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1. Einleitung

1. Einleitung

Der Begriff ,Allergie” wurde im Jahre 1906 von Clemens von Pirquet eingeflhrt
und bezeichnete damals eine durch Antigene spezifisch veranderte
Reaktionsfahigkeit des Organismus. Im Zusammenhang mit dem Begriff ,Allergie”
wird auch oft von ,Atopie“ gesprochen, die von Coca und Cooke (1923) als eine
genetisch bedingte Pradisposition flur die Erkrankungen des bronchialen Asthmas
und des Heuschnupfens bezeichnet wurde. Heute wird die Allergie als eine durch
immunologische Mechanismen verursachte Uberempfindlichkeitsreaktion des
Organismus und die Atopie als individuell oder familiar bedingte Neigung zur
Produktion von Immunglobulin E (IgE) und zur Entwicklung der typischen
Symptome wie Asthma, allergische Rhinitis und atopisches Ekzem definiert
(Johansson et al., 2001).

Die allergischen Erkrankungen haben in den letzten Jahrzehnten besonders in
den Industrienationen stark zugenommen. Die Pravalenzen von Symptomen wie
Asthma, Heuschnupfen und atopisches Ekzem wurden in einem internationalen
Vergleich fur Kinder in der Studie ,International Study of Asthma and Allergy in
Childhood” (ISAAC) und fiir Erwachsene anhand von Atemwegssymptomen und
allergischer Sensibilisierung in der Studie ,European Community Respiratory
Health Survey in Adults® (ECRHS) ermittelt. Die Symptome des allergischen
Asthmas wiesen bei den 13- bis 14-jahrigen Kindern in Deutschland eine
Pravalenz von ca. 15 % auf und lag damit im internationalen Vergleich im oberen
Mittelfeld (ISAAC Steering Committee, 1998). Bei 20- bis 44-jahrigen
Erwachsenen lag die Pravalenz der allergischen Rhinitis bei bis zu 23 % im
internationalen Vergleich ebenfalls im Mittelfeld (Heinrich et al., 2002). Als
Ursachen fir die anhaltende Zunahme der allergischen Erkrankungen werden
besonders verédnderte Umweltfaktoren vermutet, wie z.B. eine zunehmende
Luftverschmutzung (Ring et al., 2001). Aufgrund der steigenden Pravalenz, der
Behandlungskosten und des volkswirtschaftlichen Schadens durch verminderte
Leistungsfahigkeit zahlen allergische Erkrankungen zu den gr6Bten

gesundheitlichen Problemen der Gesellschaft.
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1.1. Klassifizierung von allergischen Reaktionen

Die allergischen Erkrankungen lassen sich aufgrund von unterschiedlichen
Pathomechanismen in verschiedene Gruppen gliedern. Coombs und Gell
(1963) unterschieden vier verschiedene Typen allergischer Immunreaktionen.
Oft ist jedoch eine scharfe Trennung der unterschiedlichen Typen nicht méglich,
da diese in vivo nebeneinander bzw. synergistisch ablaufen kénnen. In Abb. 1
sind die Reaktionen der Typen I bis IV schematisch dargestellt.

Typl Typll Typ il TypIV
Allergen Zelloberflachenantigen Ablagerung von \ O

@ Antigene

[ Entzlindungs-
L geschehen
.6@@

aktivierte Makrophagen

Immunkomplexen

Komplement

Fc-Rezeptor

Komplement

© 0% 5 0% 0 A
Mastzelldegranulation komplement-  ©
Freisetzung von Mediatoren vermittelte Lyse

Basal-

. membran :
|

gefaB

Abb. 1: Kilassifikation der allergischen Immunantwort anhand des
Pathomechanismus in vier Typen. (verandert nach Roitt et al., 2001)

Allergische Reaktionen vom Typ | werden auch als Allergien vom Soforttyp
bezeichnet, da die Symptome bei sensibilisierten Personen schon innerhalb von
Minuten nach Allergenkontakt in Erscheinung treten kdénnen. Die Typ I-Allergie
wird durch IgE-Antikdrper vermittelt und die Symptome kdnnen von einer
allergischen Rhinitis, einem bronchialem Asthma, einer Urtikaria und einem

atopischem Ekzem bis zum anaphylaktischen Schock reichen.

Die allergische Reaktion vom Typ Il beruht auf einer cytotoxischen Immunreaktion.
Diese wird durch Allergen-spezifische Antikérper der Klassen 1gG und IgM
vermittelt. Bei einer Reaktion der Antikdrper mit dem zellgebundenen Allergen
kommt es zur Aktivierung des Komplementsystems, wodurch eine Lyse der Zelle
ausgeldst wird. Beispiele der Typ ll-Allergie sind die hamolytische Anamie, die
Agranulozytose und die Rhesusunvertraglichkeit.
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Eine Typ llI-Allergie, auch Immunkomplex-Reaktion genannt, wird ebenfalls von
IgG und IgM vermittelt. Die Allergen-spezifischen Antikérper bilden mit den
Allergenen, die in Lésung oder Matrix-assoziiert vorliegen, Immunkomplexe.
Dadurch kommt es zu einer Aktivierung des Komplementsystems und infolge
dessen zu einer Infiltration von Phagocyten. Diese setzen lysosomale Proteasen
frei, die eine Schadigung des Gewebes verursachen. Bei einer Typ lll-Allergie wird
durch die Allergene eine Entziindung ausgeldst. Typische Beispiele sind die

Serumkrankheit, Vaskulitis und Alveolitis.

Im Gegensatz zu den Typ I- bis lll-Allergien wird die Typ IV-Allergie nicht durch
Antik6érper sondern durch T-Zellen vermittelt. Nach der Erkennung des
zellgebundenen Allergens durch sensibilisierte T-Helferzellen (Tu-Zellen) werden
diese zu einer Freisetzung von Cytokinen aktiviert. Dadurch kommt es zu einer
Migration von cytotoxischen T-Zellen und Makrophagen an den Ort der
Allergenbelastung und eine Entziindung entsteht. Die Symptome der Typ IV-
Allergie treten erst nach einer Verzégerung von ca. 24 — 48 h nach dem
Allergenkontakt auf. Die Typ IV-Allergie wird auch als zelluldre Immunreaktion
oder Spatreaktion bezeichnet. Als klinische Beispiele sind das Kontaktekzem, z.B.

bei einer Nickel-Allergie, und Arzneimittel-Exantheme zu nennen.

1.2. Pathomechanismus der Typ I-Allergie

Im Fokus dieser Arbeit steht die Graserpollenallergie, die zu der Gruppe der
Typ I-Allergien gehért. Aus diesem Grund soll hier auf den Pathomechanismus
naher eingegangen werden. Der Reaktionsmechanismus gliedert sich in zwei
Phasen, einer Sensibilisierungs- und einer Effektorphase (Abb. 2). Die
Sensibilisierungsphase legt den Grundstein fir die allergische Immunantwort und
verlauft ohne die typischen Symptome. Erst nach einem erneuten Kontakt mit dem
Allergen kommt es in der Effektorphase zur Ausbildung der Symptome einer

Allergie.
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Sensibilisierungsphase Effektorphase

@/Allergen @/Allergen

FEFPRFER Z¢l LT Epither Epithel [ ] J LI T

e

Antigen-prasentierende

l Zelle
TCR Naive CD4+

T-Zelle

Meéi;.t;r;‘reisetzung
Abb. 2: Pathomechanismus der Typ I-Allergie (verandert nach Hawrylowicz
und O'Garra, 2005; Roitt ef al., 2001)

Nach dem Uberwinden der Epithel-Barriere werden die Allergene von Antigen-
prasentierenden Zellen (APC) aufgenommen, wie z.B. Dendritischen Zellen (DCs),
Makrophagen und B-Zellen. Die Allergene werden von den APC wahrend ihrer
Wanderung von der Peripherie in die lymphatischen Organe prozessiert und die
Fragmente anschlieBend auf der Zellmembran tber den
Haupthistokompatibilitditskomplex Klasse I (MHC 1l) in den Lymphknoten
prasentiert (Lambrecht, 2001). An diesen MHC llI-Fragment-Komplex kénnen
naive T-Helferzellen (Tu-Zellen) Gber ihren T-Zell-Rezeptor (TCR), der fir das
Fragment spezifisch ist, und den Oberflachenmarker CD4 binden. Fir eine
Aktivierung der Ty-Zellen werden jedoch noch weitere costimulierende Faktoren
bendtigt. So bindet z.B. der Oberflachenmarker der Ty-Zellen CD28 an B7 der
DCs und der CD40-Ligand an CD40 (Lenschow et al., 1996; van Kooten und
Banchereau, 2000). Die naiven Ty-Zellen werden durch eine solche Bindung an
die APCs zur Reifung und klonalen Expansion aktiviert.

Die reifen Ty-Zellen lassen sich anhand ihrer Cytokinmuster in zwei Subtypen
klassifizieren, die Ty1-Zellen und Ty2-Zellen (Mosmann und Coffman, 1989). Die

Tu1-Zellen sekretieren insbesondere die Cytokine Interferon (IFN) vy, Tumor-
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Necrose Faktor (TNF) B und Interleukin (IL) 2. Diese Cytokine bewirken eine
Aktivierung der zellvermittelten Immunreaktion, z.B. durch Makrophagen gegen
intrazellulare Pathogene (Belardelli, 1995). Dagegen werden von den Ty2-Zellen
unter anderem die Cytokine IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 und IL-13 sekretiert, die eine
Aktivierung von B-Zellen und eine humorale Antwort mit IgE und IgG1 gegen
extrazelluldre Pathogene induzieren (Locksley, 1994). Eine Differenzierung in
Th1-Zellen oder Ty2-Zellen wird neben der Art der Costimulatoren und des
Antigens auch durch das umgebene Cytokin-Milieu wahrend der Interaktion mit
den APCs beeinflusst. Das Cytokin IL-12 unterstiitzt eine Differenzierung zu
Tu1-Zellen (Manetti et al., 1993), wogegen das Cytokin IL-4 eine Ty2-Polarisation
der Immunreaktion induziert (Le Gros et al, 1990). Die Allergen-spezifischen
T-Zellen weisen nach ihrer Aktivierung ein fir Ty2-Zellen typisches Cytokinmuster
auf und spielen somit bei der Allergie eine zentrale Rolle, da sie mit B-Zellen
interagieren und diese zur Differenzierung zu IgE produzierenden Plasmazellen
aktivieren (Parronchi et al., 1991; Wierenga et al., 1990).

Die B-Zellen, die die Allergene ebenfalls internalisieren, prozessieren und die
Peptide Uber MHC Il prasentieren, werden erst durch Allergen-spezifische
Ty2-Zellen aktiviert, wenn zum einen der Peptide-MHC 1lI-Komplex durch den TCR
der Ty2-Zellen spezifisch gebunden wird. Zum anderen benétigt die B-Zelle
weitere Costimuli, wie eine Bindung des CD40-Liganden der Ty2-Zellen an CD40
der B-Zelle und zusatzliche Cytokine (Banchereau et al, 1994; Clark und
Ledbetter, 1994). Durch diese Faktoren wird die B-Zelle zur Proliferation und zur
Differenzierung zu einer Antikérper-produzierenden Plasmazelle angeregt.
Ausschlaggebend fir eine Allergie ist die Differenzierung der B-Zelle zu einer
IgE-produzierenden Plasmazelle, die neben der Art der Costimuli insbesondere
durch die Cytokine IL-4 und IL-13 ausgeldst wird (Bacharier et al., 1998; de Vries,
1998).

Die IgE-Antikérper binden an den hochaffinen Fce-Rezeptor (FceRl), der unter
anderem von Mastzellen, Basophilen und aktivierten Eosinophilen exprimiert wird
(Kinet, 1999). In der Effektorphase wird das Allergen bei einem erneuten Kontakt

von den IgE-FceRI-Komplexen gebunden. Da Allergene mindestens zwei
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IgE-Epitope besitzen, kénnen die IgE-FceRI-Komplexe der Mastzellen durch das
Allergen quervernetzt werden. Diese Quervernetzung fihrt zu einer
Konformationsanderung und Aggregation der Komplexe und 1ést eine Aktivierung
der Mastzellen und Basophilen aus (Metzger, 1992; Turner und Kinet, 1999). Dies
fihrt zu einer Degranulation der Zellen und zur Freisetzung der enthaltenden
Mediatoren, wie z.B. Histamin, Chymase und Tryptase. Weiterhin wird die de novo
Synthese von proinflammatorischen Lipidmediatoren, wie Prostaglandine und
Leukotriene, sowie die Synthese und Freisetzung von Cytokinen, wie IL-4 und
IL-13, angeregt (Galli, 2000). Die Mediatoren der Mastzellen verursachen
innerhalb von Minuten nach Allergenkontakt die Symptome der sogenannten
Sofortphase, wie eine bronchiale Muskelkontraktion, Vasodilatation, Erhéhung der
Vasopermeabilitdt und erhdéhte Schleimsekretion (Metcalfe et al., 1997; Williams
und Galli, 2000). Die Spatphase der allergischen Reaktion beginnt erst ca.
4 Stunden nach dem Allergenkontakt. Sie ist durch eine von Chemokinen und
Adhéasionsmolekllen vermittelte Infiltration von Eosinophilen in das Gewebe
gekennzeichnet, deren Degranulation eine Entziindungsreaktion hervorruft
(Massey, 1993).

1.3. Graserpollen als Ausloser allergischer Reaktionen

Die am weitesten verbreiteten allergischen Erkrankungen gehéren zur Gruppe der
Typ I-Allergien, deren haufigsten Symptome allergisches Bronchialasthma und
allergische Rhinitis sind. Diese Symptome werden durch eine Sensibilisierung
gegen inhalative Allergene verursacht. Die wichtigsten inhalativen Allergene
stammen in Europa von der Hausstaubmilbe und den Hasel-, Birken- und
Graserpollen. Nach Schatzungen leiden ca. 20 % der europédischen Bevdlkerung
bzw. 40 % der atopischen Patienten unter einer Graserpollenallergie (Burney et
al., 1997; D'Amato et al, 1998). Die Graser, die zu den windbestaubenden
Pflanzen gehdren, setzen in Deutschland in der Zeit von Mai bis August groBe
Mengen an Pollen frei. In diesem Zeitraum treten auch die Symptome bei

Gréaserpollen-Allergikern auf.
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Weltweit werden die Extrakte aus den Pollen von 20 bis 30 verschiedenen Graser-
Spezies in der Diagnostik verwendet, wobei die Pollen der Graserarten Lolium
perenne (Lolchgras) und Phleum pratense (Lieschgras) die gréBte Allergenvielfalt
besitzen (Andersson und Lidholm, 2003). Beim Kontakt der Pollen mit wassrigen
Ldésungen werden die Allergene innerhalb kirzester Zeit freigesetzt (Vrtala et al.,
1993). Die Allergene der Graser kdénnen aufgrund ihrer Aminosauresequenz und
ihren biochemischen Eigenschaften in 11 verschiedene Gruppen gegliedert
werden. In Tab. 1 sind die Eigenschaften der Allergengruppen dargestellt. Dabei
setzt sich jede Gruppe aus verschiedenen Isoformen zusammen, wobei nicht alle
Gruppen in jeder Grasergattung vertreten sind. Allen Pollenallergenen ist
gemeinsam, dass sie ein relativ geringes Molekulargewicht von maximal 70 kDa
aufweisen, hydrophile Eigenschaften besitzen und relativ stabile Proteine sind.

Tab. 1: Eigenschaften der in Grasern vertretenden Allergengruppen.
(Zusammengefasst nach Andersson und Lidholm, 2003).

Kohlenhydrat- e
Masse pl Anteil IgE-Pravalenz
Gruppe 1 | 31 —35kDa 45-85 5-10% 90-95 %
Gruppe 2 | 10 —-12kDa 45-55 40 - 60 %
ca. 60 % Sequenz-
Gruppe 3 | 10-12kDa | 9,0-95 identitit zu Gruppe 2
Gruppe 4 | 50-67kDa | 8,5-10,0 10-15% |80 %
Gruppe 5 | 27 —33 kDa 40-8,5 65 -85 %
Gruppe 6 | ca. 13 kDa 43-55 60 —70 %
Gruppe 7 ca. 9 kDa 40-45 10 %
gering, IgE-Bindung
Gruppe 10 12kDa ca. 9 kontrovers diskutiert
Gruppe 11 18 kDa 5,0-6,0 ca. 8 % bis zu 66 %
Gruppe 12 14 kDa 40-5,0 15-30 %
Gruppe 13 | 55 —-60 kDa 6,5-7,5 Glykoprotein |50 %
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1.4. Allergene des Lieschgrases Phleum pratense

Der Pollen des Lieschgrases ist eine der wichtigsten Allergenquellen, da das
Lieschgras in ganz Nord- und Mitteleuropa verbreitet ist und im Pollen alle
Allergengruppen  enthalten sind. Reagieren mehr als 50 % der
Graserpollenallergiker auf ein Allergen, so wird es als Majorallergen bezeichnet
(King et al., 1995). Im Pollen des Lieschgrases sind 4 Majorallergene vertreten,
das Gruppe 1-Allergen Phl p 1, das Gruppe 5-Allergen Phl p 5, das Gruppe 6-
Allergen Phl p 6 und das Gruppe 13-Allergen Phl p 13. Auf die fir diese Arbeit
relevanten Allergene Phl p 1 und Phl p 6, die sich in ihrer Struktur stark

voneinander unterscheiden, soll hier ndher eingegangen werden.

Das Phl p 1 besitzt eine Masse von 31 bis 35 kDa und weist einen
Kohlenhydratanteil von ca. 5 % seiner Masse auf (Petersen et al,, 1993). Der
Aminosaurerest Asn 9 weist eine N-Glykosilierung und der Rest Hyp 5 eine
O-Glykosilierung auf (Wicklein et al., 2004). Weiterhin besitzt Phl p 1 sieben
Cysteinreste, die an der Ausbildung von 3 Disulfidbriicken beteiligt sind (Petersen
et al., 1995c). Die genaue Verknipfung ist jedoch noch unklar. Phl p 1 weist
aufgrund der Sequenz eine Homologie zu der Proteinfamilie der B-Expansine auf,
die bei der Fruchtreife und der Zellwandstreckung eine Rolle spielen (Cosgrove,
1997). Weiterhin wird fir Phl p 1 eine Cysteinprotease-Aktivitat postuliert (Grobe
et al, 1999). Gegenuber den Gruppe 1-Allergenen weisen 95 % der
Graserpollenallergiker eine IgE-Reaktivitat auf (Freidhoff et al., 1986).

Das Gruppe 6-Allergen Phl p 6 ist ein ca. 13 kDa groBes Protein, das
hauptséachlich in zwei Formen mit einem pl von 5,2 und 5,5 vorliegt (Petersen et
al., 1995a). Aus einer cDNA-Bibliothek des Lieschgras-Pollens konnte die
cDNA-Sequenz des Phl p 6 bestimmt und eine Proteinsequenz von 110
Aminosauren abgeleitet werden (Petersen et al., 1995b). Eine weitere, nur an zwei
Aminosaurepositionen (AS 14 und AS 95) abweichende Sequenz fir das Phl p 6
wurde von Vrtala et al. (1999) beschrieben, die ebenfalls auf einer Klonierung aus
einer cDNA-Bibliothek basierte. Eine biologische Funktion konnte flr das Phl p 6
bislang nicht identifiziert werden. Das Phl p 6 Dbesitzt bei den

Graserpollenallergikern eine IgE-Pravalenz von tber 70 % (Vrtala et al., 1999)
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1.5. Die Epithel-Barriere des Respirationstraktes

Die Gréaserpollen treten Uber den Respirationstrakt beim Einatmen mit dem
Organismus in Kontakt. Da nur Partikel mit einem Durchmesser von bis zu 5 pum in
die unteren Atemwege gelangen kénnen, dringt der Pollen aufgrund seines
Durchmessers von ca. 30 um nur bis zu den oberen Atemwegen vor (Wilson et al.,
1973). Dort werden die Allergene infolge einer Hydratisierung der Pollen durch das
Sekret, das die Epithelien des Respirationstraktes Uberzieht, schnell freigesetzt
(Vrtala et al., 1993). Diese Freisetzung der Allergene in den oberen Atemwegen
erklart Symptome wie die allergische Rhinitis, jedoch nicht die der unteren
Atemwege, wie die des allergischen Asthmas. Dazu muissen die Allergene bis in
die Bronchiolen und Alveolen vordringen, was nur fir Partikel kleiner als 5 pum
moglich ist (Driessen und Quanjer, 1991). Als Allergentrager kbnnen zum einen
Pollenfragmente und die im Pollen enthaltenden Starkekdrner fungieren (Schappi
et al, 1997). Besonders nach Regenfallen werden die Fragmente und
Starkekdrner, die einen Durchmesser von ca. 2,5 um aufweisen, aus den Pollen
freigesetzt und kénnen Asthmaanfélle bei den Patienten auslésen (Taylor et al.,
2002). Zum anderen kdnnen die Allergene von Feinstauben, wie z.B. Dieselrul3,
gebunden werden und so bis in die unteren Atemwege gelangen (Knox et al.,
1997).

Das die Epithelien Uberziehende Sekret, mit dem die Allergene zuerst in Kontakt
treten, setzt sich aus mucbésen Glykoproteinen, Lipiden, Salzen und
sekretorischen Proteinen zusammen (Boat und Cheng, 1980). Der Protein-Anteil
wird unter anderem von Immunglobulinen (IgA), Surfactant-Proteinen und auch
Proteasen und deren Inhibitoren gebildet und stellt die erste Barriere zur Abwehr
von Pathogenen dar (Lopez-Vidriero, 1989). Um eine allergische Reaktion
auslésen zu kdénnen, missen die Allergene diese Barriere lberwinden. Hierbei
kann eine Fragmentierung der Allergene durch die im Sekret enthaltenden
Proteasen stattfinden. Bufe et al. (1998) konnten zeigen, dass das Nasensekret
eine Fragmentierung des Lieschgras-Allergens Phl p 5b verursacht und dadurch
das immunogene Potential des Allergens sogar erhéht werden kann.
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Die zweite Barriere stellen die Epithelien des Respirationstraktes dar. Diese
weisen starke Unterschiede im Aufbau je nach ihrer Lokalisation auf (Abb. 3). Die
Trachea, die Bronchien und die Bronchiolen besitzen ein Flimmerepithel, das die
Sekrete mit anhaftenden Partikeln zum Rachenraum transportiert. Dagegen
besitzt das respiratorische Epithel in den Alveolen keine Microvilli und weist auch
nur eine dinne Sekretschicht auf, um einen optimalen Gasaustausch zu
gewahrleisten. Ein Uberwinden dieser Barriere kann durch eine Schadigung des
Epithels, die z.B. durch die Allergene selbst verursacht wird, erfolgen. Flr das
Hauptallergen der Hausstaubmilbe, das Der p 1, wurde eine Cysteinprotease-
Aktivitat beschrieben, die zu einem Aufbrechen der tight junctions des Epithels
fihren kann (Wan et al., 1999). Weiterhin wurde die Freisetzung des Cytokins IL-8
durch bronchiale Epithelzellen nach einer Inkubation mit Graserpollen-Extrakt
beschrieben (Tomee et al., 1998), was auch auf eine immunologische Interaktion

zwischen Allergenen und Epithelzellen schlieBen lasst.

Bronchus Bronchiolus Alveolus

Abb. 3: Aufbau des Epithels in den verschiedenen Regionen des
Respirationstraktes. EP: Epithelzellen; BM: Basalmembran; GM: Glatte
Muskulatur; FM: Fibrin-Mantel. (nach Fuchs et al., 2002)
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1.6. Bedeutung der Antigen-prasentierenden Zellen

Die Antigen-prasentierenden Zellen spielen bei der Sensibilisierung gegen die
Allergene eine zentrale Rolle, da sie maBgeblich die Differenzierung der Ty-Zellen
in Tu2-Zellen beeinflussen. Eine detaillierte Analyse der Mechanismen zur
Allergen-Aufnahme, Prozessierung und Prasentation ist deshalb von groBer
Bedeutung fur das Verstandnis der Entstehung allergischer Erkrankungen und zur
Ableitung von Therapien.

Die Antigen-présentierenden Zellen, zu denen B-Zellen, Makrophagen und DCs
gehdéren, unterscheiden sich stark in ihrem Antigen-prozessierendem und
prasentierendem Potential (Mellman und Steinman, 2001; Schneider und Sercarz,
1997). Die B-Zellen internalisieren hauptsachlich Antigene spezifisch Uber
membrangebundene Immunglobuline und prasentieren die Peptide des Antigens
tber MHC II. Die primare Funktion der B-Zellen ist jedoch die Antikérper-Sekretion
(Trombetta und Mellman, 2005). Die Makrophagen sind stark in den peripheren
Geweben vertreten und internalisieren Antigene hauptsachlich unspezifisch durch
Phagocytose. Die Effizienz der Antigenprasentation und Ty-Zell-Stimulation der
Makrophagen ist im Vergleich zu den anderen APCs jedoch sehr gering, da sie
relativ wenig MHC |I-Komplexe exprimieren. lhre primére Funktion liegt daher bei
der angeborenen Immunitat in der Neutralisation von Mikroorganismen (Trombetta
und Mellman, 2005). Die Funktion der DCs, die ebenfalls stark in den peripheren
Geweben vertreten sind, liegt als einzige Zellgruppe der APCs nur in der
Antigenaufnahme und -prasentation. Sie zeichnen sich durch eine hohe
Endocytoserate und starke Effizienz der Ty-Zell-Stimulation aus (Sallusto und
Lanzavecchia, 1994). Da die DCs bei der Antigenprasentation eine zentrale Rolle
spielen, soll im Folgenden naher auf die Bedeutung dieser Zellen eingegangen

werden.

DCs sind in den Epithelien, die mit der Umwelt in Kontakt stehen, in interzellularen
Zwischenraumen zu finden und bilden ein enges Netzwerk (Holt et al., 1989). Hier
erfolgt die Aufnahme von Antigenen entweder spezifisch lber Rezeptor-vermittelte
Endocytose oder unspezifisch durch Phagocytose bzw. Makropinocytose. An der

Rezeptor-vermittelten Aufnahme sind z.B. die Fc-Rezeptoren fir Immunglobuline
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(Fanger et al., 1996) und Lectin-Rezeptoren beteiligt, wie z.B. der Mannose-
Rezeptor oder der Kohlenhydrat-Rezeptor DEC-205 (Engering et al., 1997; Jiang
et al., 1995). Die Rezeptor-vermittelte Endocytose wird Uber die sogenannten
Clathrin-coated pits vermittelt (Stahl und Schwartz, 1986). Die unspezifische
Aufnahme von Antigenen erfolgt bei den DCs hauptsachlich Gber Makropinocytose
(Sallusto et al., 1995). Dabei wird die extrazellulare Flissigkeit durch
Umlagerungen der Zellmembran vermittelt durch das Actinfilament-Gerist in
Vesikeln, den Pinosomen, mit einem Durchmesser von ca. 2 um eingeschlossen
(Racoosin und Swanson, 1989). AnschlieBend werden die in den Pinosomen
enthaltenden Antigene lysosomal prozessiert und prasentiert. Die DCs
exprimieren wahrend der Antigenaufnahme nur sehr geringe Mengen an
MHC II-Komplexen und costimulierenden Molekdlen auf ihrer Oberflache, so dass
die Antigenprasentation und T-Zell-Stimulation nicht effektiv ist (Cella et al., 1997;
Pierre et al., 1997a). In diesem Zustand werden die DCs als unreife DCs

bezeichnet.

