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Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft das
Hauptallergenprotein Lol pl aus dem Pollen von Wei-
delgras, Lolium perenne L. und Derivate und Homo-
loge davon und allergene Proteine, die immunolo-
gisch damit verwandt sind; solche Materialien wer-
den rekombinant hergestellt.

[0002] Allergene machen die am haufigsten vorhan-
denen Proteine von Grasspollen aus, was die Haup-
tursache fiur allergische Erkrankungen in gemaRigten
Klimata ist (MARSH,1975, HILL et al. 1979). Die ers-
ten Beschreibungen ihrer allergenen Proteine zeig-
ten, dass sie sich immunchemisch unterscheiden,
und sie sind bekannt als Gruppen |, I, lll und IV
(JOHNSON AND MARCH 1965, 1966). Unter Ver-
wendung der kirzlich vorgeschlagenen Nomenklatur
der International Union of Immunological Societies
(IUIS) werden diese Allergene als Lol p I, Lol p Il, Lol
p Il und Lol p IV bezeichnet. Das Hauptallergen Lol
pl ist ein saures Glycoprotein mit einem Molekularge-
wicht von ca. 32 kD und umfasst vier isoallergene Va-
rianten. Die anderen untergeordneten Allergene, die
von Weidelgraspollen isoliert wurden, liegen in dem
Molekulargewichtsbereich von 10 bis 76 kD (siehe
die Ubersicht von FORD UND BALDO, 1986). Das
Allergen Lol pl macht ca. 5% der gesamten extrahier-
ten Pollenproteine aus und ist ein Glycoprotein
(HOWLETT & CLARKE, 1981), das einen 5% Koh-
lenhydratanteil enthalt. Studien mit Kohlenhydrat-
splitting haben gezeigt, dass das Kohlenhydrat nicht
zu der allergischen Reaktion beitragt. Nach proteoly-
tischem Verdau geht die alergene Aktivitat verloren
(siehe Uberblick von BALDO, SUTTON & WRIGLEY,
1982), aber sie ist gegeniber Hitzebehandlung resis-
tent, zum Beispiel 100°C fur 30 Minuten bei neutra-
lem pH (MARSH et al., 1966).

[0003] Lol pl wird wegen seiner Fahigkeit, an spezi-
fisches IgE in Seren von Weidelgrasssensiblen Pati-
enten zu binden, als ein Antigen bei IgG-Reaktionen
zu agieren und T-Zell-Reaktionen auszuldsen, als ein
Allergen definiert. Die allergenen Eigenschaften wur-
den durch direkte Hauttestung bei Grasspollen-sen-
siblen Patienten bestimmt. Die Ergebnisse zeigten,
dass 84% eine Hautsensibilisierung gegen Lol pl auf-
wiesen (FREIDHOFF et al., (1986), was die vorrangi-
ge Bedeutung dieses Proteins als das Hauptallergen
zeigt. Darlber hinaus besallen 95% der Patienten,
die sich als Grasspollen-sensibel zeigten, spezifi-
sche IgE-Antikorper, die an Lol pl banden, wie durch
Immunoblot gezeigt wurde (FORD & BALDO, 1986).

[0004] Wesentliche allergene Kreuzreaktivitat zwi-
schen Graspollen wurde unter Verwendung eines
IgE-Bindungsassays, z.B. dem Radioallergosor-
bent-Test (RAST) gezeigt, wie durch MARSH (1970)
und LOWENSTEIN (1978) beschrieben wird.
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[0005] Die immunchemischen Beziehungen von Lol
pl zu anderen Grasspollenantigenen wurden unter
Verwendung sowohl polyklonaler wie auch monoklo-
naler Antikérper gezeigt (z.B. SMART & KNOX
(1979); SINGH & KNOX (1985)). Antikdrper wurden
sowohl flr gereinigte Proteine wie auch IgE-binden-
de Bestandteile hergestellt. Diese Daten zeigen,
dass das Hauptantigen, das im Pollen nahe verwand-
ter Graser vorliegt, immunchemisch dem Lol pl &hn-
lich ist (SINGH & KNOX, 1985).

[0006] Weitere  Hintergrundinformationen, die
Grasspollenallergene betreffen, kdnnen in den fol-
genden Uberblicken gefunden werden: MARSH
(1975), HOWLETT & KNOX (1984), BALDO, SUT-
TON & WRIGLEY (1982) und FORD & BALDO
(1986).

[0007] Juingste Fortschritte in der Biochemie und
der rekombinanten DNA-Technologie haben es mog-
lich gemacht, spezifische Proteine, z.B. Enzyme, un-
ter kontrollierten Bedingungen, unabhangig von dem
Organismus, aus dem sie normalerweise isoliert wer-
den, zu synthetisieren. Diese biochemischen synthe-
tischen Verfahren verwenden Enzyme und subzellu-
lare Komponenten der Protein-synthetisierenden
Systeme von lebenden Zellen, entweder in vitro in
zellfreien Systemen oder in vivo in Mikroorganismen.
In jedem Fall ist das wichtigste Element die Bereit-
stellung einer Desoxyribonukleinsdure (DNA) von
spezifischer Sequenz, die die Information, die erfor-
derlich ist, um die gewiinschte Aminosauresequenz
zu spezifizieren, enthalt. Solch eine spezifische
DNA-Sequenz wird als Gen bezeichnet. Die Kodie-
rungsbeziehungen, mit deren Hilfe eine Desoxyribo-
nukleotidsequenz verwendet wird, um die Aminosau-
resequenz eines Proteins zu spezifizieren, sind gut
bekannt und arbeiten gemafl einem fundamentalen
Satz von Prinzipien (siehe z.B. WATSON, 1976).

[0008] Ein geklontes Gen kann verwendet werden,
um die Aminosauresequenz von Proteinen, die in in
vitro-Systemen synthetisiert werden, zu spezifizie-
ren. DNA-gesteuerte Proteinsynthetisierungssyste-
me sind auf dem Fachgebiet gut eingefihrt. Einstran-
gige DNA kann induziert werden, um als Messen-
ger-RNA (mRNA) in vitro zu wirken, was zu einer
Translation der DNA-Sequenz mit groRer Genauig-
keit fuhrt.

[0009] Es ist nun mdglich, spezifische Gene oder
Teile davon aus héheren Organismen, z.B. Pflanzen,
zu isolieren und die Gene oder DNA-Fragmente in ei-
nem geeigneten Vektor, wie einen lambda-gt 11-Pha-
gen, auf Mikroorganismen wie Bakterien, z.B. Esche-
richia coli, zu Ubertragen. Das Ubertragene Gen wird
repliziert und vermehrt sich, wenn sich der transfor-
mierte Mikroorganismus vermehrt. Daraus folgt, dass
der transformierte Mikroorganismus mit der Fahigkeit
versehen ist, das erwlinschte Protein oder Gen, das
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es kodiert, z.B. ein Enzym, herzustellen und dann
diese Fahigkeit an seine Nachkommen weiterzuge-
ben. Siehe z.B. Cohen und Boyer, U.S. Patent Nr.
4,237,224 und 4,468,464. Die bakteriellen Klone, die
den rekombinanten Phagen enthalten, werden auf
das bestimmte Genprodukt (Protein) mit Hilfe spezifi-
scher Antikérper gescreent.

[0010] Es wird die Klonierung des Gens, das Lol pl
kodiert, beschrieben, wodurch die Produktion des re-
kombinanten Allergens in grolem MalRstab ermdg-
licht wird.

[0011] Es wird auch ein rekombinanter Vektor be-
schrieben, der eine DNA-Sequenz umfasst, die ein
Protein kodiert, das eine allergene Aktivitat aus Pol-
len einer Grasart aufweist. Genauer gehort die Gras-
art zu der Familie Poaceae (Gramineae) und noch
genauer zu der Gattung Lolium. Sogar noch genauer
wird das allergene Protein dadurch charakterisiert,
dass es mit Antikdrper gegen Lol pl Protein von Loli-
um perenne Pollen immunologisch kreuzreagiert, na-
mentlich:

Pooideae ("Festucoide") Graser. GRUPPE 1: Tritica-
nae: Bromus inermis, Unbegrannte Trespe; Agropy-
ron repens, Gemeine Quecke; A.cristatum; Secale
cereale Roggen; Triticum aestivum, Weizen. GRUP-
PE 2: Poanae: Dactylis glomerata, Wiesen-Knauel-
gras oder-Knaulgras; Festuca elatior, Wiesenschwin-
gel; Lolium perenne, Weidelgras; L.multiflorum, Itali-
enisches Raigras; Poa pratensis, Wiesenrispengras;
P.compressa, Zusammengedriicktes Rispengras;
Avena sativa, Hafer; Holcus lanatus, Wolliges Honig-
gras; Anthoxanthum odoratum, Gewoéhnliches Ruch-
gras; Arrhenatherum elatius, Glatthafer; Agrostis al-
ba, Rotes StraulRgras; Phleum pratense, Timotheus-
gras; Phalaris arundinacea, Rohrglanzgras. Panicoi-
deae-Gras, Paspalum notatum, Bahiagras, Andropo-
gongraser: Sorghum halepensis, Mohrenhirse.

[0012] Es wird auch ein rekombinanter Vektor be-
schrieben, der eine DNA-Sequenz umfasst, die das
allergene Protein Lol pl von Weidelgras, Lolium per-
enne, L.-Pollen, oder ein Derivat oder Homolog da-
von kodiert. Genauer betrifft die vorliegende Erfin-
dung ein rekombinantes DNA-Molekiil, das einen eu-
karyoten oder prokaryoten Ursprung der Replikation,
einen nachweisbaren Marker, eine DNA-Sequenz,
die das Lol pl-allergene Protein oder ein Derivat oder
ein Homolog davon oder ein allergenes Protein, das
mit dem Lol pl-Protein oder seinen Derivaten oder
Homologen kreuzreaktiv ist, kodiert, und wahlweise
eine Promotersequenz, die in der Lage ist, die Tran-
skription des Allergenproteins zu lenken, umfasst.

[0013] Rekombinantes Lol pl oder ein Derivat oder
Homolog davon oder ein allergenes Protein, das im-
munologisch reaktiv auf Antikdrper gegen Lol pl oder
ein Derivat oder Homolog davon ist, kbnnen durch
die Kultivierung eines Organismus, der ein replizier-
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bares rekombinantes DNA-Molekil enthalt, herge-
stellt werden, wobei das Molekdil einen Promotor, der
zur Expression in dem Organismus fahig ist, das
Gen, das Lol pl oder sein Derivat oder Homolog oder
ein immunologisch verwandtes Protein von Lol pl,
stromabwarts von dem Promotor lokalisiert und von
ihm transkribiert, kodiert, und einen selektierbaren
Marker und einen DNA-Trager, der einen prokaryoten
oder eukaryoten Ursprung der Replikation enthalt,
umfasst, unter Bedingungen und fir eine Zeit, die fur
das rekombinante DNA-Molekil ausreicht, um stabil
erhalten zu werden und die Synthese von Lol pl oder
seinem Derivat oder Homolog zu lenken.

[0014] Es wird auch ein nicht-natives (sprich rekom-
binantes oder chemisch synthetisiertes) Lol pl oder
sein Derivat oder Homolog oder ein nicht-natives all-
ergenes Protein, das immunologisch zu Antikérpern
gegen Lol pl oder seinem Derivat oder Homolog
kreuzreaktiv ist, beschrieben.

[0015] Es werden auch Antikérper gegen nicht-nati-
ves Lol pl oder ein Derivat oder Homolog davon be-
schrieben.

[0016] Es wird auch ein Verfahren fir den Nachweis
eines Antikorpers gegen ein allergenes Protein von
Pollen der Familie Poaceae (Gramineae) in Serum
oder einer anderen biologischen Flussigkeit be-
schrieben, umfassend das in Kontakt bringen des Se-
rums oder der Flussigkeit mit rekombinantem Lol pl
oder seinem antigenen Derivat fir eine Zeit und unter
Bedingungen, die fir einen Antikérper-Lol pl-Kom-
plex ausreichen, um sich zu bilden, und das Ausset-
zen dieses Komplexes gegeniiber Nachweismitteln.

[0017] Es wird auch ein rekombinantes DNA-Mole-
kil beschrieben, das eine Weidelgraspollenpromo-
torsequenz oder ein Homolog oder eine degenerierte
Form davon umfasst, lokalisiert auf dem Molekiil, und
das weiter ein oder mehrere Restriktionsorte strom-
abwarts des Promotors aufweist, so dass eine Nukle-
otidsequenz, die in einen Ort oder mehrere dieser
Orte inseriert wird, in den korrekten Leserahmen
transkribierbar ist.

[0018] Vorzugsweise umfasst das rekombinante
DNA-Molekil den Promotor, der die Synthese von Lol
pl aus Pollen von Weidelgras, Lolium perenne L.,
lenkt und ist dadurch ein entwicklungsregulierter, pol-
lenspezifischer Expressionsvektor.

[0019] Es wird hier biochemische Standardnomen-
klatur verwendet, in der die Nukleotidbasen als Ade-
nin (A); Thymin (T); Guanin (G) und Cytosin (C) be-
zeichnet werden. Andere Abklrzungen beinhalten:
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BSA Rinderserum-Albumin.

DEPC Diethylpyrocarbonat.

DNA Desoxyribonukleinsaure.

DTT Dithiothreitol.

EDTA Dinatriumethylendiamin-
tetraacetat.

IPTG Isopropylthio-beta-D-Ga-
lactopyranosid.

LB MEDIUM Luria-Bertani Medium

(1% (Gewicht pro Volu-
men) Bactotrypton, 1%
(Gewicht pro Volumen)
NaCl & 0,5% (Gewicht
pro Volumen) Bacto-He-
feextrakt in Wasser auf
pH 7,5).

0,66 Mol Tris CI (pH 7,5)
50 Millimol MgCl,, 50 Mil-
limol DTT, 10 Millimol
ATP.

LiCL Lithiumchlorid.

PEG Polyethylenglykol.

pfu Plaque-bildende Einhei-
ten.
Phenylmethylsulphonyl-
fluorid.

50 Millimol Tris-Cl, pH
6,8, 1,5% (Gewicht pro
Volumen) SDS, 50 Milli-
mol DTT, 4 Mol Harn-
stoff, 1 m MPMSF.
Natriumdodecylsulfat.
Phagenaufbewahrungs-
puffer (0,1 Mol NaCl,
MgSO,7H,0, 50 Millimol
Tris HCI pH 7,5, 2% (Ge-
wicht pro Volumen) Gela-
tine).

20 x Lésung von 3 Mol
NaCl, 0,3 Mol Na, Citrat,
pH 7,0.

(0,15 Mol NaCl, 10 Milli-
mol Natriumphosphat pH
7,7, 1 Millimol)
Ethylendiamintetraacetat
Tris-gepufferte Koch-
salzlésung (50 Millimol
Tris pH 7,5, 150 Millimol
NaCl).
5-Brom-4-chlor-3-indo-
lyl-beta-D-Galaktopyra-
nosid.

LIGATIONSPUFFER (10
x Ldsung)

PMSF

PROBENPUFFER

SDS
SM Puffer

SSC

SSPE

EDTA
TBS

X-gal

In den begleitenden Figuren:
[0020] Fig. 1 zeigt die Identifizierung von Lol pl als
das Hauptallergen von Weidelgraspollen durch
SDS-PAGE und Western Blotting.

