konstrukte in DH5a-
Zellen transformiert. Zur Uberpriifung der InsertgroBe wurden die Plasmide isoliert und mit

EcoR I verdaut (Abbildung 35).

bl 4¢—ca. 3931 bp

HEEL T HRETE

bt €¢—ca. 800 bp

M1 2 3 4

Abbildung 35: Minipriparation und Restriktionsanalyse des pCR2.1-Vektors (3931 bp)

mit dem Ara h 7-Amplifikat (Primer: 7.f/Not 1 d(T)s).

M: Marker, Spur 1: Minipréparation Klon 1, Spur 2: Klon 1 nach Restriktion, Spur 3: Minipréparation
Klon 2, Spur 2: Klon 2 nach Restriktion.
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Durch ein Alignment der publizierten Arah 7 Gensequenz (AF091737) mit der cDNA-
Sequenz konnten 16 Substitutionen sowie eine Deletion eines Guanins am Basenpaar 383
bestimmt werden. Letzteres hat eine Verschiebung des Leserasters zur Folge, so dass sich die
abgeleitete Primédrsequenz im C-terminalen Ende unterscheidet (Abbildung 36). Durch
Analyse der Proteinsequenzen konnte zunichst ein Signalpeptid vorhergesagt werden, dessen
Spaltungsstelle zwischen AS 21 und 22 liegt. Die weiteren Untersuchungen beschrénkten sich
deshalb auf die reifen Proteine. Die Verschiebung des Leserahmens wirkt sich auf die Gréf3e
und den isoelektrischen Punkt des Proteins aus. Wahrend AF091737 eine Liange 139 AS, ein
errechnetes Molekulargewicht von 16,4 kDa und einen pl von 5,57 ausweist, ist das neu
gefundene Arah 7 142 AS lang, hat ein Molekulargewicht von 17,1 kDa und einen deutlich
hoheren pl von 7,7. Eine Suche in der GenBank Datenbank wies auflerdem eine weitere
Ara h 7 Isoform (AY722691) von 138 AS auf. Dieses Protein hat eine Grofle von 16,5 kDa
und einen pl von 6,2. Diese Isoform wurde in der Datenbank lediglich als 2S Protein
bezeichnet. Ein Vergleich der drei Isoformen mit dem fiir die Prolamin-Superfamilie
typischen Cysteinmuster zeigt, dass nur die in dieser Arbeit gefundene Isoform dieses Muster

erfiillt. Die Gensequenz dieser Isoform wurde in die GenBank unter der Acc No. EU046325

aufgenommen.

1 Xn - C - Xn - C - 50
Ak ey A T RVWDPDRGSREIGSRWDAPSRGDDQCOROQL QREANL RPCEEHYER = d
STk YL TRV\DPDRGSREIGE RWDAPSRAIDDQCORQL QREIANL RPCEEHIIRERVE d
INg#¥I 1 B T R\DPDRGSRGERVWDAPSRAIDDQCORQL ORIANL RPCEEHIlIRORVE d

51 - Xn - CC - Xn - CXC - 100
NS SN A YAF QDY PY s I GSRGaePGE JIDENGEQRCCNEEL NRFQNNQRIICMCQAL QU L
=S PRI - OOE Y P Y s R GSRAR;: PGE I DER OEORCCNIEL NRFONNORIICMCQAL QQ) L
ING#ZI Bl = ODE Y P YSe RIGSRGxx PGESEIDED OE QRCCNEEL NRFQNNORBCMCQAL QQ) L

101 - Xn - C-Xn - C 142

EU046325 ONOSERFQOD RSQLHQVERE LRNEPONCGF RSPSRCDLSS RT

AF091737 [@NSSEVWPAG QEPVASDGEG AQEMAPELRV QUTKPLRPL.
AY722691 [(ONOSERFQOD RSQLHONGEG A

APELRV QVTKPLRP. .

Abbildung 36: Alignment der abgeleiteten Proteinsequenzen des publizierten Ara h 7 (AF091737) mit neu
gefundenen Ara h 7 (EU046325) und dem 2S Protein AY722691.

Grau unterlegt sind die Aminosduren, die mindestens in zwei Sequenzen identisch sind; schwarz unterlegt sind
die Aminosiuren, die in allen drei Sequenzen gleich sind. Uber der Sequenz ist das fiir 2S Albumine typische
Cysteinmuster angegeben, das mit der Sequenz EU046325 iibereinstimmt. Die Bezeichnung Xn steht dabei fiir
beliebig lange Sequenzabschnitte zwischen den Cysteinresten.
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3. Ergebnisse

Um zu tberpriifen, ob die ermittelte Isoform EU046325 IgE-reaktiv ist, wurde die
Gensequenz, die das reife Protein kodiert, von der Firma Geneart auf die Expression in E. coli
optimiert. Aufgrund der vorhandenen Cysteine wurde die Sequenz iiber die
Restriktionsschnittstellen EcoR I und EcoR V in den Expressionsvektor pET32b kloniert.
Durch den vektoreigenen Thioredoxin-Tag sollte die Loslichkeit des Arah 7 gesteigert
werden. Zur Reinigung iiber Metallchelat-Affinitdtschromatographie wurde ein N- und C-
terminaler His-Tag angefiigt. Die Expression in BL21(DE3) Zellen und die Herstellung des
Lysates erfolgte unter nativen Standardbedingungen. Die Reinigung sowohl iiber Ni*'-, als
auch Co®-Sdulen fiihrte zu einem vorgereinigten, aber nicht sauberen Produkt. Die IgE-
Reaktivitt des exprimierten Proteins wurde mit Seren von Erdnussallergikern im Immunoblot
tiberpriift (Abbildung 37). Es konnte gezeigt werden, dass auch diese Isoform, wie die bereits
verdffentlichte (AF091737) IgE-Reaktivitidt aufweist. Sie wurde als Arah 7.0201 in die
Allergendatenbank aufgenommen.

MW
[kDa]

97-
66-

45-

€

14-

Irr 35 7 9 11
2 4 6 8 10

Abbildung 37: Immunoblot des exprimierten Ara h 7 aus dem Konstrukt pET32b-Ara h 7 zum
Nachweis der IgE-Reaktivitiit.

I: India Ink, Spurl-5: Patientenseren 1-6, Spur 6: Kaninchen anti-Ara h 7 pAk, Spur 7: Patientenserum
JG3, Spur 8: anti-His Antikdrper, Spur 9: Negativkontrolle anti-Human Antikdrper, Spur 10:
Negativkontrolle anti-Kaninchen Antikorper, Spur 11: Negativkontrolle anti-Maus Antikorper.

3.4.2 Identifizierung des natiirlichen Ara h 7

Im Rahmen einer Zusammenarbeit mit dem Institut fiir Immunologie der Universitdt Kiel
wurden verschiedene Erdnussextrakte mittels zweidimensionaler Differenz-Gelelektrophorese

(2D-DIGE) analysiert. Dabei wurden Erdnussextrakte mit einem fluoreszierenden Farbstoff
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3. Ergebnisse

(Cy5) markiert und in einem zweidimensionalen Gel aufgetrennt. Eine grofle Anzahl von
Spots wurde anschlieend mittels Trypsin-Fingerprinting untersucht und durch Analysen mit
dem Programm Mascot bekannten Proteinen zugeordnet (Latendorf 2007). Abbildung 38
zeigt das Ergebnis der 2D-DIGE von basisch extrahiertem Erdnussextrakt mit einem

Molekulargewicht kleiner als 25 kDa (Fraktion 3 aus Abbildung 5).

pH 311N

‘ujwe—xew pww-

& % O

frzeo) oo

-
4 .

4

Abbildung 38: 2D-DIGE von einer Fraktion des Standard-Erdnussextrakts < 25 kDa (Abbildung von
Thies Latendorf, Universitit Kiel, zur Verfiigung gestellt).

Aufgetragen wurden 150 pg Gesamtprotein, von denen 50 pg Cy5 markiert waren (1. Dimension: IPG 3-11 NL
(non-linear) 24 cm, 2. Dimension: 15 % Gel). Schwarz-Weiss-Darstellung des Cy5-Kanals.

Aufgrund der neu gewonnenen molekularbiologischen Kenntnisse iiber das Arah 7 wurden
die Ergebnisse vom Trypsin Fingerprinting des basischen Erdnussextraktes mit Komponenten
unter 25 kDa gezielt auf Arah 7 gescreent. Der in Abbildung 38 markierte Spot (Nr. 1114)
wurde hierbei urspriinglich einem 2S Albumin zugeordnet, das zu dem abgeleiteten Protein
der Gensequenz AY 722691 (Abbildung 36) identisch ist. Da die Sequenz von Arah 7.0201
nicht in den Datenbanken vorhanden war, wurden die Fragmente des Trypsin-Fingerprintings

mit dieser Sequenz nachtrédglich verglichen. Dabei konnten vier Fragmente dem Ara h 7.0201
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zugeordnet werden und ein weiteres, das jedoch eine Abweichung von zwei Aminosiduren

zeigt. Mit diesen fiinf Fragmenten wurden 54 % des Ara h 7.0201 abgedeckt (Abbildung 39)

und somit erstmalig als natiirliches Protein im Erdnussextrakt nachgewiesen. Zudem wurde

das C-terminale Ende von Arah 7.0201 bestétigt, das sich durch die Deletion eines

Nukleotids von Ara h 7.0101 und dem 28 Protein 2 unterscheidet.

Ara h 7.0101
Ara h 7.0201
2S Protein 2

Ara h 7.0101
Ara h 7.0201
2S Protein 2

Ara h 7.0101
Ara h 7.0201
2S Protein 2

ANLRPCEEH R VEQEQEQ

1 50
TRWDPDRGSRGERVWDAPSRGDDQOQRQL QRANL RPCEEHYRERVESEQEQ
TRWDPDRGSRGERVWDAPSRGDDQOQRQL QRANL RPCEEHIRORVEREQEQ
TRWDPDRGSRGAIRVWDAPSRGDDQCQRQL QRANL RPCEEHIRORVESEQEQ

EQDEYPYSQR  QRPGESDEDQEQR CMCQALQQ L
51 100

EQDEYPYSaRGSRG3®PGESDENQEQRCCNEL NRFQNNQRCMOQAL QU L
EQDEYPY[J®RGSRA8 z PGESDER QEQRCCNEL NRFQNNQRCMVOQAL QQ L
EQDEYPY8RGSRGE PGESDEBR QEQRCCNEL NRFQNNQRCMOQAL QQI L

QNQSFR SQLHQVEREL RNLPQNCGFR
101 142
ONOE\\WPAGQEPVASDGEGAQEMAPELRVQVTKPLRPL. . .
8N ® S=RFQODRSQL HOVEREL RNIPQNCGFRSPSRCDL SSRT
8@ Si=RF QODRSQL HONGEGAQEAPEL RVQVTKPLRP. .

Abbildung 39: Alignment der Ara h 7 Isoformen Ara h 7.0101 und Ara h 7.0201 und des 2S Proteins

(AY722691).

Schwarz markiert sind die Aminosduren, die in allen Sequenzen identisch sind, grau diejengen, die nur in
zwei Sequenzen identisch sind. Die aus dem Trypsin Fingerprinting erhaltenen Fragmente sind {iber den

Sequenzen angegeben.
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3.5 Erdnussvarietaten aus Sudostasien

Weltweit wird derzeit versucht hypoallergene Nahrungsmittel, einschlieBlich der Erdnuss,
herzustellen, indem die Majorallergene gentechnisch ausgeschaltet oder vermindert werden.
Unter diesem Aspekt sollten Erdniisse analysiert werden, die von Natur aus in ihrer

Allergenzusammensetzung von der Standard-Erdnuss abweichen.

3.5.1 Untersuchung von Extrakten verschiedener Varietaten

Erdniisse verschiedener Herkunftsorte und Sorten wurden extrahiert und mittels SDS-PAGE
analysiert. Abbildung 40 zeigt die Ergebnisse zweier Gelelektrophoresen vom Extrakt der
Standard-Erdnuss im Vergleich mit Erdniissen aus Siidostasien; und zwar drei Varietéiten aus
Indonesien (Indonesien, Bali-1 und Bali-2) und eine aus Thailand. In der Coomassie-Fiarbung
sind deutliche Unterschiede erkennbar, die das Bandenmuster und die Konzentration einzelner
Proteine betreffen. Besonders hervorzuheben ist, dass eine Bande in beiden Bali-

Erdnussextrakten (Bali-1 und Bali-2) bei ca. 63 kDa fehlt.

97 kDa —
66 kDa — — W 4—Arahl
45 kDa —
R
31 kDa — - :
- = '—_-
21 kDa —

14 kDa —

—— -
-
_H

1 2 3 4 5 6

Abbildung 40: Analyse von Erdnussextrakten verschiedener Varietiten beziiglich
ihrer Proteinzusammensetzung.

(SDS-PAGE, reduzierende Bedingungen, Coomassie-Féarbung)

Spur 1 und 6: Standard-Erdnussextrakt, Spur 2: Bali-1 Erdnussextrakt, Spur 3: Bali-2
Erdnussextrakt, Spur 4: Thailand-Erdnussextrakt, Spur 5: Indonesien-Erdnussextrakt.
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Mittels Immunoblotanalyse konnte unter Verwendung von zwei verschiedenen monoklonalen
Antikorpern gegen Ara h 1 (Pn-t und Pn-c) bei beiden Bali-Erdnussextrakten das Fehlen von
Ara h 1 bestdtigt werden.

Zur Absicherung wurde ein Inhibitionsversuch durchgefiihrt. Dazu wurde Standard-
Erdnussextrakt auf eine Membran geblottet. Die monoklonalen Antikorper gegen Arah 1
(Pn-t und Pn-c) wurden mit Bali-1 und Bali-2 Erdnussextrakt prdinkubiert. Als
Negativkontrolle wurden die Antikdrper ohne Inhibition direkt eingesetzt und als
Positivkontrolle wurden die Antikdrper mit herkdmmlichem Erdnussextrakt priinkubiert.
Wihrend der Ara h 1-haltige Standard-Erdnussextrakt die monoklonalen Antikorper komplett
absorbiert, geschieht dies nicht unter der Verwendung der Bali-Erdnussextrakte (Abbildung
41). Lediglich der Inhibitionsversuch von Pn-t mit den Bali-Erdnussextrakten weist auf eine
geringe Vorabsorption des Antikorpers hin, was auf einen geringen Ara h 1 Gehalt in diesen
Extrakten hindeutet. Dies wurde jedoch nicht beim FEinsatz von Pn-c bestitigt, die
Bandenintensitét ist im Vergleich zum ungehemmten Antikorper gleichstark. Somit wurde

auch im Inhibitionsversuch das Fehlen von Ara h 1 in dem Bali-1 Erdnussextrakt belegt.

Pg—t Prjlk-c
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Abbildung 41: Immunoblot-Inbibition der Ara h 1-spezifischen monoklonalen Antikérper Pn-t
bzw. Pn-c mit verschiedenen Erdnussextrakten zum Nachweis des Vorhandenseins von Ara h 1.
(SDS-PAGE, reduzierende Bedingungen, 15 pg/cm Standard-Erdnussextrakt, Blot auf NC-Membran)
I: India Ink, Spur 1: Pn-t (ungehemmt), Spur 2: Pn-t mit Bali-1 Extrakt, Spur 3: Pn-t mit Bali-2
Extrakt, Spur 4: Pn-t mit Standard-Extrakt prainkubiert,

Spur 5: Pn-c (ungehemmt), Spur 6: Pn-c mit Bali-1 Extrakt, Spur 7: Pn-c mit Bali-2 Extrakt, Spur 8:
Pn-c mit Standard-Extrakt prainkubiert.
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3.5.2 Etablierung eines Ara h 1-ELISAs

Da mit dem Arah 1l ein wichtiges Majorallergen in dem Bali-1 Erdnussextrakt stark
vermindert war bzw. vollig fehlte, sollte dessen Gehalt quantitativ mittels ELISA bestimmt

werden.

Zur Entwickung eines Arah 1-spezifischen Assays standen nur die beiden monoklonalen
Antikorper Pn-c und Pn-t zur Verfiigung. Daher wurde zunichst ein indirektes kompetitives
System entwickelt, indem die Antikorper ohne vorherige Reinigung unmittelbar eingesetzt

werden konnten.

In ersten Vorversuchen wurden die Coating-Bedingungen fiir das Arah 1 und die
Konzentration der eingesetzten Reaktionspartner austitriert. Hierzu stand gereinigtes Ara h 1
zur Verfiigung, dem die Ara h 1 Konzentration der verschiedenen Extrakte gegentibergestellt
werden konnte. Das Ziel war, die bestmdgliche Nachweisempfindlichkeit mit dem Einsatz
von moglichst niedrigen Konzentrationen an Proteinldsungen und Antikdrpern zu erreichen.
Nachdem diese Parameter ermittelt worden waren, wurde der monoklonale Antikdrper mit
Ara h 1, Standard-Erdnussextrakt und Bali-Erdnussextrakt in aufsteigenden Konzentrationen
prainkubiert. Durch Inhibition des Antikdrpers konnte eine Abschitzung des Ara h 1 Gehaltes
der verschiedenen Erdnussvarietiten gemacht werden. In Abbildung 42 ist das Ergebnis eines
ELISAs dargestellt, bei dem Ara h 1 an die Platte gekoppelt und der monoklonale Antikérper
Pn-c eingesetzt wurde. Durch Vorversuche wurde der Guanidinhydrochlorid-Puffer (pH 9,6)
als optimaler Coating-Puffer fiir Ara h 1 ermittelt, das in einer Konzentration von 5 pg/ml an
die Platte gekoppelt wurde. Deutlich zu erkennen ist, dass Pn-c durch Priinkubation mit
Ara h 1 nahezu komplett gehemmt wurde. Beim Einsatz vom Standard-Erdnussextrakt konnte
eine starke Inhibition des Antikorpers detektiert werden, wéhrend der Bali-Erdnussextrakt in

den eingesetzten Konzentrationen kaum inhibitorische Auswirkungen auf den Antikorper hat

(Abbildung 42).
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Abbildung 42: Indirekter Inhibitions-ELISA zur semiquantitativen Bestimmung von Ara h 1 in
Erdnussextrakten.

Inhibition des monoklonalen Antikdrpers gegen Ara h 1(Pn-c) durch Priinkubation mit Standard-Erdnussextrakt,
Bali-Erdnussextrakt und Selbstinhibition mit gereinigtem Ara h 1, Nachweis der Inhibition an einer Ara h 1
gecoateten Platte.

Da die Extrakte aufgrund von Loslichkeitsproblemen nicht in hoheren Konzentrationen als
1,28 mg/ml eingesetzt werden konnten, wurde fiir die Etablierung eines sensitiveren
Sandwich-ELISAs ein polyklonaler Antikérper gegen Gesamt-Erdnussextrakt (K7)
verwendet. Dieser wurde iiber eine Protein G-Saule affinitdtschromatographisch gereinigt und
an die 96-Well-Platte gekoppelt. Nach Zugabe der verschiedenen Extrakte konnte der Arah 1
Gehalt durch den Nachweis der an das K7-Serum gebundene Protein mit dem Arah 1-
spezifischen monoklonalen Antikdrper Pn-t bestimmt werden. Abbildung 43 zeigt einen
sigmoidialen Verlauf der eingesetzten Ara h 1- und Erdnussextrakt-Konzentrationen. Im Bali-

Erdnussextrakt waren auch mit diesem Versuchsaufbau nur Spuren von Ara h 1 nachweisbar.
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Proteinkonzentration [ug/ml]
y=((A-Dy(1+xcCyB8))+D: A B (o] b R"2
® Ara h 1 (Ara h 1: Concentration vs Values) 6,123 1,541 45,666 | 99,714 0,994
® Standard-EEx (Standard-EEx: Concentration vs V... 3,634 1,375 |196,597| 103,687 0,999
® Bali-EEx (Bali-EEx: Concentration vs Values) 1,255 0,963 [2,67e5 | 136,775 0,985

Abbildung 43: Sandwich-ELISA zur semiquantitativen Bestimmung von Ara h 1 in Erdnussextrakten.
Coating von K7 (Kaninchenserum gegen Gesamt-Erdnussextrakt), Inkubation der verschiedenen Proben,
Nachweis des Ara h 1 Gehalts mit dem monoklonalen Antikorper gegen Ara h 1 Pn-t.