Eine effektive Prasentation der Antigene erfolgt erst nach einer Differenzierung der
unreifen DCs zu sogenannten reifen DCs. Wahrend dieser Reifung wandern die
DCs von den peripheren Geweben in die T-Zell-Zone der Lymphknoten, wo sie auf
die naiven Ty-Zellen treffen. Die Wanderung der DCs wird dabei Gber die
Expression von Chemokin-Rezeptoren reguliert (Randolph et al., 2005). Eine
Reifung der DCs erfolgt erst nach einem Stimulus, der entweder direkt Uber die
Interaktion der Pathogene mit Rezeptoren, den ,pattern-recognition receptors®
(PRRs), oder indirekt, z.B. Uber inflammatorische Cytokine, erfolgen kann
(Gallucci und Matzinger, 2001). Durch einen Reifungsstimulus wird die Aufnahme
von Antigenen gehemmt und die Expression von MHC |l-Peptid-Komplexen sowie
costimulierenden Molekilen auf der Oberflache erhéht (Cella et al., 1997; Pierre et
al., 1997b; Zhou und Tedder, 1996). Zu diesen costimulierenden Molekilen bzw.
Reifungsmarkern zahlen die Oberflachenmarker CD80 und CD86, die zur
B7-Molekullfamilie gehdren (Lenschow et al., 1996), und CD83, ein Mitglied der
Ig-Superfamilie (Lechmann et al., 2002). Ein starker Stimulus fir die Reifung von
DCs sind bakterielle Lipopolysaccharide (LPS) (Rescigno et al., 1998). LPS flhrt
in der ersten Phase der Immunreaktion durch die Induktion einer

IL-12-Freisetzung zu einer Ty1-Polarisierung und im weiteren Verlauf zu einer
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Tw2-Polarisierung (Langenkamp et al., 2000). Neben der Art des Reifungssignals
hat auch die Antigenkonzentration einen Einfluss auf die Expression der
costimulierenden Moleklle und Freisetzung von Cytokinen, wodurch eine
Polarisierung der Ty-Zellen verursacht wird. Eine niedrige Antigenkonzentration
fihrt zu einer Ty2-Polarisation, eine hohe Antigenkonzentration dagegen zu einer
gemischten Ty1/Ty2-Polarisation der Ty-Zellen (Tanaka et al., 2000).

Dieses Modell der Reifung und Wanderung der DCs zu den Lymphknoten stellt
beim Menschen die Situation in vivo jedoch nur stark vereinfacht dar. So wurden
in den Lymphknoten neben den reifen DCs auch unreife DCs und Zwischenstufen
der Reifung gefunden (Fuijii et al., 2004; Steinman et al., 1997). Es wird vermutet,
dass DCs mit diesem Zwischenstufen-Phanotyp bei der Induktion von Toleranz
eine Rolle spielen (Heath und Carbone, 2001). Neben einer Unterscheidung in
unreife und reife DCs kénnen noch verschiedene Klassen von DCs anhand ihrer
Vorlauferzellen, der Gewebeverteilung und ihren  Oberflachenmarker
unterschieden werden. In der Epidermis sind z.B. die Langerhans-Zellen (LCs)
lokalisiert, die sich durch sogenannte Birbeck-Granula, einer CD1a-Expression
und ein Tyl-polarisierendes Potential auszeichnen (Strobl et al, 1998). Die
Bedeutung der verschiedenen Subtypen der DCs flir das Immunsystem ist jedoch
bis jetzt noch weitestgehend unklar (Banchereau et al., 2000; Liu, 2001).
AuBerdem stammen die meisten Erkenntnisse Uber die DCs aus in vitro Zellkultur-
Systemen, wie z.B. den aus Monocyten durch IL-4 und GM-CSF generierten DCs.
Dadurch sind zwar Untersuchungen an einer definierten Zellpopulation
durchfilhrbar, aber eine Ubertragung auf die in vivo-Situation ist nur bedingt
moglich (O'Neill und Wilson, 2004).

1.7. Zielsetzung

Um eine Sensibilisierung und anschlieBend eine allergische Reaktion auslésen zu
kénnen, missen die Graserpollenallergene die Epithelbarriere des
Respirationstraktes Uberwinden. Das Epithel ist mit Sekreten Uberzogen, die
neben Mucus auch Proteasen und Proteaseinhibitoren enthalten. Hier kann es zu

ersten Interaktionen mit den Allergenen kommen, wie z.B. eine Fragmentierung
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der Allergene durch die im Sekret enthaltenden Proteasen. Weiterhin kénnen die
Allergene von den Epithelzellen sowie den APCs aufgenommen und prozessiert
werden. Durch eine Fragmentierung bzw. eine intrazellulare Prozessierung kdnnte
die Struktur der Allergene so veradndert werden, dass das Allergie auslésende
Potential der Allergene erh6ht und dadurch eine Sensibilisierung geférdert wird.
Das Ziel dieser Arbeit ist die Untersuchung einer solchen Fragmentierung durch
das Sekret und die intrazellulare Prozessierung der Allergene durch Epithelzellen
und APCs.

Um die entstehenden Fragmente eindeutig identifizieren zu kdnnen, ist eine
exakte Charakterisierung der Allergene und ihrer Isoformen eine wichtige
Voraussetzung. Am Beispiel des Gruppe 6-Allergens des Lieschgrases Phl p 6, flr
das auf der Basis von cDNA-Analysen zwei Isoformen beschrieben wurden, wurde
in dieser Arbeit eine detaillierte Charakterisierung auf Proteinebene anhand von
elektrophoretischen und massenspektirometrischen Methoden durchgefihrt.
Weiterhin sollte geprtft werden, ob rekombinantes, in E. coli exprimiertes Phl p 6
eine zum natlrlichen Phl p 6 identische Struktur aufweist und somit als definiertes
Protein flr die Untersuchungen eingesetzt werden kann. Zusatzlich sollte die
Faltung beider Proteine, die besonders fir die Untersuchungen zur
Fragmentierung und intrazellularen Prozessierung von Bedeutung ist, anhand
spektroskopischer Methoden miteinander verglichen werden.

Nach der Charakterisierung des Phl p 6 sollte in dieser Arbeit geprift werden, ob
Nasensekret bzw. BAL-Flissigkeit eine Fragmentierung des Phl p 6 verursachen
kann. AnschlieBend wurde auf der Ebene der Epithelzellen die Allergenaufnahme
anhand von Zelllinien untersucht, die ihrem Ursprung nach aus verschiedenen
Regionen des Respirationstraktes stammen. Um ein allgemeines Prinzip flr die
Aufnahme und Prozessierung der Allergene ableiten zu kdnnen, sollte zum
Vergleich auch das wesentlich komplexer aufgebaute Allergen Phl p 1 eingesetzt
werden. Weiterhin sollte auf der Ebene der APCs die Allergenaufnahme
untersucht und charakterisiert werden. Dazu sollten in dieser Arbeit DCs aus den
Monocyten nicht-atopischer Personen generiert werden, um die Mechanismen der
Allergenaufnahme vor einer Sensibilisierung bzw. wahrend einer Toleranz

gegenulber den Allergenen zu analysieren.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien wurden, wenn nicht anders vermerkt, von den
Firmen Roth (Karlruhe), Merck (Darmstadt), Sigma (Taufkirchen) oder Serva
(Heidelberg) in Analyse-Qualitat bezogen. Doppelt destilliertes Wasser (H2Opigest)
wurde durch eine Milli-Q-academic-Anlage (Millipore, Schwalbach) mit einem

Widerstand von 18,2 MQ x cm bei 25 °C gewonnen.

2.1.2. Verbrauchsmaterialien

Die chromatographischen Medien und Saulen wurden von der Firma Amersham
Biosciences  (Freiburg) bezogen. Des  weiteren wurden folgende

Verbrauchsmaterialien verwendet:

Zellkulturplatten Nunc" (Wiesbaden)
96 well/ 24 well/ 6 well
Zellkulturschalen Sarstedt (Nimbrecht),
25 cm?/ 75 cm? Greiner (Frickenhausen)
FACS-Réhrchen Sarstedt
Pipetten, steril Corning (Schiphol-Rijk, Niederlande)
1ml/2ml/5ml/10 ml/ 25 ml
Pipettenspitzen Sarstedt, Eppendorf (Hamburg)
Reaktionsgefale Sarstedt, Greiner

1,5ml/2ml/10 ml/ 15 ml/ 50 ml
Sterilfilter 0,22 um Sarstedt

Filtrationseinheit 125 ml Schleicher & Schuell (Dassel)
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2.1.3. Gerate

In dieser Arbeit wurden folgende Geréate haufig verwendet:

FPLC-Anlage AKTAprime (Amersham Biosciences)
HPLC-Anlage AKT Apurifier (Amersham Biosciences)
Speedvac SPD12P (Thermo Savant, Holbrook, USA)
Gefriertrocknungsanlage LYOVAC GT2 (Leybold-Heraeus, KdIn)

2.1.4. Antikorper

Zum Nachweis von Phl p 1 wurden die monoklonalen Antikérper (mAk) Bo14, HB7
und 1G12 eingesetzt. Phl p 6 wurde mit dem mAk Bo12 nachgewiesen. Diese vier
mAk wurden von Dr. Wolf-Meinhard Becker und PD Dr. Arnd Petersen zur
Verfagung gestellt. FGr Immunoblots wurden die mit Alkalischer Phosphatase (AP)
markierten sekundaren Antikérper Ziege anti-Maus IgG/IgM (H+L) (Dianova,
Hamburg) und Maus anti-human IgE (Allergopharma, Reinbek) verwendet. In der
Fluoreszenz-Mikroskopie wurden neben den mAk Bo14 und Bo12 auch Maus anti-
human CD29 (Immunotech, Marseille, Frankreich) und Maus anti-human CD71
(BD Biosciences, Heidelberg) und als sekundarer Antikdrper Ziege anti-Maus 1gG
markiert mit Alexa 568 (Molecular Probes, Karlsruhe) verwendet. Fir eine
durchflusscytometrische Charakterisierung der Dendritischen Zellen wurden
Phycoerythrin (PE) markierte Maus anti-human Antikdrper spezifisch flir CD1a,
CD14, CD83, HLA-DR und den Mannose-Rezeptor CD206 der Firma BD
Biosciences verwendet. Alle in dieser Arbeit verwendeten Antikérper sind in Tab. 2
nochmals aufgefthrt.
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Tab. 2: Verwendete Antikérper.

PE: Phycoerythrin;

AP: Alkalische

Phosphatase; FACS: Durchflusscytometrie; IB: Immunoblot; KM: Konfokale

Laser-Scan-Mikroskopie

Spezifitat Klon | Konjugation Quelle Anwendung
BD
Maus anti-human CD1a HI149 PE Biosciences FACS
(Heidelberg)
. BD
Maus anti-Human CD14 MoP9 PE Biosciences FACS
Maus anti-human CD83 HB15e PE Bi B.D FACS
iosciences
Maus anti-human CD206 19 PE Bi B.D FACS
iosciences
Maus anti-human HLA-DR | L243 PE e FACS
iosciences
Isotypenkontrolle, G155- BD
Maus 1gGoz, 178 PE Biosciences FACS
Immunotech
Maus anti-human CD29 I0T29 (Marseille, KM
Frankreich)
Bo14 W.M. Becker/
Maus anti Phl p 1 HB7 A. Petersen 1B, KM
1G12 FZ Borstel
. W.M. Becker
Maus anti Phl p 6 Bo12 FZ Borstel 1B, KM
Ziege anti-Maus IgG/IgM AP Dianova B
(H+L), polyklonal (Hamburg)
. Allergopharma
Maus anti-human IgE AP (Reinbek) B
Ziege anti-Maus  IgG Alexa Fluor® Mg:gg:':lr KM
(H+L), polyklonal 568 (Karlsruhe)

2.1.5. Humanes Material

Die Blutspender und Patienten wurden Uber die Verwendung des Materials

aufgeklart und hatten ihre Zustimmung schriftlich erteilt. Die Versuche wurden von

der zustandigen Ethikkommission genehmigt. Die Seren von Patienten mit

manifestierter Graserpollenallergie, die durch einen Hauttest und Radio-Allergen-

Sorbent-Test (RAST)

bestatigt wurde, wurden von Dr.

Frank Eberhardt

(Medizinische Klinik Borstel) zur Verflgung gestellt. Die Nasensekret-Proben
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wurden von Dr. Kristina Kolbow (Klinik fir Hals-, Nasen- und Ohrenheilkunde,
Universitatsklinikum  Schleswig-Holstein, = Campus  LUbeck) und die
BAL-FlUssigkeiten wurden von der Laborgruppe Klinische Immunpharmakologie,
Forschungszentrum Borstel, freundlicherweise zur Verfligung gestellt.
Dendritische Zellen wurden ausschlieBlich aus dem Blut von gesunden, nicht
atopischen Spendern generiert. Die Spender wiesen alle einen Gesamt-IgE-Titer
unter 20 IU/ml und einen negativen RAST-Test gegen 15 verbreitete Allergene

auf, unter anderem von Graser- und Birkenpollen.

2.1.6. Zelllinien

E.coli-Stamm JM109 (Stratagene)
Genotyp: e14’(McrA’) recA1 end A1 gyrA96 thi-1 HsdR17 (r«mg™)
supE44 relA1 A(lac-proAB) [F'traD36 proAB lac19ZAM15]
transfiziert mit dem Vektor pMal-C-phlp6.1 (PD Dr. Arnd Petersen LG

Molekulare und Klinische Allergologie, Forschungszentrum Borstel)

A549-Zelllinie
Die A549-Zelllinie von der “American Type Culture Collection® (ATCC)
bezogen (ATCC-Nr. CCL-185). Die Ab549-Zelllinie wurde aus einem
Lungentumor eines 58-jahrigen kaukasischen Patienten im Jahre 1972
isoliert. Diese Adenokarzinomzelllinie besitzt die Eigenschaften von

humanen Typ Il Lungenalveolarepithelzellen (Lieber et al., 1976).

Calu-3-Zelllinie
Die Zelllinie Calu-3 (ATCC-Nr. HTB-55) wurde von der ATCC bezogen.
Diese Zelllinie stammt von einem Adenokarzinom eines 25-jahrigen

mannlichen Kaukasiers.

NCI-H727-Zelllinie
Die Zelllinie NCI-H727 (ATCC-Nr. CRL-5815) wurde von der ATCC
bezogen. Das nicht-kleinzellige Tumorgewebe wurde aus der Lunge einer
65-jahrigen Patientin aus Kaukasien vor Beginn der Therapie entnommen.
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2.1.7. Medien

Die Bakterien wurden in Luria Broth (LB)-Medium mit folgender

Zusammensetzung kultiviert:

LB-Medium, pH 7,4 10 g/l Pepton (Roth)
5 g/l Hefeextrakt (Roth)
10 g/l NaCl

Die Medien und Zusatze fur die Zelllinien wurden, wenn nicht anders beschrieben,
von der Firma PAA LABORATORIES (Célbe) bezogen und wiesen folgende

Zusammensetzung auf:

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
500 ml DMEM high glucose
50 ml FCS (Biochrom, Berlin)
5 ml 200 mM L-Glutamin
5 ml Penicillin (10.000 U)-Streptomycin (10 mg/ml)-Lésung

Calu-3-Medium 50 % DMEM high glucose
50 % F-12 Nutrient Mixture Ham (GIBCO, Karlsruhe)
10 % FCS (Biochrom, Berlin)
1 % Penicillin (10.000 U)-Streptomycin (10 mg/ml)-Lésung

Die Medien und Zusatze fir die Priméarzellen wurden von der Firma GIBCO

bezogen und setzten sich wie folgt zusammen:

Fi-Medium 475 ml RPMI 1640
25 ml hitzeinaktiviertes FCS
1 ml 10 mg/ml Gentamycin
5 ml 200 mM L-Glutamin
500 pl 50mM B-Mercaptoethanol
Das Fi-Medium wurde steril filtriert.
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Hu-DC-Medium 450 ml RPMI 1640
50 ml hitzeinaktiviertes FCS
1 ml 10 mg/ml Gentamycin
5 ml 200 mM L-Glutamin
500 pl 50 mM B-Mercaptoethanol
Das Hu-DC-Medium wurde steril filtriert.

2.1.8. Computerprogramme

Neben Standardcomputerprogrammen wurden im Rahmen dieser Arbeit folgende

Computerprogramme verwendet:

Software Verwendungszweck

GOR (Garnier et al., 1996) Kalkulation der Sekundarstruktur von
(http://www.expasy.ch) Proteinen

JMP IN 5.1 Statistische Auswertung
(SAS Institute Inc., Heidelberg)

PeptideMass Kalkulation der Masse von Peptiden
(http://www.expasy.ch)

WinMDI 2.8 Analyse der FACS-Daten

(http://facs.scripps.edu/software.html)

2.2. Methoden

2.2.1. Proteinbiochemische Methoden

2.2.1.1. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-PAGE ist ein Verfahren zur Auftrennung von Proteinen nach ihrem
Molekulargewicht. Durch die Anlagerung des anionischen Detergenzes SDS
werden die Proteine denaturiert und proportional zur Lange der Polypeptidkette
negativ geladen, so dass im elektrischen Feld durch die PorengréBe der Gelmatrix
eine Auftrennung der Proteine nach ihrem Molekulargewicht erfolgt. Uber den
Vergleich mit Proteinen bekannter Masse lassen sich die Molekulargewichte der

zu untersuchenden Proteine bestimmen.
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Zusammensetzung der verwendeten Puffer und Lésungen:
SDS-Probenpuffer 200 mM Tris-HCI, pH 6,8
(nach Laemmli) 20 mM EDTA
25 % (v/v) Glycerin
3 % (v/v) B-Mercaptoethanol
2 % (w/v) SDS
0,25 % (w/v) Bromphenolblau

Elektrodenpuffer 50 mM Tris, pH 8,3
(nach Laemmli) 384 mM Glycin
0,1 % SDS (w/v)

Trenngelpuffer 1,5 M Tris-HCI, pH 8,8

Sammelgelpuffer 0,5 M Tris-HCI, pH 6,8

Tab. 3: Zusammensetzung des Sammel- und Trenngels der
diskontinuierlichen SDS-PAGE. Die Mengenangaben beziehen sind auf

zwei Gelansatze.

Trenngel, 15% | Sammelgel, 4%

H2Opigest 3,9 ml 2,9 ml
Acrylamid (Rotiphorese 30, Roth) 8,1 ml 850 ul
Trenngelpuffer 4 ml

Sammelgelpuffer 1,3 ml
Pyronin G-Lésung 1 % (w/v) 16 pl
SDS-Lésung 10 % (w/v) 163 ul 51 ul
TEMED 16 ul 5ul

APS-Lésung 10 % (w/v) 100 pl 30 ul
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In dieser Arbeit wurde die vertikale diskontinuierliche SDS-PAGE nach Laemmli
(1970) mit dem PerfectBlue Breitformat-Doppelgelsystem Twin ExXW S (Peqlab,
Erlangen) durchgefiihrt. Bei der diskontinuierlichen SDS-PAGE wird ein System
aus zwei Ubereinander geschichteten Gelen mit verschiedenen PorengréBen und
Puffersystemen verwendet, einem Trenngel und dartiber einem Sammelgel. Die
Zusammensetzungen des 4 %igen Sammelgels und des 15 %igen Trenngels sind
in Tab. 3 aufgelistet. Die Proben wurden 1:1 (v/v) mit SDS-Probenpuffer versetzt
und vor dem Beladen des Gels fiir 5 min bei 95 °C erhitzt. In dem oben genannten
Elektrodenpuffer erfolgte die Elektrophorese bei 50 V/ 500 mA/ 150 W fir 20 min.
AnschlieBend wurde die Spannung auf 150 V erhéht. Die Elektrophorese wurde
gestoppt, wenn die Bromphenolblau-Bande den unteren Rand des Gels erreicht
hatte. Als Molekulargewichtsstandard wurde der SDS-PAGE Molecular Weight
Standard, Low Range (BioRad, Miinchen) verwendet.

2.2.1.2. Tris-Tricine-Elektrophorese

Die Tris-Tricine-Elektrophorese ist eine speziell fir niedermolekulare Proteine
zwischen 1 kDa und 100 kDa entwickelte Elektrophorese. Die nach Schagger und
von Jagow (1987) durchgefiihrte Tris-Tricine-Elektrophorese wurde mit der
Protean Il XL Vertical Electrophoresis Cell der Firma BioRad (Minchen)
durchgefihrt. Das 0,8 mm dicke Gel setzt sich aus einem Trenngel, einem
aufgelagerten Spacergel und einem Sammelgel zusammen. Im Gegensatz zur
SDS-PAGE werden hier unterschiedliche Puffer fir die Anode und Kathode
verwendet und Tricine anstelle des Zwitterions Glycin eingesetzt.

Zusammensetzung der verwendeten Puffer:
Gelpuffer 3 M Tris-HCI, pH 8,5
0,3 % (w/v) SDS

Probenpuffer 0,2 M Tris
0,2 M Tricine
17,5 % (v/v) Glycerin
5 % (w/v) SDS
0,2MDTT
0,0025 % (w/v) Bromphenolblau

-22-



2. Material und Methoden

Anodenpuffer 0,2 M Tris-HCI, pH 8,9
Kathodenpuffer 0,1 M Tris
(pH 8,0 - 8,5) 0,1 M Tricine

0,1 % (w/v) SDS

Die Zusammensetzungen der Gele sind in Tab. 4 angegeben. Fir ein Gel wurden
20 ml des Trenngels in die Gelkassette gegossen und direkt anschlieBend mit 4 ml
des Spacergels (berschichtet. Nach dem Auspolymerisieren der beiden
Gelschichten wurde das Sammelgel gegossen. Die Proben wurden 1:1 (v/v) mit
Probenpuffer versetzt und fir 15 min bei 95 °C inkubiert. AnschlieBend wurde
2 % Jodacetamid zugegeben und fir weitere 15 min bei RT inkubiert. Nach dem
Beladen des Gels erfolgte die Elektrophorese zuerst fir 1 h bei 75 V/ 70 mA/ 50 W
und anschlieBend bei 600 V/ 70 mA/ 50 W. Die Elektrophorese wurde gestoppt,
wenn die Bromphenolblau-Bande den unteren Rand des Gels erreicht hatte. Als
Molekulargewichtsstandard wurde der vorgefarbte Proteinmarker Multimark der

Firma Invitrogen (Karlsruhe) verwendet.

Tab. 4: Zusammensetzung des Sammel-, Spacer- und Trenngels der
Tris-Tricine-Elekirophorese. Die Ansatze sind flr zwei Gele ausreichend.

Sammelgel | Spacergel Trenngel
H2Opigest 5,4 ml 5,0 ml 3,4 ml
Gelpuffer 1,9 ml 5,0 ml 15,0 ml
Acrylamid (Rotiphorese 30, Roth) 1,1 ml 5,0 ml 21,6 ml
Glycerin-Lésung 87 % (v/v) 1,7 ml 10,0 ml
TEMED 8,3 ul 8,3 ul 25,0 pl
APS-Ldsung 40 % (w/v) 15,0 ul 15,0 ul 53,2 ul
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2.2.1.3. Zweidimensionale Elektrophorese

Die zweidimensionale Elektrophorese (2-DE) ermdglicht eine Auftrennung von
komplexen Proteingemischen anhand von zwei unabhangigen Parametern, die
charakteristisch flr jedes Protein sind. Im ersten Schritt, der isoelektrischen
Fokussierung (IEF), werden Proteine nach ihrem isoelektrischen Punkt (pl)
getrennt. Dabei wandert jedes Protein bis zu dem Punkt im pH-Gradienten des
Gels, an dem seine Netto-Gesamtladung gleich Null ist. Im zweiten Schritt werden
die Proteine nach ihrem Molekulargewicht in einer SDS-PAGE getrennt.

Zusammensetzung der verwendeten Puffer:
Rehydratisierungspuffer 8 M Harnstoff
0,5 % (v/v) NP-40
10 mM DTT
0,4 % (v/v) Servalyt 3-10 (Serva)
0,1 % (v/v) Servalyt 4-6 (Serva)

Puffer fir Anodengelstreifen 0,45 M Tris-Acetat pH 6,6
4,0 g/l SDS
0,05 g/l Orange G
406 ml/I Acrylamid (Rotiphorese 30, Roth)

Puffer fir Kathodengelstreifen 0,08 M Tris-HCI, pH 7,1
0,8 M Tricin
6 g/l SDS
406 ml/I Acrylamid (Rotiphorese 30, Roth)

Aquilibrierungspuffer 50 mM Tris-HCI, pH 8,8
6 M Harnstoff
30 % (v/v) Glycerin
2 % (w/v) SDS
Spatelspitze Bromphenolblau

Gelpuffer 1,5 M Tris-HCI, pH 8,8
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Tab. 5: Zusammensetzung der sauren und basischen Lésung fur ein IEF-

Gradientengel (1.
Amersham Biosciences bezogen.

Dimension der 2-DE). Die Immobiline wurden von

Saure Lésung Basische Lésung

Immobiline Il pK 3,6 270,0 pl
Immobiline Il pK 4,6 28,0 pl
Immobiline Il pK 6,2 119,0 pl 12,5 ul
Immobiline Il pK 7,0 22,0 ul 119,5 ul
Immobiline Il pK 8,5 81,5 ul 38,0 pl
Immobiline Il pK 9,3 87,5 pl
Acrylamid (Rotiphorese 40, Roth) 1,1 ml 1,1 ml
Glycerin 3,1 ml
H2Opidest 6,3 ml 9,6 ml
TEMED 2,5ul 2,5 pl
APS-Lésung, 10 % (w/v) 25,3 ul 25,3 pl

Die 2-DE wurde in dieser Arbeit nach einer von Gorg et al. (1988) entwickelten
Methode in der horizontalen Elektrophoresekammer DESAPHOR HF (Desaga,
Heidelberg) durchgefihrt. Fir die erste Dimension wurde ein 0,5 mm dickes
11 x 24 cm groBes Gradientengel mit immobilisierten Ampholyten auf einen
GelBond® PAG Film (Amersham Biosciences) gegossen. Die Zusammensetzung
der sauren und basischen Ldsung ist in Tab. 5 gezeigt. Vor dem GieBen des
Gradientengels wurden beide Lésungen entgast. Der Gradientenmischer wurde
mit jeweils 9,5 ml der L&ésungen beschickt. AnschlieBend wurden als
Polymerisationskatalysatoren 2,5 pl TEMED und 25,3 ul einer 10 %igen (w/v)
APS-Lésung zu der sauren und basischen Ldsung gegeben und das
Gradientengel gegossen. Das Gel wurde fiir 10 min bei RT und fiir weitere 60 min
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bei 50 °C auspolymerisiert. AnschlieBend wurde es 6 mal fir 10 min in HxOpigest
gewaschen und fir 30 min in einer 1,5 %igen (v/v) Glycerin-L6sung inkubiert. Das
Gel wurde (ber Nacht getrocknet, zum Schutz mit einer Gel-Fix® Folie (Serva)
abgedeckt und bei —20 °C bis zur Verwendung gelagert. Fir die IEF wurden ca.
3 mm breite Gelstreifen in Gradientenrichtung abgeschnitten und Uber Nacht in
Rehydratisierungspuffer rehydratisiert. AnschlieBend wurden die Gelstreifen auf
die auf 20 °C gekihlte Platte der Elektrophoresekammer gelegt. Die salzfreie
Probe in einem maximalen Volumen von 20 pl wurde mit Hilfe von IEF/SDS
Applikationsstreifen (Amersham Biosciences) in der Mitte des Streifens
aufgetragen. Die Enden des Gelstreifens wurden durch einen mit HxOpigest
getrankten |EF-Elektrodenstreifen (Amersham Biosciences) bedeckt. Auf diese
Streifen wurden die Elektroden gelegt, die Kathode am basischen Ende und die
Anode am sauren Ende des Streifens. Die IEF erfolgte flr 60 min bei 200 V und
unbegrenzter Stromstérke und Leistung. AnschlieBend wurde fur 5 bis 6 Stunden
bei 5000 V, 2 mA und 5 Watt fokussiert. Nach Beendigung der IEF wurden die
Streifen bei —80 °C gelagert. Die Bestimmung der isoelektrischen Punkte der zu
untersuchenden Proteine erfolgte durch Vergleich mit dem I|IEF-Marker 3-10,
Liquid Mix der Firma Serva.

