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(54) REKOMBINANTES DNA-MOLEKOL FUR ALLERGENE DES ERLENPOLLENS, DAMIT HERGESTELLTE PROTEINE BZW.

POLYPEPTIDE, SOWIE DEREN ANWENDUNG

(57)  Gezeigt wird ein rekombinantes DNA-Molekdl, das eine
Nukleotidsequenz umfafit, die fir ein Polypeptid kodiert, das
die Antigenitat des Hauptallergens Aln g | aus Erlenpollen
besitzt, oder fur ein Peptid, das mindestens ein Epitop
davon umfaft, oder eine Nukieotidsequenz, die mit dieser
Sequenz unter stringenten Bedingungen hybridisiert oder
die aus dieser Sequenz durch Degeneration ableitbar ist.
Weiters wird ein durch dieses DNA-Molekil kodiertes Pro-
tein bzw. Polypeptid und dessen Verwendung beschrieben.
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Die Erfindung bezieht sich auf das Kionieren von Pollenallergenen, im besonderen auf die Klonierung
und Expression von DNA, die fur das Hauptaliergen von Erlenpolien, Aln g |, kodiert.

Es ist seit langem bekannt, daB eine Typ I-Allergie gegen Pollenproteine mit Beschwerden wie juckende
und gerStete Augen, Schnupfen, Lidédeme, Husten und Asthmabeschwerden in Zusammenhang steht. In
dieser Hinsicht nehmen die Pollen friihblihender Bdume (Birke, Hasel, Erle, Hainbuche) eine wichtige
Stellung ein. Zahlreiche Studien wurden durchgefiihrt, die Allergene dieser Pollen genau zu identifizieren
und zu charakterisieren (1-4). Fortschritte hinsichtlich der exakten Charakterisierung der Pollenallergene
wurden durch die Heterogenitdt der in Verwendung befindlichen Pollenexirakte behindert. Ungefdhr 8
Allergene des Erlenpollen rufen beim Atopiker eine IgE-Antwort hervor und eines davon, Aln g |, ein 17 kD
Protein, reagiert mit einem GroBteil der Allergikerseren ais das Hauptallergen (5,6).

Mindestens 10% der Bevdlkerung leiden zu verschiedenen Zeiten und in verschiedenem AusmaB an
Pollenallergien. Diese Allergien werden durch IgE-AntikSrper vermittelt, die mit Polienproteinen reagieren.
Es besteht die Mdglichkeit einer Therapie der Pollenallergien durch Hyposensibilisierung, d.h. durch die
regelmaBige und langsam ansteigende Gabe der die Allergie ausidsenden Proteine.

Es ist daher eines der Ziele der vorliegenden Erfindung, eine Methode flir die Herstellung von
Pollenallergenen, insbesondere fiir Aln g |, bereitzustellen, um dieses Allergen flr diagnostische Tests, fiir
den Nachweis der entsprechenden Allergie und auch fiir eine Therapie (Hyposensibilisierung) zur Verfii-
gung zu haben.

GemiB der vorliegenden Erfindung wird ein rekombinantes DNA-Molekiil bereitgestellt, dessen Nukleo-
tidsequenz als Polypeptid exprimiert werden kann, das die antigenen Eigenschaften des Hauptallergens der
Erle, Alnus sp., besitzt, oder als Peptid, das mindestens ein Epitop davon umfaBt, oder eine Nukleotidse-
quenz, die mit solch einer Sequenz unter stringenten Bedingungen hybridisiert oder durch Degeneration
aus dieser abgeleitet werden kann. In einer bestimmten Konstruktion kann diese Nukieotidsequenz als das
Hauptallergen Aln g | der Erle exprimiert werden, oder als ein Peptid, das mindestens ein Epitop davon
umfaBt. Diese Nukleotidsequenz kann dadurch gekennzeichnet werden, da sie die gesamte Sequenz oder
Teile dieser Sequenz, wie in Figur 1 gezeigt, beinhaitet.

Pollen von Birke, Erle, Hasel und Hainbuche besitzen in bezug auf ihre IgE-Bindung &#hnliche
Hauptailergene, die - soweit bekannt - auf Aminosdureebene ein hohes AusmaB an Homologie aufweisen.
Daher bezieht sich die gegenwértige Erfindung nicht nur auf das Hauptallergen der Erle, sondern auch auf
andere Pollenallergene, die durch DNA-Sequenzen kodiert werden, die mit der Nukleotidsequenz von Aln g
I unter stringenten Bedingungen hybridisieren oder aus dieser durch Degeneration abgeleitet werden
kdnnen.