A: unteres Plateau, B: Steigung, C: ECs D: oberes Plateau, R*2: Korrelationskoeffizient.

Um die Sensibilitdt und Spezifitit des Testsystems zu erhohen, wurde ein Kaninchen mit
Ara h 1 immunisiert und das erhaltene Serum (KB) fiir den Einsatz im ELISA mittels einer
Protein G-Saule gereinigt. An die 96-Well-Platte wurde diesmal der Protein G-gereinigte
monoklonale Antikdrper (Pn-t) gecoatet. Nach Bindung des Arah 1 aus der Probe wurde
dieses mit dem KB-Kaninchenserum nachgewiesen. Abbildung 44 =zeigt, dass die
Verdiinnungsreihe vom konventionellen Standardextrakt im ELISA parallel zur Arah 1
Standardkurve verlduft. Vergleicht man die Wendepunkte dieser beiden Kurven lésst, sich der
Ara h 1 Gehalt im Standard-Erdnussextrakt bestimmen. Der Wendepunkt wird beim Einsatz
von 0,029 pg/ml Erdnussextrakt erreicht, wihrend nur 0,009 pg/ml gereinigtes Arah 1
eingesetzt werden muss. Das bedeutet, dass in 0,029 ng/ml Erdnussextrakt 0,009 pg/ml, also
31% Ara h 1 vorhanden ist. Hingegen ist die Arah 1 Konzentration des Bali-1
Erdnussextraktes nicht auswertbar. Selbst bei hohen eingesetzten Proteinkonzentrationen
wurde eine Extinktion von 30 % nicht erreicht. Daraus konnte eine Ara h 1 Konzentration von

weniger als 0,2 % im Bali-1 Erdnussextrakt abgeleitet werden.
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Abbildung 44: Sandwich-ELISA zur semiquantitativen Bestimmung von Ara h 1 in Erdnussextrakten.
Coating von Pn-t (monoklonaler Antikdrper gegen Ara h 1), Inkubation der verschiedenen Proben, Nachweis
des Ara h 1 Gehalts in den verschiedenen Proben mit dem anti-Ara h 1 Kaninchenserum KB. Die Pfeile
markieren die Proteinkonzentration des Wendepunktes.

A: unteres Plateau, B: Steigung, C: ECsy D: oberes Plateau, R"2: Korrelationskoeftizient.

3.5.3 Extraktanalyse mittels der 2D-DIGE Technik

In Kooperation mit dem Institut fiir Immunologie der Universitit Kiel wurden der Bali-1 und
der Standard-Erdnussextrakt mit der zweidimensionaler Differenz-Gelelektrophorese (2D-
DIGE) analysiert. Der Bali-1 Erdnussextrakt wurde mit dem rot fluoreszierenden Farbstoff
Cy5 markiert, der Standard-Erdnussextrakt mit dem griin fluoreszierenden Farbstoff Cy3. Die
Extrakte wurden in einem Gel zweidimensional aufgetrennt, die Farbstoffe visualisiert und
einzelne Spots mittels Trypsin-Fingerprinting analysiert. Im Vergleich der Spotintensitét
wurde nicht nur eindeutig das Fehlen des Arah 1 bestétigt, sondern auch die Reduktion
anderer Proteine, wie das Arah 2 nachgewiesen. Hingegen war das Vorkommen anderer

Proteine bzw. Allergene, wie Arah 3/4, deutlich verstirkt. Abbildung 45 =zeigt das
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zweidimensionale Proteinmuster, bei dem die verstirkte Expression (,,Hochregulierung) von
Proteinen gegeniiber dem Bali-1 Erdnussextrakt blau dargestellt ist, die verminderte
Expression (,,Herunterregulation®) ist in Rot dargestellt. Proteine, die in beiden Extrakten in
gleichen Konzentrationen vorhanden waren, erschienen durch die Uberlagerung der beiden

Farbstoffe in Gelb.

Standard-Erdnussextrakt Bali-1 Erdnussextrakt

Gt “sse0ge ' =g BB

rote Spots: » blaue Spots:

Herunterregulation von links nach rechts ] Hochregulierung von links nach rechts

Abbildung 45: Analyse des Standard- und Bali-1 Erdnussextraktes mittels 2D DIGE (Abbildung von
Hendrik Schmidt, Universitit Kiel, zur Verfiigung gestellt).

Der direkte, iibereinandergelagerte Vergleich der untersuchten Erdnussextrakte ist in
Abbildung 46 dargestellt. Hier ist deutlich zu erkennen, dass Arah 1 nur im Standard-
Erdnussextrakt vorhanden ist und daher als griine Spots erscheint. Die Ara h 3/4 Isoformen,
die rot erscheinen, sind nur im Bali-Erdnussextrakt nachweisbar. Dabei handelt es sich um
Isoformen der sauren und basischen Untereinheit sowie um das komplette Arah 3/4, das

posttranslational nicht in die saure und basische Untereinheit gespalten wurde.
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Abbildung 46: 2D DIGE zum Vergleich der Proteinzusammensetzung des Standard- und des Bali-1
Erdnussextraktes.

Der Standard-Erdnussextrakt wurde mit dem griin fluoreszierenden Farbstoff Cy3 markiert, der Bali-1
Erdnussextrakt mit dem rot fluoreszierenden Farbstoff Cy5. Die gelbe Farbe entsteht aus Uberlagerung der
beiden Farbstoffe (Abbildung von Hendrik Schmidt, Universitét Kiel, zur Verfiigung gestellt).

UE: Untereinheit.

3.5.4 Vergleich der biologischen Reaktivitat

Aufgrund des Fehlens des Majorallergenes Arah 1 im Bali-1 Erdnussextrakt wurde die
biologische Reaktivitit dieses Extraktes im Vergleich zum Standard-Erdnussextrakt im
humanisierten RBL-Test iiberpriift. Dazu wurden fiinf Seren von Erdnussallergikern
verwendet, mit denen die RBL-Zellen sensibilisiert wurden. Durch Zugabe der Extrakte
erfolgte die Kreuzvernetzung der Antikorper mit den Allergenen und die Freisetzung des

Mediators B-Hexosaminidase. Graphisch ausgewertet wurde die Mediator-Ausschiittung in
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Abhingigkeit der Proteinkonzentration (Abbildung 47). Festzustellen ist, dass die
Kurvenverldufe bei der Verwendung der Patientenseren PS42, JH, SK26 und YW sehr
dhnlich sind. Dies deutet auf eine gleich hohe biologische Aktivitit des Standard- und des

Bali-1-Erdnussextraktes hin.
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Abbildung 47: Messung der p-Hexosaminidase-Ausschiittung im RBL-Test durch Standard- und Bali-1-
Erdnussextrakt. Fiir die Sensibilisierung wurden Seren der Patienten PS42 (a), JH (b), SK26 (¢), YW (d) und
WZ (e) eingesetzt.

Um einen quantitativen Vergleich durchzufiihren, wurden die Extraktkonzentrationen
ermittelt, die eine Mediatorfreisetzung von 30 % herbeifiihren (Tabelle 10). Die
Konzentrationen sind bei den Patienten PS42, JH, SK26 und YW &hnlich. Bei der Patientin
WZ ist aber deutlich zu erkennen, dass hier eine 10-fach hohere Konzentration an Standard-

Erdnussextrakt eingesetzt werden musste, um eine gleiche Mediatorfreisetzung zu erzielen.
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Tabelle 10: Berechnung der im RBL-Test eingesetzten Erdnussextrakt-Konzentrationen, um eine
Mediatorfreisetzung von 30 % zu erreichen.

Erdnussextrakt-Konzentration

Patientenseren
Standard [pg/ml] Bali-1 [pg/ml]
JH 0,0048 0,0041
SK26 0,0013 0,0010
YW 0,0415 0,0237
PS42 0,3017 0,3077
wZ 0,0303 0,0039

Die Ergebnisse des RBL-Tests zeigen, dass die biologische Reaktivitit der Bali-Erdnuss, in
der Arah 1 als wichtiges Majorallergen fehlt bzw. stark reduziert ist, sich nicht von der

biologischen Reaktivitit der Standard-Erdnuss unterscheidet.
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4 Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Allergenspektrum der Erdnuss charakterisiert, wobei der
Fokus auf den niedermolekularen Proteinen unter 25 kDa lag. Die Allergene Arah 7 und
Ara h 8, dem Homologen des Birken-Majorallergens Bet v 1, konnten erstmalig als natiirliche
Proteine nachgewiesen werden und in diesem Zusammenhang wurde jeweils eine neue
Isoform entdeckt. Die IgE-Reaktivitit von Oleosin wurde am natiirlichen und rekombinanten
Protein gezeigt, jedoch konnte die allergene Wirkung nicht eindeutig belegt werden. Das
Allergenspektrum der Erdnuss wurde weiter vervollstindigt, indem das Panallergen LTP

nachgewiesen und in der Erdnuss als neues Allergen beschrieben werden konnte.

Die Charakterisierung der einzelnen Erdnussallergene ist flir die Optimierung der Diagnostik
und zur Entwicklung von Therapieansitzen unabdingbar. Denn die Erdnussallergie stellt
aufgrund des Schweregrades der von ihr ausgeldsten allergischen Reaktionen, der Chronizitit
und der Verbreitung von erdnusshaltigen Lebensmitteln ein ernstzunehmendes
Gesundheitsproblem dar. Da zurzeit wegen des unzuldnglichen Wissensstandes keine kausale
Therapieform existiert, besteht der einzige Weg, eine allergische Reaktion zu umgehen, in der
Vermeidung erdnusshaltiger Lebensmittel. Die Deklarationspflicht dieser Nahrungsmittel
erleichtert es dem Patienten, dem unabsichtlichen Verzehr vorzubeugen, jedoch kommt es
wihrend der industriellen Produktionswege oft zu Verschleppung von Erdnussallergenen in

nicht deklarierte Lebensmittel.

Spezifische Immuntherapien fiir Erdnussallergiker, wie sie zum Beispiel bei Allergien gegen
Hausstaubmilben oder Graspollen angewendet werden, sind derzeit nicht verfligbar. Nur
einige Studien erforschten den Finsatz einer spezifischen Immuntherapie mit Erdnussextrakt.
Die ersten Versuche, die 1992 mittels subkutaner Injektionen steigender Allergendosen
durchgefiihrt wurden, mussten abgebrochen werden, nachdem einem Patienten aus der
Placebogruppe versehentlich eine Erhaltungsdosis appliziert wurde und dieser aufgrund eines
anaphylaktischen Schocks verstarb (Oppenheimer et al. 1992). In dieser, wie auch in der
Studie von Nelson ef al. (1997), wurde auBlerdem eine hohe Rate an systemischen Reaktionen
beobachtet. Da der derzeitige Wissensstand nicht ausreicht, um diese Reaktionen
einzuddmmen, wird die klassische spezifische Immuntherapie zu einer unkalkulierbaren und

risikoreichen Behandlungsmethode. Mittels Desensibilisierung iiber den oralen Weg konnte
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ein Patient erfolgreich behandelt werden, dieser litt jedoch nur unter vergleichbar milden
Symptomen (Patriarca et al. 2006). Ein Therapieansatz, bei dem anti-IgE Antikérper
verwendet werden, wurde in einer Studie erfolgreich abgeschlossen (Leung et al. 2003). Hier
konnte der Schwellenwert soweit erhoht werden, dass die Folgen bei einem unbeabsichtigten
Verzehr von Erdniissen abgeschwicht werden konnten. Allerdings sind auch hier
Nebenwirkungen zu verzeichnen und es fehlen weitere Studien, um eine Langzeitwirkung
nachzuweisen. Zudem muss bei dieser Therapieform alle drei Monate erneut anti-IgE
verabreicht werden, so dass lediglich eine Symptombekdmpfung und keine Heilung

stattfindet.

Die Heilung erdnussallergischer Patienten ist ein derzeit unerreichbares Ziel. Das
gegenwirtige Ziel muss es sein, zumindest fiir hochallergische Patienten die Ausldseschwelle
fiir eine allergische Reaktion anzuheben. Eine Voraussetzung fiir diesen Ansatz ist die
Erfassung des kompletten Allergenspektrums der Erdnuss. Dadurch kénnen standardisierte
und optimierte Impfstoffe entwickelt werden, mit denen im Gegensatz zum Erdnussextrakt
eine Risikoabschidtzung moglich ist. Aulerdem kdnnen durch eine Komponenten-aufgeldste
Diagnostik auf das Sensibilisierungsmuster der Patienten ma3geschneiderte Therapieansétze

entwickelt werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde als Voraussetzung zur Verbesserung von Diagnostik und
Therapie das Allergenrepertoire der Erdnuss ndher aufgekldrt. Dies wurde durch die
Identifizierung von Allergenen erreicht, die aufgrund verwandtschaftlicher Ahnlichkeit
zwischen den Leguminosen in der Erdnuss vermutet wurden, oder durch den Nachweis von

natiirlichen Allergenen, die bereits auf DNA-Ebene identifiziert worden waren.
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4.1 Reinigung von nAra h 8 deckt eine neue Isoform auf

In der vorliegenden Arbeit gelang es, Arah 8 als natiirliches Protein aus der Erdnuss zu
isolieren. Durch die Identifikation einer neuen Isoform auf cDNA-Ebene konnte das
natiirliche Protein in seiner Struktur charakterisiert werden. Arah 8 war zuvor nur als
rekombinantes Protein hergestellt und untersucht worden. Seine Existenz in natilirlichem
Erdnussextrakt wurde durch Inhibitionsversuche mit dem homologen Protein der Birke, dem
Bet v 1, indirekt nachgewiesen (Mittag et al. 2004). Die Isolation des natiirlichen Proteins
liefert ein Referenzmolekiil fiir die Charakterisierung von rekombinanten Allergenen, die

thren Einsatz in der Diagnostik und Therapie finden.

4.1.1 Reinigung von Ara h 8 aus Erdnussextrakt

Bislang ist keine Reinigungsmethode beschrieben worden, um natiirliches Arah 8 aus der
Erdnuss zu isolieren. Lediglich die Herstellung und Reinigung des rekombinanten Proteins
aus einem heterologen Expressionsystem wurde publiziert (Mittag et al. 2004). Im Gegensatz
dazu steht das Betv 1, das dem Arah8 homologen Protein aus der Birke. Dieses
Hauptallergen der Birke wurde nicht nur rekombinant dargestellt (Hoffmann-Sommergruber
et al. 1997), sondern auch als natiirliches Protein aus Birkenpollen isoliert (Jarolim et al.
1989, Elsayed und Vik 1990, Bollen ef al. 2007) und in zahlreichen Studien charakterisiert.
Gegen Betv 1 sind die meisten Baumpollenallergiker sensibilisiert, ca. 100 Millionen
Menschen sind davon weltweit betroffen (Vrtala ef al. 2001). Das Besondere dabei ist, dass
dieses Allergen fiir die Ausbildung von Kreuzallergien zu verschiedenen Pollen und
Nahrungsmitteln verantwortlich ist. Dazu zdhlen hauptsichlich Apfel, Karotten, Niisse, aber

auch Soja und Erdnuss, wie es am rekombinanten Protein gezeigt wurde (Mittag ef al. 2004).

Die erste Identifikation von Ara h 8 im Erdnussextrakt gelang in dieser Arbeit mithilfe eines
kreuzreaktiven Kaninchenantiserums, das mit dem Betv 1-homologen Protein der Soja
(Gly m 4) hergestellt wurde (Mittag et al. 2005). Fiir die Ara h 8 Isolation wurden zunichst
die Bedingungen fiir die Erdnussextraktion optimiert. Bei der Extraktion unter sauren
Bedingungen wurde eine Konzentrierung des Arah 8 erreicht, einhergehend mit der
Reduktion anderer Allergene. So wurde im sauren Extrakt keine Verunreinigung mit

Ara h 3/4 detektiert. Die Konzentration von Ara h 2 war im Vergleich zum basischen Extrakt
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so sehr abgeschwicht, dass es nur noch mit dem sensitiveren Patientenserum nachgewiesen
werden konnte, jedoch nicht mit dem monospezifischen Kaninchenserum. Allerdings blieb
die Menge an Arah 1 und Ara h 6 unveridndert. Westphal et al. (2004) zeigten bereits, dass
die Verwendung verschiedener Extraktionspuffer an identischen Ausgangsmaterialien zu
quantitativen und qualitativen Unterschieden der extrahierten Proteine fiihrten. Da die
Konzentration an Ara h 8 weiterhin so gering war, dass zu der als Ara h 8 detektierten Bande
kein Proteinkorrelat in der India Ink-Férbung zu sehen war, erfolgte eine weitere
Konzentrierung mittels Groenausschlusschromatographie. Dadurch wurde Ara h 8 nicht nur
angereichert, sondern es wurde eine Abtrennung des 63 kDa groflen Allergens Arah 1
erreicht, so dass lediglich Ara h 6 als weiteres Allergen in der Ara h 8 Fraktion nachzuweisen
war. Elsayed und Vik (1990) schlossen im Falle der Reinigung von Bet v 1 nach der Gréfen-
ausschlusschromatographie eine lonenaustauschchromatographie an, um die Betvl
enthaltende Fraktion von Kontaminationen zu befreien. Auf Ara h 8§ angewendet war diese
Vorgehensweise nicht erfolgreich, da Kontaminationen mit Ara h 6 festgestellt wurden. Als
Ursache fiir die schlechte Abtrennung wurde der sehr &hnliche pI von Arah 8 (pl 5,0) und
Arah 6 (pl 5,2) vermutet. Ein Vergleich der Proteinsequenzen zeigte deutliche Unterschiede
im Cysteingehalt dieser Proteine. Wihrend Arah 8 keine SH-Gruppen aufweist, sind im
Arah 6 fiinf Cystine vorhanden. Daher war die Strategie den isoelektrischen Punkt von
Arah 6 in den sauren Bereich zu verschieben, indem die SH-Gruppen mit lodessigsdure
alkyliert werden, um dadurch eine Trennung von Ara h 8 zu ermdglichen. Die anschliefende
Ionenaustauschchromatographie bestitigte die theoretischen Uberlegungen und fiihrte zu

reinem Ara h 8.