Tab. 6: Zusammensetzung der leichten und der schweren Lésung flr ein
SDS-Gradientengel (2. Dimension der 2-DE).

Leichte Losung Schwere Losung

Acrylamid (Rotiphorese 30, Roth) 1,68 ml 6,66 ml
Trenngelpuffer 2,5ml 2,5 ml
SDS-Lésung, 10 % (w/v) 100 pl 100 pl
H2Opidest 5,7 ml
TEMED 3,3 ul 3,3 ul
APS-Lésung, 10 % (w/v) 33,0 pl 33,0 ul
Sucrose 1,5¢

-26-



2. Material und Methoden

In der zweiten Dimension wurde eine horizontale SDS-PAGE mit einem
4 - 20 %igem Gradientengel durchgefihrt. Das 0,5 mm dicke und 11 x 24 cm
groBe Gel wurde auf einen GelBond® PAG Film (Amersham Biosciences)
gegossen. Die Zusammensetzung der leichten und schweren Lésung ist in Tab. 6
angegeben. Die Gelstreifen der ersten Dimension wurden fir 15 min in
Aquilibrierungspuffer mit 1 % (w/v) DTT bei RT reduziert und anschlieBend fir
15 min in Aquilibrierungspuffer mit 2,5 % (w/v) Jodacetamid alcyliert. Zwei Streifen
wurden nebeneinander auf der grobporigeren Seite des Gradientengels
luftblasenfrei platziert. Auf der Anoden- und Kathodenseite wurden vorgefertigte
Gelstreifen (hergestellt aus: 20 ml Anoden- bzw. Kathodengelstreifen-Puffer
+ 25 pyl TEMED + 250 pl 10 %ige (w/v) APS-Lésung) einer GrdBe von ca.
1 x 1 x 25 cm gelegt und mit den jeweiligen Elektroden in Kontakt gebracht. Die
Elektrophorese erfolgte bei 20 °C fir 30 min bei 600 V/ 20 mA/ 30 W und
anschlieBend bei 600 V/ 50 mA/ 30 W. Die Elektrophorese wurde beendet, wenn
die Bromphenolblau-Bande den Anoden-Streifen erreicht hatte. Als
Molekulargewichtsstandard wurde der SDS-PAGE Molecular Weight Standard,
Low Range (BioRad, Minchen) verwendet.

2.2.1.4. Coomassie-Farbung

In einem Gel getrennte Proteine lassen sich mit dem Farbstoff Coomassie Brilliant
Blue bis zu einer Nachweisgrenze von 200 ng bis 400 ng pro Bande anfarben.
Dazu wurde das Gel 10 min in Coomassie-Farbelésung inkubiert und
anschlieBend mit Entfarber-Lésung unter mehrfachem Wechseln der Ldsung
solange entfarbt, bis der Hintergrund des Gels klar wurde.

Zusammensetzung der verwendeten Lésungen:
Lésung A 2,5 g CuSOy4 in 325 ml HoOpigest geldst

Lésung B 0,25 g Coomassie-Brilliant-Blue R-250
0,25 g Crocein-Scarlet

in 125 ml Isopropanol und 50 ml Eisessig geldst

Coomassie-Féarbel6sung Gemisch aus Lésung A und B
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2.2.1.5. Silberfarbung

In dieser Arbeit wurde die Silberfarbung nach Heukeshoven und Dernick (1988)
angewendet, mit der sich Proteine in einem Gel bis zu einer Nachweisgrenze von

5 bis 30 ng pro Bande detektieren lassen.

Zusammensetzung der verwendeten Lésungen:
Fixierldsung 30 % (v/v) Ethanol
10 % (v/v) Eisessig

Inkubationslésung 30 % (v/v) Ethanol
500 mM Natriumacetat
kurz vor Gebrauch Zugabe von:
2 % (v/v) Glutaraldeyd
1,27 mM NaS,0;

Silberlésung 1 g/l Silbernitrat

Entwickler 25 g/ Na,COg3
0,01 % (v/v) Formaldehyd

Stopplésung 50 mM EDTA

Nach dem Beenden der Elektrophorese wurde das Gel fir 2 h in Fixierlésung und
anschlieBend Uber Nacht in Inkubationslésung unter Schwenken inkubiert. Nach
3-maligem Waschen fir jeweils 10 min in HoOpigest Wurde das Gel fir 1 h in
Silberlésung versetzt mit 0,02 % (v/v) Formaldehyd inkubiert. Die Proteinbanden
wurden nach einem kurzen Waschen des Gels mit HoOpigest durch die Zugabe von
Entwickler sichtbar gemacht. Die Farbreaktion wurde bei der gewlnschten
Intensitat durch eine Inkubation in Stopplésung beendet. AnschlieBend wurde das

Gel in H2Opigest gewaschen und konserviert.
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2.2.1.6. Konservieren von Gelen

Zum Konservieren wurden die gefarbten SDS-PAGE-Gele in Glycerinpuffer
(1,5 % Gilycerin, 7 % Eisessig) und die Tris-Tricine-Gele in 7,5 % Glycerin,
7 % Eisessig lber Nacht inkubiert. AnschlieBend wurden die Gele zwischen zwei
Blattern Einmachhaut getrocknet.

2.2.1.7. Immunoblot

Beim Immunoblot werden elektrophoretisch aufgetrennte Proteine aus einem Gel
auf eine Blotting-Membran transferiert und anschlieBend Uber spezifische
Antikdrper immunenzymatisch nachgewiesen. Der Transfer der Proteine aus dem
Gel auf die Blotting-Membran erfolgte mit dem Semidry-Blotting-Verfahren nach
der Methode von Kyhse-Andersen (1984) oder anhand eines Thermoblots, bei
dem die Proteine durch das Erwarmen auf 50 °C auf die Blotting-Membran
transferiert werden. Mit dem Thermoblot-Verfahren kénnen mehrere identische

Blots von einem Gel hergestellt werden.

Zusammensetzung der verwendeten Puffer flr das Blotting:
Anodenpuffer | 300 mM Tris-HCI, pH 10,0
20 % (v/v) Methanol

Anodenpuffer I 25 mM Tris-HCI, pH 10,4
20 % Methanol

Kathodenpuffer 25 mM Tris-HCI, pH 9,4
10 % Methanol
20 mM 6-Aminohexansaure

Fir das Semidry-Blotting-Verfahren wurden zwei Lagen in Anodenpuffer |
getranktes Gel-Blotting Papier (Schleicher & Schuell) und eine Lage in
Anodenpuffer Il getranktes Blotting-Papier luftblasenfrei auf die Anode des
Semidry-Blotters (Phase, Libeck) gelegt. Hierauf wurde anschlieBend die mit

Anodenpuffer Il aquilibrierte Nitrozellulose (NC)-Membran (Schleicher & Schuell,
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Dassel), das Gel, drei Lagen in Kathodenpuffer getranktes Blotting-Papier und die
Kathoden-Platte des Blotters luftblasenfrei geschichtet. Der Transfer der Proteine

erfolgte fiir 30 min bei einer Stromstarke von 0,8 mA/cm?.

Beim Thermoblot-Verfahren wurde ein auf Gelbond® fixiertes Gel auf eine 50 °C
warme Heizplatte gelegt. Die NC-Membran wurde in Anodenpuffer |l aquilibriert
und auf dem Gel luftblasenfrei platziert. AnschlieBend wurden drei in Anodenpuffer
[l aquilibrierte Lagen Blotting-Papier und ein trockener Stapel Papierhandtiicher
auf die NC-Membran geschichtet. Der gesamte Stapel wurde durch eine
Glasplatte und ein 5 kg schweres Gewicht beschwert. Nach 3 min wurde die
NC-Membran entfernt. Um mehrere identische Blots zu erhalten, wurde das
Verfahren bis zu 3 mal wiederholt. Die Blotting-Zeit erhéhte sich dann auf 6 min

bzw. 9 min.
Zusammensetzung der Lésungen far den immunenzymatischen Nachweis:

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

TBS, pH 9,5 100 mM Tris-HCI, pH 9,5

100 mM NacCl

5 mM MgCl;
NBT-Lésung 0,3 % (w/v) NBT in TBS, pH 9,5
BCIP-L6sung 0,5 % (w/v) BCIP

Nach dem Transfer der Proteine auf die NC-Membran erfolgte der
immunenzymatische Nachweis von spezifischen Proteinen. Dazu wurde der Blot
fir mindestens 30 min in TBS-T blockiert und anschlieBend mit der Lésung des
Primarantikdrpers Uber Nacht bei RT inkubiert. Die monoklonalen Antikdrper und
Patientenseren wurden in einer Verdinnung von 1:20 (v/v) in TBS-T eingesetzt.
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Nach dreimaligem Waschen fir jeweils 10 min in TBS-T wurde der Blot fir
mindestens 2 h mit dem entsprechenden AP-konjugierten sekundaren Antikérper
inkubiert. Der Antikérper Ziege anti-Maus 1gG (H+L) wurde in einer Verdinnung
von 1:10.000 (v/v) und der anti-human IgE 1:2000 (v/v) eingesetzt. AnschlieBend
wurde der Blot zweimal fir jeweils 10 min in TBS-T und einmal fir 10 min in
TBS, pH 9,5 gewaschen. Die spezifischen Proteinbanden wurden (ber einen
Farbniederschlag sichtbar gemacht, der durch die enzymatische Aktivitat der an
die sekundaren Antikdrper gekoppelten Alkalischen Phosphatase katalysiert
wurde. Dazu wurde kurz vor Gebrauch eine Substratlésung aus der auf 37 °C
vorgewarmten NBT-Lésung und der BCIP-Lésung in einem Verhéltnis von 30:1
(v/v) hergestellt (Leary et al., 1983) und zu dem Blot gegeben. Die Farbreaktion
wurde durch Waschen des Blots in HoOpigest gestoppt und der Blot anschlieBend

getrocknet.

2.2.1.8. Proteinfarbung auf Blots

Auf NC-Membranen transferierte Proteine lassen sich unspezifisch durch India Ink
Tinte bis zu einer Nachweisgrenze von 80 bis 200 ng/Bande anfarben (Hancock
und Tsang, 1983). Alternativ kénnen die Proteine auch durch Ponceau S bis zu
einer Nachweisgrenze von 50 bis 150 ng/Bande angefarbt werden. Der Vorteil
letzterer Methode liegt darin, dass die Farbung reversibel ist und eine
anschlieBende spezifische immunenzymatische Farbung durchgefiihrt werden

kann.

Far eine Farbung mit India Ink wurde der Blot nach dem Blockieren fir mindestens
2 h in einer 0,1%igen (v/v) India Ink (Pelikan, Hannover) in TBS-T inkubiert.
AnschlieBend wurde (berschissige Farbe durch mehrmaliges Waschen mit
TBS-T entfernt.

Bei einer Farbung mit Ponceau S wurde der Blot vor dem Blockieren flr ca.
10 min in einer LOsung aus 2 % Ponceau S und 3 % Trichloressigsaure inkubiert.
Die Uberschiissige Farbe wurde durch Waschen in HoOpigest €ntfernt. Farbreste
wurden beim anschlieBenden Blockieren flur die immunenzymatische Farbung mit
TBS-T entfernt.
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2.2.1.9. Proteinbestimmung

Die Bestimmung der Proteinkonzentration wurde anhand einer von Bradford
(1976) entwickelten Methode durchgefihrt, die auf dem Prinzip beruht, dass der
Farbstoff Coomassie Brilliant Blue durch die Bindung an Proteine sein
Absorptionsmaximum von 465 nm nach 595 nm verschiebt. Die Zunahme der
Absorption bei 595 nm ist ein MaB flr die Proteinkonzentration der Lésung.

20 pl der zu bestimmenden Proteinlésung wurde mit 980 pl Coomassie Protein
Assay Reagenz (Pierce, Bonn) versetzt und die Extinktion gegen H:Opigest be€I
einer Wellenlange von 595 nm in dem BioPhotometer (Eppendorf, Hamburg)
bestimmt. Die Konzentration wurde anhand einer Standardreihe mit
Konzentrationen zwischen 64,5 pg/ml bis 1 mg/ml BSA ermittelt.

Die Konzentration von gereinigten Proteinen bekannter Struktur kann alternativ
durch das Messen der Absorption bei 280 nm ermittelt werden. Die aromatischen
Aminosauren Tyrosin und Tryptophan sowie Cystin weisen bei 280 nm ein
Absorptionsmaximum auf. Aus diesem Grund kann die Konzentration (c) des
Proteins Uber die Extinktion bei der Wellenldnge von 280 nm (Ezgonm) Und das

Molekulargewicht (MW) nach folgender Formel bestimmt werden:

MW x Eogo x Verdinnungsfaktor

¢ [mg/ml] =
€280nm

Der theoretische Extinktionskoeffizient €280nm wurde nach Gill und von
Hippel (1989) berechnet und betrug fur Phl p 6 €280nm = 5960 und fir Phl p 1
€280nm = 46785.

2.2.1.10. Herstellung von Pollenextrakt

20 g Pollen wurden in 80 ml Extraktionspuffer (20 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8,0)
suspendiert und unter Schitteln fir 60 min bei 37 °C inkubiert. Durch
Zentrifugation fir 30 min bei 28.000 x g und 4 °C wurden die unléslichen

Bestandteile abgetrennt. AnschlieBend wurde der Uberstand filtriert. Der Extrakt
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wurde Uber eine Ausschlusschromatographie mit der FPLC-Anlage entsalzt.
Dazu wurde eine XK 26/70 Saule geflllt mit der Matrix Sephadex G-25 und
0,2 M Ammoniumhydrogencarbonat als Laufmittel verwendet. Der Protein
enthaltende Peak wurde gepoolt, portioniert und lyophilisiert. Der Extrakt wurde
bis zur Verwendung bei —20 °C gelagert.

2.2.1.11. Isolierung von natirlichem Phl p 1

Natdrliches (n) Phl p 1 wurde aus dem Graserpollen-Extrakt nach einer Methode
von Suck et al. (1999) unter Verwendung von drei aufeinanderfolgenden
chromatographischen Trennschritten isoliert. Der erste chromatographische
Trennschritt wurde mittels einer hydophoben Interaktionschromatographie (HIC)
durchgeflhrt. Proteine, die hydrophobe Gruppen auf ihrer Oberflache aufweisen,
interagieren mit der Matrix. Dagegen kommt es zu keiner Interaktion mit der Matrix
bei Proteinen mit nur hydrophilen Gruppen auf ihren Oberflachen. Diese Proteine
befinden sich somit im Durchlauf. In einer anschlieBenden Gelfiltration wurden die
Proteine aufgrund ihrer unterschiedlichen GréBe getrennt. Der letzte Schritt
umfasste eine Entsalzung anhand einer speziellen Gelfiltration, die aufgrund der
geringen PorengréBe der Matrix eine Trennung von Proteinen und Salzen

ermdglicht.

Zusammensetzung der Laufmittel fr die Chromatographien:
Laufmittel far die HIC 1 M Ammoniumsulfat

Laufmittel fir die Gelfiltrationen 0,2 M Ammoniumhydrogencarbonat

Die chromatographischen Trennungen wurden an der FPLC-Anlage durchgeflhrt.
Alle Puffer wurden zuvor durch Filter der PorengréBe 0,2 um gereinigt. Der
Graserpollenextrakt wurde wie unter 2.2.1.10 beschrieben hergestellt; auf eine
Entsalzung und Lyophilisieren wurde jedoch verzichtet. Fir die HIC wurde eine
XK 26/20 Saule gefullt mit Phenyl Sepharose High Performance verwendet. Der
Extrakt wurde auf 1 M Ammoniumsulfat eingestellt und auf die zuvor aquilibrierte

Saule gegeben. Die Saule wurde anschlieBend bei einer Flussrate von 8 ml/min
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gewaschen. Dabei wurden die Protein enthaltenden Fraktionen gesammelt. Bei
einer HIC von Pollenextrakt befinden sich neben Phl p 13, Phl p 2 und Phl p 3
auch das Phl p 1 im Durchlauf. Die Protein enthaltenden Fraktionen des
Durchlaufes wurden gepoolt und durch Ultrafiltration mit einer Amicon Ruhrzelle
und einer Biomax PBGC Membran mit einer nominellen Molekulargewichtsgrenze

von 10 kDa (Millipore) eingeengt.

Fir die Gelfiltration wurde eine mit der Matrix Superdex 75 geflllte XK 50/30
Saule verwendet. Die Auftrennung erfolgte bei einer Flussrate von 5 ml/min. Der
erste von der Sdule eluierte Proteinpeaks enthielt Phl p 13, der zweite das Phl p 1
und der dritte setzte sich aus einem Gemisch aus Phl p 2 und Phl p 3 zusammen.
Die Fraktionen des Phl p 1 enthaltende Peak wurde gepoolt und anschlieBend mit
einer HiTrap Desalting Séaule entsalzt. Das Phl p 1 wurde portionsweise
lyophilisiert und bis zur Verwendung bei —20 °C gelagert.

2.2.1.12. Isolierung von natirlichem Phl p 6

Die Isolation von nPhl p 6 aus dem Pollenextrakt erfolgte nach einer Methode von
Suck et al. (2003). Dabei wurden die hohe Affinitat des Phl p 6 zu Ni#*-lonen und
seine  hydrophoben  Eigenschaften ausgenutzt. Zuerst wurde eine
Affinitatschromatographie mit Ni?*-Chelat durchgefiihrt. AnschlieBend erfolgte eine
weitere Trennung anhand einer HIC und einer Gelfiltration.

Zusammensetzung der Laufmittel fiir die Chromatographien:

Laufmittel A 50 mM Natriumphosphat, pH 7,5
500 mM NaCl

Laufmittel B 50 mM Natriumphosphat, pH 7,5
500 mM NaCl

500 mM Imidazol

Laufmittel C 20 mM Tris-HCI, pH 8,0

1 M Ammoniumsulfat
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Laufmittel D 20 mM Tris-HCI, pH 8,0
Laufmittel E 0,2 M Ammoniumhydrogencarbonat

Fir die Ni**-Chelat- Affinititschromatographie wurde eine mit Chelating
Sepharose Fast Flow geflllte XK 26/20 Saule mit 0,2 M NiCl, beladen, mit
HoOvigest gewaschen und mit Laufmittel A bei einer Flussrate von 5 ml/min
aquilibriert. Der Pollenextrakt wurde direkt nach der Entsalzung (siehe unter
2.2.1.10) auf die S&aule gegeben. AnschlieBend wurde die Sdule gewaschen, bis
keine Proteine bei einer Wellenlange von 280 nm mehr detektierbar waren. An die
Saule gebundene Proteine wurden Uber einen linearen Gradienten zu Laufmittel B
von 0 bis 100 % Uber ein Volumen von 600 ml eluiert. Die Protein enthaltenden
Fraktionen wurden gepoolt und anschlieBend durch eine HIC aufgetrennt. Eine
XK 26/20 Saule geflllt mit Phenyl Sepharose High Performance wurde mit
Laufmittel C aquilibriert und mit der zuvor auf 1 M Ammoniumsulfat eingestellten
Probe beladen. Nach dem Waschen der Saule wurden an die Matrix gebundene
Proteine durch einen linearen Gradienten von 0 bis 100 % Laufmittel D Gber ein
Volumen von 600 ml eluiert. Das nPhl p 6 eluiert im ersten Proteinpeak zwischen
30 % und 60 % Laufmittel D. Die Fraktionen dieses Peaks wurden gepoolt und
durch Ultrafiltration mit einer Amicon Rihrzelle und einer Biomax PBGC Membran
mit einer nominellen Molekulargewichtsgrenze von 5 kDa (Millipore) auf ein
Volumen von ca. 5 ml eingeengt. AnschlieBend wurde eine Gelfiltration mit einer
XK 50/30 Séaule geflllt mit der Matrix Superdex 75 und dem Laufmittel E
durchgefiihrt. Im letzten Schritt der Isolierung wurde nPhl p 6 mit einer HiTrap
Desalting Saule und Laufmittel E entsalzt. Das nPhl p 6 wurde portionsweise in
der Speedvac getrocknet und bis zur Verwendung bei —20 °C gelagert.

2.2.1.13. Herstellung von rekombinantem Phl p 6

Rekombinantes (r) Phl p 6 wurde in dem E. coli-Stamm JM109, der mit dem
Vektor pMal-C-phlp6.1 transformiert wurde, als Fusionsprotein aus rPhl p 6 und
Maltose-Bindeportein (MBP) exprimiert. Nach dem Aufschluss der Bakterien

wurde das rPhl p 6-MBP-Fusionsprotein Uber eine Affinitdtschromatographie mit
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einer Matrix, an die Amylose gekoppelt war, anhand der Affinitdt des MBP zu der
Amylose isoliert. AnschlieBend erfolgte eine enzymatische Abspaltung des MBP
von rPhl p 6 und eine chromatographische Trennung des rPhl 6 analog zur
Isolierung des nPhl p 6.

Zusammensetzung der verwendeten Puffer:
Laufmittel A 20 mM Tris-HCI, pH 7,4
200 mM NaCl
1 mM EDTA

Laufmittel B 20 mM Trsi-HCI, pH 7,4
200 mM NaCl
1 mM EDTA
10 mM Maltose

Die E. coli-Zellen wurden in 20 ml LB-Medium versetzt mit 100 pg/ml Ampicillin bei
37 °C unter Schiitteln bei 200 rpm {ber Nacht inkubiert. Mit dieser Ubernachtkultur
wurde 1 | LB-Medium mit 100 pg/ml Ampicillin beimpft und bis zu einer optischen
Dichte (OD) von 0,5 bis 0,7 bei 578 nm unter Schitteln bei 200 rpm und
37 °C inkubiert. Die Proteinexpression wurde durch Zugabe von 0,3 uM
Isopropylthiogalactosid induziert. AnschlieBend wurde die Bakteriensuspension fir
weitere 3 h bei 37 °C und 200 rpm inkubiert. Die Bakterien wurden bei 4 °C fir
20 min bei 4000 x g pelletiert, in 30 ml Saulenpuffer resuspendiert und bei —20 °C
gelagert. Der Bakterienaufschluss erfolgte mit einer French Press zweimal bei
1000 bar. Nach einer Zentrifugation bei 4 °C und 25.000 x g fir 30 min wurde der
Uberstand 1:2 (v/v) mit Saulenpuffer verdiinnt. Eine XK 16/40 Saule gefillt mit
Amylose-Resin (New England Biolabs, Frankfurt a.M.) wurde mit Laufmittel A
aquilibriert und mit dem verdiinnten Uberstand beladen. AnschlieBend wurde die
Saule mit 1 ml/min gewaschen, bis keine Proteine im Durchlauf mehr nachweisbar
waren. Die Elution des MBP-rPhl p 6 erfolgte mit Laufmittel B und die Protein
enthaltenden Fraktionen wurden gepoolt. Die Abspaltung des MBP erfolgte durch
Faktor Xa (Sigma), der in einem Verhéltnis von 1:100 (w/w) zugegeben wurde.
Der Verdau erfolgte bei 4 °C flr mindestens 24 h und wurde durch eine
SDS-PAGE (berprift. AnschlieBend wurde rPhl p 6 wie unter 2.2.1.12
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beschrieben zuerst mit einer Ni-Chelat-Affinitdtschromatographie und einer
Gelfiltration isoliert und entsalzt. Das rPhl p 6 wurde portionsweise in der

Speedvac getrocknet und bis zur Verwendung bei —20 °C gelagert.

2.2.1.14. Tryptischer Verdau

Die Proteine wurden in 0,1 M Ammoniumhydrogencarbonat mit 5 mM CaCl,
pH 8,0 gelést. Zu dieser Proteinldsung wurde modifiziertes Trypsin in
Sequenzierungsgrad (Roche, Mannheim) in einem Verhéltnis von 1:20 (w/w)
gegeben und Uber Nacht bei 37 °C inkubiert. Nach dem Trocknen in der Speedvac
wurde zur Analyse des tryptischen Verdaus eine Reversed Phase (RP)-HPLC
durchgefihrt. Die Proteine bzw. Peptide binden aufgrund von hydrophoben
Wechselwirkungen an die Matrix mit Liganden aus Kohlenwasserstoffketten. Im
Gegensatz zur HIC ist bei der RP-HPLC die Bindung der Proteine an die Matrix
wesentlich starker und es kommt z.T. zu einer Denaturierung. Fir die Auftrennung
von Peptiden werden in der Regel Saulen-Matrices mit Liganden aus
Kohlenwasserstoffketten mit 18 Kohlenstoffatomen (C18-Saulen) verwendet. Hier
wurde die Saule HyPurity Elite C18 5u (Thermo, Dreieich) und die HPLC-Anlage
verwendet. Die Probe wurde in Laufmittel A (0,1 % (v/v) TFA) gelést und auf die
mit Laufmittel A aquilibrierte Saule bei einer Flussrate von 1 ml/min gegeben.
Nach dem Waschen der Saule fir 5 min mit Laufmittel A wurden die Peptide mit
einem Gradienten Uber 9 min zu 60 % Laufmittel B (80 % (v/v) Acetonitril,
0,1 % (v/v) TFA) und anschlieBend in 10 min bis 100 % Laufmittel B eluiert. Zur
Massenbestimmung der Peptide mit MALDI-TOF-MS wurden die Fraktionen in der
Speedvac getrocknet.

2.2.1.15. MALDI-TOF-MS

Mit  Hilfe der Matrix-unterstitzten  Laserdesorptions/lonisations-Massen-
spektrometrie  (MALDI-MS) kann die Molekilmasse von Proteinen und
Polypeptiden bestimmt werden. Die Polypeptide bzw. Proteine werden in einer
Matrix aus 3,5-Dimethoxy-4-Hydroxy-Zimtsaure-Kristallen eingelagert. Diese
Zimtsaure-Protein-Kristalle werden im Hochvakuum des Massenspekirometers
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durch einen UV-Laser bestrahlt. Durch die Absorption der Strahlung werden
Protonen der Matrix auf die Proteine Ubertragen, die dadurch positiv geladen
werden. Durch ein elektrisches Feld werden diese Protein-lonen stark in Richtung
Kathode beschleunigt. Dabei ist die Geschwindigkeit der lonen proportional zum
reziproken Wert der Quadratwurzel des Produktes aus Masse und Ladung. Durch
einen Schlitz in der Kathode werden die lonen geblndelt und gelangen in ein
feldfreies Vakuum-Flugrohr. Da die Protein-lonen unterschiedliche Verhaltnisse
von Masse zu Ladung und daher Geschwindigkeiten aufweisen, bendtigen sie
unterschiedliche Zeiten zum Durchfliegen dieser Flugréhre, an deren Ende ein
Detektor die Flugzeiten der lonen misst. Dieses Analyseverfahren wird als TOF
(time of flight) bezeichnet.

FOr die Massenbestimmung von Peptiden wurde die Probe in Ldésung A
(0.1% TFA in Acetonitril) gelést. Auf einem Probenteller wurden 0,5 ul einer
gesattigten Matrix-Lésung aus 3,5-Dimethoxy-4-Hydroxy-Zimtsdure in Lésung A
mit 0,5 pl der Probe in einem Verhaltnis von 2:1 (v/v) gemischt. Nach dem
Abdampfen des Ldésungsmittels wurden die Peptidmassen mit einem Reflex IlI
Massenspektrometer (Bruker-Daltonics, Bremen) in linearer- und Reflektor-TOF-
Konfiguration mit einer Beschleunigungsspannung von 20 kV bestimmt. Die
Auswertung der Daten erfolgte anschlieBend mit dem Programm Biotools (Bruker
Daltonics).