[0021] Bahnen 1-3. SDS-PAGE-Analyse der ge-
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samten Weidelgraspollen-Proteine und isoliertem Lol
pl-Allergen, gefarbt mit Coomassie-Blau fiir Proteine.
Bahn 1, gesamte Pollenproteine; Bahn 2, Isoallergen
von Lol pl; Bahn 3, Lol pl.

[0022] Bahnen 4-6. Western Blot der Proteine, die in
den Bahnen 1-3 gezeigt werden, die spezifische Bin-
dung von monoklonalem Antikérper FMC-Al an das
Lol pl-Allergen zeigend. Dieser Antikérper wurde ver-
wendet, um die cDNA-Bibliothek zu screenen, um die
Lol pl-Allergenklone zu selektieren. Bahn 4, moleku-
lare Marker; Bahn 5, Isoallergen; Bahn 6, Lol pl,
32kD.

[0023] Fig. 2 zeigt das Screening der cDNA-Biblio-
thek von Weidelgraspollen, um die spezifischen Klo-
ne, die Lol pl-Protein im lambda-gt 11-Vektor expri-
mieren, zu selektieren. (a,b): Plaque-Lifts von 10%-10°
rekombinanten Phagen, behandelt mit spezifischen
Antikdrper FMC-A1, mit (a) cDNA-Klon 6; (b) cD-
NA-Klon 12; (c,d) Re-Screening von cDNA-Klon 12
mit (c) monoklonalem Antikérper FMC-A1, (d) spezi-
fischem IgE von Weidelgraspollen-sensiblen Patien-
tenseren. Rekombinante Phagen, die das spezifi-
sche Allergen-DNA-Insert enthalten, werden durch
diese Verfahren nachgewiesen. Die Antikdrper wei-
sen alle Klone, die die antigenen Determinanten von
Lol pl enthalten, nach, wahrend IgE an die Klone bin-
det, die die allergenen Determinanten von Lol pl ent-
halten. Alle Klone waren monoklonale Antikorper
FMC-A1 positiv, da das die Grundlage des Scree-
nings ist, wahrend ein Anteil an IgE bindet, so wie bei
Klon 12 hier.

[0024] Fig. 3 zeigt die Analyse von E. coli-Fusions-
protein auf seine Identitat mit Lol pl.

[0025] Bahnen 1-4: SDS-PAGE, gefarbt mit Coo-
massie-Blau fir Proteine; Bahn 1, lambda-gt 11
nicht-rekombinanter Lysogenextrakt; Bahn 2, lamb-
da-12RL8 rekombinanter Lysogenextrakt; Bahn 3, E.
coli Beta-Galaktosidase-reines Protein; Bahn 4, Mo-
lekulargewicht-Marker, der 96KD-Marker wird durch
einen Stern angezeigt.

[0026] Bahnen 5-7: Transblots auf Nitrozellulose-
membran; Bahn 5 und 8, Molekulargewicht-Marker;
Bahn 6, lambda-12RL8 rekombinanter Lysogenex-
trakt, a zeigt ein Fusionsprotein, das durch Bindung
mit FMC-A1 identifiziert wird, an, Molekulargewicht a
> ¢. Bahn 7, lambda-6RL2 rekombinanter Lysogen-
extrakt, B zeigt ein Fusionsprotein, wie es durch Bin-
dung von FMC-A1 identifiziert wird, an, Molekularge-
wicht b > c. Die héheren Molekulargewichte von a
und b uber ¢ zeigen die Insertion von cDNA in das gt
11-Genom an dem lacZ-Ort an.

[0027] Fig. 4 zeigt die Analyse von Gewebe- und
Organspezifitat von Lol pl Gen in Weidelgras. (a) Slot
Blot. Jeweils 2 Mikrogramm von Gesamt-RNA isoliert
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aus Pollen (p), Blatt (1), Wurzeln (r) und hydrierten
Samen (s) wurden auf Nitrozellulosemembran ge-
blottet. Es tritt Hybridisierung mit radioaktiven Son-
den fur die Klone 6 und 12 (p6, p12) mit Pollen auf,
aber es besteht eine totale Abwesenheit von Hybridi-
sierung mit der anderen Gewebe-RNA. (b) Northern
Blot. Gesamt-RNA, isoliert aus diesen Weidel-
gras-Geweben, wurde elektrophoretisch auf einem
denaturierenden Agarosegel getrennt und auf Nitro-
zellulosemembran transferiert und mit p6 sondiert.
Hybridisierung tritt nur mit der Pollenprobe auf, ande-
re Gewebe-RNA zeigt die Abwesenheit von Hybridi-
sierung. Dieses Beweismaterial zeigt, dass Lol
pl-Gen nur in Pollen exprimiert wird.

[0028] Fig. 5 zeigt eine 1240 Basenpaar-DNA-Se-
quenz, die das cDNA-Klon 12R darstellt.

[0029] Fig. 6 zeigt die Reaktion von rekombinantem
Allergen pGEX-12R (Lol pl) mit IgE aus gepoolten al-
lergischen Seren. Die Kulturen von pGEX und
pGEX-12R wurden Uber Nacht geziichtet und dann
1:10 in Bruhe verdinnt und fur 2 Stunden bei 37°C
gezlchtet. Sie wurden mit IPTG induziert und fir 1
Stunde bei 37°C geziichtet. Die Bakterien wurden
pelletiert und in PBS auf 1/20 des Volumens der Kul-
turmedien erneut suspendiert. Die Bakterien wurden
durch Gefrier-Auftau und Beschallung lysiert. Da-
nach wurde ein gleiches Volumen von SDS-Gel-Pro-
benpuffer zugegeben und die Proben wurden fir 3
Minuten gekocht, bevor sie auf eine 10-15% Gradi-
ent-SDS-PAGE geladen wurden. Die getrennten Pro-
teine wurden auf Nitrozellulosemembran Ubertragen
und diese Blots wurden zur Identifizierung von
IgE-Bindungsproteinen unter Verwendung gepoolter
Seren von allergischen Patienten weiterbearbeitet.
125|-markierte anti-menschliche IgE-Antikérper (Kalle-
stad Labs USA) wurden als Sonde verwendet. Fig. 6
zeigt einen typischen Autoradiograph, bei dem Bahn
1 eine Vektorkontrolle zeigt, bei der keine IgE-Bin-
dung vorliegt, wahrend die Bahnen 2, 3 und 4 die Ex-
pression von rekombinanten Lol pl in Bakterienkultu-
ren, die mit pGEX-12R infiziert wurden, zeigen.

[0030] Fig. 7A, B und C zeigt antigene und allerge-
ne Ahnlichkeit von Proteinen, die zu Lol pl homolog
sind, in einer Tafel von 17 verschiedenen Grasern.
Die Proteine wurden durch SDS-PAGE von reifen
Pollen wie folgt getrennt: Bahn a: Molekularge-
wicht-Marker; 1, Bromus inermis; 2, Agropyron crista-
tum; 3, Secale cereale; 4, Dactylis glomerata; 5,
Festuca elatior; 6, Lolium perenne; 7, L. multiflorum;
8, Poa compressa; 9, Avena sativa; 10, Holcus lana-
tus; 11, Anthoxanthum odoratum; 12, Agrostis alba;
13, Phleum pratense; 14, Phalaris arundinacea; 15,
Cynodon dactylon; 16, Sorghum halepensis; 17, Zea
mays. 7A zeigt Coomassie-blau gefarbte Proteine in
SDS-PAGE-Gel. 7B zeigt Western Blot, mit monoklo-
nalem Antikérper FMC-A1, spezifisch fir Lol pl, son-
diert, antigene Ahnlichkeit von Lol pl und homologen
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Genen in verwandten Grasern, mit Ausnahme von
Bahn 15, Cynodon dactylon, zeigend. 7C zeigt Wes-
tern Blot, sondiert mit gepoolten allergischen
menschlichen Seren und Anti-IgE-Antikdrpern, was
bestatigt, dass Lol pl und seine homologen Allergene
in anderen Grasern das immundominante Allergen
von Graspollen sind.

[0031] Fig. 8A zeigt einen Vergleich von allergener
Aktivitat von nativen und rekombinanten Lol pl-Prote-
in. Seren von 28 verschiedenen Patienten, von de-
nen einige allergisch gegen Graspollen sind, wurden
verwendet, um die IgE-Bindung von nativen und re-
kombinanten Lol pl-Protein zu vergleichen. Fir nati-
ves Lol pl wurde eine Referenz-Standardprobe von
den National Institutes of Health (NIAID), Bethesda,
USA, erworben. Diese Probe wurde in 1% (Gewicht
pro Volumen) BSA-Lésung verdinnt, und 0,5 Mikro-
gramm wurden auf Nitrozellulosemembran im
Dot-Blot-Verfahren aufgebracht, und die Blots wur-
den fur ein IgE-Bindungs-Assay verwendet. Um auf
IgE-Bindung an rekombinantes Lol pl-Protein zu tes-
ten, wurde das Klon lambda-gt 11 -12R in E. co-
li-Wirtszellen exprimiert. Die Plaque-Lifts wurden auf
eine ahnliche Weise fur Dot-Blots fir Testung der
IgE-Bindung verwendet. Sowohl die Plaque-Lifts wie
auch die Dot-Blots wurden uber Nacht in 1:10 Ver-
dinnung allergener Seren inkubiert und die Bindung
von IgE wurde unter Verwendung von Kaninchen-An-
ti-Mensch-IgE (Dakopatts, Kopenhagen, Danemark)
bildlich dargestellt. Diese Inkubation wurde von Per-
oxidase-konjugiertem Ziegen-Anti-Kaninchen I1gG
und dann dem Enzymsubstrat gefolgt, um eine Farb-
reaktion zu ergeben. Fig. 8B ist eine Korrelation all-
ergener Reaktivitdt auf natives und rekombinantes
Lol pl.

[0032] Fig.9 zeigt eine Restriktionskarte des cD-
NA-Inserts auf lambda-gt 11 -12R und die Strategie
der Nukleotidsequenzierung.

[0033] Es wird das Gen, das das Weidelgraspollen-
allergen Lol pl kodiert, ein Verfahren zur Expression
desselben in einer Wirtszelle und genauer organspe-
zifisch (sprich Pollen), mit dessen Hilfe eine Quelle
fur rekombinantes Lol pl bereitgestellt wird, und der
Promotor des Lol pl-Gens, der die Entwicklungsregu-
lierung von Lol pl oder irgendeiner genetischen Se-
quenz, die stromabwarts davon platziert ist, lenkt, be-
schrieben.

[0034] Die urspringliche Quelle des genetischen
Materials ist frischer Weidelgraspollen von Lolium pe-
renne L., gesammelt von Feldquellen nahe Melbour-
ne, Australien, und in groRem Ausmall gesammelter
Pollen von einem Lieferanten (Greer Laboratories,
Lenoir, NC). Diese Quellen fur Pollen sollen nicht den
Umfang der Erfindung begrenzen, da sie nur eine be-
queme Versorgung mit dem Pollen darstellen. Die
vorliegende Erfindung kann unter Verwendung von
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Pollen von jedem Ort ausgetlibt werden. Fig. 1 zeigt
die Identifizierung von Lol pl als das wesentliche All-
ergen von Weidelgraspollen.

[0035] ,Gen" wird in Hinblick auf die vorliegende Er-
findung in seinem weitesten Sinne verwendet und be-
zieht sich auf jede aufeinander folgende Sequenz
von Nukleotiden, deren Transkription zu einem
mRNA-Molekil fihrt, ob das mRNA-Molekdl in ein
Polypeptid oder Protein translatierbar ist oder nicht.
Das Gen, das Lol pl kodiert, bedeutet die Nukleotid-
sequenz, die das gesamte Polypeptid oder Derivate
oder Homologe des Polypeptids kodiert, das Amino-
sauresubstitutionen, -deletionen oder-additionen ent-
halten kann. Ahnlich beinhalten in Bezug auf den
Kohlenhydratanteil des Polypeptids Derivate Substi-
tutionen, Deletionen oder Additionen des Kohlenhyd-
ratanteils. Das Lol pl-Gen bezieht sich auch auf eine
cDNA, die zu der mRNA komplementar ist, die zu der
vollstandigen oder partiellen Lange des Lol pl-Poly-
peptids korrespondiert. DemgemaR liegt es innerhalb
des Umfanges der vorliegenden Erfindung, Lol pl und
seine Aminosaure- und/oder Kohlenhydratderivate
und Nukleotidsequenzen, einschlief3lich DNA, cDNA
und mRNA und die Homologe oder degenerierten
Formen davon, die Lol pl oder die Derivate kodieren,
zu umfassen. Es ist weiterhin in Ubereinstimmung mit
der vorliegenden Erfindung, Molekile wie Polypepti-
de, die an Lol pl oder seine Derivate oder an Nukleo-
tidsequenzen, die an Lol pl- und/oder derivat-kodie-
rende Nukleotidsequenzen angrenzen, fusioniert
sind, mit einzuschlieRen. z.B. ist es flr einige Aspek-
te der vorliegenden Erfindung erwinscht, ein Fusi-
onsprotein herzustellen, das Lol pl oder sein Derivat
und eine Aminosauresequenz von einem anderen
Polypeptid oder Protein umfasst, wobei Beispiele fir
das Letztere Enzyme wie Beta-Galaktosidase, Pho-
phatase, Urease und dergleichen sind. Die meisten
Fusionsproteine werden durch die Expression eines
rekombinanten Gens gebildet, in dem die zwei Kodie-
rungssequenzen so zusammengefugt sind, dass ihre
Leserahmen in Phase sind. Alternativ kénnen Poly-
peptide in vitro durch chemische Mittel verbunden
werden. All solche Fusionsproteine oder genetischen
Hybridderivate von Lol pl oder seiner kodierenden
Nukleotidsequenz werden durch die vorliegende Er-
findung mit eingeschlossen. Dartber hinaus sollen
Homologe und Derivate von Lol pl synthetische Deri-
vate davon mit einschlieRen. Wie hier erlautert wird,
kann die Nukleotidsequenz verwendet werden, um
jede Anzahl von Peptiden oder Polypeptiden durch
chemische Synthese, wie Festphasen-Synthese,
durch gut bekannte Verfahren zu erzeugen. All solch
chemisch synthetisierte Peptide werden durch die
vorliegende Erfindung umfasst. Demgemal erstreckt
sich die vorliegende Erfindung auf nicht-natives Lol pl
und seine Derivate, Homologe und immunologischen
Verwandten, die durch rekombinante Mittel oder
durch chemische Synthese hergestellt werden. Dar-
ber hinaus erstreckt sich die vorliegende Erfindung
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auf Proteine, Polypeptide oder Peptide, die im Gan-
zen oder teilweise zu der Nukleotid-kodierenden Se-
quenz, die in Fig. 5 angegeben wird, oder zu degene-
rierten oder homologen Formen davon korrespon-
diert.