Die Charakterisierung des isolierten Allergens durch N-terminale Sequenzierung zeigte
Abweichungen von vier der zwolf analysierten Aminosduren im Vergleich zur
verdffentlichten Arah 8-Sequenz (GenBank Accession Nummer AY328088, I1.U.LS
Ara 8.0101) von Mittag et al. (2004). Ferner konnte die Abspaltung des initialen Methionins
nachgewiesen werden. Diese Modifikation wurde entsprechend auch am natiirlichen Bet v 1
(Swoboda et al. 1995) und dem Homologen der Kirsche Pruav 1 (Neudecker et al. 2001)
gefunden.
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4.1.2 Bestatigung einer neuen Ara h 8 Isoform

Da das Ergebnis der N-terminalen Sequenzierung des nAra h 8 von der Proteinsequenz der
verOffentlichten Ara h 8-Sequenz Ara h 8.0101 (Mittag ef al. 2004) abwich, wurde die Ara h 8
Gensequenz analysiert. Dabei war das Ziel, einen ORF zu identifizieren, dessen abgeleitete
Proteinsequenz dem N-Terminus des nArah8 entspricht. Dazu wurden zunéchst
Ara h 8.0101-spezifische Primer genutzt, anschlieBend wurde das Gen auf Ebene der
genomischen DNA amplifiziert. Die abgeleitete Primdrsequenz zeigte Substitutionen zum
Arah 8.0101 in 11 Aminoséduren, die sich hauptsidchlich im C-terminalen Ende befanden. Im
N-terminalen Bereich konnte lediglich an der 14. Aminosdure ein Austausch nachgewiesen
werden. Daher war diese Strategie nicht geeignet, um eine zum natiirlichen Protein homologe
Isoform zu identifizieren. Jedoch wurde auf diesem Weg ein Intron in der Gensequenz mit der
Lénge von 90 bp entdeckt. Dies stimmt iiberein mit Befunden der homologen Proteine der
Birke (Schenk ef al. 2006), der Erdbeere (Musidlowska-Persson ef al. 2007) und des Apfels
(Gao et al. 2005). Die Charakteristika des Introns in der Ara h 8 Gensequenz entsprechen
einem typischen Pflanzenintron. Es ist reich an Adenosin (A) und Thymidin (T) (Goodall und
Filipowicz 1989, Csank et al. 1990, Ko ef al. 1998) und besitzt eine 5°’-GT-3" Splicingstelle
am 5’-Ende und eine 5°-AG-3’ am 3’-Ende (McCullough und Schuler 1997). Dies wurde
ebenfalls an den Majorallergenen der Erdnuss Arah 1 (Viquez et al. 2003) und Arah3
(Viquez et al. 2004) gezeigt.

Im weiteren Verlauf wurde aufgrund des vorhandenen Introns der Gensequenz auf cDNA-
Ebene gearbeitet. Dabei wurde beim Screenen verschiedener Klone eine dem N-Terminus des
nAra h 8 entsprechende Gensequenz von 462 bp identifiziert, die im Anschluss kloniert und
exprimiert wurde. Neben dem ermittelten N-Terminus wurde durch Trypsin-Fingerprinting-
Analysen am nAra h 8 die abgeleitete Proteinsequenz des klonierten Gens bestétigt. 94 % der
Sequenz wurde mit den Fragmenten des tryptisch verdauten Proteins abgedeckt. Die

Ara h 8.0101-Sequenz konnte dagegen nicht bestétigt werden.

Die IgE-Reaktivitdt des rekombinanten Proteins wurde mit flinf Patientenseren nachgewiesen,
die anhand ihres positiven Ergebnisses im CAP-Test mit Arah 8.0101 ausgewdhlt wurden.
Beide Isoformen, die nur zu 51,3 % identisch sind, zeigten die gleiche Reaktivitit mit den
getesteten Patientenseren im Immunoblot. Eine Suche in der Datenbank ergab eine hohere

Identitdit von 85,1 % zwischen der neuen Arah 8.0201 Isoform und dem kiirzlich
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veroffentlichten AhPR10-Protein (GenBank Accession Number AY726607) (Chadha und Das
2006). Verschiedene Isoformen von Betv 1-homologen Proteinen konnten bereits in
mehreren Studien nachgewiesen werden. Nicht nur beim Birkenpollenallergen Bet v 1 selber
konnten Isoformen identifiziert werden (Swoboda et al. 1995, Schenk et al. 2006), sondern
auch beim Car b 1, dem Majorallergen der Hainbuche (Larsen ef al. 1992), beim Pru av 1 aus
dem Pfirsich (Reuter ef al. 2005) und beim Cora 1, dem Hauptallergen der Haselnuss
(Breiteneder et al. 1993). Die unterschiedlichen Isoformen eines Allergens konnen
verschiedene IgE-Reaktivitdten aufweisen (Larsen ef al. 1992, Ferreira ef al. 1997, Reuter et
al. 2005). Beim Bet v 1 wurden sogar drei Isoformen nachgewiesen, die keine bzw. nur sehr
schwache IgE-Reaktivitit besitzen (Feirrera et al. 1996). Das gilt nach ersten
immunologischen Untersuchungen fiir Ara h 8.0101 und Ara h 8.0201 nicht. Zwar scheint die
Reaktivitdt von Ara h 8.0101 schwécher zu sein, aber beide Isoformen sind eindeutig IgE-

reaktiv und werden mit der gleichen Spezifitat erkannt.

4.1.3 Funktionelle Charakterisierung von Ara h 8

Ara h 8 gehort zu den Proteinen der PR-10 Familie, die in hoheren Pflanzen vorkommen und
wahrscheinlich eine Rolle in der Abwehrreaktion der Pflanze als Antwort auf Pathogene oder
verschiedenste abiotische Stressfaktoren spielen (Van Loon und Van Strien 1999, Liu et al.
2003, Kav et al. 2004). Es konnte beobachtet werden, dass die Expression von PR-10
Proteinen unter Stressbedingungen hochreguliert ist; dennoch ist die genaue biologische
Funktion von PR-10 Proteinen bislang nicht bekannt. Einige Studien lassen auf eine
Ribonukleaseaktivitit schlieBen, wie es an Birkenpollen (Bet v 1) (Bufe ef al. 1996), Ginseng
(Moiseyev et al. 1994), Paprika (Park et al. 2004), Lupinen (LaPR10) (Bantignies et al. 2000)
und dem AhPR10 der Erdnuss (Chadha und Das 2006) gezeigt werden konnte. Da
Ara h 8.0201 und AhPR10 zu 85 %, bis zur Aminosédure 130 sogar zu 100 % identisch sind,
ist es wahrscheinlich, dass das Arah 8.0201 ebenfalls eine RNase Aktivitit aufweist.
Unterstiitzt wird diese Uberlegung durch die Existenz des konservierten Motivs (G-X-G-X-X-
G) einer Phosphat-Binde-Schleife (P-Loop), das von Lys33 und Lys70 flankiert ist. Dieses
Motiv ist fiir Nukleotid-Bindeproteine charakteristisch und ermoglicht die Bindung von RNA,
indem die Ribose in der Glycin-reichen Region und die Phosphate an die Lysinreste der
konservierten Region binden (Saraste et al. 1990, Hoffmann-Sommergruber et al. 1997,

Bantignies et al. 2000).
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Im Rahmen dieser Arbeit konnte mit verschiedenen Testsystemen fiir Arah 8.0201 die
RNase-Aktivitdt nachgewiesen und bestétigt werden. Dass diese Aktivitdt in der Pflanze eine
grofle Aufgabe in der Bekdmpfung von Pathogenen hat, zeigten Chadha und Das (2006), die
als Folge der RNase-Aktivitdt eine antifungale Funktion des AhPR10 Proteins beschrieben.
Die Expression der Gene der PR-10-Familie ist wihrend der adaptiven Mechanismen
hochreguliert. Jain ef al. (2006) demonstrierten am Beispiel von salztoleranten Erdniissen eine
erhohte Expression des Arah8. Wie die Expression in den verschiedenen Situationen
reguliert wird, ist derzeit nicht bekannt. Es wird aber vermutet, dass eine Expression durch
das Vorkommen von Introns und Exons in Verbindung mit einem starken Promotor verstérkt
wird (Lorkovic et al. 2000). Da in dieser Arbeit in der Ara h 8 Gensequenz ein Intron entdeckt

wurde, konnte durch dieses die Expression des PR-10 Proteins intensiviert werden.

Weitere interessante Aspekte zur biologischen Funktion der PR-10 Proteine konnten in
verschiedenen Studien iiber die Eigenschaft zur Ligandenbindung beschrieben werden
(Mogensen et al. 2002, Markovic-Housley ef al. 2003). Untersuchungen am Bet v 1 konnten
es als mogliches Membranbindeprotein identifizieren (Mogensen et al. 2007). Mogensen ef
al. stellten dabei die Hypothese auf, dass die Bindung von Bet v 1 an eine Membran mit einer
Strukturverdnderung des Proteins einhergeht und dadurch die Ligandenbindung ermdglicht
wird. Aullerdem zeigten sie die 3D Struktur eines Komplexes, der aus einem Molekiil Bet v 1
und zwei Molekiilen eines Pflanzensteroides besteht. Aufgrund dieser Ergebnisse kann
angenommen werden, dass Bet v 1 die Funktion eines Pflanzensteroidcarriers hat. Wahrend
der Etablierung einer Reinigungsstrategie wurde fiir das nArah 8 ein untypisches
hydrophobes Verhalten beobachtet, welches nicht von der Proteinstruktur abzuleiten war.
Dies konnte auf Adduktbildung mit einem Pflanzensteroid hindeuten, die dem Protein
hydrophobe Eigenschaften verleiht. Zudem zeigte die massenspektroskopische Analyse des
gereinigten Ara h 8 neben dem Molekiilmassenpeak von 16281 Da einen zweiten Peak, der
um 1163 Da grofBer war. Markovic-Housley et al. (2003) demonstrierten, dass die Bindung
von einem Molekiil Brassionolide an Bet v 1 im Massenspektrum eine Verschiebung des
Molekiilpeaks um 481 Da verursacht, von zwei Molekiilen Brassionolide um 964 Da. Die
Erdnuss enthilt als Olfrucht einen Lipidanteil von ca. 37 %, davon entfallen pro Gramm Ol
1,7 mg auf Phytosterole (Maguire et al. 2004). Aufgrund dieser Ergebnisse ist anzunehmen,
dass Ara h 8 ein oder mehrere Molekiile bindet und als Sterol-Carrier agiert. Diese Hypothese

wire in weiteren Untersuchungen zu tiberpriifen und der Ligand zu identifizieren.
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Durch die Etablierung einer Strategie zur Isolation von Arah 8 aus der Erdnuss und der
rekombinanten Darstellung des natiirlichen Pendants ist es in dieser Arbeit gelungen,
Ausgangmaterial fiir weiterflihrende Untersuchungen herzustellen. Dies ermdglicht die

weitere Aufkldrung der biologischen Funktion zum Verstindnis der Wirkungsweise.

4.2 Oleosin

In dieser Arbeit wurde die mogliche Rolle von Oleosin als Allergen in der Erdnuss
untersucht. Das Protein wurde in einer 16slichen Form exprimiert und gereinigt und mit dem
natiirlichen Protein hinsichtlich der IgE-Reaktivitit von Erdnussallergikerseren verglichen.
Die IgE-Reaktivitdt des Erdnuss-Oleosins wurde nachgewiesen, jedoch reichte die Anzahl der
reagierenden Patienten nicht aus, um das Protein als Allergen zu klassifizieren. Dies
entspricht den Ergebnissen von Pons et al. (2002), jedoch bleibt die Rolle als Allergen

weiterhin unklar.

4.2.1 Allergencharakterisierung: Expression von Oleosin

Obwohl Oleosin in mehreren Pflanzen wie Mais, Sonnenblume, Mandel und Reis identifiziert
worden ist und Gegenstand zahlreicher Studien zur Aufkldarung der Struktur und Funktion
war, ist dessen heterologe Expression bislang kaum beschrieben worden. In der Literatur ist
dazu vorrangig die Darstellung von rekombinanten Formen fiir Arabidopsis thaliana (Roux et
al. 2004), Haselnuss (Akkerdaas et al. 2006), Sesam (Chen et al. 1997, Peng et al. 2007) und
Erdnuss (Pons ef al. 2002, Pons et al. 2005) zu finden. Diese basieren vor allem auf E. coli-,
aber auch auf Insektenzell-Expressionsystemen. Als Allergen konnte Oleosin lediglich in
Sesam (Leduc ef al. 2006) nachgewiesen und als potentielles Allergen in der Erdnuss (Pons et

al. 2002) und Haselnuss (Akkerdaas et al. 2006) beschrieben werden.

Um die allergene Wirkung des Oleosins ndher zu untersuchen, sollte es im Rahmen dieser
Arbeit in 16slicher Form exprimiert und das natiirliche Protein gereinigt werden. Fiir die
heterologe Expression galt es dabei zu beachten, dass Oleosine aus 3 Molekiilabschnitten,
einem hydrophilen N-, einem hydrophilen C-terminalen Abschnitt und einem zentralen, stark

hydrophoben Bereich bestehen. Der zentrale Teil stellt oft ein starkes Hindernis fiir die
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Expression von rekombinanten Oleosinen dar. Er senkt die Loslichkeit des Proteins in
wissrigem Milieu, so dass Oleosin fast ausschlieBlich als ,,inclusion bodies* synthetisiert
wurde (Chen et al. 1997, Roux et al. 2004), die auch unter stark denaturierenden
Bedingungen nicht 16sbar sind. Im Fall der Erdnuss und der Haselnuss wurde das Problem der
»inclusion bodies* ignoriert, indem auf eine weitere Reinigung verzichtet wurde und alle
weitergehenden Untersuchungen mit dem Zellpellet durchgefiihrt wurden (Pons ef al. 2002,
Akerdaas et al. 2000).

Um eine Nachweisgrenze fiir die Detektion des rekombinanten und vor allem des natiirlichen
Oleosins zu haben, wurde spezifisches Kaninchenserum mit ,,multiplen antigenen Peptiden*
(MAPs) hergestellt (Tam 1988). Dazu wurde im ersten Schritt die Oleosin Proteinsequenz auf
die Verteilung von Epitopen hin untersucht. Wie die in silico Analyse zeigte, liegen die B-
Zell-Epitope ausschlielich in den N- und C-terminalen Bereichen, so dass der hydrophobe
Mittelteil zum Nachweis der IgE-Reaktivitit zu vernachldssigen ist. Diese Ergebnisse
bestdtigen die Vermutungen von Pons ef al. (2002), die bereits aufgrund der hohen
Hydrophobizitit das Mittelteilstiick als Epitop ausgeschlossen haben. Fiir die Auswahl der
MAPs wurden die N- und C-terminalen Bereiche zusétzlich auf T-Zell-Epitope hin analysiert.
Zwei Peptide, die B- und T-Zell-Epitope aufwiesen, wurden mithilfe der MAP-Technik
synthetisiert und Oleosin-spezifische Kaninchenseren hergestellt. Im Gegensatz zur
Herstellung von monoklonalen Antikdrpern ist dies eine schnelle und vor allem Allergen-
spezifischere Methode. Innerhalb kurzer Zeit wurden mit einem sauberen, definierten Produkt
Oleosin-spezifische Seren produziert, da es sich bei den MAPs um ein einheitliches Antigen
handelt und dies keine Protein-Kontaminationen mit anderen Allergenen oder nicht allergenen
Proteinen aufweist. Durch die Verzweigung der Peptide am Lysin-Geriist wurde eine

Erhohung des Molekulargewichtes und damit der Immunogenitit erreicht.

Aufgrund der zu erwartenden Loslichkeitsprobleme bei der Expression des Oleosins
angesichts der groflen hydrophoben Region, wurden mehrere Klonierungsstrategien verfolgt.
Neben der gesamten Gensequenz wurden die einzelnen hydrophilen Fragmente des Oleosins
kloniert, der N-terminale und der C-terminale Bereich. Bereits 1993 wurde von Li ef al. die
N-terminale Region des Oleosins aus der Sonnenblume erfolgreich rekombinant in E. coli
dargestellt, um es strukturell zu untersuchen. Auflerdem wurde ein Konstrukt hergestellt, bei
dem der N- und der C-terminale Bereich durch einen His-Tag als Abstandshalter miteinander

verbunden wurde. Die Codons des zusammengesetzten Konstruktes wurden zudem fiir die
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Expression in E. coli optimiert, so dass mogliche Probleme durch die in E. coli

unterreprasentierten tRNAs umgangen werden konnten (Ikemura 1981).

Die verschiedenen Oleosin-Konstrukte konnten in hohen Ausbeuten in E. coli exprimiert
werden. Unterschiedliche Temperaturen, IPTG-Konzentrationen sowie die Expressionsdauer
hatten keine starke Auswirkung auf die Ausbeute. Die Vollldngenkonstrukte wirkten trotz des
hydrophoben Bereiches nicht toxisch auf die Bakterienzellen. Jedoch waren sie selbst unter
stark denaturierenden Bedingungen kaum 16slich, wie in Gegenwart von 8 M Harnstoff oder
6 M Guanidinhydrochlorid. Diese Bedingungen wurden zuvor in der Literatur fiir Oleosine
aus Arabidopsis thaliana (Roux et al. 2004) und Sesam (Chen et al. 1997) beschrieben und
konnten dort erfolgreich angewendet werden. Fiir die Expression wurden zudem verschiedene
E. coli Staimme verwendet, die die Loslichkeit des Proteins unterstiitzen sollten. Neben
Origami, Rosetta gami und BL21(DE3) Stimmen wurde der Stamm Arctic Express
verwendet. Dieser erhoht die Loslichkeit von Proteinen, indem deren Faltung durch die
Koexpression von Chaperonen und eine niedrige Expressionstemperatur von 16 °C unterstiitzt
wird. Trotz der vielen Variationen gelang es nicht, das Protein in 16slicher Form herzustellen.
Wang (2004) untersuchte ausfiihrlich die Loslichkeit von natiirlichem Soja-Oleosin. Sie
zeigte, dass der Einsatz von 4 M Urea, 2 M Thiourea und 2,5 % des zwitterionischen
Detergens SB3-10 das Oleosin in Losung brachte und es damit fiir weitere Untersuchungen
verwendbar war. SB3-10 ist ein Sulfobetain und wird vor allem fiir die Solubilisierung von
hydrophoben Membranproteinen genutzt. Durch die Verwendung dieses Puffers konnten die
rekombinanten Proteine der Oleosin-Volllingenkonstrukte in Losung gebracht werden. Da
das SB3-10 vor der sdulenchromatographischen Reinigung entfernt werden musste, wurde die
Probe schrittweise dialysiert. Hierbei fiel allerdings das zuvor solubilisierte Protein zum
groflen Teil aus. Der Fokus wurde daher auf die N- und C-terminalen Oleosinkonstrukte und
auf das zusammengesetzte Konstrukt aus dem N- und C-terminalen Bereich, das mit einem
His-Tag verbunden ist, gelegt. Die drei exprimierten Oleosinfragmente waren unter nativen
Bedingungen 16slich. Dies bestéirkt die Vermutung, dass der hydrophobe Mittelteil fiir die
Solubilisierungsschwierigkeiten verantwortlich ist. Peng et al. (2007) demonstrierten am
rekombinanten Sesam-Oleosin, dass die Loslichkeit wesentlich gesteigert wurde, wenn die
hydrophobe Region zuvor um die Hilfte reduziert wurde. Das zusammengesetzte Konstrukt
aus dem N- und C-terminalen Bereich bietet dabei gegeniiber den einzelnen Fragmenten den

Vorteil, dass es sich um ein Antigen handelt, das beide auf der Oberfliche liegenden
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Bereiche, die die B-Zell-Epitope enthalten, miteinander vereint sind. Diese liegen dadurch

verglichen zum natiirlichen Oleosin in einer dhnlichen rdumlichen Anordnung zueinander.