2.2.1.16. ESI-FT-ICR-MS

Eine exaktere Massenbestimmung als mit der MALDI-TOF-MS ist mit
der hochauflésenden Elektrospray-lonisation Fourier-Transform- lonencyclotron-
resonanz-Massenspektrometrie (ESI-FT-ICR-MS) mdéglich. Bei dieser Methode
wird die Probe durch Versprihen mit Hilfe einer Kapillare und angelegter
Hochspannung in die Gasphase gebracht und ionisiert. Die Bestimmung der
Masse erfolgte mit dem Massenspekirometer Apex |l (Druker Daltonics)
ausgestattet mit einem aktiv abgeschirmten 7 Telsa Magneten und einer Apollo
lonenquelle. Die Proteine wurden in einem 50:50:0,001 (v/v/v) Gemisch aus

Methanol, HoOpigest und Essigsaure mit einer Flussrate von 2 pl/min verspriht. Die
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Spektren wurden von der Ladung der lonen bereinigt und als neutrale Molekile

dargestellt.

2.2.1.17. Fourier-Transform-Infrarot (FTIR)-Spektroskopie

Mit Hilfe der IR-Spektroskopie kann die Sekundarstruktur von Proteinen bestimmt
werden. Proteine weisen mehrere charakteristische Absorptionsbanden im
infraroten  Wellenlangenbereich auf, die auf Schwingungen bestimmter
funktioneller Gruppen im Polypeptidgerist zurtickzufiihren sind. Traditionell wird in
der IR-Spektroskopie als MaBeinheit die Wellenzahl verwendet, die definiert ist als
Quotient aus Frequenz und Lichtgeschwindigkeit. Die sogenannte Amid |
Absorptionsbande liegt in einem Wellenzahlbereich von 1600 bis 1700 cm™ und ist
im  Wesentlichen eine Streckschwingung der Carbonylgruppe (C=0) des
Polypeptidgeriistes. Da die Carbonylgruppe an der Bildung von
Wasserstoffbriickenbindungen der Sekundérstruktur beteiligt ist, werden die
C=0-Streckschwingungen durch diese beeinflusst. Somit ist die Frequenzlage und
Form der IR-Absorptionsbande stark von der Sekundarstruktur abhéngig. Nach
Susi et al. (1967) liegen in DO die Maxima von a-helicalen Strukturen in einem
Wellenzahlbereich von 1649 bis 1657 cm™ und von B-Faltblatt-Strukturen
zwischen 1621 - 1635 c¢cm™ und 1671 - 1679 cm™. Ungeordneten Strukturen
weisen Maxima zwischen 1640 - 1647 cm” und von PB-Schleifen zwischen
1681 - 1696 cm™ und 1658 - 1671 cm™ auf.

Die IR-Spektroskpie wurde an einem IFS-55 Spektrometer (Bruker, Karlsruhe)
durchgefiihrt. Die lyophilisierten Proben wurden in DO gelést und ein
Absorptionsspektrum der Proben in einer CaF.-Klvette bei RT aufgenommen.
Von diesem Absorptionsspekirum wurde das des L&sungsmittels subtrahiert.
Dieses Spektrum wurde mit dem Programm CUR-FIT (entwickelt von D. Moffat,
National Research Council, Ottowa, Kanada) durch eine Kurve approximiert, die
sich als Summe mehrerer Gauss-Kurven darstellen lasst. Die Maxima dieser
Gauss-Kurven wurden den Sekundarstrukturen zugeordnet. Die Flachen erlauben
eine grobe Einschatzung der Haufigkeit der jeweiligen Struktur.
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2.2.1.18. CD-Spektroskopie

Die Messung des Circulardichroismus (CD) ist eine spektroskopische Methode,
die unter anderem zur Bestimmung der Sekundarstruktur von Proteinen eingesetzt
wird. Die CD-Spektroskopie basiert auf dem Effekt, dass chirale, d.h. optisch
aktive Molekile links und rechts zirkular polarisiertes Licht unterschiedlich
absorbieren. Die Differenz der Extinktionskoeffizienten des links () und rechts
(emr) zirkular polarisierten Lichtes Ae= ¢_ - ¢eg ist die MessgréBe, die man bei der
CD-Spektroskopie erhalt. Sie wird als Elliptizitat bezeichnet. Wird die Elliptizitat in
Bezug zum Molekulargewicht des Proteins gesetzt, so spricht man von der
molaren Elliptizitat. Die Sekundarstruktur des untersuchten Proteins wird aus der
Kombination von Referenz-CD-Spektren berechnet, die von Poly-L-Lysin erstellt
wurden. Poly-L-Lysin kann abhangig vom pH-Wert und der Temperatur in a -Helix,
B-Faltblattstruktur oder als ungeordnete Struktur vorliegen. Alternativ werden auch
die Spektren von Proteinen mit bekannter dreidimensionaler Struktur
herangezogen.

Die CD-Messungen wurden in Zusammenarbeit mit Prof. Dr. Holger Notbohm,
(Abteilung Medizinische Molekularbiologie, Universitdt zu Libeck) an einem
Jasco- J-715 Spektropolarimeter (JASCO Labor- und Datentechnik GmbH
Deutschland, Gross-Umstadt) durchgeflihrt. Fir die Messungen wurde eine
Quarzglaskiivette mit einer Schichtdicke von 1 cm verwendet. Die Proteine
wurden in HyOpigest geldést und ein CD-Spektrum bei 20 °C Uber einen
Wellenldngenbereich von 190 bis 250 nm aufgenommen. Um den Schmelzpunkt
des Proteins zu bestimmen, wurde ein CD-Spektrum bei der Wellenlange von
222 nm aufgenommen, bei dem die Temperatur um 1 °C/min von 30 °C auf
100 °C erhdht wurde. AnschlieBend wurde ein CD-Spektrum Uber den
Wellenldngenbereich von 190 nm bis 250 nm bei 100 °C gemessen. Nach dem
kontrollierten, gleichmaBigen Abkihlen der Probe auf 20 °C wurde erneut ein
CD-Spektrum Gber den Wellenlangenbereich aufgenommen.
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2.2.1.19. Fluoreszenz-Markierung von Proteinen

Die Markierung von Proteinen mit Fluoreszenz-Farbstoffen erfolgte kovalent tber
die e-Aminogruppe der Lysinreste. In dieser Arbeit wurden die Farbstoffe
Fluoresceinisothiocyanat (FITC) (Sigma) und Alexa Fluor® 488 5-TFP (Molecular
Probes) mit Absorptionsmaxima bei 495 nm und Emissionsmaxima bei 518 nm

verwendet.

Fir die Fluoreszenz-Markierung wurden die Proteine in 02 M
Natriumhydrogencarbonat in einer Konzentration von 5 bis 10 mg/ml gelést. Fir
die FITC-Markierung wurden zu 200 pl bzw. 400 ul dieser Proteinlésung die
10 mg/ml FITC-Lésung in DMSO in einem Molekulargewichtsverhaltnis von 50:1
zugegeben. Fir eine Markierung mit Alexa488 wurde der Proteinldsung 100 ug
des wasserldslichen Alexa Fluor® 488 5-TFP pro mg Protein zugegeben. Die
Proteinlésungen wurden mit den reaktiven Fluoreszenz-Farbstoffen fir 2 h bei RT
unter Rollen inkubiert. AnschlieBend wurde eine 1,5 M Lysin-Lésung zugegeben
und far weitere 2 h bei RT unter Rollen inkubiert. Dadurch konnten die noch freien
reaktiven FITC-Molekile mit den Aminogruppen des Lysins reagieren.
AnschlieBend wurden die Proteine von den niedermolekularen Bestandteilen
chromatographisch mit einer HiTrap Desalting Saule getrennt. Die markierten
Proteine wurden portionsweise mit einer Speedvac getrocknet und bis zur

Verwendung bei —20 °C gelagert.

2.2.1.20. Inkubation von nPhl p 6 mit Nasensekret

Um einen Einfluss des Nasensekrets auf nPhl p 6 zu untersuchen, wurden
10 ug nPhl p 6 mit 100 pl Nasensekret bei 37 °C fiir mindestens 12 h inkubiert.
AnschlieBend wurde der Ansatz in der Speedvac eingeengt, in einer Tris-Tricine-
Elektrophorese aufgetrennt und das Phl p 6 anhand eines Immunoblots mit dem
mAk Bo12 nachgewiesen.
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2.2.1.21. Inkubation von nPhl p 6 und nPhl p 1 mit BAL-Flussigkeit

Far die Untersuchung des Einflusses der BAL-FlUssigkeit auf die Allergene, wurde
1 ml der BAL-Flissigkeit mit 2,5 pg nPhl p 6 bzw. nPhl p 1 versetzt und bei 37 °C
fir mindestens 12 h inkubiert. Nach dem Einengen in der Speedvac wurde eine
SDS-PAGE oder Tris-Tricine-Elektrophorese mit anschlieBendem Immunoblot und
Nachweis der Allergene mit mAk, Patientenserum oder einem polyklonalem
Kaninchenhyperimmunserum (zur Verfugung gestellt von Dr. W.-M. Becker,
Forschungszentrum Borstel) durchgefihrt.

2.2.2. Zellbiologische Methoden

2.2.2.1. Kultivierung der A549-, Calu-3- und NCI-H727-Zellen

Alle Zelllinien wurden bei 37 °C, 5 % CO. und 95 % Luftfeuchte kultiviert. Die
A549- und die NCI-H727-Zelllinie wurden in DMEM und die Calu-3-Zelllinie in
Calu-3-Medium kultiviert. Alle 2 bis 3 Tage erfolgte ein Mediumwechsel. Ab einer
Zelldichte von ca. 80 % Konfluenz erfolgte eine Subkultivierung.

Zusammensetzung des verwendeten Puffers:

PBS, pH 7,4 8 mM Na>HPO,
(Phosphat-buffered Saline) 1,5 mM KH2PO4
3 mM KCI
137 mM NacCl

zum Sterilisieren autoklaviert

Nach dem Waschen mit PBS wurden die Zellen mit einer Trypsin/EDTA-L&sung
(GIBCO) bedeckt und durch eine Inkubation von 5 min bei 37 °C abgelést. Durch
Zugabe von Medium wurde das Trypsin inhibiert und die Zellen anschlieBend bei
250 x g pelletiert. Nach dem Resuspendieren in Medium wurden die Zellen in der

gewulnschten Zellzahl in neue Zellkulturflaschen bzw. -platten Uberfihrt.
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2.2.2.2. Generierung von Dendritischen Zellen

Die Dendritischen Zellen (DCs) wurden aus Monocyten des Blutes nach einem
modifizierten Protokoll von Romani et al. (1996) generiert. Dazu wurden
mononukledre Zellen des peripheren Blutes (PBMCs, ,peripheral blood
mononuclear cells®) durch Dichtegradientenzentrifugation isoliert. AnschlieBend
wurden aus den PBMCs die Monocyten durch eine Kurzzeit-Adhdrenz an der
Oberflache von Kulturschalen isoliert. Durch die Zugabe der Cytokine IL-4 und
GM-CSF wurden die Monocyten zur Differenzierung zu DCs stimuliert.

Heparin-Vollblut wurde in einem Verhédltnis von 1:2 mit D-PBS (PAA
LABORATORIES) verdinnt. In einem 50 ml Réhrchen wurden 25 ml des
verdinnten Blutes auf ein 15 ml Lymphoprep-Kissen (Progen, Heidelberg)
geschichtet und fir 45 min bei 20 °C und 700 x g ohne Bremse zentrifugiert.
Aufgrund der Dichte des Lymphopreps (1,077 g/ml) sammeln sich die schwereren
Erythrozyten und Granulozyten unter dem Lymphoprep-Kissen und die PBMCs
(Lymphocyten, Monocyten und Thrombocyten) an der Interphase des
Lymphoprep-Kissens mit dem Plasma an. Die Interphase mit den PBMCs wurde
vorsichtig abgenommen und dreimal in D-PBS mit 5 mM EDTA gewaschen.
Dadurch wurde der gréBte Teil der Thrombocyten entfernt. Zur Isolierung der
Monocyten wurden 5 bis 7 x 10’ PBMCs in 10 ml Fi-Medium in 75 cm?
Zellkulturschalen ausgesat und fur 2 h im Brutschrank inkubiert. Die Monocyten
adhédrieren an der Plastikoberfliche der Kulturschale, so dass die nicht
adharenten Lymphocyten und restlichen Thrombocyten durch viermaliges
Waschen in jeweils 10 ml HBSS (PAA LABORATORIES) entfernt werden konnten.
Aus diesen Monocyten wurden die DCs durch Zugabe von 15 ml Hu-DC-Medium
versetzt mit jeweils 500 U/ml rekombinantem humanem IL-4 und GM-CSF
(Immunotools, Friesoythe) generiert. Nach 2 bis 3 Tagen wurde die Halfte des
Mediums durch frisches ersetzt und erneut die beiden Cytokine in einer
Konzentration von jeweils 500 U/ml zugegeben. Nach 5 Tagen wurden die
unreifen DCs geerntet und in der gewilnschten Konzentration auf Kulturplatten
verteilt. Um reife DCs zu erhalten, wurden 10 ng/ml reines LPS aus dem
E. coli-Stamm K235 mit einem Proteingehalt unter 0.008 % (zur Verfligung gestellt

von Dr. Stephanie Vogel, Department of Microbiology and Immunology, University
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of Maryland, USA) Uber Nacht zugegeben. Am 6. Tag erfolgte neben einer
durchflusscytometrischen Charakterisierung der unreifen und reifen DCs anhand
der Oberflachenmarker CD1a, CD14, CD83, CD206 und HLA-DR auch die
Untersuchungen zur Aufnahme von Allergenen.

2.2.2.3. Durchflusscytometrie

Die Durchflusscytometrie (FACS, ,fluorescence activated cell sorter”) ist ein
effektives Verfahren zur Analyse von verschiedenen Zelltypen gemischter
Suspensionen aufgrund ihrer Streulicht- und Fluoreszenzeigenschaften. Die Zellen
werden vor der Analyse mit Antikdrpern bzw. Proteinen markiert, an die
Fluoreszenz-Farbstoffe gekoppelt sind. Bei der Analyse werden die Zellen in einer
dinnen Glaskapillare einzeln an einem Argonlaserstrahl der Wellenlange 488 nm
vorbeigeleitet. Zum einen kommt es zu einer Streuung des Lichtes. Die Intensitat
des Streulichtes mit einem geringen Winkel von 3° bis 10° das sogenannte
Vorwartsstreulicht oder Forwardscatter (FSC) ist ein MaB flr die GroBe der Zellen.
Dagegen ist das Streulicht in einem Winkel von 90°, das Seitwartsstreulicht oder
der Sidescatter (SSC), ein MaB fir die Granularitat der Zellen. Zum anderen
werden die Fluoreszenz-Farbstoffe zur Emission von Licht angeregt, dessen
Intensitat durch Fotosensoren mit entsprechenden Filtern fir die Wellenlangen
des jeweiligen Farbstoffes gemessen wird. Die Intensitat des ausgestrahlten Lichts
ist dabei proportional zur Dichte des detektierten Farbstoffes und damit auch zum
Antikdrper bzw. Protein. Der Sensor FL-1 ist mit einem Filter von 530 nm
ausgestattet und misst das emittierte Licht von FITC. Dagegen misst der Sensor
FL-2 mit einem Filter von 585 nm das emittierte Licht von Phycoerythrin (PE). Der
Sensor FL-3 erfasst Licht einer Wellenlange von 630 nm, das durch den Farbstoff
Propidiumjodid emittiert wird. Da alle drei Farbstoffe unterschiedliche
Emissionsspekiren besitzen, ist eine gleichzeitige Charakterisierung Uber diese

drei Farbstoffe mdglich.

In dieser Arbeit wurden die Durchflusscytometer FACScalibur (BD Biosciences)
und Epics XL-MCL (Beckmann Coulter, Krefeld) verwendet. Die Analyse der
Zellen erfolgte in FACS-Puffer (10 % BSA, 1 % Natriumazid in PBS, pH 7,4). Die
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Daten wurden mit dem Programm WinMDI 2.8 analysiert und entweder als
eindimensionale Histogramme oder zweidimensionale Dichteplots dargestellt.

2.2.2.4. Allergenaufnahme durch die Epithel-Zelllinien

Auf 24 well-Kulturplatten wurde die Zelllinien A549 mit 100.000 Zellen pro well, die
NCI-H727-Zelllinie mit 200.000 Zellen pro well und die Calu-3-Zelllinie mit 300.000
Zellen pro well in 1,5 ml Medium ausgeséat. Die Zellen wurden fir zwei Tage im
Brutschrank bis zu einer Konfluenz von ca. 80 % kultiviert. Nach dreimaligem
Waschen mit PBS wurde 500 pl frisches Medium zugeben. Die Fluoreszenz-
markierten Proteine wurden in einer Konzentrationen von 20 pg/ml in das Medium
gegeben und mit den Zellen im Brutschrank inkubiert. Nach unterschiedlichen
Inkubationszeiten wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen. Fir die FACS-
Analysen wurden die Zellen anschlieBend mit 200 pl Trypsin/EDTA (GIBCO)
abgeldst. Nach ca. 5 min wurden 500 pl FACS-Puffer zugegeben und die FACS-
Analyse durchgefihrt. Die Autofluoreszenz der Zellen wurde von den mittleren
Fluoreszenz-Intensitaten der Zellen bei einer Inkubation mit den Allergenen
abgezogen.

Um die Makropinocytose zu inhibieren, wurden die A549-Zellen vor der Allergen-
Zugabe fir 30 min mit Cytochalasin D (Sigma) in einer Konzentration von 1 uM
und die NCI-H727-Zellen mit 1,25 mM Cytochalasin D inkubiert. AnschlieBend
erfolgte die Zugabe von 20 ug/ml nPhl p 1-FITC bzw. nPhl p 6-FITC und nach 2 h
wurde die Fluoreszenzintensitat der Zellen mit dem FACS analysiert. Die
Autofluoreszenz der Zellen wurde von der Fluoreszenz-Intensitat der Zellen
bei einer Inkubation mit den Allergenen abgezogen. Die Fluoreszenz-Intensitat
der Kontrolle ohne Inkubation mit Cytochalasin D wurde als 100 %-Wert
festgelegt und die Fluoreszenz-Intensitaten der Zellen bei einer Inkubation mit

Cytochalasin D dazu in Bezug gesetzt.
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2.2.2.5. Konfokale Laser-Scan-Mikroskopie zur intrazellulare Lokalisation der
Allergene

Fir die Konfokale Laser-Scan-Mikroskopie wurden die Zellen auf sterilen
Deckglasern mit einem Durchmesser von 12 mm in 24 well-Platten wie unter
2.2.2.4 beschrieben kultiviert und mit den Allergenen inkubiert. Nach dem
dreimaligen Waschen mit PBS wurden die Zellen fur 10 min in 2 % (w/v)
Paraformaldehyd in PBS fixiert. Die Zellen wurden erneut dreimal mit PBS
gewaschen und anschlieBend mit 0,25 % (v/v) Triton X-100 in PBS
permeabilisiert. Nach dem erneuten dreimaligen Waschen in PBS wurde flr
30 min mit 10 % (w/v) BSA in PBS blockiert. AnschlieBend wurden die Zellen
wieder dreimal gewaschen und mit dem primaren Antikdrper fur 2 h bei RT oder
bei 4 °C Uber Nacht inkubiert. Zum spezifischen Nachweis der Allergene wurden
die mAk Bo14 und Bo12 unverdlnnt eingesetzt. Eine Markierung der Zellmembran
wurde ohne eine Permeabilisierung der Zellen mit dem Antikdrper anti-human
CD29 in einer Verdinnung von 1:500 in 10 % (w/v) BSA in PBS durchgefihrt.
Nach dreimaligem Waschen mit PBS wurde mit dem sekundéren Antikérper
anti-Maus 1gG-AlexaFluor 568 in einer Verdinnung von 1:500 in 10 % (w/v) BSA
in PBS fir 2 h bei RT inkubiert. Nach erneutem dreimaligem Waschen wurden die
Zellen mit 2 % (w/v) Paraformaldehyd fixiert und die Deckglaschen mit ,DABCO
anti-fading solution“ (Johnson et al., 1982) auf Objekttrager gebracht. Die Analyse
der Zellen erfolgte mit dem Konfokalen Laser-Scan-Mikroskop Leica TCS SP
(Leica, Bensheim, Deutschland).

DABCO anti-fading solution: 2,5% DABCO (1,4-diaza-bi-cyclo-2,2,2-octan)
in 80% Glyzerin

Eine Anfarbung der Lysosomen erfolgte mit dem Farbstoff LysoTracker Red
(Cambrex, Verviers, Belgien), der infolge des sauren pH-Wertes der Lysosomen
ein Emissionsmaximum bei 590 nm aufweist. Dazu wurde das Medium nach der
Inkubation der Zellen mit den Allergenen entfernt und durch 500 ul DMEM versetzt
mit 50 nM LysoTracker Red ersetzt. Nach einer Inkubation von 30 min wurden die
Zellen dreimal mit PBS gewaschen und fir 10 min in 2 % Paraformaldehyd in PBS
fixiert. Nach erneutem Waschen mit PBS wurden die Deckglaser mit ,DABCO anti-
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fading solution” auf Objekttrager gebracht und mit dem Konfokalen Laser-Scan-

Mikroskop analysiert.

2.2.2.6. Aufnahme von Allergenen durch Dendritische Zellen

Am Tag 5 der Generierung von DCs wurden auf 96-well-Platten mit flachem
Boden 200.000 DCs in 200 pl Hu-DC-Medium ausplattiert und Uber Nacht im
Brutschrank kultiviert. Die Zugabe von FITC-markiertem nPhl p 1 bzw. nPhl p 6
erfolgte am Tag 6. Nach dieser Inkubation wurden die DCs durchflusscytometrisch

analysiert.

FOr die Analyse des Aufnahme-Mechanismus wurden die DCs 30 min mit
25 mM Methyl-a-D-mannopyranosid (MMP), 1 mM Amiloride (AMD) bzw.
2,5 uM Cytochalasin D (CCD) prainkubiert. AnschlieBend erfolgte die Zugabe
der FITC-markierten Allergene. Nach einer Inkubation von 2 h wurde die
FACS-Analyse durchgefuhrt. Die mittlere Fluoreszenz-Intensitat der Kontrolle
ohne Inhibitor wurde als 100 %-Wert festgelegt und die Fluoreszenz-Intensitaten

der Zellen bei einer Inkubation mit Inhibitor dazu in Bezug gesetzt.

2.2.3. Statistische Auswertung der Daten

Die Ermittlung signifikanter Unterschiede zwischen zwei Gruppen wurde mit dem
Student'schen t-Test durchgefuhrt. Zur statistischen Auswertung bei Vergleich
mehrerer Gruppen wurde mit Hilfe des Statistikprogrammes JMP IN 5.1 eine
one-way ANOVA (one-way analysis of variance) durchgefiihrt, gefolgt von dem
Tukey-Test. Als statistisch signifikant wurden Werte mit p < 0,02 definiert.
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3. Ergebnisse

3.1. Charakterisierung von Phl p 6

Um eine Prozessierung von Gréaserpollenallergenen untersuchen zu kénnen, ist
eine genaue strukturelle Kenntnis der Allergene von groBer Bedeutung. In dieser
Arbeit wurde das natlrliches Phl p 6 aus dem Pollen des Lieschgrases Phleum
pratense isoliert und anschlieBend mittels 2-DE und Immunoblotting sowie mit
massenspektrometrischen Methoden charakterisiert. Zum Vergleich wurde in
E. coli exprimiertes rPhl p 6 eingesetzt. Die Sekundarstruktur von nPhl p 6 und
rPhl p 6 wurde anhand von FTIR- und CD-Spekiroskopie bestimmt, um eine
vergleichbare Faltung beider Formen zu Uberprifen und damit eine Verwendung
des definierten rPhl p 6 anstatt des komplexen nPhl p 6 fir weitere

Untersuchungen zu ermdéglichen.

3.1.1. 2-DE und Immunoblotting

Far eine Charakterisierung von nPhl p 6 und rPhl p 6 anhand des isoelektrischen
Punktes und des Molekulargewichtes wurde eine 2-DE durchgefihrt. Zusatzlich
wurde die IgE-Reaktivitat von nPhl p 6 sowie rPhl p 6 mit Immunoblots unter
Verwendung von Seren Graserpollen-allergischer Patienten untersucht. In Abb. 4A
ist eine 2-DE mit anschlieBender Silberfarbung von nPhl p 6 gezeigt. Fir das nPhl
p 6 konnten nur bei der erwarteten Masse von ca. 12 kDa Proteine nachgewiesen
werden, d.h., dass nPhl p 6 in hoher Reinheit aus dem Pollen isoliert werden
konnte. Bei dieser Masse von ca. 12 kDa waren sieben Spots in einem pl-Bereich
von 5,2 bis 6,6 detektierbar. Dabei wiesen die beiden Hauptspots einen pl von 5,5
und 6,0 auf. Die sieben Spots mit unterschiedlichem pl kénnten auf verschiedene
Isoformen zurlckzuflhren sein, bei denen der isoelektrische Punkt z. B. durch den
Austausch von einzelnen Aminosauren unterschiedlich ist. Alle sieben Spots
wiesen eine IgE-Reaktivitat auf wie in Abb. 4B anhand eines Immunoblots mit

Patientenserum gezeigt.
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pl 45 53 6.0 6.9 pl 45 53 6.0 6.9

97 kDa — — 97 kDa
66 kDa — C — 66 kDa
45 kDa — : — 45 kDa
31 kDa — — 31 kDa
21 kDa — — 21 kDa

14 kDa — ."“ y ' — 14 kDa

pl 45 53 6.0 6.9 pl 45 53 60 6.9
97 kDa — B D — 97 kDa

66 kDa — — 66 kDa
45 kDa — — 45 kDa
31 kDa — — 31 kDa
21 kDa — — 21 kDa
14 kDa — . " ’ — 14 kDa

Abb. 4: 2-DE und Nachweis der IgE-Reaktivitat von nPhl p 6 und rPhl p 6.
A und C: Silber gefarbtes 2-DE-Gel von nPhl p (A) bzw. rPhl p 6 (C).
B und D: Immunoblot nach 2-DE von nPhl p 6 (B) bzw. rPhl p 6 (D) mit
dem Nachweis der IgE-Reaktivitdt unter Verwendung von Serum eines

Graserpollen-sensibilisierten Patienten.

In einem Silber gefarbten 2-DE-Gel zeigte rPhl p 6 einen Hauptspot bei einer
Masse von ca. 12 kDa und einem pl von 6,0 (Abb. 4C). Dieser Spot war identisch
zu einem der Hauptspots des natirlichen Phl p 6. Zusatzlich wies rPhl p 6 bei der
gleichen Masse noch einen weiteren, jedoch sehr schwachen Spot bei einem pl
von ca. 5,5 auf. Dieser Spot besalB ebenso wie der Hauptspot eine IgE-Reaktivitat
(Abb. 4D), so dass es sich hierbei nicht um eine bakterielle Verunreinigung

handeln konnte.
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3.1.2. ESI-FT-ICR-MS-Analyse von nPhl p 6 und rPhl p 6

Um die genaue Masse von rPhl p 6 sowie von den sich im pl unterscheidenden
Formen des nPhl p 6 zu bestimmen, wurde eine ESI-FT-ICR-MS-Analyse
durchgefiihrt. Vor der massenspektrometrischen Analyse wurden rPhl p 6 und
nPhl p 6 zusatzlich mittels RP-HPLC gereinigt. In Abb. 5A ist das
ladungsbereinigte Massenspekitrum von rPhl p 6 gezeigt. Der Peak wies eine
Masse von 11785,02 Da auf. Dies entsprach der theoretisch berechneten Masse
fir die Form des Phl p 6, der die cDNA-Sequenz von Vrtala et al. (1999) zugrunde
gelegt wurde.