[0036] Es liegt auch innerhalb des Umfanges der
vorliegenden Erfindung allergene Proteine, die im-
munologisch kreuzreaktiv mit Antikbrpern gegen Lol
pl oder seine Derivate oder Homologe sind, mit ein-
zuschlielen. ,Immunologisch-kreuzreaktiv" wird in
seinem breitesten Sinne verwendet und bezieht sich
allgemein auf ein Protein, das zur nachweisbaren
Bindung an einen Antikdrper fahig ist, wobei der Letz-
tere spezifisch fir Lol pl oder fir Derivate oder Homo-
loge von Lol plist. Solch ein immunologisch verwand-
tes Allergen wird hier als ein immunologischer Ver-
wandter von Lol pl bezeichnet.

[0037] Die Klonierung der cDNA, die Lol pl kodiert,
basiert auf der Wiedererkennung des Proteins, das
durch Escherichia coli, transformiert mit lambda-gt 11
Phagen, exprimiert wird, wobei sowohl| spezifische
monoklonale Antikérper wie auch spezifisches Se-
rum-IgE von Graspollen-sensiblen Patienten verwen-
det wird. Zwei solche Klone werden als 6R und 12R
bezeichnet. cDNA-Klone wurden auch auf der
Grundlage differenzieller Antikérperbindung isoliert.
z.B. wurde cDNA-KIon 6R auf der Grundlage isoliert,
dass er ein Polypeptid kodierte, das zur Bindung an
monoklonale Antikérper, aber nicht an IgE in der
Lage war. Den Polypeptiden dieses Typs mangelt es
offensichtlich an der Aminosauresequenz, die Aller-
genitat spezifiziert, und demnach muss es diesen cD-
NA-Klonen an der DNA-Sequenz mangeln, die diese
kodiert. Monoklonale Antikérper, die hier verwendet
werden, sind FMC A1, A5 und A7, wie durch KNOX
& SINGH (1985) beschrieben wird.

[0038] Um das Lol pl-Gen oder Derivate davon zu
klonen, wurde mRNA zuerst aus dem reifen Weidel-
graspollen isoliert. Diese mMRNA wurde als eine Matri-
ze verwendet, um doppelstrangige komplementare
DNA zu synthetisieren.

[0039] Aus dieser cDNA-Bibliothek von Weidelgras-
pollen wurden rekombinante Phagen, die den Lol
pl-Insert enthielten, durch Screening der Bibliothek
mit (1) spezifischem monoklonalen Antikérper
FMC-A1; (2) spezifischen IgE aus Seren von Weidel-
gras-sensiblen Patienten nachgewiesen (Fig. 2).

[0040] Eco RI, Linker wurden dann an beide Seiten
der selektierten Klone der ds cDNA angefugt und
dann in EcoRI, lambda-gt 11-Vektorarme (geschnit-
ten und dephosphoryliert wie von Promega erwor-
ben) ligiert. Die rekombinante lambda-gt 11-DNA, die
die cDNA-Inserts enthielt, wurde in reife Phagen ge-
packt und dem rekombinanten Phagen wurde es er-
laubt, den E. coli-Wirt zu infizieren.
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[0041] Die Synthese von Beta-Galaktosidase-re-
kombinantem Genfusionsprotein wurde durch Zuga-
be von IPTG induziert. Das Lol pl-Beta-Galaktosida-
se-Fusionsprotein wurde dann unter Verwendung
monoklonaler Antikérper, die spezifisch die Epitope
auf Lot pl-Protein erkennen, nachgewiesen.

[0042] Dieses Fusionsprotein wurde in praparativen
Mengen aus bakteriellen Lysogenen isoliert, durch
SDS-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese fraktioniert
und die Proteine wurden auf Nitrozellulosemembra-
nen zur Sondierung mit monoklonalen Antikérpern
transferiert (Fig. 3). Diese Antikdrper erkannten ein
Protein, das ein groferes Molekulargewicht als das
von E. coli-Beta-Galaktosidase zeigte, wie es von ei-
nem allergenen Beta-Galaktosidase-Fusionsprotein
erwartet wird.

[0043] Die allergene Natur der untersuchten Protei-
ne wird zum Teil durch ihre Bindung an die reaginen
IgE-Antikdrper, die in hohen Spiegeln in Seren von al-
lergischen Patienten vorliegen, charakterisiert. Die
IgE-Bindung an die Epitope auf allergenen Proteinen
kann in einem chromogenen Assay getestet werden,
bei denen Allergene, die auf einem festen Trager im-
mobilisiert sind, durch sequentielle Inkubation in (1)
allergenem Patienten-Serum; (2) Enzym-markierten
Anti-IgE-Antikérpern bildlich dargestellt werden.

[0044] Selektierte cDNA-Klone werden verwendet,
um Gesamt-RNA zu sondieren, die aus anderen Wei-
delgraspflanzenorganen isoliert wurde, um zu testen,
ob Lol pl-Allergen pollenspezifisch ist oder nicht. Es
wurden Slot-Blotting und Northern-Analysen verwen-
det (Fig. 4). Fir Gesamt-RNA aus Blatt, Samen und
Wurzelproben war keine Hybridisierung nachweis-
bar. Diese Daten zeigen an, dass Lol pl in diesen an-
deren Organen der Weidelgraspflanze nicht expri-
miert wird.

[0045] Selektierte cDNA-Klone wurden in sowohl
M13- wie auch Gemini-Vektoren fiir die Sequenzie-
rung ligiert. DNA-Restriktionsfragmente, die sequen-
ziert werden sollten, wurden in M13 mp14 inseriert
(MESSING UND VIEIRA 1982). M13-Klonung und
Didesoxy-Kettenabbruch-DNA-Sequenzierung wur-
de, wie durch Bio-rad Laboratories (1980) und MES-
SING (1983) beschrieben, durchgefiihrt. Ein ahnli-
cher Ansatz wird fir die Klonierung allergener Prote-
ine aus Pollen von anderen Mitgliedern der Familie
Poaceae (Gramineae), die immunologisch kreuzre-
aktiv mit Antikérpern gegen Lol pl oder seine Derivate
oder Homologe sind, verwendet. Die Sequenz des
cDNA-Klons 12R mit 1240 Basenpaaren wird in
Fig. 5 gezeigt. Es ist in Ubereinstimmung mit dieser
Erfindung, degenerierte Formen der Sequenz
und/oder Nukleotidsequenzen, die eine substantielle,
sprich mindestens 60%ige Homologie dazu aufwei-
sen, mit einzuschlieflen.
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[0046] Mit diesem Wissen an der Hand kann eine
Vielzahl von Expressionsvektoren fur die Herstellung
von Lol pl oder seinen Derivaten konstruiert werden.
Demgemal Uberlegt ein anderer Aspekt der vorlie-
genden Erfindung ein Verfahrung zur Herstellung re-
kombinanten Lol pl oder seines Derivates oder Ho-
mologs oder seines immunologischen Verwandten
(wie hier zuvor definiert wurde), umfassend die Kulti-
vierung eines Organismus, der ein replizierbares re-
kombinantes DNA-Molekul enthalt, wobei das Mole-
kil einen Promotor, der zur Expression in dem Orga-
nismus in der Lage ist, das Lol pl-Gen oder ein Gen,
das sein Derivat, Homolog oder immunologischen
Verwandten davon kodiert, lokalisiert stromabwarts
und transkribiert von dem Promotor, einen selektier-
baren Marker und einen DNA-Trager, der einen pro-
karyoten oder eukaryoten Ursprung der Replikation
enthalt, umfasst, unter Bedingungen und flr eine
Zeit, die fur das rekombinante DNA-Molekul aus-
reicht, um stabil erhalten zu werden und die Synthese
von Lol pl oder seinem Derivat, Homolog oder immu-
nologischen Verwandten zu dirigieren, und dann Iso-
lierung davon.

[0047] ,Promotor" wird in seinem weitesten Sinne
verwendet und bezeichnet allgemein eine Nukleotid-
sequenz, die an RNA-Polymerase bindet und diese
zu dem korrekten transkriptionellen Startort dirigiert,
worauf ein Gen oder eine andere Nukleotidsequenz
davon transkribiert wird. Wie hier verwendet, wird ein
Gen oder eine Nukleotidsequenz als relativ zu dem
Promotor bezeichnet, was bedeutet, dass der Pro-
motor die Transkription des Gens oder der Nukleotid-
sequenz dirigiert. Der Promotor wird also auch auf
der Basis seiner Fahigkeit, in einem bestimmten Wirt
zu funktionieren, ausgewahilt. Die folgende Beschrei-
bung bezieht sich auf die Entwicklung prokaryoter
Expressionsvektoren, die in der Lage sind, das Lol
pl-Gen oder ein Gen, das sein Derivat, Homolog oder
immunologischen Verwandten davon kodiert, zu ex-
primieren. Ahnliche Prinzipien gelten auch fiir die
Konstruktion der eukaryoten Vektoren. In dieser Be-
schreibung beinhaltet auch die Bezugnahme auf das
Lol pl-Gen die Bezugnahme auf Gene, die Derivate,
Homologe oder immunologische Verwandten von Lol
pl kodieren.

[0048] Bei der Konstruktion geeigneter prokaryoter
Expressionsvektoren sind Transkriptionsterminati-
onssequenzen erwiinscht, um mégliches Uberlesen
durch die RNA-Polymerase zu verhindern. Um eine
mogliche Beeinflussung der Transkriptionsterminato-
ren zu vermeiden, kann ein Fachmann auf dem Ge-
biet die 3'-nichtkodierende Region des Lol pl-Gens
eliminieren. Gleichzeitig kdnn man andere bekannte
Transkriptionsterminatoren, z.B. den Bakteriopha-
gen-lambda-Terminator, substitutieren. So ist die vor-
liegende Erfindung in keiner Weise auf die Verwen-
dung von irgendeinem prokaryoten Transkriptionster-
minator begrenzt. Andere Transkriptionsterminatoren
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beinhalten z.B. den Ipp-Terminator und den Pha-
gen-SP01-Terminator. Alle der zuvor genannten Ter-
minatoren wurden zuvor charakterisiert, sind auf dem
Fachgebiet gut bekannt und kénnen entweder syn-
thetisch oder aus bekannten Plasmiden konstruiert
werden.

[0049] Die Expression der Lol pl-Aktivitat in E. coli
ist in keiner Weise auf die Verwendung eines be-
stimmten Promotors begrenzt, da die Auswabhl eines
spezifischen Promotors flir die Durchfihrbarkeit die-
ses Aspektes der vorliegenden Erfindung nicht ent-
scheidend ist. Promotoren, die fiir den zuvor beispiel-
haft erwahnten APL-Promotor substituiert werden
kénnen, beinhalten, sind aber nicht begrenzt auf die
E. coli-Lactose- (lac), die E. coli-Tryptophan- (trp), die
E. coli-Lipoprotein- (Ipp), und die Bakteriopha-
gen-lambda-P-Promotoren. Zusatzlich kénnen ein
oder mehrere Promotoren in Tandem verwendet wer-
den, wie z.B. die trp-und lac-Promotoren, oder Hyb-
ridpromotoren wie der tac-Promotor kénnen verwen-
det werden, um die Lol pl-Genexpression anzutrei-
ben. Alle der zuvor erwahnten Promotoren wurden
zuvor charakterisiert, sind auf dem Fachgebiet gut
bekannt und kénnen entfweder synthetisch oder aus
bekannten Plasmiden konstruiert werden.

[0050] Viele Replikons, wie diejenigen aus den
Plasmiden pBR322, pACYC184, den pUC-Plasmi-
den und dergleichen, sind auf dem Fachgebiet be-
kannt und sind fir die Konstruktion von rekombinan-
ten DNA-Klonierungs- und Expressionsvektoren, die
entwickelt wurden, um die Expression der Lol pl-ko-
dierenden DNA-Verbindungen der vorliegenden Er-
findung anzutreiben, geeignet.

[0051] Es existiert eine groRe Anzahl selektierbarer
Marker, sowohl fiir eukaryote wie auch prokaryote
Wirtszellen, die fir die Verwendung an einem rekom-
binanten DNA-Klonierungs- oder Expressionsvektor,
umfassend eine DNA-Verbindung (oder Sequenz)
der vorliegenden Erfindung, geeignet sind.

[0052] Es sind viele Modifizierungen und Variatio-
nen der vorliegenden veranschaulichenden DNA-Se-
quenzen und Plasmide mdglich. z.B. ermdglicht die
Degeneration des genetischen Codes die Substituti-
on von Nukleotiden durch die gesamten Polypeptid-
kodierungsregionen, wie auch die Substitution der
TAA oder TGA ATT ACT Translationsstopsignale fir
das TAG Translationsstopsignal.

[0053] ATC

[0054] Solche Sequenzen kénnen von der Amino-
saure oder DNA-Sequenz von Lol pl abgeleitet und
durch die folgenden konventionellen synthetischen
Verfahren konstruiert werden. Daher ist die vorlie-
gende Erfindung auf keine Weise auf die DNA-Se-
quenzen und Plasmide, die eigens beispielhaft ange-
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fihrt werden, beschrankt.

[0055] Die Verwendung prokaryoter Expressions-
vektoren wie auch die Verfahren, die in dieser Erfin-
dung offenbart werden, kdnnen auf einen weiten Be-
reich von Wirtsorganismen angewendet werden, ins-
besondere gramnegative prokaryote Organismen
wie Escherichia coli, E. coli K12, E. coli K12 RV308,
E. coliK12 HB101, E. coli K12 C600, E. coli K12 SF8,
E. coli K12 RR1, E. coli K12 RR1 M15, E. coli K12
MM294, E. coli SG936 und dergleichen. Escherichia
coli SG936 wird in BUELL et al. (1985) offenbart.
Zwei der genetischen Mutationen, die in diesen
Stamm eingefiihrt werden, die lon- und htpR-Mutati-
onen, sind dafiir bekannt, dass sie die Expression der
erwlinschten Proteine férdern (siehe z.B. GOFF und
GOLDBERG (1985)). Diese Mutationen kénnen in
andere Stdmme von E. coli durch P1-Transduktion
gemal der Lehre von MILLER (1972) Uberfuhrt wer-
den.

[0056] Alternativ kdnnen andere Prokaryonten wie
Bacillus, Pseudomonas und dergleichen einfach ver-
wendet werden. Es wird notwendig sein, dass gering-
fugige Modifikationen an dem Expressionsvektor
durchgefiihrt werden, abhangig von der verwendeten
Wirtszelle, so dass der Vektor repliziert, der Promotor
arbeitet und der selektierbare Marker exprimiert wird.
Solche Modifikationen werden fir einen Fachmann
auf dem Gebiet Routine sein.

[0057] Ahnliche Uberlegungen gelten bei der Ent-
wicklung eukaryoter Expressionsvektoren und viele
sind fur die Verwendung in Saugerzellen, Hefe- und
Pilzzellen und Insektenzellen erhaltlich. Ein prakti-
sches Nachschlagewerk fir die Entwicklung eukary-
oter oder prokaryoter Expressionsvektoren kann in
MANIATIS et al. (1982) gefunden werden.

[0058] Es wird der Promotor von Weidelgraspollen-
proteinen und insbesondere der Promotor des Lol
pl-Gens beschrieben. Dieser Promotor entwicklungs-
reguliert Lol pl-Genexpression und ist organ-, sprich
pollenspezifisch. Entwicklungsregulierung, wie sie
hier verwendet wird, bezeichnet die Expression eines
bestimmten Merkmales, in diesem Fall allergener
Proteine in Pollen, wahrend eines bestimmten Stadi-
ums in einem Pflanzenlebenszyklus und Non-Ex-
pression wahrend eines anderen Stadiums.