Da fiir den Nachweis der IgE-Reaktivitit nur begrenzte Mengen an Patientenseren zur
Verfiigung standen, wurden die weiteren Versuche nur mit dem zusammengesetzten
Konstrukt und parallel mit dem natiirlichen Oleosin durchgefiihrt, das aus der Erdnuss isoliert

worden war.

4.2.2 Reinigung von natiirlichem Oleosin

Um das Erdnussoleosin in authentischer Form zu erhalten, sollte die Isolation unter moglichst
milden und nicht-reduzierenden Bedingungen durchgefiihrt werden. Die publizierten Arbeiten
iiber das Erdnussoleosin kombinierten die Reinigung der Olkdrperchen aus Erdnussextrakt
mit einem bzw. zwei hintereinander durchgefiihrten priparativen SDS-PAGEs (Pons et al.
1998, Pons et al. 2002, Pons et al. 2005). Tzen et al. (1997) beschrieben die Olesosin-
Reinigung von widssrigen Soja-, Sonnenblumen-, Raps- und Sesamextrakten durch
Zentrifugation liber Sucrosekissen. Da das Oleosin im Erdnussél vorkommt, wurde auf eine
wissrige Extraktion verzichtet. Stattdessen wurde das Erdnussmehl mit Aceton entfettet und
mit dem  Aceton-Erdnuss6l  Gemisch  weitergearbeitet. Dadurch  wurde die
Oleosinkonzentration im Ausgangsmaterial erhoht und somit die Methode von Tzen et al.
(1997) optimiert. Durch die anschlieBende Reinigung des Aceton-Ol Gemisches iiber
Sucrosekissen und anschlieBende Teilentfettung konnte das Erdnuss-Oleosin erfolgreich
isoliert werden. Weitere Reinigungsschritte waren aufgrund des sauberen Endproduktes

iiberfliissig.

4.2.3 Nachweis der IgE-Reaktivitat

Fiir den Nachweis der allergenen Wirkung des Erdnussoleosins sollte die IgE-Reaktivitét des
rekombinanten Konstruktes, das den N- und C-terminalen Bereich des Oleosins iiber einen
His-Tag verbindet, und des natiirlichen Oleosins nachgewiesen werden. Da Erdnussol in

verschiedenen Salben und Kosmetikprodukten verwendet wird, darunter auch Fettsalben zur

-113 -



4. Diskussion

Hautpflege von Neurodermitikern, wurde diese Patientengruppe zur Analyse herangezogen.
Studien zeigen, dass allergische Reaktionen auf Erdnussdl durch Oleosin ausgeldst werden
konnen (Olszewski et al. 1998, Pons et al. 2002). In Vorversuchen wurden verschiedene
Patientenseren im Immunoblot eingesetzt, von denen jedoch keines mit rekombinantem noch
mit natiirlichem Oleosin reagierte. Pons ef al. (2002) verwendeten in ihrer Arbeit den
sensitiveren IgE-Radioimmunoassay (IgE-RIA) zum Nachweis der IgE-Reaktivitit und
zeigten, dass drei der 14 getesteten Seren stark positiv reagierten. Zwei dieser positiven Seren
setzten sie zudem im Immunoblot ein und fanden dort nur schwache Reaktivitit. Aus diesem
Grund wurden in der vorliegenden Arbeit die Immunoblotversuche mit dem sensitiveren
Chemilumineszenz-Nachweis und einem groferen Repertoire an Patientenseren (n=33)
wiederholt. Dabei reagierten zwei Seren mit dem natiirlichen Oleosin und eines schwach mit
dem rekombinanten, so dass die IgE-Reaktivitit des Oleosins bestétigt werden konnte. Als
Kontrolle diente das MAP-Kaninchenantiserum, das mit dem natiirlichen und rekombinanten
Protein sowohl im Immunoblot unter der Verwendung des chromogenen Substrates als auch
im Chemilumineszenz-Nachweis Reaktivitit zeigte. Entgegen der theoretisch hdheren
Nachweisempfindlichkeit der Chemilumineszenz-Methode zeigte Patient Nr. 20 bei der
Austestung des natiirlichen Oleosins dort keine IgE-Reaktivitidt, sondern nur bei der
anschlieenden Anfirbung der Membran mittels des chromogenen Substrates. Die im
Vergleich zum natiirlichen Oleosin schwiéchere Reaktivitit des rekombinanten Proteins
konnte durch konformationelle Epitope bedingt sein, die durch das Entfernen des
hydrophoben Mittelteils nicht mehr korrekt zueinander orientiert sind. Sollten ausschlieflich
konformationelle Epitope fiir die IgE-Reaktivitidt des Oleosins verantwortlich sein, ist die
korrekte Faltung und Orientierung der Epitope notwendig. Diese Hypothese konnte in einem
Epitopmapping untersucht werden, mit dem zumindest lineare Epitope des Oleosins

identifiziert werden konnen.

Wie in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, ist das Oleosin aufgrund seiner strukturellen
Besonderheiten ein schwer zu solubilisierendes Protein. Trotz der Verwendung verschiedener
rekombinanter Konstrukte und des Einsatzes des natiirlichen Oleosins konnte in dieser Arbeit
die von Pons ef al. (2002) gezeigte IgE-Reaktivitit zwar bestdtigt, aber nicht an 5 Patienten-
seren nachgewiesen werden, die erforderlich wéren, um es als Allergen zu klassifizieren. Im
Gegensatz zu diesen Ergebnissen wurde das Oleosin aus Sesam eindeutig als Allergen
nachgewiesen (Leduc et al. 2006). Dies wurde im Immunoblot mit 32 Patientenseren gezeigt,

von denen 30 Seren mit dem Sesam-Oleosin aus Sesam-Extrakt und aus gereinigten
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Olkorperchen reagierten. Die beiden nachgewiesenen 17 kDa und 15 kDa groBen Oleosine
wurden als Sesi14 und Sesi5 bezeichnet. Den Untersuchungen zum Erdnuss-Oleosin
entsprechend konnte das Haselnuss-Oleosin zwar als IgE-reaktives Protein, aber nicht als
Allergen nachgewiesen werden (Akkerdaas et al. 2006). Die IgE-Reaktivitit des
rekombinanten Oleosins wurde von Akkerdaas et al. (2006) lediglich im Dotblot mit
Gesamtzelllysat mit einem Patientenserum gezeigt. Die fehlende Reaktivitit im ebenfalls
durchgefiihrten Immunoblot begriindeten sie mit den Bedingungen der reduzierten und nicht
reduzierten SDS-PAGE, wobei aber auch die denaturierenden Bedingungen dies beeinflussen
konnten. Um zukiinftig die Rolle des Oleosins in der Hasel- und Erdnussallergie eindeutig zu
kldren, sind korrekt gefaltete rekombinante Proteine eine zwingende Voraussetzung fiir eine
sichere Diagnostik. Vorteilhaft kdnnten dabei eukaryotische Expressionsysteme wie die
etablierten Hefe-, Sduger- oder Insektenzellkulturen sein. Im Gegensatz zu der in dieser
Arbeit angewandten Expression in E. coli werden dort durch intrazelluldre Organellen wie
z.B. das endoplasmatische Retikulum oder den Golgi-Apparat posttranslationale
Modifikationen ermdglicht. Dazu zdhlen neben der korrekten Faltung der Proteine auch

Glykosylierungen und Phosphorylierungen (Koolman und R6hm, 1998).

43 LTP

Das nicht-spezifische Lipid Transfer Protein (nsLTP) wurde nach seiner Entdeckung als
Hauptallergen im Pfirsich (Pastorello ef al. 1999) in weiteren Pflanzen nachgewiesen (Asero
et al. 2000). Da das LTP hohe Kreuzreaktivititen zu verschiedensten Nahrungsmitteln
aufwies, die mit starken anaphylaktischen Reaktionen einher gehen kdnnen, wurde auch in
der Erdnuss die Existenz von LTP vermutet (Asero ef al. 2002). Dies konnte jedoch bisher
nicht bewiesen werden. In der vorliegenden Arbeit gelang es, das nsLTP in der Erdnuss auf

DNA-Ebene und als natiirliches Protein nachzuweisen.

4.3.1 Identifizierung eines neuen Erdnussallergens

Da bisher keine Sequenzinformationen zum Erdnuss-LTP vorlagen, wurden anhand von
Sequenzvergleichen verschiedener LTP Gensequenzen ein homologer Bereich im 3’-Ende

bestimmt. Dieser und das Poly-A-Ende der mRNA dienten als Ausgangspunkt fiir die
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Amplifikation des 3’-Endes. Die NCBI Gendatenbank wurde nach zu diesem Teilstiick
homologen Sequenzen aus EST-Sequenzierungen gescreent. Durch diesen Schritt gelang es
erstmals, die komplette LTP-Gensequenz der Erdnuss zu amplifizieren und zwei Isoformen,
die zu 90 % identisch zueinander sind, zu identifizieren. Das fiir die Mitglieder der Prolamin-
Superfamilie charakteristische konservierte Cysteinmuster C-Xn-C-Xn-CC-Xn-CXC-Xn-C-
Xn-C, (Kreis et al. 1985, Shewry et al. 2006) konnte bei beiden Isoformen bestétigt werden.
AuBerdem konnte, wie zuvor am LTP vom Apfel und Pfirsich (Diaz-Perales et al. 2002,
Zuidmeer et al. 2005) gezeigt wurde, an beiden Isoformen des Erdnuss-LTPs jeweils ein
Signalpeptid bestimmt werden, das eine Lidnge von 24 AS besitzt. Es konnte also ein
typisches LTP mit einem berechneten Molekulargewicht von 9 kDa (reifes Protein) in der

Erdnuss identifiziert werden.

Fiir den Nachweis der IgE-Reaktivitdt wurden beide Isoformen als reifes Protein im E. coli-
Expressionssystem rekombinant hergestellt. Zur heterologen Expression wurden die Vektoren
pET23b und pET32b ausgewihlt. Mithilfe des ersten Vektors wurde das LTP mit einem C-
terminalen His-Tag versehen, widhrend durch den pET32b-Vektor ein zusitzlicher
Thioredoxin-Tag angefiigt wurde. Das Protein Thioredoxin arbeitet als Antioxidans und
unterstiitzt die Reduktion von anderen Proteinen durch Thiol-Disulfid-Austauschreaktionen
(Holmgren 1989). Dadurch sollte beim Erdnuss-LTP die Bildung der vier Disulfidbriicken
unterstiitzt werden, um eine korrekte Faltung zu ermdglichen, die die Loslichkeit des LTPs
erhohen sollte. Zusétzlich wurden die Codons der beiden Isoformen auf die Expression in
E. coli (Geneart, Regensburg) optimiert, um den Einsatz seltener E. coli tRNAs zu vermeiden

(Ikemura 1981) und eine hohe Expressionsrate zu gewihrleisten.

Entgegen den vorangestellten theoretischen Uberlegungen erzielte das codonoptimierte
Konstrukt im pET23b-Vektor hinsichtlich der Expressionsrate und der Loslichkeit die besten
Ergebnisse. Allerdings konnte nur die Isoform LTP-2 erfolgreich exprimiert werden, wihrend
die Isoform LTP-1 kein rekombinantes Protein lieferte. Beide Isoformen wurden
codonoptimiert und {iber dieselben Restriktionsschnittstellen in den Expressionsvektor ligiert.
Da die Sequenzen im richtigen Leserahmen kloniert waren und die Expressionsprozedur
identisch war, bleibt als Grund fiir die unterschiedliche Expressionsausbeute nur die
unterschiedliche Proteinsequenz. Eine Vermutung wire, dass die erste Aminosdure einen
starken Einfluss auf die Expression hat. Da es sich dabei beim LTP-1 um ein Isoleucin und

beim LTP-2 um ein Leucin handelt, beides aliphatische Aminosduren mit &hnlichen
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Charakteristika, ist diese Vermutung jedoch eher unwahrscheinlich. Auch fiir die Ausbildung
von Sekundirstrukturen, die die Translation des Gens beeinflussen, konnten keine

Anbhaltspunkte gefunden werden.

Untersuchungen zur Reinigung des Expressionsproduktes aus pET23b-LTP-2 zeigten, dass
das Protein unter nativen Bedingungen nicht in 16slicher Form gewonnen werden konnte: Das
exprimierte Protein akkumulierte vollstindig als “inclusion bodies®. Erfolgreich war die
Reinigung mittels denaturierender Lyse und Affinititschromatographie iiber Co*'-
Chelatbindung. Es konnten 1,5 mg LTP pro Liter Expressionskultur gewonnen werden. Diese
Ausbeute entspricht den in der Literatur beschriebenen Daten der Expression von LTP aus der
Haselnuss (Schocker et al. 2004) und aus der Kirsche (Scheurer et al. 2001). Die LTPs
wurden dort, analog zum Erdnuss-LTP, im bakteriellen E. coli Expressionsystem als His-Tag-
Fusionsprotein isoliert. Jedoch konnten dort bereits unter nativen Bedingungen die Ausbeuten
von 1,5-3 mg gereinigtes Protein pro Liter Bakterienkultur erzielt werden. Da das Enzym
Thioredoxin die korrekte Faltung von Proteinen unterstiitzt, sollte durch die Verwendung des
pET32b-Vektors und die daraus resultierende Expression eines Thioredoxin-Fusionproteins
die Loslichkeit des Erdnuss-LTPs gesteigert werden. Das exprimierte Protein war zwar
weiterhin unter nativen Bedingungen nicht 16slich, aber die Loslichkeit unter denaturierenden
Bedingungen wurde etwas gesteigert. In den folgenden Reinigungsschritten war es jedoch
nicht moglich, das rekombinante Protein in entsprechend héheren Ausbeuten zu reinigen, so
dass insgesamt die Verwendung des pET32b-Vektors keine Verbesserung brachte.
Wahrscheinlich wiirde durch den Wechsel auf ein eukaryotisches Expressionssystem eine
Steigerung der Loslichkeit und der Ausbeute erreicht werden. Fiir das LTP wurde dabei am
hiufigsten die Expression im Pichia pastoris System angewendet, wie es fiir das LTP aus
Pfirsich (Diaz-Perales et al. 2002, Zuidmeer et al. 2005), Erdbeere (Zuidmeer et al. 2006),
Apfel (Zuidmeer ef al. 2005) und Orange (Ahrazem et al. 2005) beschrieben wurde. Beim
Pfirsich-LTP wurden dabei hohe Ausbeuten von bis zu 20 mg pro 1 Expressionskultur

beschrieben (Diaz-Perales et al. 2002).

Zum Nachweis der IgE-Reaktivitit des Erdnuss-LTPs musste beachtet werden, dass die
Sensibilisierung gegen nsLTP einer geographischen Verteilung unterliegt. So konnte es im
mediterranen Raum als dominantes Allergen nachgewiesen werden, wihrend in Zentral- und
Nordeuropa keine oder nur milde Reaktionen gegen nsLTP verschiedener Friichte beobachtet

wurden (Scheurer ef al. 2001, Ballmer-Weber ef al. 2002, Fernandez-Rivas et al. 2006, Reuter
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et al. 2006). Fiir die Untersuchungen zur IgE-Reaktivitit des Erdnuss-LTPs wurden daher
Seren von Allergikern aus Italien verwendet, die gegen das Pfirsich-LTP sensibilisiert sind.
Das LTP wurde mit diesen Seren als neues Erdnussallergen bestitigt und als Arah9

klassifiziert.

4.3.2 Charakterisierung des nattirlichen LTPs

Durch eine Optimierung der Extraktionsbedingungen konnte das natiirliche Erdnuss-LTP
identifiziert werden. Wihrend bei der Standard-Extraktion unter basischen Bedingungen kein
LTP nachzuweisen war, wurde aufgrund des von der Gensequenz vorhergesagten pls im
basischen Bereich (9,4) eine Extraktion unter sauren Bedingungen durchgefiihrt und das LTP
durch N-terminale Sequenzierung bestitigt. In der Immunoblotanalyse zeigten vor allem die
Seren der Prup 3 - und Erdnuss-positiven Patienten starke IgE-Reaktivititen (56 %), aber
auch die Prup 3-negativen und Erdnuss-positiven Patientenseren. Dort lag die Reaktivitit
jedoch nur bei 23 %. Bei den reinen Erdnussallergikern war die IgE-Reaktivitit nur sehr
schwach nachweisbar und lag bei 20 %. Aufgrund der klinischen Daten liegt es nahe, dass die
Sensibilisierung der Erdnussallergiker gegen Erdnuss-LTP vor allem durch die
Kreuzreaktivitit zu Prup 3 ausgelost wird. Diese Ergebnisse stimmen mit den bisherigen
Vermutungen tiiberein, dass Pfirsich-LTP die primére Sensibilisierung auslost (Zuidmeer und
van Ree 2007). Die genaue klinische Bedeutung von Erdnuss-LTP ist noch unklar und miisste
durch klinische Studien aufgekldrt werden. Da es sich bei dem LTP um ein kreuzreaktives
Protein handelt und die Symptome einer LTP-Allergie oft mit systemischen Reaktionen
einhergehen, bedeutet die Entdeckung und Klassifizierung des Erdnuss-LTPs als Allergen fiir

LTP-sensibilisierte Patienten eine Einordnung der Erdnuss als neues allergenes Lebensmittel.

Prinzipiell koénnen drei Sensibilisierungswege angenommen werden. Erstens die primére
Sensibilisierung durch ein Nahrungsmittel ohne Vorliegen einer Pollenallergie. Dies war
lange Zeit der wahrscheinlichste Weg, denn im Zusammenhang mit der Allergie gegen LTP
war aufgefallen, dass diese nicht mit einer Birkenpollinosis einhergeht. Zweitens die primére
Sensibilisierung gegen ein Nahrungsmittelallergen in Verbindung mit einer Pollenallergie. So
war in einigen Studien spekuliert worden, dass die Exposition mit Pollen im Mittelmeerraum,
z.B. von Oliven und Plantanengewichsen, als Kofaktoren dienen und die Entwicklung einer
LTP-Allergie unterstiitzten konnte (Fernandes-Rivas et al. 2006, Reuter ef al. 2006). Drittens
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die primére Sensibilisierung ausschlieSlich gegen ein Pollenallergen (Lombardero et al.
2004). Zum Teil widersprechen sich die Ergebnisse einzelner Studien, aber es scheint immer
wahrscheinlicher zu sein, dass Pfirsich-LTP nicht allein fiir eine Sensibilisierung
verantwortlich ist. Sobald der Sensibilisierungsweg aufgekldrt ist, kann auch die
geographische Verteilung der Allergie gegen LTP erklirt werden. Die Verfiligbarkeit von
natiirlichem und rekombinantem LTP erméglicht es, das Sensibilisierungsmuster von
Patienten verschiedener Herkunft zu analysieren, dadurch den Sensibilisierungsweg und die
Symptomauslosung aufzuklidren und eine unumstrittene FEinteilung in die echten oder

pollenassoziierten Nahrungsmittelallergene vorzunehmen.

44 Arah7

Bisher konnte Arah 7 nur auf cDNA-Ebene identifiziert und als Allergen nachgewiesen
werden (Kleber-Janke ef al. 1999), das natiirliche Protein blieb unentdeckt. Durch erneute
Klonierung wurde eine weitere IgE-reaktive Isoform gefunden und durch die neu gewonnenen

Sequenzinformationen schlieBlich auch das natiirliche Pendant im Erdnussextrakt.