1 A rPhl p 6
o 12 P
fg 1 11785,02
» 1.0
s ]
8 o8]
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= “ 11788.08
_'5; 1,0_: Am = 523 Am = 186
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Q 06 Am = 186 —_—
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S 041
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11400 11600 11800 12000 m/z

Abb. 5: ESI-FT-ICR-Massenspektrum von rPhl p 6 (A) und nPhl p 6 (B).
Die Massendifferenzen zwischen den Peaks des nPhl 6 sind durch Pfeile
angegeben.

Das ladungsbereinigte ESI-MS-Spektrum von nPhl p 6 wies sieben Peaks in
einem Massenbereich von 11264 bis 11975 Da (Abb. 5B) auf. Der Hauptpeak lag
bei einer Masse von 11788,08 und damit zwischen den beiden theoretisch
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berechneten Massen der Formen von Petersen et al. (1995b) und Vrtala et al.
(1999). Diese zwei auf cDNA-Ebene beschriebenen Formen des Phl p 6
unterscheiden sich in nur 2 Aminosauren und weisen damit eine Massendifferenz
von nur 5 Da auf. Die Isotopenverteilung des Hauptpeaks von nPhl p 6 ist in
Abb. 6A gezeigt. Im Vergleich zum rPhl p 6 (Abb. 6B) wies das nPhl p 6 einen
wesentlich breiteren und auch unsymmetrischen Peak auf. Dies deutete auf ein
Gemisch aus Proteinen unterschiedlicher Masse hin. Eine theoretisch berechnete
Isotopenverteilung fir die beiden von Petersen et al. (1995b) und Vrtala et al.
(1999) beschriebenen Formen ist in Abb. 6C gezeigt. Eine Addition beider
Isotopenverteilungen war mit der Verteilung identisch, die fir nPhl p 6 gemessen
wurde. Beide bisher nur auf cDNA-Ebene beschriebenen Formen sind somit als
Isoformen des Phl p 6 anzusehen.

11785.02

9 11788.08
A _11788.08 B o 11785.02 11790.03
1.004 1.00
] 1\
| :
0.80 1 0.80] I \“ “\ “\
Isoform 1 I | Isoform 2
0.60{ 0.60
0.40 0.40 |
0.201 0.201
11780 11790 miz 11780 11790 miz 11780 11785 11790 11795 miz

Abb. 6: Isotopenverteilung des Hauptpeaks von nPhl p 6 (A), des Peaks
von rPhl p 6 (B) und die theoretische berechnete Isotopenverteilung der
Isoformen nach Petersen et al. (1995b) in rot und Vrtala et al. (1999) in

grin (C).

Anhand der Massendifferenzen zwischen den Peaks des nPhl p 6 (Abb. 5B)
konnten weitere Modifikationen identifiziert werden (siehe auch Tab. 7). Zwischen
den Hauptpeaks des nPhl p 6 bestand eine Massendifferenz von 523 Da. Diese
Differenz entsprach einer Deletion von 6 Aminosduren am C-Terminus des
Phl p 6. Eine Differenz von 225 Da entsprach einer Deletion von drei Aminosauren
und von 71 Da einer Deletion von nur einer Aminosdure am C-Terminus des

Phl p 6. Dagegen war die um 186 Da hohere Masse auf eine Addition der beiden
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Aminosauren Glutaminsaure (E) und Glycin (G) am N-Terminus zurtickzufthren.
Diese beiden Aminoséauren sind Teil der N-terminalen Signalsequenz des Phl p 6.
Alle Peaks des Massenspektrums von nPhl p 6 wiesen in einer VergréBerung eine
unsymmetrische und breite Isotopenverteilung auf, wie flir den Hauptpeak des
nPhl p 6 in Abb. 6A gezeigt. Das bedeutet, dass beide Isoformen des nPhl p 6 am
C-Terminus durch Deletionen von 1, 3 bzw. 6 Aminosauren und am N-Terminus
durch eine Addition der Aminosauren EG modifiziert sein kénnen. Weitere

posttranslationale Modifikationen, wie z.B. Glykosylierungen, konnten fir nPhl p 6

trotz  Vorhandensein  einer  potentiellen  N-Glykosylierungsstelle  nicht
nachgewiesen werden.
Tab. 7: Massendifferenzen zwischen den Peaks des nPhl p 6 (siehe
Abb. 5B) mit zugehdérigen Modifikationen in der Aminosauresequenz.
gemessene Aminosiure- theoretische vermutete
Massendifferenz Massendifferenz et o
[Da] Sequenz [Da] Modifikation
Deletion am C-
523,29 AVKPGA 523,63 Terminus
Deletion am C-
225,08 PGA 225,25 Terminus
Addition am N-
186,08 EG 186,17 Terminus
71,02 A 71,08 De'Tet'O”. am C-
erminus

3.1.3. Tryptischer Verdau von nPhl p 6 und rPhl p 6

Neben der ESI-MS-Analyse wurde ein tryptischer Verdau durchgefihrt, um die
Aminoséaure-Austausche der beiden Isoformen an Position 14 und 95 exakt
nachzuweisen. Rekombinantes sowie natirliches Phl p 6 wurden durch Trypsin
verdaut, Uber eine RP-HPLC gereinigt und anschlieBend mit MALDI-TOF-MS
analysiert. Von den 11 mdglichen Fragmenten des rPhl p 6 konnten die Massen
von 7 Fragmenten und einem Fragment mit einer ausgelassenen Schnittstelle den
theoretischen Massen zugeordnet werden. Die identifizierten Fragmente deckten
ca. 72 % der Sequenz des rPhl p 6 ab und sind in Abb. 7 dargestellt.
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rPhl p 6:

1

41

81

GKATTEEQKL IEDINASFRA AMATTANVPP ADKYKTFEAA 40

DKYEAFVLHF SEALHITIAGT PEVHAVKPGA

FTVSSKRNLA DAVSKAPQLV PKLDEVYNAA YNAADHAAPE 80

Abb. 7: Tryptischer Verdau von rPhl p 6. Die mit MALDI-TOF-MS

nachgewiesenen Fragmente sind durch schwarze Linien in der Sequenz

des rPhl p 6 markiert.

Die identifizierten Fragmente des nPhl p 6 waren in ihrer Position identisch zu den

Fragmenten des rPhl p 6 und sind in Abb. 8 dargestellt. Es wurden ebenfalls
ca. 72 % der Sequenz des Phl p 6 abgedeckt. Das Fragment von AS 10 bis AS 19
enthalt die Aminosauresubstitution an Position 14. Fragmente fir beide Isoformen

konnten im tryptischen Verdau nachgewiesen werden. Dagegen wurde Kkein

Fragment mit der AS-Substitution an Position 95 identifiziert. Die von Petersen et

al. (1995b) beschriebene Isoform enthélt durch die Substitution an dieser Stelle

eine zusatzliche Schnittstelle. Fir diese Isoform konnte ein C-terminales Fragment

(AS 96 bis AS 104) mit einer Deletion von sechs AS nachgewiesen werden. Alle

weiteren C-terminalen Fragmente konnten mit der MALDI-TOF-MS nicht detektiert

werden.

Isoform

Isoform

Isoform

Isoform 2

Isoform

Isoform

Abb. 8: Tryptischer

41
41

81
81

GKATTEEQKL IEDINASFRA AMATTANVPP ADKYKTFEAA 40
GKATTEEQKL IEDVNASFRA AMATTANVPP ADKYKTFEAA 40
FTVSSKRNLA DAVSKAPQLV PKLDEVYNAA YNAADHAAPE 80
FTVSSKRNLA DAVSKAPQLV PKLDEVYNAA YNAADHAAPE 80
DKYEAFVLHF SEALHIIAGT PEVHAVKPGA 110
DKYEAFVLHF SEALRIIAGT PEVHAVKPGA 110

Verdau von nPhl p 6. Mit MALDI-TOF-MS

nachgewiesene Fragmente flr beide Isoformen sind durch blaue Linien in

den Sequenzen gekennzeichnet. Die schwarze Linie kennzeichnet das

C-terminale Fragment, das nur flr die Isoform 2 identifiziert werden konnte.
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3.1.4. FTIR-Spekroskopie

Um die Sekundérstrukturen von rPhl p 6 und nPhl p 6 zu bestimmen und
miteinander zu vergleichen, wurde die FTIR-Spektroskopie durchgefuhrt. Die
Absorption des IR-Lichtes wurde in D,O in einem Wellenzahlbereich von
1600 cm™ und 1700 cm™ gemessen. Die Absorptionsbande wurde durch eine
Kurve approximiert, die sich durch mehrere Gauss-Kurven darstellen lieB3.
In Abb. 9 sind diese approximierten Kurven und die Gauss-Kurven fir nPhl p 6
und rPhl p 6 gezeigt. Die Maxima der Gauss-Kurven wurden den verschiedenen
Sekundarstrukturen zugeordnet, wobei die GréBe der Flachen und die Hbéhe
dieser Kurven einen groben Anhaltspunkt flr die Auspréagung der zugehdrigen
Sekundéarstrukturen gab.

0,030 |
0,025
0,020 |
0,015

0,010 -

relative Absorption
relative Absorption

0,005 |-

L L L 1 1 0,02 L L L L 1
1700 1680 1660 1640 1620 1600 1700 1680 1660 1640 1620 1600

relative Absorption
relative Absorption

0,00 L I I L I ,00 L I I I 1
1700 1680 1660 1640 1620 1600 1700 1680 1660 1640 1620 1600

Wellenzahl [cm™] Wellenzahl [cm™]

Abb. 9: FTIR-Absorptionsspektrum von nPhl p 6 und rPhl p 6 in D20O.
A und B: Absorptionsspektrum von nPhl p 6 (A) und rPhl p 6 (B) bei 20 °C.
C und D: FTIR-Spektren von nPhl p 6 (C) und rPhl p 6 (D) nach
Denaturierung bei 100 °C.
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Das natlrliche und das rekombinante Phl p 6 zeigten Absorptionsspektren mit
sehr dhnlichen Maxima. Die stérkste Absorption lag fiir nPhl p 6 bei 1639 cm™ und
rPhl p 6 bei 1641 cm™ im Absorptionsbereich von ungeordneten Strukturen. Die
zugehorige Gauss-Kurve besal3 jedoch nicht den gréBten Flachenanteil und damit
haben ungeordnete Strukturen nicht den gréBten Anteil an der Struktur des
Phl p 6. Eine gréBere Flache wies dagegen die Gauss-Kurve mit einem Maximum
bei 1650 cm™ fir nPhl p 6 und 1657 cm™ fir rPhl p 6 auf. Diesen
Absorptionsmaxima entsprachen a-helicalen Strukturen, die somit auch einen
gréBeren Anteil an der Struktur des Phl p 6 als ungeordnete Strukturen besitzen.
Im Absorptionsbereich von B-Faltblatt-Strukturen weisen nPhl p 6 bei 1629 cm™
und rPhl p6 bei 1630 cm” Maxima auf. Aufgrund der gréBeren Flache der
zugehorigen Gauss-Kurve des rPhl p 6 im Vergleich zu nPhl p 6 lieB sich ein
gréBerer Anteil an B-Faltblatt-Strukturen fir rPhl p 6 ableiten. Weiterhin zeigten
nPhl p 6 und rPhl p 6 ein Maximum bei 1662 cm™ bzw. 1667 c¢cm™, das im
Absorptionsbereich von B-Schleifen lag. Hier konnte aufgrund der Flachen der
Gauss-Kurven ein gréBerer Anteil an B-Schleifen fir nPhl p 6 als bei rPhl p 6
vermutet werden. Das Absorptionsmaximum bei 1619 cm™ fiir nPhl p 6 bzw.
1617 cm™ fur rPhl p 6 war auf eine Absorption von IR-Strahlung durch die
Seitenketten der Aminosauren zurickzuflihren. Somit wiesen nPhl p 6 und
rPhl p 6 groBe o-helicale und ungeordnete Bereiche auf und im Vergleich

zueinander besal das rPhl p 6 einen gréBeren Anteil an B-Faltblatt-Struktur.

Bei einer Denaturierung von nPhl p 6 und rPhl p 6 kam es zu einer Verschiebung
des Absorptionsmaximums auf 1615 cm™ bzw. 1618 cm™. Diese Maxima wurden
durch die Absorption der AS-Seitenketten verursacht. Die groBte Absorption, die
den Sekundarstrukturen zugeordnet werden konnte, lag bei 1639 ¢cm™ fiir nPhl p 6
und 1641 cm™ fiir rPhl p 6 und war auf ungeordnete Strukturen zuriickzufiihren.
Die jeweiligen Gauss-Kurven besaBen die gréBte Flache und somit waren
denaturiertes nPhl p 6 und auch rPhl p 6 hauptsachlich ungeordnet strukturiert.
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3.1.5. CD-Spektroskopie

Eine alternative Methode zur Bestimmung der Sekundarstruktur mittels
FTIR-Spektroskopie ist die CD-Spektroskopie. Diese Methode ermdglicht eine
Berechnung der prozentualen Anteile der Sekundarstrukturen und die
Bestimmung des Schmelzpunktes. Ein weiterer Vorteil ist der relativ geringe
Verbrauch an Protein im Vergleich zu einer weiteren, jedoch exakteren Methode
der IR-Spektroskopie. Die CD-Spektren wurden fiir nPhl p 6 und rPhl p 6 bei
20 °C, bei 100°C und erneut nach dem Abkuhlen auf 20 °C aufgenommen und
sind in Abb. 10 gezeigt.
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Abb. 10: CD-Spektrum von nPhl p 6 (A) und rPhl p 6 (B). Die schwarze
Linie zeigt das CD-Spektrum bei 20 °C, die rote Linie bei 100 °C und die
griine Linie nach dem Abkihlen auf 20 °C.

Das CD-Spektrum von nPhl p 6 wies bei einer Wellenlange von ca. 192 nm ein
Maximum und bei ca. 207 nm und 222 nm Minima in der molaren Elliptizitat auf.
Dieses Spektrum zeigte groBe Ahnlichkeit mit dem Referenz-Spektrum von
Poly-L-Lysin, das a-helical strukturiert ist. Anhand solcher Referenz-Spektren von
Proteinen bekannter Struktur konnte fir nPhl p 6 ein Anteil von ca. 56 %
o-helicaler, 8 % B-Faltblatt und 35 % ungeordneter Strukturen ermittelt werden.
Ein Erhitzen auf 100 °C flhrte zu einem Verlust des Maximums und der Minima im
CD-Spektrum, das mit Spektren ungeordneter Strukturen identisch war. Nach dem

Abkulhlen auf 20 °C war das CD-Spektrum wieder nahezu identisch zum Spektrum
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vor dem Erhitzen. Dies bedeutete, dass nPhl p 6 die Ausgangsstruktur wieder

vollstandig annahm.

Das CD-Spektrum von rPhlp6 bei 20 °C besaB nahezu identische Maxima und
Minima wie das Spektrum von nPhl p 6. Flr rPhl p 6 wurden jedoch im Vergleich
zu nPhl p 6 wesentlich geringere Anteile an a-helicalen Strukturen von 41 % und
an ungeordneten Strukturen von 43 % ermittelt. Dagegen war der Anteil an
B-Faltblatt von 16 % wesentlich gréBer beim rPhl p 6 als beim nPhl p 6. Ein
Erhitzen auf 100 °C flhrte beim rPhl p 6 ebenfalls zu einem vollstandigen Verlust
der geordneten Strukturen. Nach dem Abklhlen zeigte rPhl p 6 jedoch ein
verandertes CD-Spektrum mit einem geringeren Maximum bei einer Wellenléange
von 192 nm und deutlicheren Minima bei 207 nm und 222 nm. Somit war die
Struktur des rPhl p 6 im Gegensatz zum nPhl p 1 nach dem Abkuhlen nicht mit der

Struktur vor dem Erhitzen identisch.

Der Schmelzpunkt von nPhl p 6 und rPhl p 6 wurde durch das Messen der
Elliptizitat bei einer Wellenlange von 222 nm und dem Erhitzen von 30°C auf
100 °C ermittelt. In Abb. 11 ist die Elliptizitdt von nPhl p 6 und rPhl p 6 in

Abhangigkeit von der Temperatur gezeigt.

Elliptizitat [mdeg]
Elliptizitat [mdeg]

- = - 70 : - :
40 60 80 100 40 60 80 100

Temperatur [°C] Temperatur [°C]
Abb. 11: Elliptizitat von nPhl p 6 (A) und rPhl p 6 (B) bei 222 nm in
Abhéangigkeit von der Temperatur. Die schwarzen Punkie geben die
einzelnen Messpunkte und die schwarze Linie die Funktion dieser
Messpunkte an. Die Wendepunkte sind durch rote gepunktete Linien

dargestellt und bezeichnen die Schmelzpunkte von nPhl p 6 und rPhl p 6.
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Die Messpunkte wurden durch eine Funktion approximiert, wobei der Wendepunkt
dieser Funktion als Schmelzpunkt definiert ist. Fir nPhl p 6 lag der Schmelzpunkt
bei 59,8 °C und fir rPhl p 6 bei 60,1 °C. Somit wiesen beide Proteine einen fast
identischen Schmelzpunkt und eine hohe thermische Stabilitat auf.

3.2. Einfluss von Nasensekret und BAL-Flussigkeit auf
nPhl p 6

Um zu untersuchen, ob die Allergene durch die Sekrete des Respirationstraktes
prozessiert werden, wurde nPhl p 6 mit Nasensekret bzw. BAL-FlUssigkeit
inkubiert und anschlieBend mittels Elektrophorese und Immunoblot auf die
Entstehung von Fragmenten hin analysiert. Der Einfluss des Nasensekretes von
insgesamt 26 Patienten auf nPhl p 6 wurde untersucht. Aus diesem Kollektiv
gaben 13 Patienten an, unter einer Allergie zu leiden, wobei unterschiedliche
Sensibilisierungen vorlagen. Neben Gréaserpollen-Allergien traten unter anderem
auch Birkenpollen-, Haselpollen- und Hausstaubmiloen-Allergien auf. Eine
detaillierte Diagnose z.B. mittels Hauttest lag jedoch nicht vor. Von diesen 13
allergischen Patienten wurden zur Zeit der Probenentnahme 6 medikamentds
behandelt, 4 Patienten mit einem antiallergischen Nasenspray, ein Patient mit
Antihistaminikum und 1 Patient wurde mit einem Antibiotikum behandelt. Eine
Fragmentierung des nPhl p 6 durch das Nasensekret dieser 26 untersuchten

Patienten konnte anhand von Immunoblots mit Bo12 nicht nachgewiesen werden.

Neben dem aus den oberen Atemwegen stammenden Nasensekret wurde auch
die aus den unteren Atemwegen stammende BAL-FlUssigkeit auf proteolytische
Aktivitat gegentber dem nPhl p 6 untersucht. Die BAL-FlUssigkeit stammte von
einem Spenderkollektiv aus insgesamt 42 Patienten, die aufgrund von
Atemwegsbeschwerden in der Klinik des Forschungszentrum Borstel medizinisch
betreut wurden. Auch hier konnte anhand von Immunoblots unter Verwendung des
monoklonalen Antikdrpers Bo12, eines Kaninchenhyperimmunserums sowie den
Seren von Gréaserpollen-sensibilisierten Patienten keine Fragmentierung des

nPhl p 6 nachgewiesen werden.
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Zum Vergleich wurde der Einflusses der BAL-Flissigkeit auf das in der Struktur
wesentlich komplexere nPhl p 1 untersucht. Aus dem untersuchten Kollektiv von
150 Patienten verursachte die BAL-Flissigkeit von 22 Patienten eine deutliche
Fragmentierung des nPhl p 1, die durch monoklonale Antikérper und auch ein
Kaninchenhyperimmunserum nachgewiesen wurde. Nach einer Inkubation von
tber 12 h konnten neben unfragmentiertem nPhl p 1 auch Fragmente mit einer
GréBe von ca. 14, 20 und 30 kDa detektiert werden, wobei nicht alle drei
Fragmente bei einem Patienten zu finden waren. In

Abb. 12 ist eine Tris-Tricine-Elekirophorese mit anschlieBendem Immunoblot mit
monoklonalen Antikérpern fir eine Auswahl an BAL-FlUssigkeiten von Patienten
gezeigt, die eine Fragmentierung des nPhl p 1 verursachten. Eine IgE-Reaktivitat
konnte fur diese Fragmente jedoch nur in 15 Fallen durch die Verwendung von
Seren Graserpollen-allergischer Patienten nachgewiesen werden. Zusatzlich zu
diesen BAL-FlUssigkeiten von 22 Patienten mit deutlicher Fragmentierung des
nPhl p 1 konnte bei 31 weiteren Patienten eine schwache Fragmentierung
festgestellt werden. Bei letzteren konnte nur ein Fragment bei ca. 30 kDa mit den
monoklonalen Antikérpern und dem Kaninchenhyperimmunserum nachgewiesen
werden, jedoch konnte flr dieses Fragment anhand von Seren Gréaserpollen-

allergischer Patienten keine IgE-Reaktivitat detektiert werden.
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Abb. 12: Fragmentierung des nPhl p 1 durch BAL-Flissigkeit. Nach der
Inkubation von nPhl p 1 mit BAL-Flissigkeit wurde eine Tris-Tricine-
Elektrophorese mit anschlieBendem Immunoblot mit einem Gemisch aus
den mAk Bo14, 1G12, und HB7 durchgefiihrt. (BAL: BAL-Flissigkeit;
PS-Nr.: Patienten-Nummer)

3.3. Interaktion von nPhl p 6 und nPhl p 1 mit den
Epithelzellen des Respirationstraktes

Um eine Interaktion der Allergene auf der Epithel-Ebene des Respirationstraktes
zu untersuchen, wurden die drei Zelllinien A549, NCI-H727 und Calu-3 verwendet.
Diese Karzinom-Zelllinien sind epithelialen Ursprungs, sie stammen jedoch aus
unterschiedlichen Regionen des Respirationstraktes und weisen unterschiedliche
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Phanotypen auf. In dieser Arbeit wurde die Aufnahme des Fluoreszenz-markierten
Allergens nPhl p 6 und zum Vergleich auch das strukturell stark unterschiedliche
nPhl p 1 durch die Zelllinien anhand der Durchflusscytometrie und der Konfokalen

Laser-Scan-Mikroskopie untersucht.

3.3.1. Analyse der Allergenaufnahme durch die Epithel-Zelllinien
des Respirationstraktes

Die Aufnahme der FITC-markierten Allergene durch die Epithel-Zelllinien wurde zu
vier verschiedenen Zeitpunkten analysiert, um mdgliche Unterschiede im
Aufnahmeverhalten zwischen den Zelllinien aufzuzeigen. Dazu wurden die Zellen
fir 2, 6, 12 und 24 h mit 20 pg/ml nPhl p 6-FITC bzw. nPhl p 1-FITC inkubiert und
die mittlere Fluoreszenzintensitat mittels Durchflusscytometrie bestimmt. In
Abb. 13 und Abb. 14 ist die Aufnahme der Allergene fir die drei verwendeten
Zelllinien dargestellt.
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Abb. 13: Zeitabhangige Aufnahme von nPhl p 6-FITC durch A549-,
NCI-H727- und Calu-3-Zellen (n=4).
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Far alle drei verwendeten Zelllinien konnte nach einer Inkubationszeit von 2 h mit
nPhl p 6-FITC ein deutliches Fluoreszenzsignal nachgewiesen werden, was auf
eine Aufnahme von nPhl p 6-FITC durch die Zellen schlieBen lasst. Die
A549-Zellen wiesen Uber den gesamten Zeitraum eine relativ gleichbleibende
mittlere Fluoreszenz-Intensitat auf. Bei den NCI-H727-Zellen erhéht sich die
mittlere Fluoreszenz-Intensitat bis zu einer Inkubation von 6 h und ist nach 12 und
24 h relativ gleichbleibend. Der Vergleich zwischen den Zelllinien zeigte, dass die
NCI-H727-Zellen bei einer Inkubation mit nPhl p 6-FITC die starksten

Fluoreszenz-Intensitaten aufwiesen.
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Abb. 14: Zeitabhangige Aufnahme von 20 pg/ml nPhl p 1-FITC durch
A549, NCI-H727 und Calu-3-Zellen (n=4).

Die Zelllinien A549 und NCI-H727 zeigten bei einer Inkubation mit dem Allergen
nPhl p 1-FITC ein zum nPhl p 6-FITC vergleichbares Aufnahmeverhalten. Die
NCI-H727-Zellen wiesen auch hier die starksten Fluoreszenzsignale auf. Bei der
Zelllinie NCI-H727 erhdhte sich die Fluoreszenz bis zu einer Inkubationszeit von
6 h und ist dann gleichbleibend. Die A549-Zelllinie zeigte bei einer Inkubation mit
nPhl p 1-FITC Ober einen Zeitraum von bis zu 24 h ein gleichbleibendes
Fluoreszenzsignal. Im Vergleich zu diesen beiden Zelllinien steigerte sich das
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Fluoreszenzsignal bei einer Inkubation der Calu-3-Zellen mit nPhl p 1-FITC
kontinuierlich und erreichte sein Maximum bei 24 h. Das Signal erreichte erst nach
12 h eine vergleichbare Starke zu dem der A549-Zellen. Die Fluoreszenz-
Intensitaten waren bei einer Inkubation mit nPhl p 1-FITC hdéher als beim
nPhl p 6-FITC.

3.3.2. Analyse des Mechanismus der Allergenaufnahme

FOr die Analyse des Mechanismus der Allergenaufnahme wurde der Inhibitor
Cytochalasin D eingesetzt, der die Makropinocytose hemmt. Die Zellen wurden ftr
30 min mit Cytochalasin D in einer nicht toxischen Konzentration prainkubiert.
AnschlieBend wurde 20 pug/ml FITC-markiertes Allergen zugeben und die mittlere
Fluoreszenzintensitat mit dem Durchflusscytometer bestimmt. Als Negativ-
Kontrolle wurde auch die Aufnahme von FITC-markiertem Transferrin untersucht.
Der Mechanismus der Allergenaufnahme wurde fir die Zelllinien A549 und
NCI-H727 bestimmt, da diese Zelllinien die Allergene und Transferrin nach einer
Inkubationszeit von 2 h deutlich aufnehmen. In Abb. 15 ist der Einfluss von
Cytochalasin D auf die Aufnahme von nPhl p 1-FITC, nPhl p 6-FITC und
Transferrin-FITC durch A549- sowie NCI-H727-Zellen gezeigt.

Die Aufnahme von nPhl p 1-FITC durch A549-Zellen konnte durch 1 uM
Cytochalasin D auf ca. 50 % der Aufnahme der Kontrolle signifikant reduziert
werden. Bei den NCI-H727-Zellen fuhrte Cytochalasin D in einer Konzentration
von 1,25 mM ebenfalls zu einer signifikanten Reduktion in der Aufnahme von
nPhl p 1-FITC auf ca. 50 % im Vergleich zur Kontrolle. Somit wurde nPhl p 1-FITC
hauptsachlich durch Makropinocytose von den Epithel-Zelllinien aufgenommen.

Im Gegensatz zu nPhl p 1-FITC fihrte Cytochalasin D zu keiner signifikanten
Reduktion in der Aufnahme von nPhl p 6-FITC im Vergleich zur Kontrolle sowohl
bei den A549-Zellen als auch bei den NCI-H727-Zellen. Jedoch wurde bei den
NCI-H727-Zellen die Aufnahme im Mittel auf ca. 75 % der Kontrolle und bei den
A549-Zellen auf ca. 90 % reduziert. Hieraus konnte abgeleitet werden, dass die
Makropinocytose nicht wesentlich an einer Aufnahme des nPhl p 6-FITC durch die
A549- und NCI-H727-Zellen beteilig ist.
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Abb. 15: Aufnahme von FITC-markietem nPhl p 1, nPhl p 6 sowie
Transferrin durch A549- und NCI-H727-Zellen in Abhé&ngigkeit von
Cytochalasin D (CCD). Die Allergene und das Transferrin wurden in einer

Konzentration von jeweils 20 pg/ml eingesetzt. *: p < 0,02 versus Kontrolle

Der Einfluss von Cytochalasin D auf die Aufnahme des Transferrins, die
hauptsachlich  Rezeptor-vermittelt erfolgt und von der Makropinocytose
unabhangig ist, wurde als Negativ-Kontrolle gewahlt. Eine Inhibition der Aufnahme
durch Cytochalasin D konnte fir beide Zelllinien nicht festgestellt werden.
Vielmehr war die Aufnahme von Transferrin-FITC leicht erhéht. Dies kénnte auf
eine Erhdhung der Rezeptor-vermittelten Aufnahme bei einer Inhibition der

Makropinocytose hindeuten.