[0059] Daher ist der Lol pl-Promotor besonders
nitzlich bei der Zulassung der Expression von Lol pl
oder irgendeines anderen Gens oder einer Nukleotid-
sequenz, die damit verwandt ist, nur wahrend der
Entwicklung von Pollen. Der erfahrene Fachmann
wird sofort die Wichtigkeit eines solchen Promotors
bei der selektiven Expression eines bestimmten
Merkmales wahrend der Pollenbildung erkennen.

[0060] Die monoklonalen Antikérper, die bei der vor-
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liegenden Arbeit verwendet wurden, um die cD-
NA-Bibliothek fir Lol pl-Klone zu screenen, zeigten
Kreuzreaktivitat mit allergenen Proteinen von Pollen
verschiedener verwandter Grasarten. Dies zeigt,
dass eine Homologie zwischen allergenen Proteinen,
die durch diese Pollen produziert werden, und Lol
pl-Allergen besteht, was die Anwendbarkeit der vor-
liegenden Erfindung auf alle verwandten Graser un-
terstitzt. Diese Homologie kann z.B. ausgenutzt wer-
den, um DNA zu isolieren, die andere allergene Pro-
teine kodiert, ohne dass ein Bedarf an Proteinmikro-
sequenzierung und Oligonucleotidprimern besteht.
Die vorliegende Erfindung betrifft auch Antikérper ge-
gen rekombinantes Lol pl und seine Derivate, Homo-
loge und immunologische Verwandte, einschlief3lich
seiner chemischen synthetischen Derivate. Bei der
folgenden Diskussion beinhaltet der Hinweis auf Lol
pl seine Derivate, Homologe und immunologischen
Verwandten und chemisch-synthetischen Derivate
davon. Fur solche Antikérper wird in Betracht gezo-
gen, dass sie bei der Entwicklung von Nachweisas-
says (Immunoassays) fir das Lol pl nitzlich sein kon-
nen, insbesondere wahrend der Uberwachung eines
therapeutischen oder diagnostischen Regimes und
bei der Reinigung von Lol pl. Die Antikérper kdnnen
monoklonal oder polyklonal sein. Zusétzlich ist es
moglich, irgendwelche sekundaren Antikdrper (mo-
noklonal oder polyklonal), die gegen die ersten, oben
diskutierten Antikérper gerichtet sind, mit einzu-
schliel3en.

[0061] Diese ersten oder zweiten Antikérper kdnnen
bei Nachweisassays und z.B. bei der Uberwachung
des Effektes eines diagnostischen oder eines verab-
reichten pharmazeutischen Praparates verwendet
werden. Darlber hinaus stellt man sich Antikorper
gegen die glycosylierten Regionen von Lol pl (wo sie
vorliegen) und gegen jedes Molekiil, das mit dem Lol
pl komplexiert ist, vor. DemgemafR umfasst ein Anti-
korper gegen Lol pl Antikérper gegen Lol pl oder an-
tigene Teile davon und gegen jedes beliebige assozi-
ierte Molekul (z.B. glykosylierte Regionen, Lipidregi-
onen, Tragermolekile, fusionierte Proteine und der-
gleichen).

[0062] Das Lol pl oder Teile davon, die hier beriick-
sichtigt werden, werden gereinigt, dann bei der Anti-
kdrperproduktion verwendet. Sowohl polyklonale wie
auch monoklonale Antikérper sind durch Immunisie-
rung mit Lol pl erhaltlich und jeder Typ ist flr Immu-
noassays verwendbar. Die Verfahren, um beide Ar-
ten von Seren zu erhalten, sind auf dem Fachgebiet
gut bekannt. Polyklonale Seren sind weniger bevor-
zugt, aber werden relativ einfach durch Injektion ei-
nes geeigneten Labortieres mit einer effektiven Men-
ge des gereinigten Lol pl oder antigener Teile davon,
Abnahme des Serums von dem Tier und Isolierung
spezifischer Seren durch irgendeine der bekannten
Immunoadsorbenstechniken hergestellt. Obwohl die
Antikorper, die durch dieses Verfahren hergestellt
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werden, in praktisch jeder Art von Immunoassay ver-
wendbar sind, werden sie allgemein aufgrund der po-
tentiellen Heterogenitat des Produktes weniger vor-
gezogen.

[0063] Die Verwendung von monoklonalen Antikor-
pern in einem Immunoassay wird aufgrund der Mog-
lichkeit, sie in groRen Mengen herzustellen, und der
Homogenitat des Produktes besonders bevorzugt.
Die Zubereitung von Hybridomzelllinien fiir die mono-
klonale Antikérperproduktion, gewonnen durch die
Fusionierung einer unsterblichen Zelllinie und Lym-
phozyten, die gegen die immunogene Zubereitung
sensibilisiert wurden, kann mit Hilfe von Techniken,
die denjenigen, die auf dem Fachgebiet bewandert
sind, gut bekannt sind, durchgefiihrt werden (siehe
z.B. DOUILLARD und HOFFMAN (1981) und KOH-
LER und MILSTEIN (1975; 1976)).

[0064] Anders als bei der Zubereitung von polyklo-
nalen Seren ist die Wahl des Tieres abhangig von der
Verfligbarkeit geeigneter unsterblicher Linien, die in
der Lage sind, mit Lymphozyten zu fusionieren. Maus
und Ratte waren die Tiere der Wahl bei der Hybri-
domtechnologie und werden bevorzugt verwendet.
Menschen kénnen auch als Quellen fir sensibilisierte
Lymphozyten verwendet werden, wenn geeignete,
unsterblich gemachte menschliche (oder nicht-
menschliche) Zelllinien erhaltlich sind. Fir den Zweck
der vorliegenden Erfindung kann das Tier der Wahl
mit von ungefahr 0,1 mg bis ungefahr 20 mg des ge-
reinigten Lol pl oder Teilen davon injiziert werden.
Gewohnlich wird das Injektionsmaterial in Freunds
komplettem Adjuvans emulgiert. Boosterinjektionen
kénnen auch erforderlich sein. Der Nachweis der An-
tikdrperproduktion kann durch Testung der Antiseren
mit geeigneten markierten Antigenen durchgeflhrt
werden. Lymphozyten kann man durch Entfernung
der Milz oder von Lymphknoten von sensibilisierten
Tieren auf eine sterile Weise und Durchfiihrung von
Fusion erhalten. Alternativ kdnnen Lymphozyten in
vitro stimuliert oder immunisiert werden, wie z.B. in
READING (1982) beschrieben wird.

[0065] Es wurde eine Anzahl von Zelllinien, die fur
die Fusion geeignet sind, entwickelt, und die Wahl ir-
gendeiner speziellen Linie fur die Hybridisierungspro-
tokolle wird durch jedes einer Anzahl von Kriterien
wie Geschwindigkeit, Einheitlichkeit von Wachstum-
scharakteristiken, Defizienz ihres Metabolismus fir
einen Bestandteil des Wachstumsmediums und Po-
tential fir gute Fusionsfrequenz bestimmt.

[0066] Intraspezifische Hybride, insbesondere zwi-
schen gleichen Stdmmen, funktionieren besser als
interspezifische Fusionen. Es sind verschiedene Zell-
linien erhaltlich, einschlieRlich Mutanten, die wegen
ihres Verlustes der Fahigkeit, Myelomimmunglobulin
zu sezernieren, ausgewahlt wurden.
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[0067] Die Zellfusion kann entweder durch Virus,
wie Epstein-Barr- oder Sendai-Virus, oder Polyethy-
lenglycol induziert werden. Polyethylenglycol (PEG)
ist der effektivste Wirkstoff fur die Fusion von somati-
schen Saugerzellen. PEG selbst kann fir die Zellen
toxisch sein, und es sollten verschiedene Konzentra-
tionen auf ihre Effekte auf die Lebensfahigkeit getes-
tet werden, bevor Fusion versucht wird. Der Moleku-
largewichtsbereich von PEG kann von 1000 bis 6000
variiert werden. Es ergibt die besten Resultate, wenn
es von ungefahr 20% bis ungefahr 70% (Gew./Gew.)
in Kochsalz oder serumfreiem Medium verdinnt wird.
Die Exposition gegenliber PEG bei 37°C flir ungefahr
30 Sekunden wird in dem vorliegenden Fall bevor-
zugt, wobei Mauszellen verwendet werden. Tempe-
raturextreme (sprich Uber 45°C) werden vermieden
und die Vorinkubation von jedem Bestandteil des Fu-
sionssystems bei 37°C vor der Fusion kann nutzlich
sein. Das Verhaltnis zwischen Lymphozyten und ma-
lignen Zellen wird optimiert, um Zellfusion unter Milz-
zellen zu vermeiden und es wird gewoéhnlich ein Be-
reich von ungefahr 1:1 bis ungefahr 1:10 verwendet.

[0068] Die erfolgreich fusionierten Zellen kénnen
von der Myelomlinie durch jede Technik, die auf dem
Fachgebiet bekannt ist, getrennt werden. Das ge-
brauchlichste und am meisten bevorzugte Verfahren
ist, eine maligne Linie auszuwahlen, die Hypoxan-
thin-Guanin-Phosphoribosyltransferase (HGPRT)
defizient ist, die nicht auf einem Aminopterin enthal-
tenen Medium wachsen wird, das verwendet wird,
um nur das Wachstum von Hybriden zuzulassen, und
ein Aminopterin enthaltenes Medium, das verwendet
wird, um nur das Wachstum von Hybriden zuzulas-
sen und das im Allgemeinen aus Hypoxanthin 1.10™
mol, Aminopterin 1 x 10> mol und Thymidin 3 x 107°
mol besteht, allgemein bekannt als das HAT-Medium.
Die Fusionmischung kann in dem HAT-enthaltenden
Kulturmedium direkt nach der Fusion 24 Stunden
spater gezuchtet werden. Die Futterungsplane brin-
gen normalerweise Erhaltung im HAT-Medium fur 2
Wochen und dann Fitterung mit entweder regularem
Kulturmedium oder Hypoxanthin, Thymidin enthalte-
nem Medium mit sich.

[0069] Die wachsenden Kolonien werden dann auf
die Gegenwart von Antikérpern, die das antigene
Praparat erkennen, getestet. Der Nachweis von Hyb-
ridomantikérpern kann unter Verwendung eines As-
says, bei dem das Antigen an einen festen Trager ge-
bunden wird und man ihm erlaubt, mit Hybridomuber-
standen, die mdgliche Antikérper enthalten, zu rea-
gieren, durchgefiihrt werden. Die Gegenwart von An-
tikdrpern kann durch ,Sandwich"-Techniken unter
Verwendung einer Vielzahl von Indikatoren nachge-
wiesen werden. Die meisten der gebrauchlichen Ver-
fahren sind ausreichend sensibel fiir die Verwendung
in dem Bereich von Antikérperkonzentrationen, die
wahrend Hybridwachstum sezerniert werden.

[0070] Die Klonierung von Hybriden kann nach 21
bis 23 Tagen des Zellwachstums in ausgewahltem
Medium durchgefiihrt werden. Die Klonierung kann
durch Zellgrenzwertverdiinnung in flissiger Phase
oder durch direkte Auswahl einzelner Zellen, die auf
halbfester Agarose wachsen, durchgefiihrt werden.
Fir die Grenzwertverdinnung werden Zellsuspensi-
onen seriell verdiunnt, um eine statistische Wahr-
scheinlichkeit des Erhaltes von nur einer Zelle pro
Vertiefung zu ergeben. Fir die Agarosetechnik wer-
den Hybride in eine halbfeste obere Schicht Gber eine
untere Schicht, die Feederzellen enthalt, geimpft. Die
Kolonien von der unteren Schicht kbnnen aufgenom-
men werden und schliel3lich auf Vertiefungen Uber-
tragen werden.

[0071] Antikdrpersezernierende Hybride kann man
in veschiedenen Gewebekulturkolben zlichten, was
Uberstéande mit variablen Konzentrationen von Anti-
kérpern ergibt. Um hoéhere Konzentrationen zu erhal-
ten, kénnen Hybride in Tiere transferiert werden, um
entzlindlichen Ascites zu erhalten. Antikérperenthal-
tener Ascites kann 8 bis 12 Tage nach intraperitone-
aler Injektion geerntet werden. Der Ascites enthalt
eine héhere Konzentration von Antikérpern, aber be-
inhaltet sowohl Monoklonale wie auch Immunglobuli-
ne von dem entzundlichen Ascites. Antikdrperreini-
gung kann dann z.B. durch Affinitdtchromatographie
erreicht werden.

[0072] Die hier Giberlegte Gegenwart von Lol pl oder
Antikérpern, die dafiir spezifisch sind, in einem Pati-
entenserum, Pflanzen- oder Sdugergewebe oder Ge-
webeextrakt kann unter Verwendung von Antikor-
pern, die wie oben hergestellt wurden, entweder mo-
noklonal oder polyklonal, in praktisch jeder Art von
Immunoassay nachgewiesen werden. Es steht ein
grolRer Bereich an Immunoassaytechniken bereit,
wie durch Bezugnahme auf U.S. Patent Nr.
4,016,043, 4,424,279 und 4,018,653 gesehen wer-
den kann. Dies beinhaltet natirlich sowohl ,single-si-
te" wie auch ,two-site" oder ,Sandwich"-Assays der
nichtkompetitiven Typen wie auch die traditionellen
kompetitiven Bindungsassays. Sandwich-Assays
sind unter den nutzlichsten und am haufigsten ver-
wendeten Assays und werden fur die Verwendung
bei der vorliegenden Erfindung bevorzugt. Es exis-
tiert eine Anzahl von Variationen der Sandwich-As-
saytechnik, und alle sollen durch die vorliegende Er-
findung umfasst werden. Kurzgefasst wird in einem
typischen Forward-Assay ein unmarkierter Antikor-
per auf einem festen Substrat immobilisiert, und die
Probe, die untersucht werden soll, wird in Kontakt mit
dem gebundenen Molekil gebracht. Nach einer ge-
eigneten Inkubationsperiode, flir einen Zeitraum, der
ausreicht, um die Bildung eines sekundaren Antikor-
perantigenkomplexes zu ermdglichen, wird dann ein
zweiter Antikorper, markiert mit einem Reportermole-
kdl, das in der Lage ist, ein nachweisbares Signal
hervorzurufen, zugegeben und inkubiert, wobei aus-
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reichend Zeit fir die Bildung eines tertidaren Komple-
xes aus Antikdrper-Antigen-markiertem Antikérper
(z.B. Antikdrper-Lol pl-Antikdrper) zu gelassen wird.
Irgendwelches nicht umgesetzte Material wird weg-
gewaschen, und die Gegenwart des Antigens wird
durch Beobachtung eines Signals, das durch das Re-
portermolekul hervorgerufen wird, bestimmt. Die Er-
gebnisse kénnen entweder qualitativ, durch einfache
Beobachtung des sichtbaren Signals, sein, oder sie
kdnnen durch Vergleich mit einer Kontrollprobe, die
bekannte Mengen an Hapten enthalt, quantifiziert
werden. Variationen des Forward-Assays beinhalten
einen simultanen Assay, bei dem sowohl Probe wie
auch markierter Antikdrper zu dem gebundenen An-
tikdrper simultan zugegeben werden oder einen Re-
verse-Assay, bei dem der markierte Antikérper und
die Probe, die untersucht werden soll, zuerst verbun-
den, inkubiert und dann simultan zu dem gebunde-
nen Antikérper zugegeben werden. Diese Techniken
sind denjenigen, die auf dem Fachgebiet bewandert
sind, einschlieRlich irgendwelcher geringer Variatio-
nen, wie leicht offensichtlich wird, gut bekannt.