4.4.1 Aufdeckung und Charakterisierung einer neuen Isoform

Analysen des Erdnussproteoms zur Identifizierung von Ara h 7 orientierten sich bislang an
der Primidrsequenz und den Charakteristika der publizierten Gensequenz (AF091737). Da
Ara h 7 trotz dieser Informationen nicht im Erdnussextrakt detektiert werden konnte, wurde
die Arah 7 Gensequenz mit einem zur AF091737 Sequenz spezifischen Primer und einem
Oligo(d)T-Primer aus der cDNA amplifiziert. Der erhaltene 495 bp grofle ORF zeigte einen
groBen Unterschied zur publizierten Ara h 7-Sequenz, der die Deletion eines Nukleotids am
Basenpaar 378 betraf. Diese hat eine Verschiebung des Leserahmens zur Folge, die sich ab
der Aminosdure 126 auf die Proteinsequenz und somit auch auf die GroBe (alt: 16,4 kDa, neu:
17,1 kDa) und den isoelektrischen Punkt (alt: 6,4, neu 7,7) auswirkt. Zur weiteren Analyse
wurde die dem reifen Protein entsprechende Gensequenz kloniert und exprimiert. Die Codons
wurden zundchst auf die Expression in E. coli optimiert (Geneart, Regensburg), da bisherige

Versuche zur Expression von 2S-Albuminen wie den Erdnussallergenen Arah 2 und Arah 6
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in E. coli aufgrund von unterrepriasentierten tRNAs, aber auch wegen des hohen Cystein-
gehalts von geringem Erfolg waren. Die exprimierten Proteine waren kaum 16slich und
akkumulierten vorrangig in unldslicher Form. Untersuchungen an Ara h 6 hatten gezeigt, dass
die E. coli-Expression eines Ara h 6 His-Tag Fusionsproteins zu unloslichem Protein fiihrte
(Kleber-Janke und Becker 2000). Selbst eine Codonoptimierung reichte nicht aus, um das
Protein in 18slicher Form zu erhalten (Clement et al. 2005). Ahnliches wurde fiir Arah 2
beschrieben. So zeigten Kleber-Janke und Becker (2000), dass eine Expression dieser
Proteine ohne Koexpression unterreprasentierter tRNAs kaum moglich war. Hohe
Expressionsraten wurden dagegen durch den Einsatz eines E. coli Stammes, der zusitzliche
argU, ileY und leuW tRNA-Gene enthilt, erzielt. Die unkorrekte Faltung fiihrte allerdings zu
unldslichem Protein. Durch die Verwendung von Thioredoxin als Fusionspartner konnte unter
zusitzlicher Koexpression der seltenen E. coli tRNAs die Loslichkeit gesteigert werden, so

dass nur noch 50 % der exprimierten Proteine unldslich waren (Lehmann et al. 2003).

Aufgrund dieser Studien am Ara h 2 und Ara h 6 wurden die Codons der Ara h 7 Sequenz zur
Expression in E. coli optimiert und als Fusionsprotein mit Thioredoxin exprimiert. Ein
zusitzlicher His-Tag sollte die Reinigung liber eine Metallchelat-Affinitdtssdule ermdglichen.
Das rekombinante Protein konnte auf diese Weise problemlos exprimiert werden und war
sogar bis zu 90 % unter nativen Aufreinigungsbedingungen loslich. Eine einfache Reinigung
{iber eine Co*"-Chelat-Siule fiihrte zu einem vorgereinigten Protein, das allerdings noch
Kontaminationen enthielt. Da jedoch nur die IgE-Reaktivitit der neuen Isoform iiberpriift
werden sollte, wurde auf eine zeitaufwendige Optimierung verzichtet. Durch den Nachweis
der Reaktivitit mit fiinf Patientenseren von Erdnussallergikern konnte die Isoform als

Arah 7.0201 klassifiziert werden.

4.4.2 Identifizierung von natirlichem Ara h 7

Die Analyse von Erdnussproteinen mittels 2D-DIGE Technik und Trypsin-Fingerprinting
ausgewdhlter Proteinspots wurde in Zusammenarbeit mit dem Institut fiir Immunologie an der
Universitidt Kiel durchgefiihrt (Latendorf 2007). Mithilfe der Mascot-Datenbankanalyse
(Perkins et al. 1999) konnten keine Peptide dem Ara h 7 zugeordnet werden. Eine genauere
Betrachtung der Daten lenkte die Aufmerksamkeit auf einen Proteinspot (Spot 1114,

DIGE 22 - 71598), bei dem vier Peptidfragmente einem 2S Protein zugeordnet worden waren.
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Das Alignment dieser Proteinsequenz mit der Arah 7.0101 und Ara h 7.0201 Sequenz zeigte
hohe Identitdt untereinander. Da die Ara h 7.0201 Sequenz nicht in der Datenbank verfiigbar
war, wurden die Fragmente nachtrdglich mit dem Ara h 7.0201 verglichen. Die Auswertung
der von dem Spot 1114 erhaltenen Peptide bestétigte das Arah 7.0201. Erstmalig konnte
somit Arah 7 als natiirliches Protein im Erdnussextrakt nachgewiesen werden. 55 % der
Ara h 7.0201 Sequenz wurden mit den erhaltenen Fragmenten abgedeckt. Dabei wurde auch
ein 17 AS groBBes Fragment hinzugezogen, dass in zwei Aminosduren von der Sequenz
abwich. Das C-terminale Ende von Arah 7.0201, welches durch die Verschiebung des
Leserahmens in seiner Proteinsequenz vom Ara h 7.0101 komplett abweicht, wurde eindeutig

bestétigt.

Die Ergebnisse zeigen, dass eine Proteomanalyse mittels Trypsin-Fingerprinting sehr viele
Daten liefern kann, die zurzeit nicht optimal ausgewertet werden konnen. Die Analyse
scheitert an der Mikroheterogenitit der Proteine wegen des Vorkommens mehrerer Isoformen.
Der Austausch einer oder zweier Aminosduren pro Fragment kann zur Folge haben, dass
diese Fragmente iiber Datenbanken und Suchprogramme nicht identifizierbar sind, wie es hier
der Fall war. Nur durch eine manuelle Auswertung konnte das Fragment zugeordnet werden.
AulBlerdem erschweren Signalpeptide, die posttranslational abgespalten werden, eine Analyse.
In den Datenbanken werden nur die prd-Proteine zur Analyse dargestellt, so dass die

Signifikanz einer Zuordnung deutlich sinkt.

Die Kombination der Ergebnisse von molekularbiologischen und proteinbiochemischen
Analysen brachte den Erfolg, das bisher im Erdnussextrakt nicht nachweisbare Arah 7 zu
identifizieren. Uber die Klonierung einer weiteren Ara h 7 Isoform in Kombination mit der
Proteomanalyse der Erdnuss konnte der Nachweis des natiirlich vorhandenen Ara h 7 erbracht
werden. Die Reaktivitit des rekombinanten Ara h 7 mit Patientenseren zeigte, dass es sich bei
dieser Isoform ebenfalls um ein Allergen handelt, es wurde daher als Arah 7.0201
klassifiziert. Da die Charakterisierung des Allergenspektrums der Erdnuss als Grundlage fiir
Diagnostik und Therapie dient, wire das néchste Ziel, das natiirliche Protein zu isolieren und
strukturell zu charakterisieren. Damit stiinde ein Referenzprotein zur Verfligung, das zur
Uberpriifung von rekombinanten Konstrukten, die hauptsichlich ihren Einsatz in der

Forschung, Diagnose und Therapie finden, herangezogen werden kann.
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4.5 Allergen-defiziente Erdnisse aus Sudostasien

Da zurzeit keine Therapiemoglichkeiten fiir Erdnussallergiker existieren, ist der Verzicht auf
erdnusshaltige Lebensmittel der einzige Weg, eine allergische Reaktion zu umgehen. Dies ist
aufgrund der vorhandenen Deklarationspflicht erdnusshaltiger Lebensmittel theoretisch
einzuhalten, jedoch kommt es immer wieder zu Fillen von verschleppten Erdnussallergenen.
Mithilfe von RNAi1-Technik wird daher versucht hypoallergene Erdniisse herzustellen, indem
die Genexpression der einzelnen Allergene herunterreguliert bzw. abgeschaltet wird (Dodo et
al. 2008). Dies warf die Frage auf, ob kommerziell erhéltliche Erdnusssorten existieren, die

sich in ihrem Allergengehalt und damit in ihrer Allergenitét unterscheiden.

In der vorliegenden Arbeit wurden Erdnussvarietiten entdeckt, in denen Ara h 1 als wichtiges
Majorallergen stark reduziert war. Diese durch SDS-PAGE und Immunoblot erhaltenen
Ergebnisse wurden mit Hilfe eines zu diesem Zweck entwickelten ELISA belegt. Die
Allergen-defiziente Erdnuss zeigte in biologischen Testverfahren die gleiche Aktivitat wie der
Standard-Erdnussextrakt. Dies liefert wichtige Erkenntnisse zur Entwicklung von
hypoallergenen Erdniissen. Das Fehlen eines Allergens kann durch die anderen komprimiert
werden und somit fiihrt das Ausknocken von Majorallergenen moglicherweise nicht zum

Erfolg.

4.5.1 Etablierung eines ELISAs zur Bestimmung von Ara h 1

Zur Quantifizierung des Ara h 1-Gehaltes in der Bali-Erdnuss wurde ein Ara h 1 spezifischer
ELISA entwickelt. Kommerziell erhiltliche Testsysteme sind fiir die Quantifizierung von
Erdnussgehalt in Lebensmitteln entwickelt worden, in denen hauptséchlich polyklonale
Kaninchenseren gegen Gesamt-Erdnussextrakt eingesetzt werden und daher nicht
ausschlieBlich gegen das Zielallergen spezifisch sind (Nogueira et al. 2004). Die Etablierung
eines sensitiven Ara h 1 spezifischen Nachweises wurde iiber drei Stufen erreicht. Zunéichst
wurde ein indirekter Inhibitions-ELISA entwickelt. Da hier ein monoklonaler anti-Arah 1
Antikorper mit den Extrakten pridinkubiert wurde, mussten die Extrakte hoher konzentriert zur
AntikOrperlosung eingesetzt werden, um die gewiinschte Endkonzentration zu erreichen.

Aufgrund der auftretenden Loslichkeitsprobleme wurde deshalb ein Sandwich-ELISA
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entwickelt, in dem ein monoklonaler anti-Arah 1 Antikorper und ein polyklonales anti-
Erdnuss Serum eingesetzt wurden. Durch die Kombination von monoklonalen mit
polyklonalen Antikorpern sollte eine hohe Spezifitit und Sensitivitit des Testsystems
gewihrleistet werden, die jedoch nicht erreicht wurde. Wahrscheinlich ldsst sich dieser
Befund auf das zum Coating verwendete Kaninchenserum zuriickzufiihren. Dadurch wurden
nicht nur gegen Ara h 1, sondern auch gegen andere Allergene gerichtete Antikorper an die
Mikrotiter-Platte gebunden. Daher wurde der Sandwich-ELISA weiter optimiert, indem statt
des polyklonalen anti-Erdnuss Serums der monoklonale Antikorper zum Coaten eingesetzt
wurde und fiir einen spezifischen Ara h 1-Nachweis mit hoherer Empfindlichkeit ein extra
hierfiir hergestelltes polyklonales anti-Ara h 1 Kaninchenserum verwendet wurde. Mit diesem
Testsystem konnte Arah 1 bereits ab einer eingesetzten Konzentration von 10 ng/ml
detektiert werden. Pomés et al. (2003) entwickelten einen Sandwich-ELISA, der mit zwei
monoklonalen  Arah 1-Antikdrpern  durchgefiihrt wurde, und konnten Arah1-
Konzentrationen erst ab 30 ng/ml nachweisen. Die Sensitivitit des in dieser Arbeit etablierten
ELISAs ist also hoher als bei dem ELISA, der nur aus monoklonalen Antikdrpern aufgebaut
ist. Bezogen auf den Gesamtproteinanteil wurde in der Standard-Erdnuss ein Ara h 1-Gehalt
von 30 % berechnet. Da die Erdnuss einen Proteinanteil von ca. 26 % besitzt (Koppelmann et
al. 2001) bedeutet dies, dass der Gehalt an Arah 1 in der Standard-Erdnuss 7,8 % betrégt.
Dies steht weitgehend im Einklang mit dem von Koppelman ef al. (2001) durch biochemische
Methoden bestimmten Ara h 1-Gehalt im Gesamtprotein von 12-16 %. Pomés et al. (2003)
hatten dagegen einen Arah 1-Gehalt in der Erdnuss von 0,05-1,5 % ermittelt. Trotz der
Entwicklung eines empfindlichen Sandwich-ELISAs war es nicht moglich, den geringen
Ara h 1 Gehalt in der Bali-Erdnuss zu bestimmen. Rechnerisch abgeschitzt liegt der Anteil in
der Erdnuss unter 0,052 %. Mithilfe des ELISAs konnten die Ergebnisse der SDS-PAGE

Analyse und der Immunoblot-Versuche bestétigt werden.

4.5.2 Bestimmung der biologischen Reaktivitat mittels RBL-Test

Der Extrakt der Arah 1 defizienten Bali-1 Erdnuss sollte in ihrer biologischen Aktivitdt mit
dem Extrakt der Standard-Erdnuss verglichen werden. Aufgrund des Fehlens des
Majorallergens war eine herabgesetzte Aktivitit zu erwarten. Eine bewdhrte Methode, die
biologische Aktivitit zu messen, ist der ,,skin prick test (SPT), bei dem die Extrakte direkt

am Patienten verglichen werden konnen. Aus ethischen Griinden kommt jedoch eine solche
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Untersuchung nicht in Frage. Deshalb wurde in dieser Arbeit ein in vitro Test mit
humanisierten basophilen Leukédmiezellen der Ratte (RBL-Zellen) als Effektorzellen etabliert
(Vogel et al. 2005). Diese Zellen sind in der Lage, humanes IgE zu binden. Zur Verfligung
standen hierfiir Patientenseren verschiedener Erdnussallergiker, deren IgE-Antikorper zur
Beladung der RBL-Zellen dienten. Der Grad der Kreuzvernetzung der IgE-Antikorper nach
Zugabe der Extrakte wurde {iber die Freisetzung des Mediators -Hexosaminidase gemessen.
In Vorversuchen wurden verschiedene Patientenseren von Erdnussallergikern mit dem
Standard-Erdnussextrakt im RBL-Test getestet. Ein entscheidender Faktor, der die Auswahl
an Patientenseren fiir diese Versuche limitierte, war hierbei die Menge der vorhandenen
Patientenseren und die Reaktivitdt einzelner Seren. Palmer ef al. (2005) beschrieben bereits,
dass die eingesetzten Patientenseren eine hohe Konzentration von allergenspezifischem IgE,
in diesem Fall Arah 1-spezifisch, und einen relativ hohen Anteil von Gesamt-Erdnuss IgE
aufweisen miissen. Seren, mit denen eine Freisetzung von weniger als 30 % im Vergleich zur
totalen Lyse der Zellen erreicht wurde, wurden nicht fiir den Test eingesetzt. Als Kontrolle fiir
die in dieser Arbeit durchgefiihrten Tests wire der Einsatz eines Patientenserums interessant

gewesen, welches monospezifisch mit Ara h 1 reagiert, das aber leider nicht verfligbar war.

Eine andere Moglichkeit, die biologische Reaktivitdt von Extrakten zu vergleichen, wire es,
einen Histamin-Freisetzungstest aus basophilen Granulozyten (Kleine-Tebbe 1993)
durchzufiihren. Das Prinzip beruht ebenfalls auf der Kreuzvernetzung von Patienten-IgE.
Diese werden an Basophilen gebunden, die zuvor durch saure Abspaltung von IgE-
Antikorpern befreit (,,gestrippt™) worden sind (Kleine Budde ef al. 2001). Als Indikator der
Reaktivitdt wird das freigesetzte Histamin gemessen. Der Nachteil bei der Verwendung von
Primirzellen besteht darin, dass zum einen ein oder mehrere Spender vorhanden sein miissen
und dass diese Zellen nicht standardisiert sind, so dass Ergebnisse nicht gut reproduzierbar
sind. Beim direkten Vergleich des RBL- und des Histamin-Release-Tests von Kaul ef al.
(2007) konnten mit beiden Testverfahren die gleichen Ergebnisse erzielt werden, so dass die

Argumente fiir die Verwendung des RBL-Tests sprachen.

4.5.3 Reduzierter Allergengehalt korreliert nicht mit reduzierter Allergenitat

Obwohl die Bali-1 Erdnuss einen verminderten Arah 1-Gehalt aufwies, konnten keine

signifikanten Unterschiede in ihrer Allergenitit im Vergleich zur Standard-Erdnuss ermittelt
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werden. Dies konnte an filinf Patientenseren gezeigt werden, die gegen mehrere
Erdnussallergene sensibilisiert waren, u.a. gegen die Majorallergene Arah 1, Arah2 und
Arah 3/4. Obwohl dieses Ergebnis recht eindrucksvoll beweist, dass ein reduzierter
Allergengehalt nicht unbedingt mit einer reduzierten Allergenitdt einhergeht, darf dieses
Ergebnis nicht leichtfertig verallgemeinert werden. Die Spezifitit der IgE-Antikorper
verschiedener Individuen zu einzelnen Allergenen muss getrennt betrachtet werden. Seren
von Patienten, die hauptsidchlich gegen Arah 1 sensibilisiert sind bzw. viel Arah 1
spezifisches IgE besitzen, werden vermutlich im RBL-Test eine verminderte Degranulation
auslosen. Um eine allgemeine Aussage machen zu konnen, wire es notwendig, eine grof3ere
Auswahl an Patientenseren zu {iberpriifen. Auflerdem machte die Analyse des Bali-1
Erdnussextraktes in der 2D-DIGE deutlich, dass in der Gegeniiberstellung zum Standard-
Erdnussextrakt zusétzliche Isoformen von Ara h 3/4 auftreten. Dies konnte darauf hindeuten,
dass die Gesamtallergenitdt durch die restlichen Allergene kompensiert wird, so dass dadurch

das Fehlen eines Allergens die Gesamtreaktivitét nicht beeinflusst.