3.3.3. Intrazellulare Lokalisation der Allergene

Um nachzuweisen, dass die Epithelzellen die Allergene aufnehmen und das FITC-
Fluoreszenzsignal mit den Allergene korreliert, wurden die FITC-markierten
Allergene Uber monoklonale Antikérper anhand der Konfokalen Laser-Scan-
Mikroskopie in den Zellen nachgewiesen. Weiterhin erfolgte eine Lokalisation in
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den Zellen Gber eine Farbung der Zellmembran mit einem Antikérper gegen CD29
und mit dem Farbstoff LysoTracker Red, der die Lysosomen anfarbt. Dazu wurden
die Zellen fur 2 oder 6 h mit 20 pg/ml nPhl p 6-FITC bzw. nPhl p 1-FITC inkubiert
und anschlieBend erfolgte eine Farbung mit den Antikdrpern bzw. LysoTracker
Red. In Abb. 16 ist der Nachweis der FITC-markierten Allergene mit monoklonalen
Antikérpern gegen Phl p 6 und Phl p 1 fir die Zelllinie A549 gezeigt.
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Abb. 16: Nachweis von FITC-markiertem nPhl p 6-FITC (A bis D) bzw.
nPhl p 1-FITC (E bis H) in A549-Zellen mit den monoklonalen Antikérpern
Bo12 (Phl p 6-spezifisch) und Bo14 (Phl p 1-spezifisch). A und E: Phasen-
Kontrast-Aufnahme der untersuchten Zelle. B und F: Nachweis des FITC-
Signals. C und G: Detektion des Signals zum Nachweis der monoklonalen
Antikdrpern. D und H: Uberlagerung des FITC-Signals mit dem des
Nachweises des monoklonalen Antikérpers. Eine gelbe Farbung zeigt eine

Kolokalisation an und ist z.T. durch weiBe Pfeilspitzen gekennzeichnet.

Ein direkter Nachweis der FITC-markierten Allergene anhand der FITC-
Fluoreszenz zeigte eine Lokalisation in Versikel-ahnlichen Strukturen (Abb. 16B
und F). Bei einer Permeabilisierung der Zellen konnten die Allergene durch einen
indirekten Nachweis mit monoklonalen Antikérpern, die fir die Allergene spezifisch
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sind, ebenfalls in Vesikel-ahnlichen Strukturen lokalisiert werden (Abb. 16C und
G). Dabei wurde die FITC-Fluoreszenz zum gréBten Teil von der roten
Fluoreszenz des Nachweises der Allergen-spezifischen Antikdrper Uberlagert
(Abb. 16D und H). Anhand dieser Korrelation des FITC-Signal mit dem der
Allergene konnte eine Aufnahme der Allergene in die Zellen gezeigt werden.
Wurden die Zellen nicht permeabilisiert, so dass die Antikérper nicht in die Zelle
diffundieren konnten, wurde beim anschlieBenden Nachweis der monoklonalen
Antikérper auch kein Fluoreszenz-Signal detektiert. Dies zeigte ebenfalls eine
Lokalisation der Allergene in den Zellen an.

Um nachzuweisen, dass die Fluoreszenz-markierten Allergene in die Zellen
aufgenommen werden und nicht nur an der Zellmembran anhaften, wurde die
intrazellulare Lokalisation der Allergenen im Vergleich zur Zellmembran analysiert.
Die A549- und NCI-H727-Zellen wurden fir 6 h mit 20 pg/ml der Fluoreszenz-
markierten Allergenen inkubiert und anschlieBend erfolgte die Anfarbung der
Zellmembran mit einem Antikérper spezifisch fir CD29. In Abb. 17 und Abb. 18 ist
eine Analyse der CD29 angeféarbten A549-Zellen mit dem Konfokalen Laser-Scan-

Mikroskop gezeigt.

Abb. 17: Nachweis von nPhl p 6-FITC und der Membran mit einem
anti-CD29-Antikérper in A549-Zellen mit dem Konfokalen Laser-Scan-Mikroskop.
A: Fluoreszenzsignal zur Detektion der anti-CD29-Antikérper. B: Nachweis der
Fluoreszenz von nPhl p 6-FITC. C: Uberlagerung des Nachweises der anti-CD29-
und FITC-Fluoreszenz. Eine gelbe Farbung, die z.T. durch die weiBen Pfeilspitzen
markiert ist, zeigt eine Kolokalisation an.
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Abb. 18: Intrazellulare Lokalisation von nPhl p 1-Alexa488 in A549-Zellen.
Nach einer Inkubation von 2 h mit nPhl p 1-Alexa488 wurden die Zellen mit

einem CD29-spezifischen Antikdrper gefarbt und mit dem Konfokalen
Laser-Scan-Mikroskop analysiert. A: Fluoreszenzsignal zum Nachweis des
anti-CD29-Antikdrpers. B: Detektion der Alexa488-Fluoreszenz des nPhl p
1. C: Uberlagerung der anti-CD29-Fluoreszenz mit der Alexa488-
Fluoreszenz. Eine gelbe Farbung zeigt eine Kolokalisation an, die z.T.
durch weiBe Pfeilspitzen markiert ist.

Es konnte sowohl fir das nPhl p 6 (Abb. 17) als auch far nPhl p 1 (Abb. 18) nur
eine leichte grine Fluoreszenz im Bereich der Zellmembran, die Uber CD29
spezifisch angefarbt wurde, detektiert werden. Der groBte Teil der Fluoreszenz-
markierten Allergene befand sich in Vesikel-dhnlichen Strukturen im Cytosol der
Zelle. Somit wurden die Fluoreszenz-markierten Allergene in die Zellen
aufgenommen. Bei den NCI-H727-Zellen waren die Allergene ebenfalls in Vesikel-
ahnlichen Strukturen im Cytosol lokalisiert, so dass eine Aufnahme der Allergene
analog zu den A549-Zellen erfolgte (siehe Anhang, Abb. 27 und Abb. 28).

Eine Lokalisation der Allergene in intrazellularen Kompartimenten mit einem
sauren pH-Wert wurde anhand des Farbstoffes LysoTracker Red analysiert. Die
A549-Zellen wiesen eine Vielzahl an sauren Vesikeln auf, die anhand des sauren
pH-Wertes als Lysosomen identifiziert wurden (Abb. 19 und Abb. 20). Die
FITC-markierten Allergene nPhl p 6 bzw. nPhl p 1, die in Vesikel-dhnlichen
Strukturen lokalisiert waren, wiesen jedoch nur eine geringe Ubereinstimmung mit
den sauren Kompartimenten in der Zelle auf. Somit gelangte nur ein geringer Teil
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der Allergene in die Lysosomen. Der groBte Teil der Allergene war in Vesikeln
lokalisiert, die keinen sauren pH-Wert aufwiesen. Auch bei einer Inkubation Uber
einen Zeitraum von 24 h war der Anteil der Allergene, die in Lysosomen lokalisiert

waren, nicht erhodht.

Abb. 19: Nachweis von nPhl p 6-FITC und der Lysosomen in A549-Zellen.
Nach einer Inkubation von 2 h (A — C) bzw. 6 h (D — F) mit nPhl p 6-FITC
wurden die Lysosomen mit LysoTrackerRed gefarbt und die Zellen mit dem

Konfokalen Laser-Scan-Mikroskop analysiert. A und D: Nachweis der
FITC-Fluoreszenz von nPhl p 6. B und E: Nachweis der Fluoreszenz von
LysoTrackerRed. C und F: Uberlagerung des FITC- und LysoTrackerRed-

Signals. Eine gelbe Farbung (weiBe Pfeile) zeigt eine Kolokalisation an.
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Abb. 20: Lokalisation von nPhl p 1-FITC und von den Lysosomen in A549-
Zellen. Die A549-Zellen wurden fir 2 h (A — C) bzw. 6 h (D — F) mit dem

Allergen inkubiert und nach einer Farbung der Lysosomen mit

LysoTrackerRed mit dem Konfokalen Laser-Scan-Mikroskop analysiert. A
und D: Detektion des FITC-Fluoreszenz von nPhl p 1. B und E: Nachweis
der Fluoreszenz von LysoTrakerRed. C und F: Uberlagerung des FITC-
und LysoTrackerRed-Signals. Eine gelbe Farbung ist z.T. durch weiBe
Pfeilspitzen gekennzeichnet und zeigt eine Kolokalisation an.

3.4. Aufnahme von nPhl p 6 und nPhl p 1 durch
Dendritische Zellen

Um die Allergenaufnahme durch APCs beim Bestehen einer Toleranz gegenlber
den Allergenen zu untersuchen, d.h. bevor eine Sensibilisierung ausgeldst wird,
wurden DCs aus den Monocyten von nicht atopischen Spendern unter Zugabe der
Cytokine IL-4 und GM-CSF generiert. Eine Reifung der DCs wurde durch LPS
induziert. Nach sechs Tagen in Kultur erfolgte eine Charakterisierung der DCs
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anhand der Oberflachenmarker CD1a, CD14, CD83, HLA-DR und CD206, dem
Mannose-Rezeptor, um eine vollstandige Differenzierung von DCs aus den
Monocyten sicherzustellen und um den Reifungsgrad der DCs zu bestimmen. In
Abb. 21 ist die Charakterisierung der unreifen und reifen DCs anhand dieser fiinf

Oberflachenmarker dargestellt.
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Abb. 21: Charakterisierung von unreifen und reifen DCs anhand der
Oberflachenmarker CD1a, CD14, CD83, CD206 und HLA-DR. *:p < 0,02

versus CD83 unreifer DCs.

Sowohl unreife als auch reife DCs sind stark CD1a positiv und CD14 negativ.
CD1a ist ein typischer Marker fir DCs und CD14 ist ein fir Monocyten typischer
Marker. Somit konnten durch die Cytokine IL-4 und GM-CSF alle Monocyten zur
vollstandigen Differenzierung zu DCs angeregt werden. Anhand der drei Marker
CD83, CD206 und HLA-DR wurden unreife und reife DCs charakterisiert: Die
unreifen und auch reifen DCs sind HLA-DR und CD206 positiv, wobei es keinen
signifikanten Unterschied zwischen unreifen und reifen DCs gibt. Dagegen wurde
bei den reifen DCs eine signifikant erhéhte Expression von CD83 im Vergleich zu
den unreifen DCs nachgewiesen. Da CD83 ein typischen Oberflachenmarker fir
reife DCs ist, konnte somit eine Reifung der DCs durch LPS induziert werden.
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3.4.1. Allergenaufnahme durch Dendritische Zellen

Um die Aufnahme von Allergenen durch DCs und die dabei auftretenden
individuellen Schwankungen zu untersuchen, wurden unreife und reife DCs eines
9 Personen umfassenden Spenderkollektives mit 10 pg/ml nPhl p 6-FITC bzw. der
dazu annahernd aquimolaren Konzentration von 25 pg/ml nPhl p 1-FITC far 2 h
inkubiert und anschlieBend die mittlere Fluoreszenz-Intensitdt mit dem
Durchflusscytometer bestimmt. In Abb. 22 ist die Aufnahme der Allergene durch
unreife und reife DCs sowie die Schwankungsbreite innerhalb des
Spenderkollektives dargestellt.
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Abb. 22: Aufnahme von FITC-markiertem nPhl p 6 und nPhl p 1 durch
unreife und reife DCs. Die DCs wurden mit 10 pug/ml nPhl p 6-FITC bzw. 25
pug/ml nPhl p 1-FITC fur 2 h inkubiert und die mittlere Fluoreszenz-Intensitéat
mit dem FACS ermittelt. Die Fluoreszenz-Intensitaten der unreifen und
reifen DCs sind fir jeden Spender durch farbige Linien gekennzeichnet.
Der Mittelwert ist durch eine schwarze Linie markiert. *: p < 0,02 versus
reife DCs.

Die unreifen DCs nahmen im Gegensatz zu den reifen DCs die Allergene Phl p 6
als auch Phl p 1 signifikant starker auf. Dabei war die Schwankungsbreite relativ
hoch, was auf individuelle Unterschiede in der Aufnahme innerhalb des
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Spenderkollektives zurlckzufihren war. Die starkeren mittleren Fluoreszenz-
Intensitaten bei einer Aufnahme des nPhl p 1-FITC war durch eine starkere
Fluoreszenz-Markierung des nPhl p 1 im Vergleich zum nPhl p 6 zu erklaren.
Phl p 1 besitzt 27 Lysinreste, an die FITC potentiell gekoppelt werden kann,
Phl p 6 dagegen nur 9 Lysinreste.

3.4.2. Zeitabhangige Aufnahme

Um die Art der Aufnahme von Allergenen durch DCs naher zu charakterisieren,
wurde eine zeitabh&ngige Aufnahme untersucht. Dazu wurden unreife und auch
reife DCs mit 10 pg/ml FITC-markiertem nPhl p 6 bzw. mit der aquimolaren
Konzentration von 25 pg/ml nPhl p 1 Uber unterschiedliche Zeitraume inkubiert
und die FITC-Fluoreszenz-Intenisitdt mit dem FACS ermittelt. Gleichzeitig wurden
tote Zellen durch Propidiumjodid (PI) angefarbt. Aufgrund der starken individuellen
Schwankungen ist in Abb. 23 die zeitabhangige Aufnahme von FITC-markiertem
nPhl p 6 und nPhl p 1 exemplarisch flir einen Spender gezeigt. Das Kollektiv
bestand fir nPhl p 6-FITC aus 4 Spendern und nPhl p 1-FITC aus 2 Spendern.

Die maximale Aufnahme von nPhl p 6 und nPhl p 1 war fir unreife DCs bei allen
getesteten Spendern nach 4 h erreicht. Bis zu diesem Zeitpunkt war die Aufnahme
von Allergenen fur unreife in Vergleich zu reifen DCs signifikant erhéht. Die reifen
DCs der getesteten Spender erreichten erst nach ca. 6 bis 8 h die maximale
Aufnahme und hielten dieses Niveau dann bis zu einem Zeitpunkt von 24 h.
Dagegen nahm die Fluoreszenz-Intensitat der unreifen DCs nach dem Erreichen
des Maximums relativ schnell wieder ab. Nach ca. 8 bis 10 h glichen sich die
Fluoreszenz-Intensitaten der unreifen DCs dem Niveau der reifen DCs an. Eine
Farbung der toten Zellen mit Propidiumjodid ergab fir nPhl p 6-FITC Uber den
gesamten Zeitraum von 24 h einen gleichbleibenden Prozentsatz an toten Zellen
von ca. 5 %. Eine direkte Korrelation zwischen Pl-positiven Zellen und der
Abnahme in der FITC-Fluoreszenz-Intensitat der unreifen DCs konnte fir Phl p 6
nicht festgestellt werden. Die Kinetiken der Aufnahme von nPhl p 6 und nPhl p 1
wiesen keine Unterschiede auf.
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Abb. 23: Zeitabhdngige Aufnahme von nPhl p 6-FITC (A) und
nPhl p 1-FITC (B) durch unreife und reife DCs. Die DCs wurden mit
10 pg/ml nPhl p 6-FITC bzw. einer dazu &dquimolaren Konzentration von
25 pg/ml nPhl p 1-FITC inkubiert und die mittleren Fluoreszenz-Intensitaten
mit dem FACS ermittelt.
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3.4.3. Konzentrationsabhangige Aufnahme

Die konzentrationsabhédngige Aufnahme von Allergenen wurde ebenfalls
untersucht, um Hinweise Uber die Art der Aufnahme zu erhalten. Die DCs wurden
mit FITC-markierten Allergenen in steigender Konzentration fir 2 h inkubiert und
die mittlere Fluoreszenz-Intensitat mittels Durchflusscytometrie bestimmt. Tote
Zellen wurden durch Pl angefarbt. In Abb. 24 ist die konzentrationsabhangige
Aufnahme von nPhl p 6-FITC und nPhl p 1-FITC aufgrund der individuellen
Schwankungen exemplarisch fir einen Spender aus einem Kollektiv von 3

gezeigt.

Bei unreifen DCs kam es bis zu einer Konzentration von 25 ug/ml nPhl p 6-FITC
zu einem linearen Anstieg in der Fluoreszenz-Intensitdt. Bei hdheren
Konzentrationen nahm die mittlere Fluoreszenz-Intensitat jedoch stark ab.
Gleichzeitig nahm der Prozentsatz an Pl-positiven, d.h. toten Zellen, stark zu.
Zwischen dem Abfall in der FITC-Fluoreszenz und dem Anstieg der Pl-positiven
Zellen bestand eine starke Korrelation. Somit wurde der Abfall der FITC-
Fluoreszenz-Intensitat durch ein Absterben der DCs verursacht, was auf eine
toxische Wirkung des FITC-markierten Allergene zuriickzuflhren war. Bei den
reifen DCs, die das nPhl p 6-FITC wesentlich schwacher aufnahmen, wurde ein
starker Abfall in der FITC-Fluoreszenz und ein Anstieg der Pl-positiven Zellen erst
ab einer Konzentration von 100 pg/ml nPhl p 6-FITC ermittelt. Bis zu einer
Konzentration von 50 pug/ml nPhl p 6-FITC nahm die mittlere FITC-Fluoreszenz-
Intensitat der reifen DCs linear zu.

Analog zum nPhl p 6-FITC fuhrte eine Inkubation von nPhl p 1-FITC mit unreifen
DCs bis zu einer Konzentration von 25 pg/ml und mit reifen DCs bis zu 50 pg/ml
zu einem linearen Anstieg der Fluoreszenz-Intensitdten und damit zu einer
Aufnahme von nPhl p 1. Bei hdéheren Konzentrationen kam es zu einem
starken Abfall der FITC-Fluoreszenzintensitat, der mit einem Anstieg der
Pl-positiven Zellen korrelierte. Somit bestand kein Unterschied bei der
konzentrationsabhangigen Aufnahme zwischen den beiden Allergenen.
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Abb. 24: Konzentrationsabhangige Aufnahme von nPhl p 6-FITC (A) und
nPhl p 1-FITC (B) durch unreife und reife DCs. Nach einer Inkubation von 2 h
wurde die mittlere Fluoreszenz-Intensitdt mit dem FACS ermittelt. Schwarze,
durchgezogene Linie: Fluoreszenz-Intensitdt der unreifen DCs; rote,
durchgezogene Linie: Fluoreszenz-Intensitdt der reifen DCs, schwarze,
gepunktete Linie: Toxizitat der unreifen DCs; rote, gepunktete Linie: Toxizitat der
reifen DCs.
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3.4.4. Inhibition der Aufnahme

Um den Mechanismus der Aufnahme beider Allergene nPhl p 6 und nPhl p 1 zu
untersuchen, wurden verschiedene Inhibitoren eingesetzt. Als Inhibitor des
Mannose-Rezeptors wurde Methyl-a-D-mannopyranosid (MMP) eingesetzt, das
die spezifische Aufnahme von Antigenen Uber diesen Rezeptor kompetitiv hemmt.
Durch Amiloride (AMD) und Cytochalasin D (CCD) wird dagegen die unspezifische
Aufnahme von Antigenen Uber die Makropinocytose inhibiert. Die unreifen DCs
wurden 30 min mit den Inhibitoren in der héchsten, noch nicht toxisch wirkenden
Konzentration prainkubiert und anschlieBend fir 1 h mit 10 pg/ml nPhl p 6-FITC
bzw. nPhl p 1-FITC inkubiert. Die mittleren Fluoreszenz-Intensitaten wurden mit
dem FACS ermittelt. In Abb. 25 ist die Aufnahme der Allergene in Abhangigkeit

von den Inhibitoren fiir ein Kollektiv aus 3 Spendern gezeigt.

140

I nPhip 1-FITC

120 - I nPhl p 6-FITC

100

80 A

60 -

% Aufnahme

40

20 A

Kontrolle 25mMMMP 1 mMAMD 2,5uM CCD

Abb. 25: Aufnahme von nPhl p 1-FITC und nPhl p 6-FITC durch unreife
DCs in Abhangigkeit von den Inhibitoren MMP, AMD und CCD. Die DCs
wurden nach einer Prainkubation mit den Inhibitoren von 30 min flr 1 h mit
10 pg/ml nPhl p 1-FITC bzw. nPhl p 6-FITC inkubiert und die Fluoreszenz-
Intensitdten mit dem FACS ermittelt. Die Fluoreszenz-Intensitaten wurden
in Bezug zu den Kontrollen ohne Inhibitoren gesetzt, die als 100 %

Aufnahme definiert wurden. *: p < 0,02 versus Kontrolle.
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Der Inhibitor des Mannose-Rezeptors MMP flihrte in einer Konzentration von
25 mM zu einer Reduktion der Aufnahme von nPhl p 6-FITC auf ca. 85 % und von
nPhl p 1-FITC auf 80 % in Bezug zur Kontrolle ohne Inhibitor. Es besteht jedoch
kein signifikanter Unterschied zwischen nPhl p 6 und nPhl p 1. Die beiden
Inhibitoren der Makropinocytose AMD und CCD fiihrten dagegen in einer
Konzentration von 1 mM bzw. 2,5 pM zu einer signifikanten Reduktion der
Aufnahme von nPhl p 6 als auch von nPhl p 1 auf ca. 30 bis 40 % im Vergleich zur
Kontrolle. Zwischen den beiden Allergenen besteht somit kein signifikanter
Unterschied.

Die Aufnahme des glykosylierten nPhl p 1 konnte durch den Inhibitor des
Mannose-Rezeptors MMP auf ca. 80 % signifikant reduziert werden. Da nPhl p 1
glykosyliert ist, ware auch fur nPhl p 1 eine Aufnahme Uber den Mannose-
Rezeptor mdglich. Es bestand jedoch kein signifikanter Unterschied zu der
Aufnahme des nicht glykosylierten nPhl p 6, die durch MMP auf ca. 85 % reduziert
wurde. Somit spielte der Mannose-Rezeptor keine wesentliche Rolle bei der
Aufnahme des Phl p 1 durch DCs. Eine Inhibition der Aufnahme durch AMD und
CCD lieB auf eine unspezifische Aufnahme beider Allergene hauptsachlich Gber

Makropinocytose schlieBen.

3.4.5. Einfluss der Allergene auf die Expression der
Oberflachenmarker der DCs

Um zu Gberprifen, ob die Allergene eine Reifung der DCs induzieren, wurde der
Einfluss der Allergene auf die Oberflachenmarker untersucht. Dazu wurden unreife
und zur Kontrolle auch reife DCs mit den Allergenen Uber 24 h inkubiert und
anschlieBend anhand der Oberflachenmarker CD1a, CD14, CD83, CD206 und
HLA-DR durchflusscytometrisch charakterisiert. In Abb. 26 ist der Einfluss der
Allergene auf die Oberflachenmarker eines Kollektives aus 5 Spendern fir nPhl p
6-FITC und 3 Spendern fir nPhl p 1-FITC gezeigt.
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Abb. 26: Einfluss von nPhl p 6-FITC (A) und nPhl p 1-FITC (B) auf die
Expression der Oberflachenmarker von unreifen und reifen DCs. Die DCs
wurden fir 24 h mit den anndhernd aquimolaren Konzentrationen von
10 pg/ml nPhl p 6-FITC bzw. 25 pg/ml nPhl p 1-FITC inkubiert und
anschlieBend erfolgte die Analyse zur Expression der Oberflachenmarker
mit dem FACS.
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Eine Inkubation von unreifen und auch reifen DCs mit nPhl p 6-FITC flhrte zu
keiner Veranderung in der Expression der getesteten Oberflachenmarker im
Vergleich zur Kontrolle ohne Allergen (vergleiche dazu Abb. 21). Das Allergen

nPhl p 6 konnte somit keine Reifung der DCs induzieren.

Im Vergleich zu nPhl p 6-FITC und zur Kontrolle ohne Allergen (Abb. 21) flihrte
nPhl p 1-FITC bei unreifen DCs zu einer verstarkten Expression von CD83 und
HLA-DR. Die Expression der anderen Marker war vergleichbar zur Kontrolle ohne
Allergen und zu einer Inkubation mit nPhl p 6-FITC. Auch die reifen DCs besaBen
bei einer Inkubation mit nPhl p 1-FITC auf ihrer Oberflache tendenziell, jedoch
nicht signifikant eine gréBere Anzahl der Marker CD83 und HLA-DR im Vergleich
zur Kontrolle und zu nPhl p 6-FITC. Somit induzierte das Allergen Phl p 1 im
Gegensatz zu nPhl p 6 eine Reifung der unreifen DCs.
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4. Diskussion

In dieser Arbeit wurde untersucht, ob die Struktur der Allergene beim Kontakt mit
dem Organismus Uber den Respirationstrakt verandert wird und wie die Allergene
mit den Epithelzellen sowie Immunzellen interagieren. Dabei standen besonders
die Interaktionen der Allergene mit den Immunzellen von Nicht-Atopikern im
Fokus, da diese die ,normale“ Reaktion gegenidber den an sich harmlosen
Allergenen darstellen und die Bildung einer Toleranz gegen diese beglnstigen
kénnen. Die Graserpollen kommen Uber den Respirationstrakt zuerst mit dem
Sekret in Kontakt, wo die Allergene schnell aus dem Pollen extrahiert werden.
Nachdem die Allergene die Ebene der Sekrete liberwunden haben, treffen sie auf
die Epithelzellen und nach dem Passieren dieser Barriere auf die APCs. Auf
diesen drei Ebenen, dem Sekret, den Epithelzellen und den APCs, wurden die

Interaktionen und Prozessierungen der Allergene in dieser Arbeit untersucht.