[0073] Obwohl die folgende Diskussion den Nach-
weis von Lol pl betrifft, ist sie ebenso auf den Nach-
weis von Antikdrpern gegen Lol pl anwendbar und sie
soll eine ausreichende Beschreibung davon sein. Bei
einem typischen Forward-Sandwich-Assay wird ein
erster Antikorper mit Spezifitat fir Lol pl oder antige-
nen Teilen davon, Uberlegt in dieser Erfindung, ent-
weder kovalent oder passiv an eine feste Oberflache
gebunden. Die feste Oberflache ist typischerweise
Glas oder ein Polymer, wobei die am haufigsten ver-
wendeten Polymere Zellulose, Polyacrylamid, Nylon,
Polystyrol, Polyvinylchlorid oder Polypropylen sind.
Die festen Trager kénnen in der Form von Rdéhren,
Perlen, Scheiben von Mikroplatten oder irgendwel-
chen anderen Oberflachen, die fur die Durchflihrung
eines Immunoassays geeignet sind, vorliegen. Die
Bindungsprozesse sind auf dem Fachgebiet gut be-
kannt und bestehen im Allgemeinen aus quervernet-
zender kovalenter Bindung oder physikalischer Ad-
sorption, der Polymerantikdrperkomplex wird in Vor-
bereitung fir die Testprobe gewaschen. Ein Aliquot
der Probe, die untersucht werden soll, wird dann zu
dem Festphasenkomplex zugegeben und bei 25°C
fur einen Zeitraum, der ausreicht, um die Bindung
von jeder Untereinheit, die in dem Antikorper vorliegt,
zu erlauben, inkubiert. Der Inkubationszeitraum wird
variieren, aber wird gewdhnlich in dem Bereich von
etwa 2 bis 40 Minuten liegen. Nach dem Inkubations-
zeitraum wird die Antikdrperuntereinheit-Festphase
gewaschen und getrocknet und mit einem zweiten
Antikorper, der fur einen Teil des Haptens spezifisch
ist, inkubiert. Der zweite Antikdrper wird an ein Re-
portermolekil gebunden, das verwendet wird, um die
Bindung des zweiten Antikdrpers an das Hapten an-
zuzeigen.

[0074] Mit ,Reportermolekil”, wie es in der vorlie-

genden Beschreibung verwendet wird, ist ein Molekil
gemeint, das durch seine chemische Natur ein analy-
tisch nachweisbares Signal bereitstellt, das den
Nachweis von Antigen-gebundenem Antikérper er-
laubt. Der Nachweis kann entweder qualitativ oder
quantitativ sein. Die am haufigsten verwendeten Re-
portermolekdile in dieser Art von Assay sind entweder
Enzyme, Fluorophore oder Radionuklid-enthaltende
Molekule (sprich Radioisotope). In dem Fall eines En-
zymimmunassays wird ein Enzym an den zweiten
Antikdrper konjugiert, im Allgemeinen mit Hilfe von
Glutaraldehyd oder Perjodat. Wie einfach erkannt
werden wird, gibt es jedoch eine grol’e Bandbreite
von verschiedenen Konjugationstechniken, die fir
den bewanderten Fachmann einfach erhaltlich sind.
Allgemein verwendete Enzyme beinhalten u.a. Meer-
rettichperoxidase, Glucoseoxidase, beta-Galactosi-
dase und alkalische Phosphatase. Die Substrate, die
mit den spezifischen Enzymen verwendet werden,
werden im Allgemeinen wegen der Produktion, bei
Hydrolyse des korrespondierenden Enzyms, einer
nachweisbaren Farbanderung ausgewahlt. z.B. ist
p-Nitrophenylphosphat fir die Verwendung mit alkali-
schen Phosphatasekonjugaten geeignet; fir Peroxi-
dasekonjugate werden haufig 1,2-Phenylendiamin,
5-Aminosalicylsdure oder Toluidin verwendet. Es ist
auch mdglich, fluorogene Substrate zu verwenden,
die eher ein fluoreszierendes Produkt ergeben als die
chromogenen Substrate, die oben bezeichnet wer-
den. In allen Fallen wird der enzymmarkierte Antikor-
per zu dem ersten Antikdrper-Haptenkomplex zuge-
geben, man lasst ihn binden, und dann wird das tber-
schissige Reagenz weggewaschen. Eine Ldsung,
die das geeignete Substrat enthalt, wird dann zu dem
tertidaren Komplex von Antikérper-Antigen-Antikorper
zugegeben. Das Substrat wird mit dem Enzym, das
an den zweiten Antikdrper gebunden ist, reagieren,
was ein qualitativ sichtbares Signal ergibt, was wei-
ter, gewohnlich spektrophotometrisch, quantifiziert
werden kann, um einen Hinweis auf die Menge an
Hapten, die in der Probe vorliegt, zu geben. ,Repor-
termolekdl" erstreckt sich auch auf die Verwendung
von Zellagglutination oder Inhibition von Agglutinati-
on, wie z.B. rote Blutzellen oder Latexperlen und der-
gleichen.

[0075] Alternativ kénnen fluoreszierende Verbin-
dungen, wie Fluorescein und Rhodamin, chemisch
an Antikérper gekoppelt werden, ohne dass ihre Bin-
dungskapazitat verandert wird. Wenn er durch Be-
leuchtung mit Licht einer bestimmten Wellenlange
aktiviert wird, adsorbiert der fluorochrom-markierte
Antikorper die Lichtenergie, was einen angeregten
Zustand in den Molekilen induziert, gefolgt von
Emission des Lichtes mit einer charakteristischen
Farbe, die visuell mit einem Lichtmikroskop nach-
weisbar ist. Bei dem EIA lasst man z.B. den fluores-
zenzmarkierten Antikdrper an den ersten Antikor-
per-Haptenkomplex binden. Nach Abwaschen des
ungebundenen Reagenz wird dann der verbleibende
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tertiare Komplex Licht der passenden Wellenlange
ausgesetzt, wobei die beobachtete Fluoreszenz die
Gegenwart des Haptens von Interesse anzeigt. Im-
munfluoreszenz- und EIA-Techniken sind auf dem
Fachgebiet sehr gut eingefiihrt und werden flir das
vorliegende Verfahren besonders bevorzugt. Es kon-
nen jedoch auch andere Reportermolekiile, wie Radi-
oisotop, chemilumineszente oder biolumineszente
Molekile, verwendet werden. Es wird dem bewan-
derten Techniker leicht offensichtlich sein, wie das
Verfahren zu variieren ist, um den erforderlichen
Zweck zu erfullen. Es wird auch offensichtlich sein,
dass das Vorangehende verwendet werden kann, um
direkt oder indirekt (sprich via Antikdrper) das Lol pl
dieser Erfindung nachzuweisen.

[0076] Demgemal betrachtet ein Aspekt der vorlie-
genden Erfindung ein Verfahren zum Nachweis von
Lol pl oder einem Derivat oder Homolog davon oder
einem allergenen Protein, das immunologisch reaktiv
mit Lol pl oder seinem Derivat oder Homolog in Se-
rum, Gewebeextrakt, Pflanzenextrakt oder einer an-
deren biologischen Flissigkeit ist, umfassend die
Schritte des in Kontakt bringens des Serums, Extrak-
tes oder der Flissigkeit, die getestet werden soll, mit
einem Antikorper gegen Lol pl fir eine Zeit und unter
Bedingungen, die fiir einen allergenen Protein-Anti-
kdrper-Komplex ausreichen, um sich zu bilden, und
die Aussetzung des Komplexes gegenuber einem
Nachweismittel. Die vorliegende Erfindung betrachtet
auch ein Verfahren des Nachweises eines Antikor-
pers gegen ein allergenes Protein aus Pollen der Fa-
milie Poaceae (Gramineae) in Serum oder einer an-
deren biologischen Flissigkeit, umfassend das in
Kontakt bringen des Serums oder der Flussigkeit mit
rekombinantem Lol pl oder seinem antigenen Derivat
fur eine Zeit und unter Bedingungen, die fir einen An-
tikdrper-Lol pl-Komplex ausreichen, um sich zu bil-
den, und das Aussetzen des Komplexes gegenuber
einem Nachweismittel. Der letztere Komplex kann
durch das Lol pl, dem ein Reportermolekul ange-
hangt wurde, oder durch Zugabe eines zweiten Anti-
korpers, der mit einem Reportermolekil markiert wur-
de, nachgewiesen werden.

[0077] Demgemaly ist die vorliegende Erfindung
auch auf ein Kit fir den schnellen und bequemen Test
auf Antikérper gegen Lol pl oder seine Derivate, Ho-
mologe oder immunologischen Verwandten in Sau-
gerkorperflissigkeiten (z.B. Serum, Gewebeextrak-
ten, Gewebeflussigkeiten), in vitro Zellkulturiber-
standen und Zelllysaten gerichtet. Der Kit ist einge-
teilt, um einen ersten Container, der angepasst wur-
de, um rekombinantes Lol pl oder einen antigenen
Bestandteil davon zu enthalten, und einen zweiten
Container, der angepasst wurde, um einen Antikor-
per gegen Lol pl zu enthalten, wobei der Antikérper
mit einem Reportermolekil markiert ist, das in der
Lage ist, ein nachweisbares Signal, wie hier zuvor
beschrieben, abzugeben, zu erhalten. Wenn das Re-

portermolekil ein Enzym ist, dann wird ein dritter
Container, der angepasst wurde, um ein Substrat fir
das Enzym zu enthalten, bereitgestellt. Bei einer bei-
spielhaften Verwendung des Testkits wird eine Pro-
be, die getestet werden soll, mit dem Inhalt des ers-
ten Containers fir eine Zeit und unter Bedingungen in
Kontakt gebracht, dass ein Antikrper, wenn er vor-
liegt, an Lol pl in dem ersten Container binden kann.
Wenn Lol pl aus dem ersten Container an Antikdrper
in der Testflissigkeit gebunden hat, werden die Anti-
korper des zweiten Containers an den sekundaren
Komplex binden, um einen tertidren Komplex zu bil-
den und, da diese Antikérper mit einem Reportermo-
lekdl markiert sind, wird der tertidare Komplex, wenn
er einem Nachweismittel ausgesetzt wird, nachge-
wiesen. Daher ist ein Aspekt der vorliegenden Erfin-
dung ein Kit fir den Nachweis von AntikGrpern gegen
ein Protein mit allergenen Eigenschaften, wobei das
Protein aus Pollen der Familie Poaceae (Gramineae)
stammt, wobei das Kit eingeteilt ist, um einen ersten
Container, der adaptiert wurde, um rekombinantes
Lol pl oder sein antigenes Derivat oder Homolog da-
von zu enthalten, und einen zweiten Container, der
angepasst wurde, um einen Antikdrper gegen Lol pl
oder sein Derivat oder Homolog zu enthalten, wobei
der Antikorper mit einem Reportermolekil markiert
wurde, das in der Lage ist, ein nachweisbares Signal
zu geben, zu erhalten. Das ,Reportermolekil" kann
auch Agglutination von roten Blutzellen (RBC) auf La-
texperlen mit einbeziehen. In diesem Kit ist das Re-
portermolekil ein Radioisotop, ein Enzym, ein fluo-
reszierendes Molekil, ein chemilumineszierendes
Molekdl, ein biolumineszierendes Molekil oder RBC.
Der Kit umfasst alternativ einen Container, der ange-
passt wurde, um rekombinantes Lol pl oder sein an-
tigenes Derivat oder Homolog zu enthalten, das mit
einem Reportermolekil markiert wurde, das in der
Lage ist, ein nachweisbares Signal zu geben.

[0078] Wegen der Gegenwart von Allergenen in der
Umgebung weisen Heuschnupfen und saisonales
Asthma weiterhin eine signifikante Morbiditat und so-
ziobkonomische Auswirkung auf westliche Gemein-
schaften, trotz der Fortschritte, die in ihrer Pharmako-
logie und Immunologie gemacht wurden, auf. Wah-
rend das erhaltliche Spektrum an Medikamenten,
einschlieRlich Antihistaminika und Steroiden, zu ei-
ner spektakularen Verbesserung bei der Behandlung
der allergischen Erkrankung gefiihrt haben, weisen
sie dennoch unguinstige Nebenwirkungen auf, die mit
langfristiger Verwendung assoziiert werden. Wegen
dieser Probleme wurde neuerliches Interesse an der
Immuntherapie der allergischen Erkrankung gezeigt.
Die Immuntherapie beinhaltet die Injektion von stark
wirksamen Allergenextrakten, um die Patienten ge-
gen allergische Reaktionen zu desensibilisieren
(BOUSQUET und MICHEL, 1989). Unglicklicherwei-
se sind die Pollenpraparate, die als Allergene ver-
wendet werden, polyvalent und von schlechter Quali-
tat. Daraus folgend sind die verwendeten Konzentra-

12/31



DE 689 29 545 T2 2006.12.14

tionen haufig hdher, um IgG-Reaktionen zu induzie-
ren, aber sie kdnnen durch Auslésen systemischer
Reaktionen, einschliel3lich Anaphylaxie, todlich sein.
Das geklonte Genprodukt oder synthetische Peptide,
die auf der Sequenz von Allergenen basieren, stellen
ein sichereres Medium fiir die Therapie bereit, da sie
qualitatskontrolliert, charakterisiert und standardisiert
werden kénnen.

[0079] Der genaue Mechanismus fiir symptomati-
sche Erleichterung bleibt hypothetisch. Es wurde
nachgewiesen, dass die Desensibilisierungstherapie
die Bildung von allergenspezifischen nicht-Mast-
zell-bindendem IgG induziert, das die Kombination
von Mastzell-gebundenem IgE und Allergen blo-
ckiert. Dies verhindert die Mediatorfreisetzung und
die Auslésung der allergischen Reaktion. Kurzliche
Studien zur Ambrosienkraut-Pollensensibilitat zeig-
ten, dass eine Korrelation zwischen allergenspezifi-
schen IgG-Spiegeln und der Erleichterung allergi-
scher Symptome besteht (Lichtenstein et al., 1983).
Anwendung von Reagentien, die die allergenspezifi-
sche 1gG-Produktion wahrend Immuntherapie auslo-
sen konnen, kdnnte die Erfolgsrate dieser Behand-
lung signifikant steigern.

[0080] Zurzeit ist die Immuntherapie eine der am
haufigsten verabreichten Behandlungen in der Aller-
gologie und in den USA wird sie als die erste Wahl
betrachtet. Vorteile dieser Behandlung fur Pollenrhi-
nitis sind, dass die Behandlung bis zu drei Jahre dau-
ert, wahrend Pharmakotherapie wahrend der gesam-
ten Lebenszeit des Patienten durchgefiihrt werden
muss. Patienten, denen Pollenextrakt fur Immunthe-
rapie gegeben wurde, zeigten einen klinischen Bene-
fit, der bis zu vier Jahre nach Beendigung der Be-
handlung anhielt (GRAMMER et al., 1984).