Die fiir die natiirlichen Erdnusssorten gefundenen Ergebnisse iiber die Kompensation
einzelner fehlenden Erdnussallergene durch andere Allergene lassen Versuche zur
Ausschaltung von Allergenen wenig sinnvoll erscheinen. Da gegenwirtig keine
Therapieansdtze zur Behandlung von Erdnussallergie verfligbar sind, wird derzeit diese
Methode angewendet, um durch Herstellung gentechnischer Knock-out Pflanzen die
Expression einzelner Allergene abzuschalten. Ziel ist es, eine hypoallergene Erdnusssorte
herzustellen, in der sdmtliche Allergene, die starke allergische Reaktionen auslosen, eliminiert
sind. Dodo et al. (2008) reduzierten nachweislich die Expression des Majorallergens Ara h 2
durch RNA-Interferenz- (RNAi-) Technik. Die biologische Reaktivitdt wurde in dieser Studie
nicht mithilfe eines Mediator-Freisetzungstests, sondern im indirekten ELISA an flinf
Patientenseren bestimmt. Die transgenen Pflanzen sind in ihrer Allergenitdt signifikant
abgeschwicht, jedoch ist hier keine Information zur Spezifitit der Patientenseren zu finden.
Die RNAi-Methode wurde ebenfalls angewandt, um Allergene in Reis (Tada et al. 1996),
Sojabohne (Herman et al. 2003), Apfel (Gilissen ef al. 2005) und Tomate (Lorenz et al. 2006)
herunterzuregulieren. In diesem Zusammenhang ist die Beantwortung der Frage wichtig,
welche Minimalmengen eines Allergens noch in der Lage sind, eine allergische Reaktion
auszulosen. Auflerdem sollte nicht auBer Acht gelassen werden, dass die Allergene in
mehreren Isoformen vorkommen, die evtl. durch starke Sequenzunterschiede mit der RNAi-

Methode nicht erfasst und ausgeschaltet werden. In der Erdnuss fithren vor allem die
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Majorallergene zu schweren allergischen Reaktionen. Diese haben einen Anteil an den
Gesamtallergenen von 90 % (Boldt 2005). Das Ausschalten dieser Gene konnte zu dem
Verlust dieser fiir die Pflanze wichtigen Samenspeicherproteine fiihren, so dass kritisch zu
beachten ist, ob diese Pflanze zum einen noch lebensfdhig ist, und zum anderen, ob der
Geschmack nicht beeinflusst wird. Die Anwendung von knock-out Methoden scheint deshalb
nur fiir allergene Lebensmittel sinnvoll zu sein, die allenfalls eine geringe Anzahl

verschiedener Allergene besitzen.

4.6 Einsatz von Allergenen in Diagnostik und Therapie

Die Aufkldrung des Allergenrepertoires der FErdnuss bildet die Grundlage zur
Weiterentwicklung der Diagnostik- und Therapiemoglichkeiten. Erst durch die Erforschung
und Komplettierung der Allergene kann eine Komponenten-aufgeloste Allergiediagnostik
entwickelt werden. Die hier vorliegende Arbeit hat in diesem Zusammenhang die Aufklérung
von Arah 7, Arah 8, Arah 9 und des Erdnuss-Oleosins sowohl im natiirlichen als auch im
rekombinanten Protein vervollstindigt. Die Vorteile von rekombinanten Proteinen im Einsatz
von Diagnostik und Therapie liegen in einer standardisierten und konstanten Qualitit mit
hoher Homogenitét, welche mit natiirlichen Proteinen nicht erreicht werden konnen. Es ist
nahezu unmoglich, sdmtliche Allergene der Erdnuss in hochster Reinheit zu gewinnen, eine
Restkontamination mit anderen Proteinen und Allergenen kann keinesfalls ausgeschlossen
werden. Fin weiterer limitierender Faktor ist die Konzentration einzelner Proteine. Die in der
Erdnuss vorhandenen Proteine, die kleiner als 25 kDa sind, machen nur 10 % der
Gesamtallergene aus (Boldt 2005). Das bedeutet, dass eine groe Menge an Erdniissen
extrahiert werden miisste, um eine Reinigung im MilligrammmalRstab dieser Proteine zu
erreichen. AuBlerdem ist die Stabilitdt der Allergene oft nicht gewihrleistet, wie z.B. bei dem
Arah 8 homologen Apfelallergen Mald 1. Rekombinante Proteine konnen hingegen
theoretisch in groen Mengen hergestellt werden. Hierzu muss jedoch fiir jedes einzelne
Protein eine Expressions- und Reinigungsstrategie entwickelt und fiir einen groBen Ansatz
optimiert werden. Dabei weisen diese kiinstlich hergestellten Proteine meistens eine dhnliche
Reaktivitdt in ihrer IgE-Bindung wie die natiirlichen Allergene auf. Es ist jedoch
unverzichtbar, die rekombinanten Allergene mit ihrem natiirlichen Gegenstiick zu
vergleichen. Nur auf diese Art und Weise kann iiberpriift werden, ob die strukturellen und

damit auch die immunologischen Eigenschaften identisch sind. Dabei spielt im ersten Schritt
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die korrekte Faltung der rekombinanten Proteine eine grofe Rolle, die mit dem natiirlichen
Allergen abgeglichen werden muss. Wihrend die fiir eine spezifische Immuntherapie
relevanten T-Zell-Epitope linear sind und das Antigen im Zuge der Immunantwort prozessiert
wird, ist die korrekte Faltung und Orientierung der konformationellen B-Zell-Epitope fiir die
Diagnostik erforderlich. Weiterhin miissen am natiirlichen Protein posttranslationale
Modifikationen aufgekldart werden, die einen starken Einfluss auf die Reaktivitit haben
konnen (Nilsen et al. 1991). Der Nachteil von rekombinanten Allergenen ist hingegen, dass
die verschiedenen Isoformen nicht oder kaum erfasst werden, die in ihrer Vielfalt nur
anndhernd aus natiirlichem Extrakt isoliert werden konnen. Die Relevanz der Isoformen ist
jedoch unklar. Lediglich beim Bet v 1 sind bisher Isoformen beschrieben worden, die nicht
IgE-reaktiv sind (Ferreira et al. 1996). In ihrer Reaktivitit abgeschwichte Isoformen konnten
beim Bet v 1 und Cor a 1 nachgewiesen werden (Breiteneder ef al. 1993, Ferreira ef al. 1996).
Offen bleibt auch die Frage, wie die Bindung von Lipiden an Allergene die Allergenitit
beeinflusst. Eine solche Adduktbildung wurde am Ara h 8-homologen Birkenpollenallergen
Bet v 1 (Mogensen et al. 2002, Markovic-Housley et al. 2003) und Kirschallergen Pru av 1
(Neudecker et al. 2001) gezeigt.
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5 Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurde das Allergenspektrum der Erdnuss mit Fokus auf die
Allergene unter 25 kDa analysiert und charakterisiert. Die vollstindige Identifizierung der
allergen-wirkenden Proteine sowie die Aufkldrung ihrer Funktionen sind die Grundlage zur
Optimierung der Diagnostik und zur Entwicklung von Therapieanséitzen. Die Wirkung der

Allergene ist jedoch nicht isoliert zu sehen, sondern im Kontext ihrer Matrix zu verstehen.

Da bei Untersuchungen am Erdnussallergen Arah 8 erste Hinweise auf Bildung von
Lipidaddukten sichtbar wurden, ist die biologische Funktion dieses Allergens als Lipidcarrier
anzunehmen. Gestiitzt wird diese Theorie durch Studien am Bet v 1 und seiner homologen
Proteine, an denen Phytosterol-Addukte nachgewiesen wurden (Neudecker er al. 2001,
Mogensen et al. 2002). Weitere potentielle Kandidaten zur Bindung von Lipiden in der
Erdnuss sind das Oltrépfchen-formende Oleosin und das Lipid-Transfer-Protein Arah 9. In
weiterflihrenden Untersuchungen gilt es, zunichst diese Lipidassoziation an den genannten
Proteinen nachzuweisen und die Liganden zu identifizieren. Hierzu wiirde sich neben den
natiirlichen Allergenen der Einsatz von rekombinanten Allergenen eignen, die mit
verschiedenen Phytosterolen dotiert werden konnen. Zu klaren wire, ob die Adduktbildung
positive Auswirkung auf die Stabilitit der Proteine hat, ob die Lipidbindung eine Passage des
Allergens durch die Darmschleimhaut ermdglicht bzw. verbessert und wie sich dies auf die
Allergenitat auswirkt. Die gewonnenen Erkenntnisse konnten einen bedeutenden Anteil zur
Aufklirung der Aufnahme und Wirkungsweise von Allergenen liefern. In der rekombinanten
Darstellung der Allergene zum Einsatz in der Diagnostik und Therapie muss der

nachzuweisende Einfluss der Lipide auf die Allergenitit beachtet werden.
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6 Zusammenfassung

Unter den Nahrungsmittelallergien fiihrt die Erdnussallergie zu den schwersten akuten
Uberempfindlichkeitsreaktionen, deren  Symptome bis zum tddlich  endenden
anaphylaktischen Schock reichen konnen. Bereits geringste Erdnussmengen von 100 pg
reichen aus, um Reaktionen auszuldsen. Zur Diagnostik werden noch immer Erdnussextrakte
fiir die serologischen Untersuchungen und Hauttests eingesetzt, die beziiglich ihrer Einzel-
allergene und des Allergengehaltes nicht standardisiert sind und falsche Ergebnisse anzeigen
konnen. Fiir eine sichere Diagnostik und zur Entwicklung von Therapieanséitzen wire eine
Komponenten-aufgeldste Diagnostik hilfreich, um die unterschiedlichen Reaktionsmuster der
sensibilisierten Patienten zu bestimmen (Allergogramm) und daraus maligeschneiderte
Behandlungen ableiten zu konnen. Daher ist es erforderlich, die einzelnen Allergene der
Erdnuss zu identifizieren und zu charakterisieren. Im Hinblick auf die Standardisierung
miissen die Allergene rekombinant hergestellt und mit den isolierten natiirlichen Allergenen

als authentische Referenz abgeglichen werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Allergenspektrum der Erdnuss mit molekular-
biologischen und proteinbiochemischen Methoden ndher analysiert. Dabei lag der Fokus auf
den bisher wenig charakterisierten Komponenten im Bereich unter 25 kDa. Nur auf Genom-
ebene waren bisher das zum wichtigen Birkenpollenallergen Bet v 1 kreuzreaktive Arah 8
und das noch uncharakterisierte Speicherprotein der Erdnuss Ara h 7 beschrieben worden. Mit
Hilfe von Klonierungsstrategien konnten neue allergene Isoformen identifiziert und deren
Pendant im natiirlichen Extrakt detektiert werden. Das Strukturprotein Oleosin, das eine
wichtige Funktion bei der Lipidspeicherung ausiibt, konnte aus Erdnussextrakt isoliert und als
IgE-reaktives Protein eingestuft werden. Durch Modifizierung der Sequenz gelang es, dieses
sonst schwer ldsliche Protein zu solubilisieren, so dass es fiir weitere Untersuchungen
einsetzbar war. Lipidtransferproteine, die im Pfirsich schwere anaphylaktische Reaktionen
auslosen konnen, konnten erstmals auch in der Erdnuss nachgewiesen werden. Die Analyse
ithrer IgE-Privalenz deutet zwar flir Erdnussallergiker auf eine eher untergeordnete Rolle hin,
jedoch zeigen Pfirsichallergiker starke Kreuzreaktivititen zum Erdnuss-Lipidtransferprotein,
wodurch die Erdnuss fiir diese Patientengruppe auf eine neue Allergenquelle hindeuten kann.
Insgesamt wurde in der vorliegenden Arbeit das LTP als neues Erdnussallergen Arah9
klassifiziert und strukturell stark unterschiedliche Isoformen fiir dieses Protein (Arah 9.0101
und Arah9.0201), wie auch fir Arah8 (Arahg8.0201) und Arah7 (Arah 7.0201)

identifiziert. Neben der erfolgreichen rekombinanten Darstellung der untersuchten Proteine ist
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es gelungen, Ara h 8 und Oleosin aus Erdnussextrakt zu isolieren. Durch den Nachweis von
natiirlichem Arah 7 und Arah 9 ist der erste wichtige Schritt erreicht worden, auch diese

Allergene als authentische Referenzmolekiile zu erhalten.

Um die Variabilitit der Allergene in verschiedenen Erdnussvarietiten abschitzen zu konnen,
wurde ein Sortenvergleich durchgefiihrt. Dabei zeigte sich, dass in indonesischen Erdniissen
das Majorallergen Arah 1 fehlte, das zusammen mit Ara h 3/4 90 % der Allergene in der
Standard-Erdnuss ausmacht. Da zurzeit versucht wird, hypoallergene bzw. Allergen-
defiziente Erdniisse durch Knock-out Strategien herzustellen, ist die hier natiirlicherweise
vorkommende, im Majorallergen reduzierte Erdnussvarietét ein interessantes Studienobjekt.
Der funktionelle Mediator-Freisetzungstest (RBL-Test) zeigte jedoch fiir diese Sorte keine

verminderte biologische Reaktivitit.

Die neu identifizierten und charakterisierten Allergene bzw. Isoformen komplettieren das
Allergenspektrum der Erdnuss. Damit stellt die vorliegende Arbeit einen wichtigen Beitrag
fiir die zurzeit angestrebte Komponenten-aufgeloste Allergiediagnostik dar. Weiterhin konnte
gezeigt werden, dass der Verlust eines Majorallergens nicht zwangsldufig zu einer niedrigen
Allergenpotenz fiihren muss. Dies ldsst die Herstellung von hypoallergenen Nahrungsmitteln,

die mehrere Allergene enthalten, kritisch erscheinen.
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7 Summary

Peanut allergy is one of the most life-threatening food allergies and can cause anaphylactic
shock reactions. As little as 100 pg peanut protein can provoke symptoms in peanut allergic
patients. The diagnosis still relies on peanut extracts for serological analysis and skin prick
tests which are not standardized as regards single allergens and the allergen content and
therefore can lead in false results. For a reliable diagnosis and for establishing therapy
approaches a component-resolved diagnosis is helpful to determine the patients’ sensitization
pattern (allergogram). Therefore, there is the need to identify and to characterize the single
peanut allergens. With regard to the standardization, the allergens must be produced in
recombinant form and must adjust to the isolated natural allergens which represent an

excellent authentic reference.

In this thesis the allergen spectrum of peanut was analyzed by molecular and protein
biochemical methods. The focus was on the less characterized components in the range below
25 kDa. Up till now, to the major birch pollen allergen Bet v 1 cross reactive Ara h 8 and the
still uncharacterized seed storage protein Ara h 7 were described only on genomic level.
Using appropriate cloning strategies, new allergenic isoforms could be identified and their
counterparts detected in natural extract. The protein oleosin, which is involved in the lipid
storage, could be isolated from peanut extract and classified as IgE-reactive protein. The
solubilisation of this otherwise strong hydrophobic protein was achieved by sequence
modification which eliminates the hydrophobic part of this molecule. It is well documented
that in peaches severe anaphylactic reactions are caused by lipid transfer proteins. For the first
time, the homologue LTP was also detected in peanuts. The IgE reactivity to peanut LTP is
lesser pronounced in peanut allergic patients; however patients allergic to peach show strong
cross reactivity to the peanut lipid transfer protein, identifying the peanut as new allergen
source for this group. Overall, the lipid transfer protein was classified as new peanut allergen
Arah9 and two structurally varying isoforms for this protein (Arah9.0101 and
Ara h 9.0201) were documented. Similarly novel isoforms of Arah 8 (Arah 8.0201) and
Arah 7 (Arah 7.0201) were identified. Beside the successful recombinant expression of the
studied proteins, the isolation of Ara h 8 and Oleosin from peanut extract was achieved. By
the detection of natural Arah 7 and Arah 9 the first step was reached to establish these

allergens as authentic reference molecules.
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7. Summary

To evaluate the variability of allergens in different peanut varieties, a comparison of cultivars
was performed. It could be shown that in Indonesian peanuts the major allergen Arah 1 was
missing, which represents with Ara h 3/4 90 % of allergens in the standard peanut. Due to the
approach to create hypoallergenic or allergen deficient peanuts by knock-out strategies, this
natural peanut variety, which is deficient in the major allergen, is an interesting object of
study. However, the functional mediator release assay (RBL-assay) did not outline a reduced

biological activity.

The new identified and characterized allergens and isoforms, respectively, are complementing
the allergen spectrum of peanuts. For this reason, this thesis represents an important
contribution to the current aim of a component-resolved allergy diagnostic. Furthermore it
could be demonstrated, that the loss of a major allergen does not necessarily lead to lower
allergen potency. Thus, the establishing of hypoallergenic food, comprising several allergens,

must be viewed critically.
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9. Anhang
a) Vektorkarte und Sequenzdaten des DNA-Konstruktes pET32b-Ara h 8.0201
His-tag Stopp H ori
oril
Ara h 8.0201-Sequenz
His-ta
9 EcoRI (6157)
Trx-Tag EcoRV (5694) - .
Ampicillin Resistenz
Start
pET32b-Arah 8
Start

+1 M S D K
5161 TTC CCC TCT AGA AAT AAT TTT GTT TAA CTT TAA GAA GGA GAT ATA CAT ATG AGC GAT AAA

+1 | | H L T D D S F D T D \Y L K A D G A |
5221 ATT ATT CAC CTG ACT GAC GAC AGT TTT GAC ACG GAT GTA CTC AAA GCG GAC GGG GCG ATC

+1 L \% D F W A E w C G P C K M | A P | L D
5281 CTC GTC GAT TTC TGG GCA GAG TGG TGC GGT CCG TGC AAA ATG ATC GCC CCG ATT CTG GAT

+1 E | A D E Y Q G K L T \Y A K L N | D Q N
5341 GAA ATC GCT GAC GAA TAT CAG GGC AAA CTG ACC GTT GCA AAA CTG AAC ATC GAT CAA AAC

+1 P G T A P K Y G I R G | P T L L L F K N
5401 CCT GGC ACT GCG CCG AAA TAT GGC ATC CGT GGT ATC CCG ACT CTG CTG CTG TTC AAA AAC

+1 G E \% A A T K \% G A L S K G Q L K E F L
5461 GGT GAA GTG GCG GCA ACC AAA GTG GGT GCA CTG TCT AAA GGT CAG TTG AAA GAG TTC CTC

His-tag

+1 D A N L A G S G S G H M H H H H H H S S
5521 GAC GCT AAC CTG GCC GGT TCT GGT TCT GGC CAT ATG CAC CAT CAT CAT CAT CAT TCT TCT

+1 G L \% P R G S G M K E T A A A K F E R Q
5581 GGT CTG GTG CCA CGC GGT TCT GGT ATG AAA GAA ACC GCT GCT GCT AAA TTC GAA CGC CAG

EcoRV

+1 H M D S P D L G T D D D D K A M A | S G
5641 CAC ATG GAC AGC CCA GAT CTG GGT ACC GAC GAC GAC GAC AAG GCC ATG GCG ATA TCG GGT

+1 \% H T F E E E S T S P \% P P A K L F K A
5701 GTT CAC ACT TTT GAA GAG GAG TCA ACC TCA CCG GTG CCT CCA GCA AAA CTA TTC AAA GCC

+1 T \% \% D G D E L T P K L | P A | Q S | E
5761 ACC GTG GTA GAC GGC GAT GAA CTC ACC CCA AAG CTG ATT CCG GCA ATC CAG AGT ATT GAG

+1 | \% E G N G G P G T \% K K \% T A \Y E D G
5821 ATC GTT GAA GGA AAC GGA GGC CCT GGA ACT GTC AAG AAG GTT ACC GCT GTT GAA GAT GGG

+1 K T S Y \% L H K | D A | D E A T Y T Y D
5881 AAA ACT AGT TAT GTG CTA CAC AAG ATT GAT GCA ATT GAT GAG GCT ACC TAC ACA TAT GAC

+1 Y T | S G G T G F Q E | L E K \Y S F K T
5941 TAC ACA ATA TCC GGA GGA ACA GGG TTC CAA GAG ATC TTA GAG AAA GTT TCA TTC AAG ACA

+1 K L E A A D G G S K | K \ S \% T F H T K
6001 AAG CTT GAG GCT GCT GAT GGT GGA TCC AAA ATC AAG GTC TCT GTT ACA TTC CAC ACC AAG

+1 G D A P L P D E \% H Q D V K Q K S Q G |
6061 GGT GAT GCT CCT CTC CCT GAT GAA GTT CAT CAA GAT GTC AAA CAA AAG AGC CAA GGA ATC