Als Modell-Allergen wurde fir diese Untersuchungen das Gruppe 6 Allergen des
Lieschgrases Phleum pratense ausgewahlt, da das Phl p 6 eine IgE-Pravalenz
von Uber 70% besitzt (Vrtala et al,, 1999) und damit zu den Majorallergenen
gehért. Weiterhin ist aufgrund der Analyse von cDNA-Bibliotheken eine einfache
Proteinstruktur zu erwarten (Petersen et al, 1995b; Vrtala et al., 1999), eine
detaillierte Charakterisierung auf Proteinebene erfolgte bislang jedoch nicht. Fir
die Untersuchung der Interaktion und Prozessierung von Allergenen ist eine
solche detaillierte Charakterisierung eine wichtige Voraussetzung und wurde in
dieser Arbeit durchgeflihrt. AnschlieBend wurde der Einfluss der Sekrete des
Respirationstraktes und die Aufnahme durch die Epithelzellen und DCs
untersucht. Um einen allgemeinen Mechanismus flr eine Allergenaufnahme und
-prozessierung ableiten zu kdnnen, wurde zum Vergleich auch das durch
posttranslationale Modifikationen wesentlich komplexer aufgebaute Gruppe 1-
Allergen nPhl p 1 eingesetzt, flr das zahlreiche Isoformen beschrieben wurden
(Petersen et al., 1993).
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4.1. Strukturelle Charakterisierung der Allergene

In dieser Arbeit wurde das Allergen Phl p 6 auf Proteinebene anhand
elektrophoretischer und massenspektrometrischer Methoden charakterisiert. Flr
das nPhl p 6 konnten zwei Isoformen detektiert werden, deren Massen sich in
5 Da unterscheiden. Diese Massendifferenz besteht zwischen den beiden von
Petersen et al. (1995b) und Vrtala et al. (1999) anhand von cDNA-Analysen
abgeleiteten Aminosauresequenzen fir das Phl p 6. Diese cDNA-Sequenzen, die
110 Aminosduren kodieren, unterscheiden sich in zwei Nukleotiden, die in der
Proteinsequenz auch zu einem Austausch von zwei Aminosauren fihren. An den
Positionen 14 und 95 beschrieben Petersen et al. (1995b) die Aminosauren Valin
sowie Arginin und Vrtala et al. (1999) Isoleucin und Histidin. Auf Proteinebene
fihren diese Austausche zu einer Massendifferenz von nur 5 Da. Diese
Massendifferenz, die zu gering ist, um elektrophoretisch detektiert werden zu
kénnen, konnte anhand der hochauflésende ESI-FT-ICR-Massenspektrometrie
identifiziert werden. Somit konnten beide zuvor nur aus cDNA-Sequenzen
abgeleiteten Isoformen des nPhl p 6 auch auf Proteinebene nachgewiesen
werden. Anhand der ESI-FT-ICR-Massenspekirometrie und des tryptischen
Verdaus konnten keine Proteine bzw. Fragmente mit einer héheren Masse als die
aus der Aminosauresequenz abgeleiteten identifiziert werden, so dass
posttranslationale Modifikationen flr das nPhl p 6 auszuschlieBen sind, obwohl an
Position 17 ein Sequenzmotiv fir eine N-Glykosylierungsstelle zu finden ist
(Petersen et al., 1995b). Neben diesen beiden Isoformen, die sich in nur zwei
Aminosauren unterschieden, konnten noch 6 N- und C-terminale Varianten
identifiziert werden. Eine Addition von 186 Da entspricht genau den zwei
zusatzlichen Aminosauren Glutaminsaure und Glycin, die auch von Petersen et al.
(1995a) durch eine N-terminale Sequenzierung eines Proteinspots des nPhl p 6
mit einem pl von 5,2 am N-Terminus nachgewiesen wurden. Eine Analyse der
cDNA-Sequenz ergab, dass diese beiden Aminosduren in der Leadersequenz des
Phl p 6 enthalten sind. Durch eine veranderte Abspaltung dieser Leadersequenz
ist eine Addition von Aminosauren am N-Terminus méglich. Weiterhin konnten fr
das nPhl p 6 Formen identifiziert werden, deren Molekulargewicht um 71, 225
bzw. 523 Massen geringer als erwartet ist. Diese Massendifferenzen decken sich

auf maximal 0,34 Massen genau mit Deletionen von 1, 3 oder 6 Aminosduren am

-81-



4. Diskussion

C-Terminus des nPhl p 6. Die Ursache fir eine solche Deletion kénnte in einem
vorzeitigen Kettenabbruch bei der Proteinsynthese oder auch einer beginnenden

Degradation des Proteins liegen.

Flr das in E. coli exprimierte rPhl p 6 konnte die theoretisch berechnete Masse mit
der ESI-FT-ICR-Massenspektrometrie exakt ermittelt werden. Um das klar
definierte rPhl p 6 flr die Untersuchungen zur Interaktion mit den Sekreten und
Zellen des Respirationstrakies verwenden zu konnen, muss jedoch die
dreidimensionale Struktur und damit die Proteinfaltung des rPhl p 6 mit der des
nPhl p 6 vergleichbar sein. Um dies zu Uberprifen, wurde die Sekundérstruktur
anhand der IR-FT-Spektroskopie bestimmt. Die Absorptionsspektren deuten fir
das rPhl p 6 auf einen erhéhten Anteil an B-Faltblatt-Strukturen hin. Eine
prozentuale Verteilung der Sekundarstrukturen konnte anhand dieser Methode
jedoch nicht ermittelt werden, da das Absorptionsspektrum der Amid |-Band von
einer Absorption des Wassers im selben Wellenzahlbereich Uberlagert wird und
dadurch je nach Wassergehalt der Probe starke Schwankungen auftreten kénnen.
So ist dieser Wassergehalt z.B. stark von der Luftfeuchtigkeit abhangig. Um
jedoch einen eventuell vorhandenen Unterschied in der Proteinfaltung zu
bestatigen und um eine prozentuale Verteilung der Sekundarstrukturen zu
berechnen, wurde eine weitere Methode angewendet, die auf einem alternativen
Messprinzip beruht und nicht durch auBere Faktoren, wie z.B. der Luftfeuchtigkeit,
beeinflussbar ist. Anhand der CD-Spektroskopie konnten die Unterschiede in der
Proteinfaltung zwischen rPhl p 6 und nPhl p 6 ebenfalls nachgewiesen werden.
Das rPhl p 6 besitzt mit 16 % einen héheren Anteil an B-Faltblatt-Strukturen als
das nPhl p 6, das nur einen Anteil von 8 % aufweist. Aufgrund dieser Unterschiede
in der Proteinfaltung wurde auf eine Verwendung des rPhl p 6 fir die
Untersuchung der Interaktionen verzichtet und das in dieser Arbeit exakt definierte

nPhl p 6 eingesetzt, das sich aus nur zwei Isoformen zusammensetzt.

Die hier zur Charakterisierung des Phl p 6 angewendeten Methoden aus dem
Bereich der Proteomics, wie z.B. 2-DE, tryptischer Verdau und
Massenspektrometrie eignen sich besonders, um die Struktur von isolierten,
reinen Proteinen zu bestimmen. Aufgrund des relativ geringen Molekulargewichtes

-82-



4. Diskussion

der Graserpollenallergene von bis zu 70 kDa ist ein Uberfilhren der Allergenen
in die Gasphase bei der ESI-FT-ICR-Massenspektrometrie  ohne
Degradationsprodukte méglich. Eine Charakterisierung anhand dieser Methoden
ware auch fur die bisher wenig untersuchten Allergene Phl p 2 und Phl p 3
denkbar, die eine &hnliche GréBe wie das Phl p 6 und keine Glykosylierungen
aufweisen. Dagegen stoBen diese Methoden bei komplexeren Allergenen wie dem
Phl p 1 und dem Phl p 13 an ihre Grenzen, da die zahlreichen Modifikationen wie
Glykosylierungen, Disulfidbriicken und Hydroxylierungen die Anzahl der Variablen
stark erhéhen. Die Massenspektren wirden breite, sich Uberlappende Peaks
aufweisen, die nur schwer einzelnen, exakten Isoformen zuzuordnen sind. Fir
die Charakterisierung solcher Allergene ist eine Kombination von
proteinbiochemischen und massenspektrometrischen Methoden sinnvoll.

Anhand von proteinbiochemischen Methoden konnte fir das ebenfalls in dieser
Arbeit eingesetzte ca. 31 — 36 kDa groBBe nPhl p 1 eine Vielzahl an Isoformen in
einem pl-Bereich von 6,4 bis 8,5 und ein Kohlenhydratanteil von ca. 5 % des
Molekulargewichtes nachgewiesen werden (Petersen et al., 1993; Petersen et al.,
1995c). Die Glykosylierung des nPhl p 1 konnte von Wicklein et al. (2004) mittels
Massenspektrometrie detailliert analysiert werden. An der Aminosaureposition 9
besitzt das nPhl p 1 eine N-Glykosylierungsstelle mit einem Glykan vom
komplexen Typ und an der Position 5 eine O-Glykosylierung mit einem
Arabinoserest. Eine Analyse der cDNA-Sequenz zeigte, dass Phl p 1 in der
Proteinsequenz 7 Cysteinreste besitzt, die an der Ausbildung von drei
Disulfidbricken beteiligt sein kénnen (Petersen et al, 1995c). Weitere
posttranslationale Modifikationen wie Hydroxylierungen von Prolin-Resten konnten
ebenfalls fir das nPhl p 1 mittels Proteinsequenzierung identifiziert werden, die die
IgE-Reaktivitat beeinflussen (Petersen et al.,, 1998). Weiterhin postulieren Grobe
et al. (1999) eine Cysteinprotease-Aktivitat fir das nPhlp 1.
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4.2. Interaktion der Allergene mit den Sekreten des
Respirationstraktes

Der als Allergentrager fungierende Pollen trifft in den oberen Atemwegen auf das
die Schleimhaute Uberziehende Sekret. Hier kommt es in kurzer Zeit zu einer
Freisetzung der im Pollen enthaltenden Proteine, wodurch auch die Allergene aus
dem Pollen extrahiert werden (Vrtala et al., 1993). Fir die freigesetzten Allergene
ist mit den Bestandteilen der Sekrete eine Vielzahl an Wechselwirkungen méglich.
In dieser Arbeit wurde besonders eine Wechselwirkung mit den im Sekret
enthaltenden Proteasen untersucht. Die Proteasen im Sekret dienen
hauptsachlich als erste Abwehrmechanismen flr Pathogene, so dass sie auch
eine Fragmentierung der Allergene verursachen kénnen. Dadurch wird zum einen
die Aufnahme Uber das Epithel aufgrund einer geringeren GréBe erleichtert und
zum anderen kann das immunogene Potential der Allergene erhéht werden. So
konnte fur das Allergen Phl p 5b gezeigt werden, dass eine Fragmentierung durch
im Nasensekret enthaltende Proteasen zu einer erhdéhten IgE-Reaktivitat flhrt
(Bufe et al., 1998). Eine solche Fragmentierung kdénnte besonders bei Atopikern

eine Sensibilisierung férdern.

Bei Entzindungen der Lunge, wie z.B. der COPD, kommt es zu einer Infiltration
von Neutrophilen und in der Folge davon zu einer erh6hten Mediator-Freisetzung
der Neutrophilen. Zu diesen Mediatoren gehéren neben Defensinen, Cytokinen
und Lipidmediatoren auch Serin- und Metalloproteinasen, deren Freisetzung das
Gleichgewicht zwischen Proteasen und deren Inhibitoren im Sekret stéren
(Hiemstra et al, 1998). Damit ist besonders bei Entzindungen die
Wahrscheinlichkeit einer Allergen-Fragmentierung erhdht. In dieser Arbeit konnte
jedoch fur das nPhl p 6 keine Fragmentierung durch Nasensekret und auch durch
BAL-FlUssigkeit festgestellt werden. Besonders die BAL-FlUssigkeiten, die von
Patienten mit akuten Atemwegserkrankungen stammten, zeigten auch nach einer
24-stindigen Inkubation keine Fragmentierung des nPhl p 6. Dies kénnte durch
die hohe Stabilitait des Phl p 6 gegenlber Proteasen begriindet sein. Im
Gegensatz dazu konnte eine Fragmentierung fir das komplexere nPhl p 1 in 35 %
der untersuchten BAL-Flissigkeiten detektiert werden. Diese Patienten wiesen

-84-



4. Diskussion

einen besonders hohen Gehalt an Neutrophilen in der BAL-Flissigkeit auf, so
dass hier eine Fragmentierung des nPhl p 1 durch Proteasen vermutet werden
kann, die von den Neutrophilen freigesetzt wurden. Zu diesen Proteasen gehéren
unter anderem die Serin-Proteasen Elastase, Cathepsin G und Proteinase 3 (Lee
und Downey, 2001; Rao et al., 1991; Selak et al., 1988). Selbst nach einer
24-stindigen Inkubation ist die Fragmentierung des nPhl p 1 nicht vollstandig und
eine erhéhte IgE-Reaktivitat analog zum Phl p 5b (Bufe et al., 1998) konnte auch
nicht detektiert werden. Eine Erhéhung der IgE-Reaktivitat durch die Sekrete des
Respirationstraktes, was eine Sensibilisierung férdern kénnte, konnte somit weder

fir nPhl p 6 noch fir nPhl p 1 nachgewiesen werden.

Die Allergene miuissen bis in die unteren Atemwege vordringen, um eine
asthmatische Reaktion auslésen zu kdnnen. Dies ist nur fur Partikel mit einem
Durchmesser von unter 5 um moglich (Hoehne und Reed, 1971; Wilson et al.,
1973). Der Pollen, der aufgrund seines Durchmessers von ca. 30 um nur bis in die
oberen Atemwege gelangen und dort durch eine Allergenfreisetzung eine
allergische Reaktion auslésen kann, scheidet als Allergentréger fir die unteren
Atemwege aus. Dagegen kénnen Fragmente der Pollen oder Starkekdrner, die
einen Durchmesser von bis zu 2,5 ym aufweisen und aus den Pollen bei einer
Hydratisierung freigesetzt werden, als Allergentrager fungieren (Schéappi et al.,
1997; Taylor et al., 2002). Weiterhin kdnnen die Allergene Uber ein Anheften an
Feinstaube, wie z.B. DieselruBpartikel, bis zu den respiratorischen Epithelien
vordringen (Knox et al., 1997). Besonders die erh6hte Belastung durch Feinstadube
und die damit korrelierende steigende Pravalenz allergischer Erkrankungen in den
Industrienationen unterstreichen die Bedeutung der Feinstdube als Allergentrager.

Uber den Ort der Sensibilisierung gegen inhalative Allergene besteht bisher
jedoch noch Unklarheit. Im Tiermodell konnte nur bei einer systemischen
Immunisierung mit Allergenen eine Sensibilisierung nachgewiesen werden,
wogegen eine inhalative Allergenexposition keine Ausbildung der typischen
Symptome in der Lunge zur Folge hatte (Epstein, 2004). Dies macht eine
Sensibilisierung Uber den Gastrointestinaltrakt mdglich, da der Pollen aufgrund
seiner GroBe vermehrt abgeschluckt wird. Diese Hypothese wird durch Befunde
gestarkt, welche bei Mausen eine Ty2-vermittelte Immunantwort durch die Gabe
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von Allergenen Uber das Futter bei gleichzeitiger medikamentdéser Neutralisation
der Magensaure zeigen (Untersmayr et al, 2003). Eine systemische
Immunisierung und anschlieBende inhalative Exposition der Allergene kann auch
die Organspezifitat der Graserpollenallergie erklaren.

4.3. Interaktion der Allergene mit den Epithelzellen der
Lunge

FOr das Phl p 6 konnte keine und fir das Phl p 1 nur in einigen Fallen eine
geringfligige Fragmentierung durch die Sekrete festgestellt werden. Daraus ist
abzuleiten, dass die Allergene meist intakt zu den Epithelzellen gelangen. Um
jedoch eine Immunreaktion auslésen zu koénnen, missen die Allergene die
Epithelbarriere (iberwinden. Neben einem parazelluldren Uberwinden dieser
Barriere ist eine Endocytose der Allergene durch die Epithelzellen und eine
anschlieBende Exocytose auf der basalen Epithelseite mdglich. Wahrend einer
solchen Transcytose kdnnen die Allergene prozessiert werden. In dieser Arbeit
wurde die Aufnahme der Allergene Phl p 6 und Phl p 1 durch die Epithelzellen, der
zugrunde liegende Mechanismus und die intrazellulare Lokalisation anhand der
Zelllinie A549 untersucht. Die A549-Zellen, die aus einem Lungenkarzinom isoliert
wurden, gehéren zu den am besten untersuchten Lungenepithelzellen. Diese
Zelllinie stammt aus dem respiratorischen Epithel und gleicht den Typ II-Zellen des
alveolaren Epithels (Lieber et al., 1976). Die Typ ll-Zellen kleiden nur ca. 7 % der
Alveolen aus und sind fir die Produktion von Surfactant und die Aufnahme von
Partikeln verantwortlich, die bis zu den Alveolen vordringen. Weiterhin bilden sie
die Stammzellen far die Typ |-Zellen, die ca. 93 % der Alveolen auskleiden und an
denen der Gasaustausch stattfindet (Crapo et al., 1982).

Anhand von durchflusscytometrischen Analysen konnte eine Aufnahme von
FITC-markiertem nPhl p 6 und nPhl p 1 durch die A549-Zellen nachgewiesen
werden. Nach ca. 6 Stunden ist das Maximum in der Aufnahme erreicht, auch
nach 24 h ist die Aufnahme nicht erhéht. Dass eine Aufnahme von Proteinen Gber
das respiratorische Epithel erfolgt, wurde vielfach beschrieben (Kim und Malik,
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2003) und ist von groBer Bedeutung fir die Regulation des Wassergehaltes im
Sekret (Hastings et al., 2004). Die Proteine werden von den Epithelzellen z.T.
durch eine Transcytose in das Interstitium zwischen Epithel und dem Endothel der
Kapillaren abgegeben. Von dort gelangen sie anschlieBend in die Blutbahn. Eine
Transcytose von exogenen Proteinen konnte fir die Peroxidase des Meerrettichs
(HRP) in einem trans-well-Kultursystem von primaren humanen Typ-II-
Epithelzellen gezeigt werden (Matsukawa et al., 1996). Eine Endocytose und
anschlieBende Exocytose wirde das Plateau in der Aufnahme der Allergene nach
6 h durch die A549-Zellen erklaren. Fir die Untersuchung einer Transcytose in
einem trans-well-Kultursystem sind die A549-Zellen jedoch nicht geeignet, da sie
bei einem Kontakt mit benachbarten Epithelzellen keine tight junctions ausbilden.
Dadurch wiirde ein parazelluldres Uberwinden der Epithelbarriere durch die
Allergene Uberwiegen.

Im Gegensatz zu den A549-Zellen kann die Zelllinie Calu-3 tight junctions
ausbilden (Wan et al., 2000) und wéare somit besser fir die Untersuchung einer
Transcytose der Allergene geeignet. Die Calu-3-Zellen habe ihren Ursprung
jedoch im bronchialen Epithel, das zum respiratorischen Epithel starke
Unterschiede in der Morphologie aufweist. Sie zeigen eine kumulative Aufnahme
von nPhl p 6 und nPhl p 1 Ober einen Zeitraum von 24 h. Ein Plateau in der
Aufnahme beider Allergene konnte nicht festgestellt werden. Dies macht eine
Transcytose der Allergene durch diese Zelllinie eher unwahrscheinlich. Die
Ursache hierfir kénnte in einer anderen Aufgabe infolge der Herkunft dieser
Zelllinie aus dem bronchialen Epithel liegen. Die Epithelien der Bronchien sind
mehrreihig und weisen ein Flimmerepithel zum Transport von Sekret und Partikeln
auf. Weiterhin setzt sich das Bronchialepithel aus einer Vielzahl von
unterschiedlich differenzierten Zelltypen zusammen, so dass spezialisierte Zellen
wie z.B. die Clara-Zellen fiir regulatorische Funktionen verantwortlich sind (Jeffery
und Li, 1997). Ihrer Abstammung nach kénnte die Funktion der Calu-3-Zellen
hauptséchlich in der Bildung einer Barriere zur Umwelt liegen, wodurch diese
Zelllinie andere Mechanismen zur Proteinaufnahme als z.B. die A549-Zellen
besitzt. Somit stellt die Zelllinie Calu-3 fiir die Untersuchung der Allergenaufnahme
ein ungeeignetes Modellsystem dar und deshalb wurde auf einen Einsatz dieser

Zelllinie fur weitere Untersuchungen verzichtet.
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Die Endocytose von Proteinen durch die Lungenepithelzellen kann entweder
spezifisch Uber eine Vermittlung von Rezeptoren oder unspezifisch durch
Makropinocytose erfolgen. Beide Mechanismen zur Aufnahme wurden fir priméare
humane Typ lI-Epithelzellen beschrieben. Die endogenen Proteine wie Albumin
und das Surfactant-Protein SP-A werden Rezeptor-vermittelt aufgenommen (John
et al., 2001; Ryan et al., 1989). Dagegen konnte flr das exogene Protein HRP
eine unspezifische Aufnahme Uber Makropinocytose nachgewiesen werden
(Matsukawa et al., 1996). In dieser Arbeit wurde der Mechanismus zur
Allergenaufnahme anhand eines Inhibitors analysiert. Cytochalasin D blockiert die
Polymerisation von Aktinfilamenten und da diese an der Bildung von
Makropinosomen beteiligt sind, kommt es zu einer Reduktion der Makropinocytose
(Miranda et al., 1974; Racoosin und Swanson, 1989). Die Aufnahme von nPhl p 1
durch die A549-Zellen konnte durch Cytochalasin D signifikant gehemmt werden.
Somit wird Phl p 1 ebenso wie die HRP durch Makropinocytose aufgenommen.
Dagegen konnte die Aufnahme von nPhl p 6 nicht durch Cytochalasin D gehemmt
werden, so dass die Makropinocytose nicht wesentlich an der Aufnahme des nPhl
p 6 beteiligt ist. Da eine Aufnahme von nPhl p 6 durch die Analyse der
intrazellularen Lokalisation anhand der Konfokalen Laser-Scan-Mikroskopie
eindeutig gezeigt werden konnte, ist eine Uber Rezeptoren vermittelte
Internalisierung des nPhl p 6 moglich. Die Typ Il-Zellen exprimieren eine Vielzahl
an Rezeptoren, unter anderem den Transferrin-Rezeptor. Die Bildung der
Endosomen ist bei der Rezeptor-vermittelten Aufnahme, wie die des Transferrins,
unabhangig von den Aktinfilamenten und wird somit nicht durch Cytochalasin D
gehemmt. Die Aufnahme des Transferrins wurde in dieser Arbeit als Negativ-
Kontrolle untersucht und es konnte keine verminderte Aufnahme durch

Cytochalasin D festgestellt werden.

Analog zu den A549-Zellen werden die Allergene nPhl p 6 und nPhl p 1 auch von
der Epithelzelllinie NCI-H727 aufgenommen. Diese Zelllinie hat ihren Ursprung im
bronchialen Epithel und besitzt endokrine Eigenschaften (Hegedus et al., 1987).
Wie die A549-Zellen bildet sie ebenfalls keine tight junctions aus. Die
Allergenaufnahme, die auch durch die Konfokalen Laser-Scan-Mikroskopie
nachgewiesen wurde, erreicht auch bei den NCI-H727-Zellen nach ca. 6 h ein
Plateau. Dies lasst wie auch bei den A549-Zellen eine Transcytose der Allergene
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vermuten. Die Aufnahme des nPhl p 1 konnte auch bei den NCI-H727-Zellen
durch Cytochalasin D gehemmt werden. Somit internalisieren die NCI-H727-Zellen
das Allergen nPhl p 1 analog zu den AS549-Zellen unspezifisch durch
Makropinocytose. Dagegen fuhrt Cytochalasin D zu keiner signifikanten Reduktion
der Aufnahme von nPhl p 6, was auch bei den NCI-H727-Zellen auf einen anderen
Mechanismus als die Makropinocytose zur Aufnahme des nPhl p 6 hindeutet.

Um die Prozessierung der Allergene in den Epithelzellen zu untersuchen, wurde
die Lokalisation der Allergene in den Zellen anhand der Konfokalen Laser-Scan-
Mikroskopie analysiert. Sowohl nPhl p 6 als auch nPhl p 1 konnten anhand der
direkten Fluoreszenz-Markierung als auch Uber monoklonale Antikérper in den
Zellen in Vesikel-ahnlichen Strukturen nachgewiesen werden. Anhand dieser
Lokalisation des Phl p 6 in Vesikeln kann eine Aufnahme des Phl p 6 aufgrund
einer Diffusion infolge des geringen Molekulargewichtes ausgeschlossen werden,
da keine gleichmaBige Verteilung im Cytosol festgestellt wurde. Einige dieser
Vesikel, in denen die Allergene lokalisiert waren, wiesen einen sauren pH-Wert auf
und konnten somit als Lysosomen identifiziert werden. Die Allergene in Vesikeln
ohne sauren pH-Wert deuten vielmehr auf eine Transcytose hin, da es hierbei zu
keiner Ansauerung der Vesikel und auch zu keinem Abbau von Proteinen kommt
(Tuma und Hubbard, 2003). Die in den sauren Vesikeln enthaltenen Allergene
machen eine lysosomale Prozessierung wahrscheinlich. Jedoch ist der
Prozentsatz der Proteine, die neben einer Transcytose in den lysosomalen
Abbauweg gelangen, relativ gering, was eine deutliche Trennung dieser beiden
Prozesse bedeutet. Kim et al. (2003) konnten zeigen, dass alveolare Epithelzellen
Uber 90 % des apikal applizierten Albumins in intakter Form auf der basalen
Epithelseite abgeben. In Bezug auf die Allergene bedeutet dies, dass der gréBte
Teil der Allergene bei einer Aufnahme durch die Epithelzellen nicht prozessiert
wird und intakt ins Interstitium gelangt. Dort werden die intakten Allergene von
APCs aufgenommen und anschlieBend prozessiert.

Neben einer Transcytose der Allergene ist auch eine Prozessierung und
anschlieBende Prasentation der Allergene Uber MHC II-Komplexe durch die
Epithelzellen méglich, da ein Teil der Allergene ebenfalls in den Lysosomen

nachgewiesen werden konnte. Flr primare humane Typ Il-Zellen und auch far
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A549-Zellen konnte eine Expression von MHC-II-Komplexen nachgewiesen
werden, was auf eine akzessorische Antigenprésentation der Epithelzellen
hindeutet (Kalb et al, 1991). Das Antigen KLH (englisch flar “keyhole limpet
hemocyanin®) wird von Lungenepithelzellen und auch von primaren Epithelzellen
in Lysosomen aufgenommen und es konnte in den Vesikeln eine Kolokalisation
mit MHC II-Komplexen gezeigt werden (Salik et al., 1999). Eine Expression der
Proteasen Cathepsin S, V sowie H, die bei APCs an der lysosomalen
Prozessierung von Antigenen beteiligt sind, konnten ebenfalls flr die
respiratorischen Epithelzellen nachgewiesen werden (Oei et al., 2004). AuBerdem
konnte durch Epithelzellen eine Proliferation von Ty-Zellen induziert werden,
wobei die Effektivitat jedoch wesentlich geringer ist als bei den professionellen
APCs wie Makrophagen und DCs (Mezzetti et al., 1991). Eine lysosomale
Prozessierung und anschlieBende Préasentation der Allergene durch die
Epithelzellen kénnten bei einer Sensibilisierung eine wichtige Rolle spielen.

Die Epithelbarriere des Respirationstrakies kann von den Allergenen zusatzlich
zur Transcytose auch auf dem parazellularen Weg Uberwunden werden. Fir das
Hauptallergen der Hausstaubmilbe Der p 1 konnte eine Cysteinprotease-Aktivitat
nachgewiesen werden, die zu einem Aufbrechen der tight junctions von
bronchialen Epithelzellen fihrt (Wan et al., 1999). Dadurch kdnnen die Allergene
in das Interstitium gelangen und direkt mit den APCs interagieren. AuBerdem
induziert Der p 1 bei den Epithelzellen eine Freisetzung von Chemokinen, die eine
Migration von DCs zum Ort der Chemokin-Freisetzung auslésen (Pichavant et al.,
2005). Analog zu den Allergenen der Hausstaubmilbe konnte auch in dem Extrakt
der Graserpollen von Lolium perenne eine Proteaseaktivitdt nachgewiesen
werden, die in einem in vitro-Modell zu einem Ablésen von Lungenepithelzellen
fihrt (Hassim et al., 1998). Da Grobe et al. (1999) fiir das Gruppe 1-Allergen des
Lieschgrases Phl p 1 eine Cysteinprotease-Aktivitat postulieren, ist ein Aufbrechen
der tight junctions von den Epithelzellen durch Phl p 1 und somit ein parazellulares
Uberwinden der Epithelbarriere fiir Phl p 1 ebenfalls maglich.
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4.3. Allergen-Aufnahme durch DCs

Auf der Ebene der Sekrete und der Epithelzellen wird nur ein sehr geringer
Prozentsatz der Allergene fragmentiert oder prozessiert, so dass der gréBte Teil
der Allergene intakt ins Interstitium gelangt und dort durch die APCs
aufgenommen wird. Unter den APCs nehmen die unreifen DCs die Antigene am
effektivsten auf und prasentieren sie nach einer Reifung auch am effektivsten. Da
die DCs maBgeblich an einer Ty2-Polarisation der Immunantwort beteiligt sind, die
zu einer Sensibilisierung fuhrt, wurde in dieser Arbeit die Allergen-Aufnahme durch
die DCs charakterisiert.