[0081] Demgemal sind Lol pl, seine Derivate, Ho-
mologe oder immunologischen Verwandten nitzlich
bei der Entwicklung eines Impfstoffes, um Menschen
gegen Allergien aufgrund von Graspollen zu desensi-
bilisieren.

[0082] Demgemal betrachtet die vorliegende Erfin-
dung ein Verfahren der Desensibilisierung eines
Menschen, der gegen Graspollen allergisch ist, das
die Verabreichung einer desensibilisierend wirken-
den Menge von Lol pl oder einem Derivat, Homolog
oder immunologischen Verwandten davon, sei es mit
rekombinanten oder synthetischen Mitteln hergestellt
worden, fur eine Zeit und unter Bedingungen, die
ausreichen, um die Desensibilisierung des Men-
schen gegentiber dem Graspollen zu bewirken, an ei-
nen Menschen, umfasst.

[0083] Die vorliegende Erfindung betrachtet daher
eine pharmazeutische Zusammensetzung, die eine
desensibilisierend wirkende Menge von Lol pl oder
seinen Derivaten, Homologen oder immunologischen

Verwandten und einen pharmazeutisch akzeptablen
Trager umfasst. Es werden die aktiven Bestandteile
einer pharmazeutischen Zusammensetzung betrach-
tet, die Lol pl oder dergleichen umfasst, um ausge-
zeichnete therapeutische Aktivitat, z.B. bei der De-
sensibilisierung von Menschen, die allergisch gegen
Graspollen sind, aufzuweisen, wenn sie in einer Men-
ge verabreicht werden, die von dem speziellen Fall
abhangen. z.B. kann von ungefahr 0,5 pg bis unge-
fahr 20 mg pro kg Kérpergewicht pro Tag verabreicht
werden. Dosierungsplane kénnen eingestellt werden,
um das optimale therapeutische Ansprechen bereit-
zustellen. z.B. kénnen verschiedene aufgeteilte Do-
sen taglich verabreicht werden oder die Dosis kann
proportional reduziert werden, wie es durch die Be-
dirfnisse der therapeutischen Situation angezeigt ist.
Die aktive Verbindung kann auf eine bequeme Weise
verabreicht werden, wie z.B. auf oralen, intravendsen
(wo wasserl@slich), intramuskularen, subkutanen, in-
tranasalen, intradermalen oder Suppositoriumswe-
gen oder Implantation (z.B. unter Verwendung von
Molekulen mit langsamer Freisetzung). Abhangig
von dem Verabreichungsweg kann es erforderlich
sein, die aktiven Bestandteile, die Lol pl oder derglei-
chen umfassen, mit einem Material zu beschichten,
um die Bestandteile vor der Wirkung von Enzymen,
Sauren und anderen natlrlichen Bedingungen, die
die Bestandteile inaktivieren kénnten, zu schitzen.
z.B. wird es die geringe Lipophilie von Lol pl oder der-
gleichen zulassen, dass sie in dem Gastrointestinal-
trakt durch Enzyme, die in der Lage sind, Peptidbin-
dungen zu spalten, und in dem Magen durch Saure-
hydrolyse zerstért werden. Um Lol pl oder derglei-
chen durch andere als parenterale Verabreichung zu
verabreichen, werden sie mit einem Material be-
schichtet oder verabreicht, um ihre Inaktivierung zu
verhindern. z.B. kann Lol pl oder dergleichen in ei-
nem Adjuvans verabreicht werden, zusammen mit
Enzyminhibitoren oder in Liposomen verabreicht
werden. Adjuvans wird in seinem weitesten Sinne
verwendet und beinhaltet jede immunstimulierende
Verbindung wie Interferon. Adjuvanzien, uber die hier
nachgedacht wird, beinhalten Resorcinole, nicht-ioni-
sche Tenside wie Polyoxyethylenoleylether und
n-Hexadecylpolyethylenether. Enzyminhibitoren be-
inhalten pankreatischen Trypsininhibitor, Diisopropyl-
fluorphosphat (DEP) und Trasylol. Liposome beinhal-
ten Wasser-in-Ol-in-Wasser CGF-Emulsionen wie
auch konventionelle Liposome.

[0084] Die aktiven Verbindungen kénnen auch par-
enteral oder intraperitoneal verabreicht werden. Dis-
persionen kdnnen auch in Glycerol, flissigen Polye-
thylenglycolen und Mischungen davon und in Olen
zubereitet werden. Unter gewohnlichen Bedingungen
der Lagerung und Verwendung enthalten diese Pra-
parate einen Konservierungsstoff, um das Wachstum
von Mikroorganismen zu verhindern.

[0085] Die pharmazeutischen Formen, die fiir die in-
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jizierbare Verwendung geeignet sind, beinhalten ste-
rile wassrige Losungen (wo wasserloslich) oder Dis-
persionen und sterile Pulver fir die unvorbereitete
Herstellung steriler injizierbarer Losungen oder Dis-
persion. In allen Fallen muss die Form steril und in ei-
nem Ausmal flissig sein, dass eine leichte Aufzieh-
barkeit besteht. Sie muss unter den Bedingungen der
Herstellung und Lagerung stabil sein und muss ge-
gen die kontaminierende Wirkung von Mikroorganis-
men wie Bakterien und Pilzen konserviert sein. Der
Trager kann ein Lésungsmittel oder Dispersionsme-
dium sein, das z.B. Wasser, Ethanol, Polyol (z.B. Gly-
cerol, Propylenglycol und fliissiges Polyethylenglycol
und dergleichen), geeignete Mischungen davon und
Pflanzendle enthalt. Die richtige Fluiditat kann z.B.
durch die Verwendung einer Beschichtung wie Leci-
thin, durch die Erhaltung der erforderlichen Teilchen-
grélRe im Falle der Dispersion und durch die Verwen-
dung von Tensiden erhalten werden. Die Verhinde-
rung der Wirkung von Mikroorganismen kann durch
verschiedene antibakterielle und Antipilzwirkstoffe
herbeigefuhrt werden, z.B. Parabene, Chlorbutanol,
Phenol, Sorbinsaure, Thiomersal und dergleichen. In
vielen Fallen wird es vorgezogen werden, isotone
Wirkstoffe, z.B. Zucker oder Natriumchlorid, mit ein-
zuschlielRen. Verlangerte Absorption der injizierbaren
Zusammensetzungen kann durch die Verwendung
von Wirkstoffen, die die Absorption verzégern, z.B.
Aluminium, Monostearat und Gelatine, in den Verbin-
dungen herbeigefihrt werden.

[0086] Sterile injizierbare Losungen werden durch
den Einschluss der aktiven Verbindungen in der er-
forderlichen Menge in dem geeigneten Losungsmittel
mit verschiedenen der anderen Bestandteile, die
oben aufgezahlt wurden, wie erforderlich, gefolgt von
gefilterter Sterilisation hergestellt. Im Allgemeinen
werden Dispersionen durch Einschluss der unter-
schiedlichen sterilisierten aktiven Bestandteile in ei-
nen sterilen Trager, der das Basisdispersionsmedium
und die erforderlichen anderen Bestandteile von den
oben aufgezahlten enthalt, hergestellt. In dem Fall
steriler Pulver fur die Zubereitung steriler injizierbarer
Lésungen sind die bevorzugten Verfahren der Her-
stellung Vakuumtrocknung und die Gefriertrock-
nungstechnik, die ein Pulver des aktiven Bestandtei-
les plus alle zusatzlichen erwiinschten Bestandteile
aus der zuvor steril gefilterten Lésung davon erge-
ben.

[0087] Wenn Lol pl oder dergleichen, wie oben be-
schrieben, geeignet geschiitzt ist, kann die aktive
Verbindung oral verabreicht werden, z.B. mit einem
inerten Verdinnungsmittel oder mit einem assimilier-
baren essbaren Trager, oder sie kann in eine Gelati-
nekapsel mit einer harten oder weichen Hille einge-
schlossen werden oder sie kann in Tabletten kompri-
miert werden oder sie kann direkt mit den Nahrungs-
mitteln der Diat aufgenommen werden. Fir die orale
therapeutische Verabreichung kann die aktive Ver-

bindung mit Arzneitrdgern aufgenommen werden
und in der Form von ingestierbaren Tabletten, Buc-
caltabletten, Pastillen, Kapseln, Elixieren, Suspensi-
onen, Sirups, Oblaten und dergleichen verwendet
werden. Solche Zusammensetzungen und Praparate
sollten mindestens ein Gewichtsprozent der aktiven
Verbindung enthalten. Die Prozentverteilung der Zu-
sammensetzungen und Praparate kann nattirlich va-
riiert werden und kann praktischerweise zwischen
ungefahr 5 bis ungefahr 80 Gewichtsprozenten der
Einheitliegen. Die Menge der aktiven Verbindung in
solchen therapeutisch nitzlichen Zusammensetzun-
gen ist so, dass eine geeignete Dosierung erhalten
werden wird. Bevorzugte Zusammensetzungen oder
Praparate gemal der vorliegenden Erfindung wer-
den so hergestellt, dass eine orale Dosierungsein-
heitsform zwischen ungefahr 10 pg und 2000 mg der
aktiven Verbindung enthalt.

[0088] Die Tabletten, Pastillen, Pillen, Kapseln und
dergleichen kénnen auch das Folgende enthalten:
ein Bindemittel wie Tragantgummi, Akaziengummi,
Maisstarke oder Gelatine; Arzneimitteltrager wie Di-
calciumphosphate; ein Zerfallsmittel wie Maisstarke,
Kartoffelstéarke, Alginsdure und dergleichen; ein
Gleitmittel wie Magnesiumstearat; und ein Sifungs-
mittel wie Saccharose, Lactose oder Saccharin kdn-
nen zugegeben werden oder ein Aromastoff wie Pfef-
ferminz, Wintergrindl oder Kirscharoma. Wenn die
Dosierungseinheitsform eine Kapsel ist, kann sie zu-
satzlich zu den Materialien vom obigen Typ einen
flissigen Trager enthalten. Verschiedene andere Ma-
terialien kdnnen als Beschichtungen vorliegen oder
auf andere Weise die physikalische Form der Dosie-
rungseinheit modifizieren. z.B. kdnnen Tabletten, Pil-
len oder Kapseln mit Schellack, Zucker oder beidem
Uberzogen sein. Ein Sirup oder Elixier kann die aktive
Verbindung, Saccharose als ein SuRstoff, Methyl und
Propylparabene als Konservierungsstoffe, einen
Farbstoff und Aroma wie Kirsch- oder Orangenaroma
enthalten. Natrlich sollte jedes Material, das bei der
Herstellung jeder Dosierungseinheitsform verwendet
wird, pharmazeutisch rein und im Wesentlichen nicht
toxisch in den verwendeten Mengen sein. Zusatzlich
kann die aktive Verbindung in Praparate und Formu-
lierungen mit verzdgerter Freisetzung eingeschlos-
sen werden.

[0089] Wie hier verwendet, beinhaltet ,pharmazeu-
tisch akzeptabler Trager" jedes und alle L6sungsmit-
tel, Dispersionsmedien, Beschichtungen, antibakteri-
elle und Antipilzwirkstoffe, isotonische und absorpti-
onsverzdgernde Wirkstoffe und dergleichen. Die Ver-
wendung solcher Medien und Wirkstoffe fir pharma-
zeutisch aktive Substanzen ist auf dem Fachgebiet
gut bekannt. Ausgenommen insoweit, dass irgendein
konventionelles Medium oder Wirkstoff mit dem akti-
ven Bestandteil inkompatibel ist, wird die Verwen-
dung davon in den therapeutischen Zusammenset-
zungen Uberlegt. Erganzende aktive Bestandteile
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kénnen auch in die Zusammensetzungen einge-
schlossen werden.

[0090] Es ist besonders vorteilhaft, parenterale Zu-
sammensetzungen in Dosierungseinheitsform fir die
Einfachheit der Verabreichung und Einheitlichkeit der
Dosierung zu formulieren. Dosierungseinheitsform,
wie hier verwendet, bezeichnet physikalisch diskrete
Einheiten, die als einheitliche Dosierungen fir die
Saugersubjekte, die behandelt werden sollen, geeig-
net sind; dabei enthalt jede Einheit eine vorbestimmte
Menge an aktivem Material, berechnet, um den ge-
winschten therapeutischen Effekt zusammen mit
dem erforderlichen pharmazeutischen Trager hervor-
zurufen. Die Spezifizierung fir die neuen Dosie-
rungseinheitsformen der Erfindung wird durch (a) die
einzigartigen Charakteristiken des aktiven Materials
und den besonderen therapeutischen Effekt, der er-
zielt werden soll, und (b) die Limitierungen, die der
Kunst der Zusammenstellung eines solchen aktiven
Materials fur die Behandlung von Erkrankung bei le-
benden Individuen mit einem erkrankten Zustand, bei
denen die kdrperliche Gesundheit beeintrachtigt ist,
innewohnen, diktiert und sind direkt davon abhangig,
wie hier detailliert offenbart wird.

[0091] Der wichtigste aktive Bestandteil wird fiir be-
queme und effektive Verabreichung in effektiven
Mengen mit einem geeigneten pharmazeutisch ak-
zeptablen Trager in Dosierungseinheitsform ge-
mischt, wie hier zuvor offenbart wurde. Eine Einheits-
dosierungsform kann z.B. die wichtigste aktive Ver-
bindung in Mengen, die von 0,5 pg bis ungefahr 2000
mg reichen, enthalten. Ausgedriickt in Verhaltnissen
liegt die aktive Verbindung im Allgemeinen in unge-
fahr 0,5 pg bis ungefahr 2000 mg/ml des Tragers vor.
In dem Fall von Zusammensetzungen, die erganzen-
de aktive Bestandteile enthalten, werden die Dosie-
rungen durch Bezugnahme auf die gewoéhnliche Do-
sis und Verabreichungsweise der Bestandteile be-
stimmt.

[0092] Die folgenden, nicht begrenzenden Beispie-
le, sind fur die vorliegende Erfindung relevant.

BEISPIEL 1
Extraktion von RNA.