Weiters stellt diese Erfindung ein Expressionsplasmid bereit, das eine wie oben beschriebene Nuleotid-
sequenz beinhaitet und eine Wirtszelle, die dieses Expressionsplasmid beherbergt.

Weiters stelit diese Erfindung synthetische Proteine oder Polypeptide bereit, die die Antigenitdt von
Teilen oder der Gesamtheit von A/n g | besitzen oder von Allergenen anderer pflanzlicher Gewebe, die
aufgrund eines hohen AusmaBes an Aminosdurehomologie (7) von wenigstens 50% zu Teilen oder der
Gesamtheit von Aln g | antigene Kreuzreaktivitdt zeigen, d. h. daB Antik&rper oder zelluldre Antigenbin-
dungsstellen, die eigentlich gegen Aln g | gerichtet sind, an diese Molekiile ebenfalls binden kdnnen.

Dieses synthetische Produkt kann Fusions- und Nichtfusionsproteine umfassen, die einen Polypeptidan-
teil enthalten, der die Antigenitét eines Teiles oder der Gesamtheit von Aln g | besitzt.

Die Methode zur Herstellung eines synthetischen Proteins oder Polypeptides umfafit die Schritte der
Kultur von prokaryotischen oder eukaryotischen Wirtszellen, die das beschriebene Expressionsplasmid
beinhalten und die Reinigung des synthetischen Proteins oder der Polypeptide aus der Kuitur.

Der Begriff "synthetisch™ bezieht sich hier aber auch auf Proteine oder Polypeptide, die durch
Klonierung und Expression der hier beschriebenen Nukleotidsequenz oder durch chemische Synthese nach
dieser Nukieotidsequenz hergestelit werden.

Die synthetischen Proteine oder Polypeptide oder synthetischen Allergene, die gemiB dieser Erfindung
erzeugt werden, besitzen die Antigenitat des nativen Allergens. Wie gezeigt werden konnte, produziert ein
cDNA-Kion, der flir Aln g | kodiert, ein Nichtfusionsprotein, das mit IgE aus Allergikerseren reagiert. Daher
wére es moglich, dieses Protein als Antigen bei diagnostischen Tests und als Bestandteil von Therapeutika
bei der Hyposensibilisierung zu verwenden.

Im besonderen kdnnen die synthetischen Allergene als diagnostische Reagentien in vitro und in vivo
verwendet werden, da ihre Antigenitdt der des nativen Erlenpollenallergens entspricht, und sie daher IgE
aus Seren von Erlenpollenallergikern binden k&nnen.
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MATERIAL UND METHODEN
1.Poly A+ RNA-Isolation aus Pollen und Synthese des 1. cDNA-Stranges

Polyadenylierte mRNA wurde aus reifem Erlenpollen (Allergon AB, Engelsholm, Schweden) isoliert (1).

An dieser wurde wie folgt der

1. Strang der cDNA synthetisiert:

2 i 10x Puffer (480mM Tris(hydroximethyl)aminomethan (Tris), 60 mM MgClz, 400 mM KClI, pH 4,8)

2wl 10mM Dithiothreit (DTT)

1 wl Primer BP-A (100 ng/ul, Nukleotidsequenz siehe Figur 2)

2wl 25mM Desoxinukleosidtriphosphate (dNTPs), d.h. je 25mM von dATP, dCTP, dGTP.dTTP (Pharma-

cia, Uppsala, Schweden)

11 1l H0

1wl poly A+ RNA (3 ug)

1 1l AMV Reverse Transkriptase (United States Biochemical Corporation (USB),Cleveland, Ohio, USA) ==

32 Units
Diese Reaktion mit einem Summenvolumen von 20 w! wurde fir 2 Stunden bei 42* C inkubiert, dann mit
1x TE Puffer (10 mM Tris, 1mM Ethylendinitrilotetraessigsdure (EDTA), ph 8,0) 1:1 verdiinnt und bei 4* C
aufbewahrt.

2. "Polymerase chain reaction” (PCR)

Die PCR wurde an den in Schritt 1 hergestellten RNA-DNA-Hybridmolekiilen durchgefiihrt. Als Primer
fir das 5'-Ende der Molekiile wurde ein Gemisch folgender zwei Oligodesoxinukleotide verwendet:
Nr. 2482 5'- GTT TTC AAT TAC GAA GCG GAA AC -3'
Nr. 2490 5'- GTT TTC AAT TAC GAA GCG GAG AC -3
Die Nukleotidsequenz dieser Oligodesoxinukleotide wurde von der durch Edman-Abbau teilweise bestimm-
ten N-terminalen Aminosduresequenz von Aln g | abgelsitet.

Als Primer fir das 3'-Ende der Molekiile wurde der T 7 Primer (Pharmacia) verwendet, der auch
Bestandteil des BP-A Primers ist.