EcoRI

+1 F K A | E G Y \% L S N G N S S S \ D K L

6121 TTC AAG GCT ATT GAG GGT TAT GTT TTG TCC AAC GGG AAT TCG AGC TCC GTC GAC AAG CTT
Stopp
His-tag

+1 A A A L E H H H H H H *

6181 GCG GCC GCA CTC GAG CAC CAC CAC CAC CAC CAC TGA GAT CCG GCT GCT AAC AAA GCC CGA
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9. Anhang

b) Vektorkarte und Sequenzdaten des DNA-Konstruktes pET23b-Ara h 8.0201 (Geneart)

His-tag Stopp
T7 Terminator

Ara h 8.0201-Sequenz 1 ori

Start

Xhol (3894)
T7 Promotor

Ndel (3427)

pET23b-Ara h 8
4055 hbp

Ampicillin Resistenz

Start
e

Ndel
" e A s 6 V H T F E E E S T S P V P P
3421 TAT ACA TAT GGC TAG CGG CGT GCA TAC CTT TGA AGA AGA AAG CAC CAG CCC GGT GCC GCC
+2 P A K L F K A T \ V D G D E L T P K L | P-
3481 GGC AAA ACT GTT TAA AGC GAC CGT GGT GGA TGG CGA TGA ACT GAC CCC GAA ACT GAT TCC
G N T M- T T S VIR S SV
3541 GGC GAT TCA GAG CAT TGA AAT TGT GGA AGG CAA CGG CGG TCC GGG CAC CGT GAA AAA AGT
T - TS T 22V 1 R R SR SR s W=
3601 GAC CGC GGT GGA AGA TGG CAA AAC CAG CTA TGT GCT GCA TAA AAT CGA TGC GAT TGA TGA
+2 -E A T Y T Y D Y T | S G G T G F Q E | L E-
3661 AGC GAC CTA TAC CTA TGA TTA TAC CAT TAG CGG CGG CAC GGG CTT TCA GGA AAT TCT GGA

TTERK VS T F R TR U E A A TS TS S R T RV
3721 AAA AGT TAG CTT CAA AAC CAA ACT GGA AGC GGC GGA TGG CGG CAG CAA AAT TAA AGT GAG
+2 -S V T F H T K G D A P L P D E V H Q D vV K-
3761 CGT GAC CTT TCA TAC CAA AGG CGA TGC GCC GCT GCC GGA TGA AGT GCA TCA GGA TGT GAA

His-tag
Xhol
VWWWWWWWWWVWWY
2 K Q K S Q G | F K A | E G Y \ L S N L E H-
3841 ACA GAA AAG CCA GGG CAT TTT TAA AGC GAT TGA AGG CTA TGT TCT GAG CAA CCT CGA GCA
Stopp
His-tag

+2 -H H H H H H *
3901 C'CA CCA C.CA C'CA C.CA C.TG AIGA TCC GGC TGC TAA CAA AGC CCG AAA GGA AGC TGA GTT GGC
3961 TGC TGC CAC CGC TGA GCA ATA ACT AGC ATA ACC CCT TGG GGC CTC TAA ACG GGT CTT GAG
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¢) Vektorkarte und Sequenzdaten des DNA-Konstruktes pET32b-Oleosin

His-tag Stopp
T7 Terminator

EcoRI (6241)

BamHI (5704) Ampicillin Resisten:

T7 Promotor

pPET32b - Oleosin
6436 bp

Start

+1 M S
5161 TAA CARA TTC CCC TCT AGA AAT AAT TTT GTT TAA CTT TAA GAA GGA GAT ATA CAT ATG AGC
+1 D K | | H L T D D S F D T D \ L K A D G
5221 GAT AAA ATT ATT CAC CTG ACT GAC GAC AGT TTT GAC ACG GAT GTA CTC AAA GCG GAC GGG

+1 A | L Vv D F w A E w Cc G P C K M | A P |
5281 GCG ATC CTC GTC GAT TTC TGG GCA GAG TGG TGC GGT CCG TGC AAA ATG ATC GCC CCG ATT

+1 L D E | A D E Y Q G K L T \ A K L N | D
5341 CTG GAT GAA ATC GCT GAC GAA TAT CAG GGC AAA CTG ACC GTT GCA AAA CTG AAC ATC GAT

+1 Q N P G T A P K Y G | R G | P T L L L F
5401 CAA AAC CCT GGC ACT GCG CCG AAA TAT GGC ATC CGT GGT ATC CCG ACT CTG CTG CTG TTC

+1 K N G E \2 A A T K \ G A L S K G Q L K E
5461 AAA AAC GGT GAA GTG GCG GCA ACC AAA GTG GGT GCA CTG TCT AAA GGT CAG TTG AAA GAG

His-tag

+1 F L D A N L A G S G S G H M H H H H H H
5521 TTC CTC GAC GCT AAC CTG GCC GGT TCT GGT TCT GGC CAT ATG CAC CAT CAT CAT CAT CAT

+1 S S G L Vv P R G S G M K E T A A A K F E
5581 TCT TCT GGT CTG GTG CCA CGC GGT TCT GGT ATG AAA GAA ACC GCT GCT GCT AAA TTC GAA

+1 R Q H M D S P D L G T D D D D K A M A |
5641 CGC CAG CAC ATG GAC AGC CCA GAT CTG GGT ACC GAC GAC GAC GAC AAG GCC ATG GCG ATA

BamHI
WA

+1 S D P M A T A T D R A P H Q \% Q \ H T P
5701 TCG GAT CCA ATG GCT ACT GCT ACT GAT CGT GCA CCT CAC CAG GTT CAA GTT CAC ACC CCC

+1 T T Q R \ D \ P R R G Y D \ S G G G | K
5761 ACC ACA CAA CGC GTC GAC GTT CCA CGC CGC GGC TAC GAT GTT AGT GGT GGT GGT ATT AAG

+1 T L L P E R G P S T s Q | | A \Y L \Y G Vv
5821 ACT CTT CTC CCC GAG AGA GGT CCG TCC ACC TCT CAA ATC ATC GCC GTC CTC GTC GGC GTC

+1 P T G G T L L L L S G L S L L G T | | G
5881 CCC ACT GGG GGC ACT CTG TTG CTC CTC TCC GGC CTT TCA CTT CTC GGA ACC ATA ATC GGG

+1 L A | A T P \% F T F F S P \ | \ P A \% Vv
5941 CTG GCA ATT GCC ACC CCG GTT TTT ACT TTC TTC AGC CCG GTT ATA GTT CCC GCG GTC GTT

+1 T | G L A \2 T G | L T A G A Cc G L T G L
6001 ACC ATT GGA CTT GCA GTC ACT GGT ATT CTC ACG GCG GGA GCA TGT GGA CTA ACC GGG CTG

+1 M S L S w M | N F | R Q \% H G T T \ P D
6061 ATG TCT TTG TCA TGG ATG ATT AAC TTC ATC CGA CAG GTA CAT GGG ACG ACG GTG CCG GAT
+1 Q L D S \ K R R M A D M A D Y \ G Q K T
6121 CAG CTG GAC TCA GTG AAG CGG CGC ATG GCG GAC ATG GCG GAT TAC GTG GGG CAG AAG ACA
EcoRI
w

+1 K D A G Q Q | Q T K A Q D \ K R S S S G
6181 AAG GAT GCT GGC CAA CAG ATA CAG ACT AAG GCC CAG GAT GTT AAG AGG TCA TCA TCA GGG
Stopp
EcoRlI His-tag
WMWY

+1 N S S S \ D K L A A A L E H H H H H H *
6241 AAT TCG AGC TCC GTC GAC AAG CTT GCG GCC GCA CTC GAG CAC CAC CAC CAC CAC CAC TGA
6301 GAT CCG GCT GCT AAC AARA GCC CGA AAG GAA GCT GAG TTG GCT GCT GCC ACC GCT GAG CAA
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9. Anhang

d) Vektorkarte und Sequenzdaten des DNA-Konstruktes pET43b-Oleosin

Stopp T7 Terminator

1 ori

Ampicillin Resistenz

EcoRI (7148)

BanHI (6611)

pET43b-Oleosin
7805 bp

Nus-tag

Start
T7 Promotor

Start
+2 M N K E | L A V-
4921 AAA TAA TTT TGT TTA ACT TTA AGA AGG AGA TAT ACA TAT GAAR CRAA AGA AAT TTT GGC TGT
2 -V Vv E A Vv S N E K A L P R E K [ F E A L E-
4981 AGT TGA AGC CGT ATC CAA TGA AAA GGC GCT ACC TCG CGA GAA GAT TTT CGA AGC ATT GGA
+2 -E S A L A T A T K K K Y E Q E | D Vv R vV o Q-
5041 AAG CGC GCT GGC GAC AGC AAC AAA GAA AAA ATA TGA ACA AGA GAT CGA CGT CCG CGT ACA
2 -Q | D R K S G D F D T F R R w L Vv Vv D E V-
5101 GAT CGA TCG CAA AAG CGG TGA TTT TGA CAC TTT CCG TCG CTG GTT AGT TGT TGA TGA AGT
+2 -V T Q P T K E | T L E A A R Y E D E S L N
5161 CAC CCA GCC GAC CARA GGA AAT CAC CCT TGA AGC CGC ACG TTA TGA AGA TGA AAG CCT GAA
+2 -N L G D Y \% E D Q ! E S \ T F D R | T T Q-
5221 CCT GGG CGA TTA CGT TGA AGA TCA GAT TGA GTC TGT TAC CTT TGA CCG TAT CAC TAC CCA
2 -Q T A K Q \% | \ Q K \Y% R E A E R A M \ V D-
5281 GAC GGC AAA ACA GGT TAT CGT GCA GAA AGT GCG TGA AGC CGA ACG TGC GAT GGT GGT TGA
+2 -D Q F R E H E G E ! | T G \ \% K K Vv N R D
5341 TCA GTT CCG TGA ACA CGA AGG TGA AAT CAT CAC CGG CGT GGT GAA RAAA AGT AAA CCG CGA
+2 -D N | S L D L G N N A E A Vv | L R E D M L-
5401 CAA CAT CTC TCT GGA TCT GGG CAA CAA CGC TGA AGC CGT GAT CCT GCG CGA AGA TAT GCT
+2 L P R E N F R P G D R Vv R G % L Y S Y R P
5461 GCC GCG TGA AAA CTT CCG CCC TGG CGA CCG CGT TCG TGG CGT GCT CTA TTC CGT TCG CCC
+2 -P E A R G A Q L F Y T R S K P E M L | E L-
5521 GGA AGC GCG TGG CGC GCA ACT GTT CGT CAC TCG TTC CAA GCC GGA AAT GCT GAT CGA ACT
+2 L F R | E \% P E | G E E A% | E | K A A A R-
5581 GTT CCG TAT TGA AGT GCC AGA AAT CGG CGA AGA AGT GAT TGA AAT TAA AGC AGC GGC TCG
+2 -R D P G S R A K | A Vv K T N D K R | D PV
5641 CGA TCC GGG TTC TCG TGC GAA AAT CGC GGT GAA AAC CAA CGA TRAA ACG TAT CGA TCC GGT
+2 -V G A C v G M R G A R \% Q A \% S T E L G G-
5701 AGG TGC TTG CGT AGG TAT GCG TGG CGC GCG TGT TCA GGC GGT GTC TAC TGA ACT GGG TGG
+2 -G E R | D | \% L W D D N P A Q F \ | N A M-
5761 CGA GCG TAT CGA TAT CGT CCT GTG GGA TGA TAA CCC GGC GCA GTT CGT GAT TAA CGC AAT
+2 M A P A D vV A S [ Vv ) D E D K H T M D I A
5821 GGC ACC GGC AGA CGT TGC TTC TAT CGT GGT GGA TGA AGA TAA ACA CAC CAT GGA CAT CGC
2 AV E A G N L A Q A | G R N G Q N \% R L A
5881 CGT TGA AGC CGG TARA TCT GGC GCA GGC GAT TGG CCG TAA CGG TCA GAA CGT GCG TCT GGC
+2 -A S Q L S G W E L N \ M T \" D D L Q A K H
5941 TTC GCA ACT GAG CGG TTG GGA ACT CAA CGT GAT GAC CGT TGA CGA CCT GCA AGC TAA GCA
2 -H Q A E A H A A | D T F T K Y L D | D E D
6001 TCA GGC GGA AGC GCA CGC AGC GAT CGA CAC CTT CAC CAA ATA TCT CGA CAT CGA CGA AGA
+2 -D F A T A\ L \% E E G F S T L E E L A Y v P
6061 CTT CGC GAC TGT TCT GGT AGA AGA AGG CTT CTC GAC GCT GGA AGA ATT GGC CTA TGT GCC
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9. Anhang

2 P M K E L L E I E G L D E P T v E A L R E-
6121 GAT GAA AGA GCT GTT GGA AAT CGA AGG CCT TGA TGA GCC GAC CGT TGA AGC ACT GCG CGA
2 ‘E R A K N A L A T | A Q A Q E E S L G D N

6181 GCG TGC TAA AAA TGC ACT GGC CAC CAT TGC ACA GGC CCA GGA AGA AAG CCT CGG TGA TAA

2 N K P A D D L L N L E G \ D R D L A F K L-
6241 CAA ACC GGC TGA CGA TCT GCT GAA CCT TGA AGG GGT AGA TCG TGA TTT GGC ATT CAA ACT

2 L A A R G \% c T L E D L A E Q G | D D L A

6301 GGC CGC CCG TGG CGT TTG TAC GCT GGA AGA TCT CGC CGA ACA GGG CAT TGA TGA TCT GGC

2 A D | E G L T D E K A G A L | M A A R N I

6361 TGA TAT CGA AGG GTIT GAC CGA CGA AAA AGC CGG AGC ACT GAT TAT GGC TGC CCG TAA TAT
His-tag

2 -1 C W F G D E A T S G S G H H H H H H S A

6421 TTG CTG GTT CGG TGA CGA AGC GAC TAG TGG TTC TGG TCA TCA CCA TCA CCA TCA CIC CGC

2 A G K E T A A A K F E R Q H M D S P P P T
6481 GGG TAA AGA AAC CGC TGC TGC GAA ATT TGA ACG CCA GCA CAT GGA CTC GCC ACC GCC AAC

2 T G L vV P R G S A G S G T I D D D D K S P-
6541 TGG TCT GGT CCC CCG GGG CAG CGC GGG TTC TGG TAC GAT TGA TGA CGA CGA CAA GAG TCC
BamHI

2 P E L \ D P M A T A T D R A P H Q Y Q V. H-
6601 GGA GCT CGT GGA TCC RAT GGC TAC TGC TAC TGA TCG TGC ACC TCA CCA GGT TCA AGT TCA

2 H T P T T Q R \ D ) P R R G Y D \ S G G G-
6661 CAC CCC CAC CAC ACA ACG CGT CGA CGT TCC ACG CCG CGG CTA CGA TGT TAG TGG TGG TGG

2 G | K T L L P E R G P S T S Q | | A \ L V-
6721 TAT TAA GAC TCT TCT CCC CGA GAG AGG TCC GTC CAC CTC TCA AAT CAT CGC CGT CCT CGT

2 -V G Vv P T G G T L L L L S G L S L L G T I
6781 CGG CGT CCC CAC TGG GGG CAC TCT GTT GCT CCT CTC CGG CCT TTC ACT TCT CGG AAC CAT

2 - G L A | A T P \Y F T F F S P \Y | \ P A
6841 AAT CGG GCT GGC AAT TGC CAC CCC GGT TTT TAC TTT CTT CAG CCC GGT TAT AGT TCC CGC
2 AV \ T | G L A % T G | L T A G A c G L T
6901 GGT CGT TAC CAT TGG ACT TGC AGT CAC TGG TAT TCT CAC GGC GGG AGC ATG TGG ACT AAC
2 T G L M S L S W M | N F | R Q \ H G T T V-

6961 CGG GCT GAT GIC TTT GTC ATG GAT GAT TAA CTT CAT CCG ACA GGT ACA TGG GAC GAC GGT

+2 -V P D Q L D S \ K R R M A D M A D Y \Y G Q
7021 GCC GGA TCA GCT GGA CTC AGT GAA GCG GCG CAT GGC GGA CAT GGC GGA TTA CGT GGG GCA

+2 -Q K T K D A G Q Q | Q T K A Q D \ K R s s
7081 GAA GAC AAA GGA TGC TGG CCA ACA GAT ACA GAC TAA GGC CCA GGA TGT TAA GAG GTC ATC

EcoRl
VWA
+2 S S G N S vV Q A R L Q D Vv D G T | D T R S

7141 'A.TC A.GG G'AA T'TC T.GT A.CA G'GC G.CG C-CT G.CA G.GA C'GT C'GA C.GG T'AC C'AT C.GA T.AC G.CG T.TC'

+2 S K L A A A Q L Y T R A S Q P E L A P E D
7201 GAA GCT TGC GGC CGC ACA GCT GTA TAC ACG TGC AAG CCA GCC AGA ACT CGC TCC TGA AGA

His-tag

Stopp
#2 D P E D L E H H H H H H -

7261 'C'CC A'GA G.GA T'CT C.GA G.CZ—\ C'CA C'CA C-CA C.CA C'CA C.TA A'TG TTA ATT AAG TTG GGC GTT CCT
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e) Vektorkarte und Sequenzdaten des DNA-Konstruktes pET32b-N-terminales Oleosin-

Fragment

His-tag  stopp

T7 Terminator
f1 ori

N-terminales Oleosin Fragment-Sequenz

EcoRI (5806)
BamHI (5704)

T7 Promotor — .
Ampicillin Resisten

pPET32b-N-term. Oleosin
6001 bp

Start
e

+1 M 8
5161 TAA CAA TTC CCC TCT AGA AAT AAT TTT GTT TAA CTT TAA GAA GGA GAT ATA CAT ATG AGC
+1 D K | | H L T D D S F D T D \Y% L K A D G
5221 GAT AAA ATT ATT CAC CTG ACT GAC GAC AGT TTT GAC ACG GAT GTA CTC AAA GCG GAC GGG
+1 A | L \% D F W A E W c G P C K M | A P |
5281 GCG ATC CTC GTC GAT TTC TGG GCA GAG TGG TGC GGT CCG TGC AARA ATG ATC GCC CCG ATT
+1 L D E | A D E Y Q G K L T \Y A K L N | D
5341 CTG GAT GAA ATC GCT GAC GAA TAT CAG GGC AAA CTG ACC GTT GCA AAA CTG AAC ATC GAT
+1 Q N P G T A P K Y G | R G | P T L L L F
5401 CAA AAC CCT GGC ACT GCG CCG AAA TAT GGC ATC CGT GGT ATC CCG ACT CTG CTG CTG TTC
+1 K N G E \Y% A A T K \% G A L S K G Q L K E
5461 AAA AAC GGT GAA GTG GCG GCA ACC AAA GTG GGT GCA CTG TCT AAA GGT CAG TTG AAA GAG

His-tag

+1 F L D A N L A G S G S G H M H H H H H H
5521 TTC CTC GAC GCT AAC CTG GCC GGT TCT GGT TCT GGC CAT ATG CAC CAT CAT CAT CAT CAT

+1 S S G L \ P R G S G M K E T A A A K F E
5581 TCT TCT GGT CTG GTG CCA CGC GGT TCT GGT ATG AAA GAA ACC GCT GCT GCT AAA TTC GAA