[0093] 4 g frischer Weidelgraspollen (gesammelt
von Feldquellen nahe Melbourne und unter flissigem
N, gelagert) wurde in 10 ml Extraktionspuffer (50
mmol Trispuffer, pH 9, 0,2 mol NaCl, 10 mmol
Mg-Acetat), enthaltend Vanadylribonucleosidkomple-
xe zu 10 mmol (BERGER und BIRKENMEIER, 1979)
und DEPC zu 0,1%, suspendiert. Die Pollenklumpen
wurden in einem Mdrser und Pistill unter flissigem N,
fur 10-20 Min. zerrieben, um ein Homogenat bereit-
zustellen, in dem alle Pollenkdrner aufgebrochen
sind. Die Aufschlammung wurde auf Nalgen-Zentrifu-

genréhrchen mit 1% (Gew./V) SDS, 10 mmol EDTA
und 0,5% (Gew./V) N-Lauroylsarcosin Ubertragen.
Ein gleiches Volumen von warmem, hochgradig ge-
puffertem Phenol (von IBI), behandelt mit 0,1%
(Gew./V) Hydroxychinolin (MANIATIS et al., 1982)
wurde zugegeben und die Mischung wurde fur 10
Min. geschuttelt. Ein quivalentes Volumen von 24:1
Teilen Chloroform:Isoamylalkohol wurde zugegeben
und das Schutteln wurde fortgesetzt. Die Réhrchen
wurden bei 15.000 U/Min. fir 20 Min. bei 10°C zentri-
fugiert, um die Phasen zu trennen und das unldsliche
Material und Zellbruchstiicke zu entfernen. Die wass-
rige Phase wurde mit P:C:| vier Mal teextrahiert, bis
die Phenolphase klar blieb, (mit Phasentrennung bei
2.500 U/Min. fur 15 Min. bei Raumtemperatur), und
die wassrige Phase wurde auf Corex-Zentrifugen-
rohrchen Ubertragen. 2,5 Volumen 100% (V/V) Etha-
nol wurden zugegeben und die Lésung wurde durch
Pipette gemischt und man lie} sie Uber Nacht bei
—20°C prazipitieren und sie wurde bei 15.000 U/Min.
fur 20 Min. bei 0°C gedreht. Das Pellet wurde in 10 ml
EDTA erneut suspendiert, um die Vanadylribonucleo-
sidkomplexe zu entfernen, und LiCl wurde zugege-
ben, um eine endgiiltige Konzentration von 2 M zu er-
geben. Die Lésung wurde tber Nacht bei 0°C gehal-
ten und mit 15.000 U/Min. far 30 Min. bei 4°C zentri-
fugiert. Das Pellet wurde mit kaltem 2 M LiCl und 5
mmol EDTA (pH 7,3) gewaschen, die Flussigkeit wur-
de abgegossen und das Pellet wurde in 1 ml Wasser
erneut suspendiert. Die Lésung wurde auf 65°C er-
hitzt und es wurden 0,1 ml 3 M Na-Acetat und 2,2 ml
Ethanol fir die Prazipitation Uber Nacht der Ge-
samt-RNA bei —-20°C zugegeben. Das Pellet wurde
sanft mit 70-%igem (V/V) Ethanol gewaschen, vaku-
umgetrocknet und in 0,5 ml Wasser erneut suspen-
diert. Die Suspension wurde bei —70°C aufbewahrt,
bis sie fur Poly(A+)-RNA-Selektion benétigt wurde.

[0094] Ein Gramm Weidelgraspollen enthielt 1 mg
Gesamt-RNA. Poly(A+)-mRNA wurde durch Affini-
tatschromatographie auf Poly(U)Sepharose (Phar-
macial) gemaR Standardverfahren selektiert. Die Un-
versehrtheit der Poly(A+)-mRNA wurde in Bezug auf
ihre Fahigkeit, als eine Matrize fur die Synthese von
einstrangiger cDNA zu wirken, wie auch auf ihre
Translationsaktivitat in dem Kaninchenretikulocyten-
system untersucht.

BEISPIEL 2
Zubereitung von cDNA-Klonen

[0095] Die Synthese von Erststrang-cDNA entstand
aus 5 ug (PolyA+)-RNA in 50 pl Reaktionspuffer (50
mmol Trispuffer, pH 8,3, enthaltend 40 mmol KCI, 10
mmol MgCl,, 5 mmol DTT, jeweils 1 mmol von dATP,
dGTP, dTTP und dCTP, 50 Einheiten menschlichen
Placenta-Ribonucleaseinhibitor (HPRI), 5 yg Oligo-
desoxythymidinséureprimer, 80 uCi [Alpha-**"] dCTP
(3000 Ci/mmol; Amersham) und 100 Einheiten re-
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verser Transcriptase. Die Mischung wurde fur 60 Min.
bei 42°C inkubiert. Zweitstrang-cDNA wurde unter
Verwendung der mRNA/cDNA-Hybride als Substrat,
4 Einheiten E. coli-DNA-Ribonuclease H, um Nicks in
der mRNA-Matritze hervorzurufen, und 115 Einheiten
E. coli-DNA-Polymerase 1, um den Ersatz des
mRNA-Stranges durch DNA zu katalysieren, synthe-
tisiert. Die Reaktionsmischung wurde sequentiell bei
12°C fur jeweils 60 Min. inkubiert und die Reaktion
wurde durch Erhitzung auf 70°C fir 10 Min. gestoppt.
10 Einheiten T4 DNA-Polymerase wurden zugege-
ben, um kleine 3'-Uberhange von der Erststrang-cD-
NA zu entfernen (GUBLER AND HOFFMAN, 1983).
Die Reaktion wurde durch Zugabe von einem Zehntel
Volumen 20 mmol EDTA und 1% (Gew./V) SDS ge-
stoppt. Die Doppelstrang(ds)-cDNA wurde durch
Phenol/Chloroformextraktion gereinigt, gefolgt durch
Prazipitation mit Ethanol.

[0096] Um eine lambda-gt 11 cDNA-Expressionsbi-
bliothek zu konstruieren, wurden 500 ng doppelstran-
gige cDNA mit 20 Einheiten EcoR1-Methylase bei
37°C fur 60 Min. inkubiert.

[0097] Schlaufen (,lug") von phosphorylierten
EcoR1-Linkern (5'd[pGGAATTCC]) wurden mit der
doppelstrangigen cDNA in Ligationspuffer mit 5 Ein-
heiten T4 DNA-Ligase bei 15°C Uber Nacht ligiert.
Die EcoR1-verbundene cDNA wurde mit 100 Einhei-
ten EcoR1-Linkern durch eine Sephacrylsaule ver-
daut.

[0098] 50 ng verbundene cDNA wurde an Schlaufen
von dephosphorylierter EcoR1-geschnittener lamb-
da-gt 11-DNA (Promega) mit 2,5 Einheiten T4
DNA-Ligase fur 20 h bei 15°C in einem Gesamtvolu-
men von 10 pl ligiert. Die ligierte lambda-gt 11-DNA
wurde mit 30 mmol Na-Acetat und 2,7 Volumen Etha-
nol bei -70°C flr 2 h prazipitiert. Die lambda-gt
11-DNA, ligiert an cDNA, wurde in vitro bei 20°C fir 2
h unter Verwendung von 25 pl der lambda packaging
mixture (Promega) gepackt. Die cDNA-Bibliothek
wurde auf E. coli-Stamm Y1090r auf Platten, die 1
mg/ml X-gal und 0,4 mg/ml IPTG enthielten, titriert.
Die cDNA wurde als Plattenlysat auf E. coli-Stamm
Y 1090r mit einer Dichte von 15.000 Plaques pro 150
mm Platte amplifiziert.

BEISPIEL 3

Screening der lambda-gt 11-cDNA-Bibliothek unter
Verwendung spezifischer monoklonaler Antiképer-
sonden.

[0099] Es wurden Weidelgraspollenallergen-spezifi-
sche monoklonale Antikérper entwickelt und durch
SMART et al. (1983) charakterisiert. Seren von Pati-
enten, die gegen Weidelgraspollen allergisch sind,
wurden freundlicherweise durch Dr. David Hill vom
Royal Children's Hospital, Melbourne, zur Verfligung

gestellt.

[0100] Die folgende Vorgehensweise fiir das Scree-
ning der lambda-gt 11-Expressionsbibliothek ist eine
Modifizierung eines zuvor beschriebenen Verfahrens
(HUYNH, YOUNG AND DAVIS, 1985). Man ziichtete
eine einzelne Kolonie von E. coli Y1090r bei 37°C mit
guter Beliftung auf eine OD600 von 0,7-0,9 in LB
Medium, das 100 pl/ml Ampicillin und 0,4% (Gew./V)
Maltose enthielt. Die Zellen wurden pelletiert und in
10 mmol MgSQO, in 40% des Kulturvolumens erneut
suspendiert. Die E. coli Y1090r -Zellen (0,3 ml) wur-
den dann mit ungefahr 18.000-20.000 rekombinan-
ten Phagen bei 37°C flr 15 Min. infiziert, auf 150 mB
LB Platten in 0,7% (Gew./V) Agarose plattiert und bei
42°C fur 3 h inkubiert. Die Platten wurden mit trocke-
nen 132 mm-Nitrocellulosefiltern, die in 10 m IPTG
voreingeweicht wurden, Uberschichtet, dann fir 6 h
bei 37°C inkubiert und die Filter entfernt. Ein zweiter
IPTG-behandelter Filter wurde auf den Bakterienra-
sen platziert und die Platten Gber Nacht bei 37°C in-
kubiert. Die Filter-Plaquelifts wurden bei Raumtem-
peratur getrocknet und mit TBS fir 10 Min. gewa-
schen. Das TBS wurde entfernt und 10 ml TBS, ent-
haltend 10% (Gew./V) fettfreies Milchpulver, wurde
zugegeben und die Filter wurden fir 1 h sanft be-
wegt, abgetropft, fur 30 Sek. mit TBS gespilt und
dann fur 10 Min. mit TBS plus 0,1 (V/V) Tween-20 ge-
waschen, gefolgt von zwei weiteren Waschungen mit
TBS fur jeweils 10 Min. Die Filter wurden fir 3 h in
TBS, das 2% (Gew./VV) BSA und monoklonale Anti-
korper (Ascites) gegen Weidelgraspollenallergene in
einer Verdinnung von 1:500 enthielt, mit sanfter Be-
wegung inkubiert. Nach Waschen in TBS/0,1% (V/V)
Tween-20 wurden die Filter fir 1,5 h in TBS, das 2%
(Gew./V) BSA und Peroxidase-konjugiertes affinitats-
gereinigtes Antimaus-IgG in einer Verdiinnung von
1:500 enthielt, inkubiert. Die Filter wurden gewa-
schen und unter Verwendung von frischem chromo-
genem Peroxidasesubstrat 4-Chlor-1-Naphthol, 60
mg aufgeldst in 20 ml eiskaltem Methanol, und 80 ml
TBS, enthaltend 0,03% (V/V) H,O,, entwickelt. Fir je-
den Filter wurden 10 ml Entwicklerlésung verwendet.
Nachdem purpurne Flecken auf den Filtern auftraten,
wurde die Entwicklerlésung entfernt und die Filter
wurden mit destilliertem Wasser gewaschen, um die
Reaktion zu stoppen.

[0101] Die entwickelten Filter wurden verwendet,
um spezifische Plaquebereiche auf der Platte, korre-
spondierend zu einem positiven Signal, zu lokalisie-
ren. Positive Phagenplaques wurden von den Platten
als ,Sagaroseplugs" aufgenommen und die eluierten
Phagen auf individuelle Antigen-positive lambda-gt
11-Klone durch erneutes Screening bei niedrigerer
Dichte auf 85 mm-Petrischalen mit 82 mm-Nitrocellu-
losekreisen gereinigt. Nachdem die Plaquereinigung
einmal erreicht wurde, wurde jeder der lambda-gt
11-Klone, der die Allergen-cDNA trug, mit geringer
Dichte plattiert und es wurden doppelte Filter-Lifts
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durchgefiihrt. Die Fahigkeit des rekombinanten Aller-
gens, an Antiseren von allergischen Patienten zu bin-
den, wurde unter Verwendung der gleichen Vorge-
hensweise wie oben beschrieben nachgewiesen, au-
Rer dass der Filter-Lift Gber Nacht in den allergischen
Antiseren in einer Verdinnung von 1:10 inkubiert
wurde, wahrend der erste Lift mit monoklonalen Anti-
kérpern behandelt wurde.

BEISPIEL 4

Herstellung von rekombinanten allergenen Proteinen
aus lambda-gt 11-rekombinanten Lysogenen und
Westernblotanalyse.

[0102] Es wurden Bakterien (E. coli Stamm Y1089),
die durch den rekombinanten Phagen lysogenisiert
werden sollten, bis zur Séattigung in LB Medium (pH
7,5), das 0,2% (Gew./V) Maltose enthielt, bei 37°C
gezlchtet. Ein ml der Zellen wurde durch Zentrifuga-
tion gesammelt und in 300 pl LB Medium, das 10
mmol MgCl, enthielt, erneut suspendiert. Die Zellen
(ungefahr 1 x 10 Zellen) wurden mit ungefahr 1 x 10°
pfu lambda-gt 11 rekombinanten Phagen, die cD-
NA-Inserts enthielten, die die allergenen Proetine ko-
dierten (z.B. Klon 12R und Klon 6R), bei 32°C fir 20
Min. infiziert. Die infizierten Zellen wurden seriell ver-
dinnt und in einer Dichte von 100-200 Kolonien pro
Platte plattiert und tGber Nacht bei 32°C inkubiert. Ein-
zelne Kolonien wurden auf Replikat LB Platten ge-
sprenkelt, von denen eine bei 42°C und die andere
bei 32°C uber Nacht inkubiert wurde. Rekombinante
Lysogenklone wurden durch Wachstum bei 32°C,
aber nicht bei 42°C, angezeigt und traten mit einer
Frequenz von 20% fiir Klon 12R und 3 - 4% fir Klon
6R auf.

[0103] Um eine praparative Menge der rekombinan-
ten allergenen Proteine zu erhalten, wurde eine ein-
zelne Lysogenkolonie von Y1089 in 10 ml LB Medium
geimpft und bei 32°C mit guter Beliftung inkubiert,
bis die OD600 0,5 erreichte. Die Kultur wurde schnell
in ein 42°C Wasserbad verlagert und fir 20 Min. mit
Schutteln-inkubiert.

[0104] Der lac-Operonrepressor wurde durch Zuga-
be von 100 pl 1 M IPTG inaktiviert. Die Kultur wurde
dann bei 37°C fur eine Stunde inkubiert, was es er-
moglichte, dass das lac Z-Gen exprimiert und die all-
ergenen Proteine als ein Fusionsprotein mit be-
ta-Galctosidase synthetisiert wurden. Die Zellen wur-
den durch Rotation bei 3.000 U/Min. fir 10 Min. bei
Raumtemperatur geernet, in 150 pl Probenpuffer er-
neut suspendiert und sofort in flissigen Stickstoff ge-
froren. Die Zellen wurden durch Auftauen bei Raum-
temperatur lysiert. Fur die elektrophoretische Analy-
se von Proteinen wurde 150 yl SDS Probenpuffer,
der bromphenolblaue Farbmarker enthielt, zu dem
Gefrier-Auftaulysat zugegeben. Die Proben wurden
fur 3 Min. gekocht und das unldsliche Material durch

Mikrozentrifugation fur 3 Min. entfernt.

[0105] Die Proteine wurden durch 7-10% (Gew./V)
SDS-Polyacrylamid-Gelelectrophorese aufgetrennt
und durch Coomassieblaufarbung mit doppelten Pro-
ben, die auf Nitrocellulosefilter im Elektroblotverfah-
ren aufgebracht wurden, unter Verwendung des
Bio-Rad Tansblotapparates (0,15 Amp. uber Nacht)
bildlich dargestellt. Fusionsproteine wurden mit mo-
noklonalen Antikdrpern nachgewiesen und unter Ver-
wendung des Screeningvorgehens, das zuvor be-
schrieben wurde, bildlich dargestellit.