Im Blut bilden die DCs nur einen geringen Prozentsatz von ca. 0,1 % der Zellen,
wogegen in den peripheren Geweben, wie z.B. der Lunge, bis zu 700 DCs pro cm?
gefunden wurden (Schon-Hegrad et al.,, 1991). Bei der Isolierung der DCs aus
dem Blut bzw. dem Gewebe kommt es jedoch zu einer Reifung der DCs, so dass
die Antigene von den DCs nicht bzw. nur sehr schwach aufgenommen werden
(Van Voorhis et al., 1982). In dieser Arbeit wurden deshalb aus Monocyten, die die
Vorlauferzellen der DCs bilden, durch die Zugabe der Cytokine IL-4 und GM-CSF
unreife DCs generiert. Anhand dieser in vitro Methode differenzieren sich aus den
Monocyten nach 6 Tagen in Kultur unreife DCs, die Antigene sowohl Uber
Makropinocytose als auch Rezeptor-vermittelt aufnehmen (Sallusto und
Lanzavecchia, 1994). In dieser Arbeit wurde durch eine Analyse der exprimierten
Oberflachenmarker eine vollstandige Differenzierung der Monocyten in unreife
DCs und nach einer Zugabe von LPS auch in reife DCs nachgewiesen.

Um auch auf der Ebene der APCs die Mechanismen der Allergenaufnahme von
gesunden, nicht sensibilisierten Personen zu untersuchen, wurden die DCs
ausschlieBlich aus den Monocyten von nicht atopischen Spendern generiert. Es
konnte gezeigt werden, dass die FITC-markierten Allergene von den unreifen DCs
signifikant starker aufgenommen werden als von den reifen DCs. Dies steht im
Einklang mit den Befunden von Sallusto et al. (1995), die bei einer Reifung der
DCs durch LPS eine Reduktion der spezifischen und unspezifischen
Antigenaufnahme zeigen konnten. Die unreifen DCs sind auf die Antigenaufnahme

und die reifen DCs dagegen auf die Antigenprasentation spezialisiert. Die schnelle
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Aufnahme der Allergene mit einem Maximum nach 4 h bestatigt die Effektivitat der
Antigenaufnahme durch die DCs. Innerhalb des getesteten Spenderkollektives
treten bei der Allergenaufnahme starke individuelle Schwankungen auf, die auf
unterschiedliche, genetisch bedingte Kapazitaten in der Aufnahme von Antigenen
zurGckzufihren sind. Nach dem Erreichen des Maximums in der Aufnahme von
nPhl p 6 und nPhl p 1 nach ca. 4 h kommt es im weiteren Zeitverlauf zu einer
Angleichung der Fluoreszenz-Intensitaten der unreifen DCs an die der reifen DCs.
Diese Abnahme der Fluoreszenz-Intensitdten kann zum einen durch einen Abbau
und zum anderen durch eine Exocytose der Allergene erklart werden. Bei unreifen
DCs konnte jedoch selbst nach einer 19-stiindigen Inkubation noch bis zu 80 %
der aufgenommenen HRP und des Lysozyms intakt nachgewiesen werden,
wogegen bei den reifen DCs nur ca. 10 % der Proteine intakt vorlagen (Trombetta
et al., 2003). Als Ursache konnte eine Ansauerung der Lysosomen, die durch LPS
als Reifungssignal vermittelt wurde, nachgewiesen werden. Dadurch wurde das
pH-Optimum der lysosomalen Proteasen erreicht, was zu einer gesteigerten
Prozessierung der Antigene fihrte. Dagegen vermuten Levine und Chain (1992)
und Noirey et al. (2000) eine Abgabe der internalisierten Antigene durch unreife
DCs, die mit einem Recycling der Vesikel-Membran aufgrund der hohen

Endocytose-Rate der unreifen DCs gekoppelt ist.

Anhand einer konzentrationsabhangigen Aufnahme der Allergene sollte bestimmt
werden, ob es sich um eine spezifische oder unspezifische Aufnahme handelt. Die
spezifische Aufnahme Uber Rezeptoren fuhrt aufgrund der begrenzten Kapazitat
zu einer Séattigung bei steigenden Allergen-Konzentrationen. Dagegen wird bei der
unspezifischen Aufnahme Gber Makropinocytose keine Sattigung erreicht (Sallusto
et al., 1995). Far beide Allergene konnte bis zu einer Konzentration von 50 pg/ml
ein linearer Anstieg in der Aufnahme detektiert werden, bei héheren
Konzentrationen war die Aufnahme wieder reduziert. Die Ursache dieser
Reduktion lag moglicherweise in einer erhdhten Toxizitdt der FITC-markierten
Allergene, entweder infolge der FITC-Markierung oder durch die Allergene. In der
Literatur wurden FITC-markierte Proteine und Dextran in Konzentrationen von bis
zu 1000 pg/ml ohne toxische Wirkung eingesetzt (Buentke et al., 2000; Deslée et
al., 2002; Noirey et al., 2000; Sallusto et al., 1995). Somit weisen diese Befunde

eher auf eine toxische Wirkung der Allergene hin. Aufgrund der Toxizitat der FITC-
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markierten Allergene konnte weder eine spezifische noch eine unspezifische

Aufnahme nachgewiesen werden.

Um den Mechanismus der Allergenaufnahme zu analysieren, wurden
verschiedene Inhibitoren eingesetzt. MMP ist ein kompetitiver Inhibitor des
Mannose-Rezeptors CD206 und hemmt somit die spezifische Aufnahme von
glykosylierten Antigenen (Buentke et al., 2000). Der Mannose-Rezeptor ist sowohl
gegenldber Mannose als auch Fucose, Glucose und N-Acetylgalactosamin
spezifisch (Hitchen et al., 1998). Eine Aufnahme Uber den Mannose-Rezeptor ist
damit nur fir nPhl p 1 aufgrund der Glykosylierung mdglich, jedoch nicht fiir das
unglykosylierte nPhl p 6. Da MMP nur zu einer geringen Reduktion der Aufnahme
von nPhl p 1 flhrt, die jedoch nicht signifikant zum unglykosylierten nPhl p 6 ist,
kann eine wesentliche Beteiligung des Mannose-Rezeptor an der Aufnahme des
nPhl p 1 ausgeschlossen werden. Die unspezifische Aufnahme Uber
Makropinocytose wurde durch Amiloride und Cytochalasin D inhibiert. Amiloride ist
ein Inhibitor der Na+/ H+-Austauschers, der Uber eine Ansduerung des Cytosols
zu einer reduzierten Aufnahme Uber die Makropinocytose fuhrt (West et al., 1989).
Der Inhibitor Cytochalasin D blockiert die Polymerisation der Aktinfilamente und
damit die Bildung von Makropinosomen (Miranda et al., 1974; Racoosin und
Swanson, 1989). Die Aufnahme der Allergene nPhl p 1 und nPhl p 6 durch DCs
konnte sowohl durch Amiloride als auch Cytochalasin D signifikant gehemmt
werden. Somit werden beide Allergene trotz der groBen strukturellen Unterschiede

hauptsachlich Gber Makropinocytose von den DCs aufgenommen.

In dieser Arbeit wurde die Aufnahme der natlrlichen Allergene durch DCs
untersucht, da bei einer Verwendung von rekombinanten Allergenen aufgrund von
strukturellen Unterschieden, wie z.B. der Glykosylierung und der Proteinfaltung,
abweichende Mechanismen zur Allergenaufnahme zu erwarten sind. Die
Aufnahme von rPhl p 1, das in E. coli exprimiert wurde und somit auch keine
Glykosylierungen aufwies, wurde von Noirey et al. (2000) anhand von LCs
untersucht. Eine Aufnahme von rPhl p 1 erfolgte nicht Uber den Mannose-
Rezeptor, sondern Uber Makropinocytose, was Uber Inhibitionsexperimente
gezeigt wurde. Somit wird rPhl p 1 von den LCs und das glykosylierte nPhl p 1 von
DCs, die aus Monocyten generierten wurden, Uber den selben Mechanismus, die
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Makropinocytose aufgenommen. Eine Aufnahme (ber den Mannose-Rezeptor
konnte fir das Hausstaubmilben-Allergen Der p 1 gezeigt werden (Deslée et al.,
2002). Jedoch ist die Makropinocytose ebenfalls stark an der Aufnahme beteiligt.
Die Gruppe 1-Allergene der Hausstaubmilbe besitzen zwischen den Aminosauren
53 - 55 eine N-Glykosylierungsstelle (Thomas et al., 2002). Die Glykosylierung des
Der p 1 setzt sich aus Galactose, Mannose und N-Acetylglucosamine zusammen
(Chapman und Platts-Mills, 1980). Da sich die Glykosylierung bei Invertebraten
und Pflanzen weitestgehend entsprechen (van Ree, 2002), ist fir Der p 1 ein
gleiches Glykosylierungsmuster zu vermuten wie es fir nPhl p 1 von Wicklein et
al. (2004) beschrieben wurde. Die N-Glykosylierung des nPhl p 1 liegt jedoch nahe
des N-Terminus der Aminosduresequenz an der Position 9 (Petersen et al.,
1995c). Trotz dieser N-terminalen Position der Kohlenhydratkette des nPhl p 1

kommt es zu keiner Bindung und Internalisierung Uber den Mannose-Rezeptor.

Die von den unreifen DCs aufgenommenen Antigene werden erst nach einem
Reifungssignal in den Lysosomen durch Proteasen prozessiert und an die MHC II-
Komplexe gebunden (Trombetta et al., 2003). AnschlieBend werden die Peptid-
MHC II-Komplexe an der Oberflache mit weiteren costimulierenden Faktoren den
Tu-Zellen prasentiert. In dieser Arbeit wurde untersucht, ob die Allergene selbst
ein Reifungssignal fiir die DCs darstellen. Fir das nPhl p 6 konnte keine Reifung
der DCs festgestellt werden, da die Expression des Reifungsmarkers CD83 nicht
gesteigert wurde. Dagegen flihrte die Aufnahme von nPhl p 1 zu einer erhéhten
Expression von CD83 bei den DCs. Die Ursache hierflr kénnte durch eine leicht
erhéhte LPS-Kontamination des nPhl p 1 im Vergleich zum nPhl p 6 erklart
werden. Der LPS-Gehalt der FITC-markierten Allergene wurde Uber die IL-8-
Freisetzung von HEK293-Zellen analysiert, die mit dem Toll-like Rezeptor (TLR)-4,
CD14 und MD2 transfiziert wurden. Das LPS bindet vermittelt durch CD14 und
MD2 an den TLR-4, wodurch eine Signaltransduktionskaskade zur Freisetzung
von IL-8 aktiviert wird. FUr nPhl p 1 konnte jedoch keine signifikant erhdhte
IL-8-Freisetzung durch die transfizierten HEK293-Zellen nachgewiesen werden
(siehe Anhang, Abb. 29), so dass der LPS-Gehalt zwischen nPhl p 1 und nPhl p 6
auch keine signifikanten Unterschiede aufweist. Dies macht eine durch nPhl p 1
induzierte Reifung der wunreifen DCs allein verursacht durch eine
LPS-Kontamination des nPhl p1 unwahrscheinlich.

-94-



4. Diskussion

Eine Reifung der DCs kénnte auch durch das nPhl p 1 selbst induziert werden. So
konnte fir das Allergen Der p 1 bei den DCs von Hausstaub-sensibilisierten
Patienten im Gegensatz zu denen von Nicht-Atopikern eine gesteigerte
Expression von CD83 und eine Ty2-Immunantwort nachgewiesen werden. Als
Ursache konnte die Cysteinprotease-Aktivitdt des Der p 1 ermittelt werden
(Hammad et al., 2001). Da fir Phl p 1 ebenfalls eine Cysteinprotease-Aktivitat
beschrieben wurde (Grobe et al., 2002), ist fur Phl p 1 bei Gréserpollenallergikern
eine Reifung der DCs und Ty2-Polarisation zu vermuten. Dagegen kénnte bei den
Nicht-Atopikern eine nicht ausgeléste Reifung der DCs durch die Allergene eine
wichtige Rolle bei der Bildung von Toleranz spielen. Jonuleit et al. (2000) konnte
zeigen, dass Antigen-beladene unreife DCs in den Lymphknoten eine Freisetzung
von IL-10 verursachen und dadurch regulatorische T-Zellen aktiviert werden.

Zwischen Nicht-Atopikern und Atopikern sind weitere Unterschiede bei der
Allergenaufnahme, Prozessierung und auch Prasentation zu erwarten. So konnte
nur bei Allergikern eine erhdhte Expression des Mannose-Rezeptors
nachgewiesen werden, was in einer erhfhten Aufnahme des Allergens Der p 1
resultierte (Deslée et al., 2002). Eine Rezeptor-vermittelte Aufnahme von
Antigenen Uber den Mannose-Rezeptor flhrt zu einer bis zu 100-fach starkeren
Prasentation der Antigene und damit auch zu einer starkeren Aktivierung der
T-Zellen als eine Aufnahme Uber Makropinocytose (Engering et al., 1997).
Weiterhin wurden bei Atopikern in Genen, die mit allergischen Erkrankungen
korrelieren, zahlreiche Polymorphismen identifiziert (Moffatt und Cookson, 1998).
Diese Polymorphismen kénnen bei den Atopikern eine veranderten
Allergenaufnahme, -prozessierung und -prasentation verursachen. Dies kann
letztendlich in einer verstarkten Ty2-Polarisation der Immunantwort gegen die

Allergene resultieren.

4.4. Bedeutung der Allergen-Prozessierung fur die
Therapie allergischer Erkrankungen: ein Ausblick

Die Prozessierung der Allergene entscheidet, welche Peptide des Allergens als
T-Zellepitope Uber die MHC II-Komplexe der APCs prasentiert werden, und kann
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die Polarisation der Ty-Zellen beeinflussen. Ob bei den Atopikern eine im
Vergleich zu den Nicht-Atopikern veranderte Prozessierung der Allergene einen
Einfluss auf die Polarisation der Ty-Zellen hat und eine Bildung von Toleranz
unterstitzt, ist noch unklar. Es konnte jedoch am Beispiel des Birkenpollen-
Allergens Bet v 1 gezeigt werden, dass bei Nicht-Atopikern, die Bet v 1-spezifische
IgG-Antikdérper besitzen, die selben Tu-Zellepitope erkannt werden wie bei
sensibilisierten Allergikern mit einer IgE-vermittelten Immunantwort (Ebner et al.,
1995). Aus einer Analyse der Mechanismen, die bei Nicht-Atopikern zur Bildung
von Toleranz gegenidber den Allergenen flhren, kénnten neue Therapieansatze
abgeleitet werden. Das Ziel einer solchen Therapie ware eine Aktivierung von
regulatorischen Ty-Zellen (Tgr) oder auch eine Induktion von Anergie, was in
beiden Fallen zu einer Hemmung der Th2-vermittelten Immunreaktion flihren
wilrde. Eine Strategie zur Aktivierung von Tg-Zellen ist die Peptid-basierte
Vakzinierung, bei der dem Patienten synthetische Peptide des Allergens aus 15
bis 20 Aminosauren verabreicht werden (Larche, 2001). Am Beispiel des
Katzenhaar-Allergens Fel d 1 konnte gezeigt werden, dass die Peptide bei
sensibilisierten Patienten eine Hemmung der Ty1- und Ty2-Immunantwort und
verstarkte Freisetzung von IL-10 verursachen (Oldfield et al, 2002). Eine
Entwicklung von Peptiden analog zur Prozessierung der Allergene bei den Nicht-
Atopikern kdnnte bei den Atopikern zu einer gezielteren Induktion der Toleranz
gegenulber den Allergenen flhren.

Eine Voraussetzung fir eine solche gezielte Therapie gegen spezifische Allergene
ist jedoch eine Diagnostik, die das jeweilige Allergen-Profil des Patienten erfasst,
wie z.B. die Komponenten-aufgeléste Diagnostik (Valenta et al., 1999). Diese
basiert auf der Verwendung von rekombinanten Allergenen, die gegenlber den
herkdbmmlichen Allergenextrakten den Vorteil einer definierten Struktur besitzen
und sich leichter standardisieren lassen (Chapman et al., 2000). Hierzu mussen
die rekombinanten Allergene jedoch die gleiche Struktur wie die naturlichen
besitzen, damit bei der Diagnostik neben den sequenziellen und konformationellen
auch die durch posttranslationale Modifikationen entstandenen IgE-bindenden
Epitope erfasst werden kénnen. Weiterhin missen durch die rekombinanten
Allergene alle IgE-Epitope erfasst werden, die aufgrund der hohen Variabilitat
innerhalb einer Allergengruppe durch die zahlreichen Isoformen auftreten kénnen.
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Dies setzt eine detaillierte Charakterisierung der Allergene voraus, wie sie in
dieser Arbeit am Beispiel des Phl p 6 durchgeflhrt wurde.

Die exakte strukturelle Charakterisierung von Allergenen und die anschlieBende
Bestimmung der IgE-bindenden Epitope ist weiterhin eine Voraussetzung, um eine
gezielte Veranderung bzw. Mutation der Allergene durchzuflhren, so dass die
Allergenitat vermindert werden kann. Diese sogenannten Hypoallergene l6sen
eine verminderte allergische Reaktion aus und kénnen dadurch bei der zur Zeit
am haufigsten angewendeten Therapie, der spezifischen Immuntherapie oder
Hyposensibilisierung, héher dosiert werden. So kann die Allergenitat der Extrakte
durch ein Vernetzen der Proteine, z.B. mit Glutardialdehyd, herabgesetzt werden.
Die so behandelten Allergenextrakte werden als Allergoide erfolgreich in der
Therapie eingesetzt (Bousquet et al, 1987). Da sie jedoch keine definierte
Struktur besitzen und sich somit auch nicht standardisieren lassen, ist eine
gezielte Mutation der IgE-bindenden Epitope von den Allergene ein weiterer
vielversprechender Ansatz. Schramm et al. (1999) konnten zeigen, dass durch
eine gezielte Mutationen der IgE-bindenden Epitope des Majorallergens Phl p 5b
die IgE-Reaktivitat vermindern werden konnte. Die T-Zell-Epitope wurden jedoch
nicht verandert. Dadurch kénnen die T-Zellen weiterhin aktiviert werden, jedoch
kommt es zu keiner Aktivierung der IgE-produzierenden B-Zellen und keiner
Mediatorfreisetzung bei den Mastzellen. Solche Mutationen machen eine
Veranderung der Allergenstruktur mit dem Ziel mdglich, die Polarisation der
Tu-Zellen gezielten beeinflussen zu kdénnen. Dabei kann die Struktur der
veranderten Allergene anhand der in dieser Arbeit zur Charakterisierung des
Phl p 6 durchgefihrten Methoden exakt ermittelt und mit den natirlichen

Allergenen verglichen werden.
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Das Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der Interaktionen zwischen
Graserpollenallergenen und den Grenzflaichen des Respirationstrakies sowie den
daraus resultierenden Prozessierungen der Allergene. Die Allergene treffen beim
Einatmen zuerst auf das die Epithelien Uberziehende Sekret und kommen
anschlieBend mit den Epithelzellen in Kontakt. Um eine Sensibilisierung auslésen
zu kénnen, massen die Allergene diese Barriere Gberwinden und zu den Antigen-
prasentierenden Zellen (APCs) im Interstitium gelangen. Auf diesen drei Ebenen,
dem Sekret, den Epithelzellen und den APCs, wurden die Interaktionen und die
Prozessierung der Allergene untersucht. Dabei standen besonders die
Interaktionen bei Nicht-Atopikern im Vordergrund, da diese gegen die an sich
harmlosen Proteine eine Toleranz zeigen. Als Modell fir diese Untersuchungen
wurde das Gruppe 6-Allergen des Lieschgrases Phleum pratense gewahlt, das
anhand von massenspektrometrischen Methoden detailliert charakterisiert wurde.
Es konnte gezeigt werden, dass nPhl p 6 zwei Isoformen besitzt, die sich in nur
zwei Aminosauren unterscheiden. AuBerdem besitzt das nPhl p 6 noch N- und
C-terminale Varianten, die auf zusatzliche Aminosduren bzw. Deletionen
zurtickzufiihren sind. Das wesentlich komplexere Gruppe 1-Allergen Phl p 1, fir
das zahlreiche Modifikationen beschrieben wurden, wurde zum Vergleich fir die
Untersuchung der Interaktionen und Prozessierung eingesetzt.

Auf der Ebene der Sekrete konnte keine Fragmentierung des nPhl p 6
nachgewiesen werden, so dass das nPhl p 6 intakt auf die Epithelzellen trifft. Auch
fir das wesentlich komplexer aufgebaute nPhl p 1 konnte in der Gberwiegenden
Zahl der untersuchten Proben keine Fragmentierung durch BAL-Flissigkeit
gezeigt werden. Somit tritt auch das nPhl p 1 intakt mit den Epithelzellen in
Kontakt. Dagegen konnte bei Patienten mit Atemwegsbeschwerden, die durch
eine Neutrophilie verursacht wurden, eine Fragmentierung detektiert werden.
Diese ist auf einen erhdhten Proteasegehalt im Sekret infolge der Infiltration von

Neutrophilen und deren Degranulation zurtickzufthren.

Eine Aufnahme der Allergene durch die Epithelzellen des Respirationstraktes
konnte anhand der Durchflusscytometrie und der Konfokalen Laser-Scan-
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Mikroskopie nachgewiesen werden. Dabei ist die Makropinocytose nicht
wesentlich an der Aufnahme des nPhl p 6 beteiligt, was auf eine Rezeptor-
vermittelte Aufnahme hindeutet. Dagegen erfolgt die Aufnahme von nPhl p 1
unspezifisch Uber Makropinocytose. Beide Allergene konnten teilweise in den
Lysosomen der Epithelzellen lokalisiert werden, so dass eine Prozessierung der
Allergene wahrscheinlich ist. Dagegen deutet der relativ gering Anteil der
Allergene in den Lysosomen sowie die Uber einen langeren Zeitraum
gleichbleibende Aufnahmerate eher auf eine Transcytose in intakter Form ins

Interstitium hin, wo sie von den APCs aufgenommen werden.

Die Dendritischen Zellen (DCs) zahlen zu den effektivsten Antigen-
prasentierenden Zellen. Es konnte gezeigt werden, dass nPhl p 6 und nPhl p 1
von unreifen DCs, die aus den Monocyten von nicht-atopischen Spendern
generiert wurden, wesentlich starker aufgenommen wird als von reifen DCs. Beide
Allergene werden Uber Makropinocytose aufgenommen, wobei eine Beteiligung
des Mannose-Rezeptor selbst an der Aufnahme des glykosylierte nPhl p 1
ausgeschlossen werden konnte. Nur fir nPhl p 1 konnte bei unreifen DCs eine
leicht erhdhte Expression des Reifungsmarkers CD83 und damit eine Reifung der
DCs festgestellt werden. Die in dieser Arbeit untersuchten Mechanismen der
Allergenaufnahme kénnten eine zentrale Rolle bei der Sensibilisierung spielen.
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The aim of this thesis is the investigation of the interactions between the grass
pollen allergens and the surfaces of the respiratory tract, and the possible
processing of the allergens on these surfaces. The allergens first come into
contact with the secretions covering the epithelium and then finally with the
epithelial cells. In order to cause a sensitisation, the allergens must cross the
epithelial barrier and reach the interstitium. There, the allergens are internalised
and processed by the antigen presenting cells (APCs). In this thesis, the
interaction and processing of the allergens in the secretions, epithelial cells and
the APCs was investigated. In particular the interactions in non-atopic individuals
are of interest as they display a tolerance towards the allergens. For these
investigations the group 6 allergen of timothy grass (Phleum pratense) was
chosen as a model. The allergen was characterised in detail by mass
spectrometric methods, where it could be shown, that the nPhl p 6 consists of two
isoforms, that differ by two amino acids. Also a number of N- and C- terminal
variations of the nPhl p 6 could be detected, which are the result of amino acid
insertions or deletions. In order to have a standard with which to compare and
contrast the results of the nPhl p 6 studies, the more complex group 1 allergen Phl
p 1 for which many modifications have been described was utilised.

A processing of the nPhl p 6 by the secretions could not be shown, indicating that
the nPhl p 6 comes into contact with the epithelial cells in an intact state, as does
the majority of the nPhl p 1. It could also be shown that the BAL-fluids of patients
with respiratory tract disorders degrades the more complex nPhl p 1. This is
however, only in the case of secretions from patients displaying a neutrophila,
where the inflitration and degranulation of the neutrophiles results in an increased

protease content of the secretion.

At the level of the epithelial cells the uptake of the allergens was analysed by flow
cytometry and confocal microsocopy. Macropinocytosis was not involved in the
uptake of nPhl p 6, suggesting a receptor mediated mechanism. In contrast
nPhl p 1 is non-specifically absorbed via macropinocytosis. The processing of the
allergens by the epithelial cells is probable, since a small percentage of both
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allergens are localised in lysosomes. However, there is evidence that the majority
of the allergens in the epithelial cells remains intact, and is transferred via

transcytosis into the interstitium, where they are taken up by the APCs.

As the dendritic cells (DCs) are the most effective antigen presenting cells, the
allergen uptake by DCs of non-atopic individuals was also investigated. It could be
shown that the uptake of nPhl p 6 and nPhl p 1 by monocyte derived immature
DCs was significantly greater than for mature DCs. The uptake of both nPhl p 6
and nPhl p 1 in this case is non-specific and occurs via macropinocytosis. An
involvement of the mannose receptor even in the case of the glycosylated nPhl p 1
was not observed. The allergen nPhl p 1 induces a small increase in the
expression of the maturation marker CD83, whereas nPhl p 6 induces no
maturation of DCs. The mechanism of allergen uptake by DCs investigated in this
thesis may paly a key role in the sensitisation towards allergens.
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8. Anhang

Abb. 27: Nachweis von nPhl p 6-FITC in NCI-H727-Zellen und Markierung
der Membran dber CD29. A: Fluoreszenzsignal zur Detektion der
anti-CD29-Antikérper. B: Nachweis der Fluoreszenz von nPhl p 6-FITC.
C: Uberlagerung des Nachweises der anti-CD29- und FITC-Fluoreszenz.
Eine gelbe Farbung zeigt eine Kolokalisation an, die z.T. durch weiBe Pfeile
gekennzeichnet ist.

Abb. 28: Intrazellulare Lokalisation von nPhl p 1-Alexa488 in NCI-H727-
Zellen. Nach einer Inkubation von 2 h mit nPhl p 1-Alexa488 wurden die
Zellen mit einem CD29-spezifischen Antikérper gefarbt und mit dem
Kofokalen Laser-Scan-Mikroskop analysiert. A: Fluoreszenzsignal zum
Nachweis des anti-CD29-Antikdrpers. B: Detektion der Alexa488-
Fluoreszenz des nPhl p 1. C: Uberlagerung der anti-CD29-Fluoreszenz mit
der Alexa488-Fluoreszenz. Eine gelbe Farbung zeigt eine Kolokalisation
an, die z.T. durch weiBe Pfeilspitzen markiert ist.

-114-



8. Anhang

500

400 -

300 -

200 -

IL-8-Freisetzung [pg/ml]

100 -

Abb. 29: Bestimmung des LPS-Gehaltes anhand der Freisetzung von IL-8
durch HEK293-Zellen, die mit TLR-4, MD2 und CD14 transfiziert wurden.
Das LPS bindet vermittelt Gber CD14 und MD2 an den TLR-4, wodurch
Uber die cytoplasmatische Region des TLR-4 eine
Signaltransduktionskaskade zur IL-8-Freisetzung aktiviert wird. Die
IL-8-Freisetzung der transfizieten HEK293-Zellen, die durch die
FITC-markierten Allergene nPhl p 1 und nPhl p 6 induziert wurde, weist
zwischen den beiden Allergenen keinen signifikanten Unterschied auf. Dies
bedeutet, dass im LPS-Gehalt der Allergene ebenfalls kein signifikanter
Unterschied besteht.
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