+1 R Q H M D S P D L G T D D D D K A M A |
5641 CGC CAG CAC ATG GAC AGC CCA GAT CTG GGT ACC GAC GAC GAC GAC AAG GCC ATG GCG ATA

BamHI
VWWWWWWWWWWWWWWY

+1 S D P M A T A T D R A P H Q \ Q \ H T P

5701 TCG GAT CCA ATG GCT ACT GCT ACT GAT CGT GCA CCT CAC CAG GTT CAA GTT CAC ACC CCC
EcoRI
MWWWWWWWWWWWWWW

+1 T T Q R \Y D \% P R R G Y D Y G N S S S vV

5761 ACC ACA CAA CGC GTC GAC GTT CCA CGC CGC GGC TAC GAT GTT GGG AAT TCG AGC TCC GTC
His-tag
Stopp
+1 D K L A A A L E H H H H H H *

5821 GAC AAG CTT GCG GCC GCA CTC GAG CAC CAC CAC CAC CAC CAC TGA GAT CCG GCT GCT AAC
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9. Anhang

f) Vektorkarte und Sequenzdaten des DNA-Konstruktes pET32b-C-terminales Oleosin-

Fragment
His-t Stopp
Is-tag T7 Terminator
C-terminales Oleosin Fragmeqt-Sequenz 1 ori
His-tag
Trx-Tag
Start EcoRI (5851)
BamHI (5698)
T7 Promotor Ampicillin Resistenz
pET32b-C-term. Oleosin
Start

+1 M S D K
5161 TTC CCC TCT AGA AAT AAT TTT GTT TAA CTT TAA GAA GGA GAT ATA CAT ATG AGC GAT AAA

+1 | | H L T D D S F D T D V L K A D G A |
5221 ATT ATT CAC CTG ACT GAC GAC AGT TTT GAC ACG GAT GTA CTC AAA GCG GAC GGG GCG ATC

4 L Vv D F W A E W ¢ G P C K M I A P 1 L D
5281 CTC GTC GAT TTC TGG GCA GAG TGG TGC GGT CCG TGC AAA ATG ATC GCC CCG ATT CTG GAT

+1 E | A D E Y Q G K L T V A K L N | D Q N
5341 GAA ATC GCT GAC GAA TAT CAG GGC AARA CTG ACC GTT GCA ARA CTG AAC ATC GAT CAA AAC

+1 P G T A P K Y G | R G | P T L L L F K N

5401 CCT GGC ACT GCG CCG ARA TAT GGC ATC CGT GGT ATC CCG ACT CTG CTG CTG TTC AAA AAC
+1 G E \ A A T K \ G A L S K G Q L K E F L

5461 GGT GAA GTG GCG GCA ACC AAA GTG GGT GCA CTG TCT AAA GGT CAG TTG AAA GAG TTC CTC

His-tag
+1 D A N L A G S G S G H M H H H H H H S S
5521 GAC GCT AAC CTG GCC GGT TCT GGT TCT GGC CAT ATG CAC CAT CAT CAT CAT CAT TCT TCT
+1 G L \ P R G S G M K E T A A A K F E R Q
5581 GGT CTG GTG CCA CGC GGT TCT GGT ATG ARA GAA ACC GCT GCT GCT AAA TTC GAA CGC CAG
BamH|
VMWWV
+1 H M D S P D L G T D D D D K A M A | S D
5641 CAC ATG GAC AGC CCA GAT CTG GGT ACC GAC GAC GAC GAC AAG GCC ATG GCG ATA TCG GAT
BamHlI
WAV
+1 P Q \ H G T T \ P D Q L D S \ K R R M A
5701 CCA CAG GTA CAT GGG ACG ACG GTG CCG GAT CAG CTG GAC TCA GTG AAG CGG CGC ATG GCG
+1 D M A D Y v G Q K T K D A G Q Q | Q T K

5761 GAC ATG GCG GAT TAC GTG GGG CAG AAG ACA AAG GAT GCT GGC CAA CAG ATA CAG ACT AAG
EcoRlI

MAAAAANANNNNY
+1 A Q D \Y K R S S S G N S S S \ D K L A A
5821 GCC CAG GAT GTT AAG AGG TCA TCA TCA GGG AAT TCG AGC TCC GTC GAC AAG CTT GCG GCC
StopE
His-tag
+1 A L E H H H H H H *

5881 GCA CTC GAG CAC CAC CAC CAC CAC CAC TGA GAT CCG GCT GCT AAC AAA GCC CGA AAG GAA
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g) Vektorkarte und Sequenzdaten des DNA-Konstruktes pET17b-Oleosin (Geneart)

+3

Oleosin Geneart-Sequenz
T7 Promotor ~ Start a

His-tag
Stopp

Ndel (38) T7 Terminator

EcoR1I (367)

pET17b-Oleosin Geneart
3543 bp

Start
Ndel
M A T A T D R A

GAA ATA ATT TTG TTT AAC TTT AAG AAG GAG ATA TAC ATA TGG CGA CCG CGA CCG ATC GTG

+3

‘AP H Q@ V @ VvV H T P T T Q@ R V D V P R R G

61 CGC CGC ATC AGG TGC AGG TGC ATA CCC CGA CCA CCC AGC GTG TGG ATG TGC CGC GTC GTG
3 G Y D \Y S G G G | K T L L P E R G P S T G
121 GCT ATG ATG TGA GCG GCG GTG GCA TTA AAA CCC TGC TGC CGG AAC GTG GTC CGA GCA CCG
His-tag
+3 -G A G H H H H H H G A G Q \Y H G T T \ P D
181 GTG CGG GCC ATC ATC ATC ATC ACC ATG GCG CGG GTC AGG TTC ATG GCA CCA CCG TGC CGG
+3 D Q L D S \Y K R R M A D M A D Y \% G Q K T
241 ATC AG.C TG'G AT'A GC.G TG'A AAC GT.C G'I:A TG.G CG.G AT'A TG.G CC'G A'I:T A'I:G TG'G GC'C AG-A AAA
StOQE
+3 T K D A G Q E | Q T K A Q D \Y K R S S s -
301 CCA AA.G AT'G CG:G GC.C AG'G AAA T'I'.C AG'A CC.A AA.G CG'C AG.G A'I'.G TG'A AA.C G'I'.A GC'A GC.A GCT
Stopp EcoRlI
hatad VWWMWWWWWWWWWWY
+3 o
361 AAT AAG AAT TCT GCA GAT ATC CAT CAC ACT GGC GGC CGC TCG AGC AGA TCC GGC TGC TAA
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9. Anhang

h) Vektorkarte und Sequenzdaten des DNA-Konstruktes pET32b-Ara 9.0101

+1

516l

Stopp
T7 Terminator
1 ori

His-tag

Ara h 9.0101-Sequenz
His-tag
Trx-Tag

EcoRI (5971)
Start

EcoRV (5694)

T7 Promotor

pET32b-Ara h 9.0101
6166 bp

CCC TCT AGA AAT AAT TTT GTIT TAA

Start
M

Ampicillin Resistenz

S D K

CTT TAA GAA GGA GAT ATA CAT ATG AGC GAT AAA

+1

5221

| H L T D D S F D T D Y L

K A D

G A |

ATT CAC CTG ACT GAC GAC AGT TTT GAC ACG GAT GTA CTC AAA GCG GAC GGG GCG ATC

+1

5281

\ D F W A E W Cc G P Cc K M

| A P

| L D

GTC GAT TTC TGG GCA GAG TGG TGC GGT CCG TGC AAA ATG

ATC GCC CCG

ATT CTG GAT

+1

5341

| A D E Y Q G K L T % A K

L N |

D Q N

ATC GCT GAC TAT CAG GGC AAA CTG ACC GTT GCA AAA

CTG AAC ATC

GAT CAA AAC

+1

5401

G T A P K Y G | R G | P T

L L L

F K N

GGC ACT GCG G AAA TAT GGC ATC CGT GGT ATC CCG ACT

CTG CTG CTG

TTC AAA AAC

+1

5461

E \Y A A T K \ G A L S K G

Q L K

E F L

GAA GTG GCG ACC AAA GTG GGT GCA CTG TCT AAA GGT

CAG TTG ARA

GAG TTC CTC

His-tag

A N L A G S G S G H M H H

H H H

H S S

GCT AAC CTG GCC GGT TCT GGT TCT GGC CAT ATG CAC CAT

CAT CAT CAT

CAT TCT TCT

L \ P R G S G M K E T A A

A K F

E R Q

CTG GTG CCA CGC GGT TCT GGT ATG AAA GAA ACC GCT GCT

GCT AAA TTC

GAA CGC CAG

+1

5641

M D S P D L G T D D D D K

A M A

EcoRV

| S c

'ATG GAC AGC CCA GAT CTG GGT ACC GAC GAC GAC GAC AAG

‘Gcc ATG GCG

ATA TCA TGT

+1

5701

Q v N S A L A P C | P F L

T K G

G A P

CAA GTG AAC AGT GCC CTA GCA CCA TGC ATC CCT TTC CTC

ACA AAG GGT

GGA GCT CCT

+1

5761

P A C C S G \ R G L L G A

L R T

T A D

CCG GCT TGT TGC AGC GGA GTT AGA GGC CTT CTC GGT GCT

TTA AGA ACC

ACC GCA GAC

+1

5821

Q A A C N C L K A A A G S

L R G

L N Q

CAG GCC GCC TGT AAC TGC CTC AAA GCC GCT GCC GGT TCC

CTT CGT GGC

CTC AAC CAA

+1

5881

N A A A L P G R c G v S |

P Y K

| S T

AAC GCC GCC GCC CTC CCT GGA AGA TGC GGT GTC AGC ATT

CCT TAC AAG

ATC AGC ACC

+1

5941

EcoRl
WWWWWWWAAAAANY
T N C A T | K F G N S S S

% D K

L A A

ACC AAC TGT GCT ACC ATT AAG TTC GGG AAT TCG AGC TCC

'GTC GAC AAG

CTT GCG Gec

+1

6001

Stopp
His-tag
L E H H H H H H *

CTC GAG CAC CAC CAC CAC CAC CAC TGA GAT CCG GCT GCT

AAC AARA GCC

CGA AAG GARA
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9. Anhang

i) Vektorkarte und Sequenzdaten des DNA-Konstruktes pET32b-Ara 9.0201 (Geneart)

Stopp
T7 Terminator
1 ori

His-tag
Ara h 9.0201-Sequenz
EP*
Trx-Tag
Start
T7 Promotor

Xhol (5855)
Msd (5551)

Ampicillin Resistenz

pET32b-Ara h 9.0201
6016 bp

Start

+1 M S D K
5161 TTC CCC TCT AGA AAT AAT TTT GTT TAA CTT TAA GAA GGA GAT ATA CAT ATG AGC GAT AAA

+1 I | H L T D D S F D T D \ L K A D G A |
5221 ATT ATT CAC CTG ACT GAC GAC AGT TTT GAC ACG GAT GTA CTC AAA GCG GAC GGG GCG ATC

+1 L vV D F w A E W c G P (o} K M | A P | L D
5281 CTC GTC GAT TTC TGG GCA GAG TGG TGC GGT CCG TGC ARA ATG ATC GCC CCG ATT CTG GAT

+1 E | A D E Y Q G K L T \ A K L N | D Q N
5341 GAA ATC GCT GAC GAA TAT CAG GGC AAA CTG ACC GTT GCA AAA CTG AAC ATC GAT CAA AAC

+1 P G T A P K Y G | R G | P T L L L F K N

5401 CCT GGC ACT GCG CCG AAA TAT GGC ATC CGT GGT ATC CCG ACT CTG CTG CTG TTC AAA AAC
+1 G E \ A A T K Vv G A L S K G Q L K E F L
5461 GGT GAA GTG GCG GCA ACC AAA GTG GGT GCA CTG TCT ARA GGT CAG TTG AAA GAG TTC CTC

Mscl
MAWAVVVVAAAAANY
+1 D A N L A G S G S W P L E \ L F Q G P L

5521 GAC GCT AAC CTG GCC GGT TCT GGT TCT TGG CCA CTG GRA GTG CTG TTT CAG GGC CCG CTG

+1 S C G Q Y N S A L A P c | T F L T K G G
5581 TCT TGC GGT CAG GTG AAT AGC GCG CTG GCC CCG TGC ATT ACC TTT CTG ACC AAA GGC GGC
+1 \ P S G P C C S G \ R G L L G A A K T T

5641 GTT CCG AGC GGT CCG TGC TGC AGC GGT GTG CGT GGT CTG CTG GGT GCG GCG AAA ACC ACC
+1 A D R Q A A c N C L K A A A G S L H G L

5701 GCG GAT CGT CAG GCG GCG TGC AAC TGC CTG AAA GCG GCA GCG GGT AGC CTG CAT GGC CTG

+1 N Q G N A A A L P G R c G vV S | P Y K I
5761 AAC CAG GGT AAT GCA GCG GCG CTG CCG GGT CGT TGC GGT GTG AGC ATT CCG TAT AAA ATT
His-tag
Xhol Stopp
VWA vvvew
+1 S T S T N c A T | K F L E H H H H H H *

5321 AGC ACC AGC ACC AAC TGC GCG ACC ATT AAA TTT CTC GAG CAC CAC CAC CAC CAC CAC TGA

*EP: Erkennungssequenz PreScission Protease (LEVLFQGP)

154 -



9. Anhang

j) Vektorkarte und Sequenzdaten des DNA-Konstruktes pET23b-Ara 9.0201 (Geneart)

St
OppT7 Terminator

His-tag

Ara h 9.0201-Sequenz
Start

Xhol (3741)

T7 Promotor
Ndel (3427)

pET23b-Ara h 9.0201
3902 bp

Ampicillin-Resistenz

Start
Ndel

MWAMAAAAAAAANY
+2 M R G S L S C G Q \ N S A L A P c I
3421 TAT ACA TAT GAG AGG ATC CCT GAG CTG CGG CCA GGT GAA TAG CGC GCT GGC CCC GTG CAT
2 1T F L T K G G \ P S G P C C S G \ R G L-

3481 TAC CTT TCT GAC CAA AGG CGG CGT TCC GAG CGG TCC GTG CTG CAG CGG TGT GCG TGG TCT
L e S R N T~ Y S N SV S I R N
3541 GCT GGG TGC GGC GAA AAC CAC CGC GGA TCG TCA GGC GGC GTG CAA CTG CCT GAA AGC GGC
I O T T T S L Y

3601 AGC GGG TAG CCT GCA TGG CCT GAA CCA GGG TAA TGC AGC GGC GCT GCC GGG TCG TTG CGG
His-tag

+2 -G V S I P Y K I S T S T N c A T | K F H H-
3661 TGT GAG CAT TCC GTA TAA AAT TAG CAC CAG CAC CAA CTG CGC GAC CAT TAA ATT TCA TCA
His-tag
Stopp Xhol

H H H H o+ ot
CA TCA CCA CCA CTA ATA ACT CGA GCA CCA CCA CCA CCA CCA CTG AGA TCC GGC TGC TAA

+2
3721

Ql=x
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9. Anhang

k) Vektorkarte und Sequenzdaten des DNA-Konstruktes pET32b-Ara 7.0201 (Geneart)

) Stopp
His-tag | 17 Terminator
Ara h 7.0201-Sequenz

His-tag

EcoRI (6133)
EcoRV (5694)

Trx-Tag
Start

T7 Promotor

Ampicillin Resistenz

pET32b-Ara h 7 Geneart
6328 bp

Start
+1 M S D K

5161 TTC CCC TCT AGA AAT AAT TTT GTT TAA CTT TAA GAA GGA GAT ATA CAT ATG AGC GAT AAA

+1 | | H L T D D S F D T D A\ L K A D G A |
5221 ATT ATT CAC CTG ACT GAC GAC AGT TTT GAC ACG GAT GTA CTC AAA GCG GAC GGG GCG ATC
+1 L \ D F W A E W Cc G P Cc K M | A P | L D
5281 CTC GTC GAT TTC TGG GCA GAG TGG TGC GGT CCG TGC AAA ATG ATC GCC CCG ATT CTG GAT
+1 E | A D E Y Q G K L T \ A K L N | D Q N
5341 GAA ATC GCT GAC GAA TAT CAG GGC AAA CTG ACC GTT GCA AAA CTG AAC ATC GAT CAA AAC
+1 P G T A P K Y G | R G | P T L L L F K N
5401 CCT GGC ACT GCG CCG AAA TAT GGC ATC CGT GGT ATC CCG ACT CTG CTG CTG TTC AAA AAC
+1 G E \ A A T K \Y G A L S K G Q L K E F L
5461 GGT GAA GTG GCG GCA ACC ARA GTG GGT GCA CTG TCT ARA GGT CAG TTG RAAA GAG TTC CTC
His-tag
+1 D A N L A G S G S G H M H H H H H H S S
5521 GAC GCT AAC CTG GCC GGT TCT GGT TCT GGC CAT ATG CAC CAT CAT CAT CAT CAT TCT TCT
+1 G L \ P R G S G M K E T A A A K F E R Q
5581 GGT CTG GTG CCA CGC GGT TCT GGT ATG AAA GAA ACC GCT GCT GCT AAA TTC GAA CGC CAG
EcoRV
VMM
+1 H M D S P D L G T D D D D K A M A | S T
5641 CAC ATG GAC AGC CCA GAT CTG GGT ACC GAC GAC GAC GAC AAG GCC ATG GCG ATA TCG ACC
+1 R W D P D R G S R G S R W D A P S R G D
5701 CGT TGG GAT CCG GAT CGT GGC AGC CGT GGT AGC CGT TGG GAT GCG CCG AGC CGT GGC GAT
+1 D Q C Q R Q L Q R A N L R P C E E H | R
5761 GAT CAG TGC CAG CGT CAG CTG CAG CGT GCG AAC CTG CGT CCG TGC GAA GAA CAT ATT CGT
+1 Q R \ E K E Q E Q E Q D E Y P Y | Q R G
5821 CAG CGC GTG GAA AAA GAA CAG GAA CAA GAA CAG GAC GAA TAT CCG TAT ATT CAG CGT GGC
+1 S R G Q R P G E S D E D Q E Q R C Cc N E
5881 AGC CGC GGT CAG CGT CCG GGC GAA AGC GAT GAA GAT CAG GAA CAG CGT TGC TGC AAC GAA
+1 L N R F Q N N Q R C M C Q A L Q Q | L Q
5941 CTG AAC CGT TTT CAG AAC AAC CAG CGT TGC ATG TGC CAG GCG CTG CAG CAG ATT CTG CAG
+1 N Q S F R F Q Q D R S Q L H Q M E R E L
6001 AAC CAG AGC TTT CGT TTT CAG CAG GAT CGT AGC CAG CTG CAT CAG ATG GAA CGT GAA CTG
+1 R N L P Q N C G F R S P S R C D L S S R

6061 CGT AAC CTG CCG CAG AAC TGC GGC TTT CGT AGC CCG AGC CGT TGC GAT CTG AGC AGC CGT
EcoRI His-tag

SMAAMAMAAAAAMN
+1 T P Y G N S S S \ D K L A A A L E H H H
6121 ACC CCG TAT GGG AAT TCG AGC TCC GTC GAC AAG CTT GCG GCC GCA CTC GAG CAC CAC CAC
Stopp
His-tag

+1 H H H o~
6181 CAC CAC CAC TGA GAT CCG GCT GCT AAC AAA GCC CGA AAG GAA GCT GAG TTG GCT GCT GCC
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