BEISPIEL 5
Northernanalyse.

[0106] Gesamt-RNA wurde aus Pollen-, Blatt-, hy-
drierten Samen- und Wurzelproben, wie zuvor fir
Pollen beschrieben, extrahiert und 20 ug RNA/Probe
wurden in Formaldehyd/1,2% (Gew./V) Agarosege-
len (MANIATIS et al., 1982), laufend bei 70 V fir 4 h
in Laufpuffer, der 20 mmol Morpholinopropansulfon-
saure, 5 mmol Natriumacetat und 0,1 mmol EDTA
enthielt, auf pH 7,0 elektrophoriert. Die RNAs wurden
auf Nitrocellulose (Hybond C) Filter tibertragen und 2
h bei 50°C in Nybridisierungspuffer, der 50% (V/V)
entionisiertes Formamid, 2 x SSPE, 7% (Gew./V)
SDS, 0,5% (Gew./V) fettfreies Milchpulver, 1% PEG
20.000 und 0,5 mg/ml nicht-homologe Heringssper-
ma-Trager-DNA enthielt, vorequilibriert. Frischer Hy-
bridisierungspuffer, der die zufallig mit Primer verse-
hene Lol pl-DNA-Sonde enthielt, wurde zugegeben
und bei 50°C fiir Ubernacht-Hybridisierung inkubiert.
Die Filter wurden heftig in 2 x SSC, 0,1% (Gew./V)
SDS fur 15 Min. bei Raumtemperatur, dann 0,5 x
SSC, 1% (Gew./V) SDS bei 50°C fur 15 Min. gewa-
schen, gefolgt durch ein kurzes Ausspilen in 0,5 x
SSC, 0,1% (Gew./V) SDS, leicht geblottet und in Glad
Wrap eingewickelt. Kodakfilm wurde fir 18 h bei
—70°C belichtet.

BEISPIEL 6

Expression von Lol pl-cDNA-Produkten, reagiert mit
IgE von allergischen Seren.

[0107] Das cDNA-Insert von lambda-gt 11-12R, das
Lol pl kodiert, wurde in den EcoR1-Ort des Plas-
midexpressionsvektors pGEX subkloniert, wo es als
ein Fusionsprotein mit Glutathiontransferase expri-
miert werden kann. Es wurde E. coli, das mit diesem
Plasmid pGEX-12R oder mit dem nicht-rekombinan-
ten Vektor allein infiziert wurde, in einer log-Phasen-
kultur gezichtet und die Bakterien durch Zentrifuga-
tion pelletiert. Diese Bakterien wurden lysiert und die
Gesamtproteine auf SDS-PAGE-Gel getrennt. Ein
Westernblot zeigt, dass nur Bakterien, die rekombi-
nante Plasmide enthalten, ein Proteinbestandteil be-
sitzen, das mit spezifischen IgE in Seren, die von
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Spendern abgenommen wurden, von denen bekannt
ist, dass sie gegen Weidelgraspollen sind, reagiert.
Diese Ergebnisse werden in Fig. 6 gezeigt.

BEISPIEL 7

Kreuzreaktivitat von Lol pl mit homologen Allergenen
von anderen Graspollen.

[0108] Lol pl ist ein Protein mit einem Molekularge-
wicht von 34 kD und SDS-PAGE zeigt, dass andere
haufige Graser ein homologes Protein von ahnlichem
Molekulargewicht besitzen. Andere Ergebnisse zei-
gen, dass diese Proteine ein gemeinsames antige-
nes Epitop (nachgewiesen durch monoklonale Anti-
korper) teilen und vom Aspekt der spezifischen
IgE-Bindung her Allergene sind. Die Ergebnisse wer-
den in Fig. 7 gezeigt. Wegen dieser allergenen Ahn-
lichkeit ist Lol pl das immundominante Allergen von
Graspollen. Eine Konsequenz ist, dass das cD-
NA-Klon 12R als eine heterologe Sonde verwendet
werden kann, um die homologen cDNA-Klone fir Al-
lergene von anderen Graspollen zu isolieren.
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Patentanspriiche

1. Allergenes Protein von Pollen der Familie Po-
aceae, kodiert durch
a) eine DNA-Sequenz, die mindestens 60%ige Ho-
mologie mit der Sequenz, die in Fig. 5 dargestellt
wird, aufweist und ein allergenes Protein von Pollen
der Familie Poaceae kodiert, wobei optional der Pol-
len Pollen von Lolium perenne ist, oder
b) eine DNA-Sequenz, die mindestens 60%ige Ho-
mologie mit der Sequenz, die in Fig. 5 dargestellt
wird, aufweist und ein allergenes Protein von einem
Graspollen kodiert, das allergen kreuzreaktiv mit ei-
nem allergenen Pollenprotein von Lolium erenne ist,
wie durch IgE-Bindungsstudien gezeigt wird;
wobei das allergene Protein rekombinant in einer
Wirtszelle, transformiert mit einer Nukleinsaure, die
mindestens 60%ige Homologie mit der Sequenz, die
in Fig. 5 dargestellt wird, zeigt, hergestellt wurde.

2. Antigenes Polypeptidfragment, erhaltlich von
einem allergenen Protein, wie es in Anspruch 1 defi-
niert wird, das allergen kreuzreaktiv mit einem aller-
genen Pollenprotein von Lolium perenne ist, wie
durch IgE-Bindungstudien gezeigt wird.

3. Ein Arzneimittel, das eine desensibilisierend
wirkende Menge eines allergenen Proteins, wie es in
Anspruch 1 definiert wird, oder eines Antigenen Poly-
peptids, wie es in Anspruch 2 definiert wird, umfasst.

4. Allergenes Protein, wie es in Anspruch 1 defi-
niert wird, oder antigenes Polypeptid, wie es in An-
spruch 2 definiert wird, fur die Verwendung als ein
Arzneimittel.

5. Die Verwendung eines Allergenen Proteins,
wie es in Anspruch 1 definiert wird, oder eines Anti-
genen Polypeptids, wie es in Anspruch 2 definiert
wird, bei der Herstellung eines Medikamentes zur Be-
handlung von Graspollenallergie

6. Die Verwendung eines allergenen Proteins ge-
maf Anspruch 1 oder eines antigenen Polypeptid-
fragmentes gemal Anspruch 2 bei einem in vitro-As-
say fur den Nachweis von Antikdrpem, die gegen das

allergene Protein gemaf Anspruch 1 oder das anti-
gene Polypeptid gemal Anspruch 2 reagieren.

7. Die Verwendung eines Antikdrpers, der gegen
ein allergenes Protein, wie es in Anspruch 1 definiert
wird, oder ein antigenes Polypeptid, wie es in An-
spruch 2 definiert wird, reagiert, bei einem in vitro-As-
say fur den Nachweis eines allergenen Proteins ge-
mafR Anspruch 1 oder eines antigenen Palypeptids
gemal Anspruch 2.

8. Einen Kit fur einen Assay von Antikdrpern, die
gegen allergenes Protein gemal Anspruch 1 oder
antigenes Polypeptid gemafl Anspruch 2 reagieren,
umfassend einen Container von allergenem Protein
gemafy Anspruch 1 oder antigenem Polypeptid ge-
mal Anspruch 2.

9. Einen Kit, wie er in Anspruch 8 beansprucht
wird, worin das Protein oder Polypeptid in dem Con-
tainer mit einem Reportermolekil markiert wird, das
in der Lage ist, ein nachweisbares Signal zu geben.

10. Einen Kit, wie er in Anspruch 9 beansprucht
wird, der weiter einen zweiten Container von Antikor-
per umfasst, der gegen das Protein oder Polypeptid
reagiert, wobei der Antikdrper mit einem Reportermo-
lekll markiert wird, das in der Lage ist, ein nachweis-
bares Signal zu geben.

11. Ein in vitro-Assayverfahren fur den Nachweis
von Antikérper, der gegen allergenes Protein geman
Anspruch 1 oder antigenes Polypeptid gemafy An-
spruch 2 reagiert, in einer Probe, umfassend das In-
kontaktbringen einer Probe, die geprift werden soll,
mit einem allergenen Protein gemafR Anspruch 1 oder
einem antigenen Polypeptid gemafl Anspruch 2 fir
einen Zeitraum und unter Bedingungen, die ausrei-
chen, damit sich ein Antikdrper-Protein- oder Antikor-
per-Polypeptid-Komplex bildet, und das Aussetzen
des Komplexes gegentiber den Nachweismitteln.

12. Ein in vitro-Assayverfahren fur den Nachweis
von allergenem Protein gemal Anspruch 1 oder an-
tigenem Polypeptid gemaR Anspruch 2 in einer Pro-
be, umfassend das Inkontaktbringen einer Probe, die
geprift werden soll, mit einem Antikérper, der gegen
das Protein oder Polypeptid reagiert, flr einen Zeit-
raum und unter Bedingungen, die ausreichen, damit
sich ein Protein/Polypeptid-Komplex bildet, und das
Aussetzen des Komplexes gegeniber den Nach-
weismitteln.

Es folgen 12 Blatt Zeichnungen

19/31



DE 689 29 545 T2 2006.12.14

Anhangende Zeichnungen

Ay

45

123

i
“33
~as
-
1
Hyrw
‘MTIM
nn
L3}
batf

3

b

¢a

Fig 3.

20/31



DE 689 29 545 T2 2006.12.14

Fig.2a.

Fig2b.  Fig2d

21/31



p&

B emp

DE 689 29 545 T2 2006.12.14

P12

22/31



DE 689 29 545 T2 2006.12.14

)by

33V379399)

- 0ZY

ouuuu<uoo<
09€

03110 1vovy

- 00€

199 1J9Jvv)

042

13993333V)
081

J9339Iv4idD
0¢t

JvvovllLo3d
09

999v9I099v
0Ly

¥39239321)
0S€

J119Vvvavo9
062

193vo9vo9l
0€¢

3913913312
oLl

139329933)
oLL”

9991VYVIOV)
0S

VIV139710)
004

JVJI931331
0%E

J9933132J)
08¢

J9139vYvav)
02¢

V139933323V

091

5999919313

- 001

OVOVYIOI VY
o

¥03I¥13393)
06€

JJ9099vv3Il
0€E

9JvviIH19)
oLe

OV0IVDIIV0
012

J32999339V)
0St

7390107393

06

\BLAARLHRY
0€ .

Yav9I130vY
08¢

J119v93313
0Z¢€

3933991903
092

Jvl99vyvoo
00¢

933333Vavl
0%t

1JJ11v1)1)
08

1323133231V
0l

JJ3331Vv312)
OLE

111)923)09v
OLE

OvIgovvlLll

06¢

0V051399)0
061

3993393v01
0€lL _

0L

oL

99189VIVL

1393311vvo

23/31



DE 689 29 545 T2 2006.12.14

- (2)sbi4

133993V19vY
08L

V031333433
0cL

VVIVVILLID
099

190v03339
0LL

J31VI119vY
0LL

D19vOvVOI11l
059

J93IVII9v) 9J1VOWWILl

009

- JJ324VOVVL3

045

0033971VI1
084

06S

5130133719 OYDOV9IIVI

0€S

09303J139vv
oL%

9339339310
09L

JVv1idJvovol
00L

J193JIv3119
049

J391291v9)

085

029S
93JvI311139

09Y

JJIv1393239)
0sL

v1)9399399.

069

VVivOlvvll
0€9

1vovvivall
0LS

993339V
015

13v319311)
0SY

v13J39vIovY
0%L

03JVv391Hv9
089

v]133339319
029

9)1voviol)d
09S

02392v1I19
005

J9JVvalviov

J199393)900
0€EL

h<<uhuuuoo
0L9 .

IVV139139)
oLy .

0v919973v)
0SS

0v¥9313739)
064

vJ399v9333]

044

0E Y

24/31



DE 689 29 545 T2 2006.12.14

0921

wWYvYwwvvil
00¢t

lV1D1vI-9)
o%7tit

L11i11V1wv)
0801

J11J1WWliv
020¢

1IVIVLIVYL]
096

102J9JJVV3
006

003399VVDY
078

"A'AA A
0sét

Viiviiivvo
06t L

19vVvI1ivono
OELL

hk<<ﬁ<<ho»
0L0L

vivoliolill
0101

01L139VY)1VH
066

03Iv3933V)
068

IVINOVYIIIY

- (€)sby

LAAAAAA A AL
0yZi

VVYVILIVLiL1O
08ttt

19v19vvIvo
02t

1931v39119
o090t

19919v9)00

0001

1329vvvIIv
046

J04119833vVv)
088

01Vv33933V)
0Z8

YWWWVVYVYY
0€cl

v0O9991voIV
0Lt

P»<uuuUh<<
oLLy

ovovolLv9)
0501

700033101

.oaﬁ

1200109129

0€6

93J99vIvid
0L8

1VII00%7 )
018

WYY WYY
02zt

v1i119va139
09ttt

V1i01J1Vvol
00Lt

03J9vI9lvI
0%01i

VALIRIRRARINE
086

13933933-9
026

0130379339
098

v93139393)
008

VATATATAAVATAVAY
oLzt
V0 11932v)
0541
11110111v1
0601
1119211110
0E01L |
AGRLAZ L
L6
v)-3-91-~)
0L6 o

¥
1239223vvY)
068
00VOLLL]L0
06L

0€8

25/31



DE 689 29 545 T2 2006.12.14

26/31

1415 16 17

12 13

2 3 4 56 78 910 1

1



DE 689 29 545 T2 2006.12.14

12 3 4 5 67 8 910 11 12131461516 17

Fig.7b.

27/31



DE 689 29 545 T2 2006.12.14

L 91SL Yl el 2 :o_m.mh.wmvm Z 1

28/31



DE 689 29 545 T2 2006.12.14

—-0w m—-2Z20D2z20 <«D

- ‘DR 614

| IN3ILYd
| FZ<Z_m_>_O¥wm _NNr —MA _mN_ _NN_ .QN_ _NN_ —m.ﬁ _Q— _k_ _Q~ _m_ _M_ | m.~ i N
Io__._moEz ZEL7 2% 27 2% .mmu.“ -
y . e gl
00 H : = asmitgz
0L = e I
St ; “ % i
02 - |
5z M |
0€ “
S€
0" \

NIF1Odd SILNVNIGWONIH/STHOITENLIYN LYLINIOHITIV
|d 07

29/31



INTENSITAT DER IgE- BINDUNG AN
NATURLICHES LOL PI (AU)

0 - ' ¥ - T : L2 T

DE 689 29 545 T2 2006.12.14

Y=0.3656 +0.9907X, RZ=0.90, SF<0.05, n=23.
5~ ,

™
1

N L 1
0 ! 2 3 4 5
INTENSITAT DER IgE-BINDUNG AN
REKOMBINANTES LOL PI-PROTEIN (AU)

Figéh,

30/31



DE 689 29 545 T2 2006.12.14

FY

.m.m.m

Y

11 2UiH

aqo01
1 4sd
] yos 11 JUH I JUIH L
I yds |
1 45d
%) I yds Il JUH
Y [ yds II JUiH -
11 2UH
I 45d .
_ EZZ] 1y
o SUTH 15
1 45d |
I yas {I UH LY

31/31



	Titelseite
	Beschreibung
	Patentansprüche
	Anhängende Zeichnungen