Folgender Ansatz wurde fur die Reaktion verwendet:

2.5 ul des Reaktionsgemisches aus Punkt 1

5.0 1l 10x PCR Puffer (400 mM KCI, 10 mM MgClz, 10% Gelatine, 100 mM Tris, pH 8,3)

2.0 I T7 Primer (Pharmacia) <= 20 pmol, Nukleotidsequenz siehe Figur 2

4.0 ul Primermix zu gleichen Teilen Nr. 2482 und 2490 < 100 pmol

2.5 ul 2mM dNTPs (Pharmacia)

1.5 ul 100 mM MgCl2

32,5 ul HO (ad 50 wl)
Zugabe von 1 Unit Taq DNA Polymerase (USB). Das Reaktionsgemisch wurde 30 Sekunden bei 93°C, 30
Sekunden bei 55 °C und 1 Minute bei 72 C inkubiert. Dieser Zyklus wurde insgesamt 30x durchlaufen.

Zum AbschluB wurde das Reaktionsgemisch noch weitere 10 Minuten bei 72°C gehalten.

3. Klonierung des PCR-Fragmentes und Sequenzierung

Das in der Reaktion aus Punkt 2' synthetisierte DNA-Fragment wurde aus einem 1,5% Agarosegel
mittels DEAE-Papier isoliert (8). AnschlieBend wurde dieses Fragment an den 5'-Enden kinasiert.

a) Kinasierung

10 i DNA (== 500 ng Aln g | DNA)

2,5 ul 10x T4 Polynukleotidkinase-Puffer (Boehringer, Mannheim, Deutschland)

7.0 ul 4-32P-ATP, 10 mCi/ml (Amersham, Little Chalfont, England)

45 ul H0

1,0 ul Polynukleotidkinase (Boehringer)
Das Reaktionsgemisch wurde fur 20 Minuten bei 37 * C inkubiert.

Danach erfolgte eine weitere Zugabe von 1 ui Polynukleotidkinase und eine Inkubation fUr 60 Minuten
bei 37°C.
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b) Klenowaufflllungsreaktion

Zur obigen Reaktion erfolgte eine Zugabe von:

1 ul 2mM dNTPS (Pharmacia)

1 wl Klenowfragment (&= 2 Units)
Die Reinigung des kinasierten und aufgefiiliten DNA-Fragmentes erfolgte (iber eine "Nick™ Column"
{Pharmacia) und wurde anschlieBend mit Athanol und Natriumacetat gefilit (9).

c) Bglil Verdau des Fragmentes

An die Aln g | Sequenz wurde durch die Verwendung des BP-A-oligodesoxinukleotides (Figur 2) in der
PCR eine Polyklonierungssequenz am 3'-Ende angefiigt. Aus dieser Sequenz wurde die Bglll Schnittstelle
zur Spaltung mit dem Restriktionsenzym Bglll ausgewihit, um das Fragment in die entsprechende Bgill
Stelle des pBluescript® Plasmides (Stratagene, La Jolla, California, USA) zu ligieren. Durch die Klenowreak-
tion wurden am 5-Ende der Sequenz bereits glatte Enden erzeugt. Die gesamte gefilte DNA aus 2b)
wurde in 2 ul 10x Bglll Puffer (Boehringer) gelSst. Es erfolgte eine Zugabe von 17 wl H,0 und 1 ul Bglll
(11 Units). Das Reaktionsgemisch wurde fir 1,5 Stunden bei 37 * C inkubiert. Das so geschnittene Fragment
wurde aus einem 1,5% Agarosegel mittels DEAE-Papier eluiert (8).

d) Ligation des DNA Fragmentes in das pBluescript® KS+ Plasmid

Als Klonierungsvektor wurde das pBluescript® KS+ Plasmid (Stratagene) ausgewihlt und mit den
Restriktionsenzymen EcoRV (liefert glatte Enden; an diese wird das 5'-Ende des Aln g I-Fragmentes ligiert)
und BamHl (liefert mit Bglll kompatible, Uberstehende Enden; an diese wird das 3'-Ende des Aln g |
Fragmentes ligiert) geschnitten. Die Phosphatreste an den 5'-Enden des Plasmides wurden mit alkalischer
Phosphatase entfernt (10), um unspezifische Religation des Vektors zu vermeiden.

Ligation des Aln g | Fragmentes in das pBluescript® KS + Plasmid:

20 ng DNA aus 2c) in 10 ul H20 geldst

2,0 ul 10x Ligationspuffer (200 mM Tris, 50 mM MgClz, 50 mM DTT, 500 wg/m! Rinderserumalbumin;
pH 7.,6)

1.0 ul 10 mM ATP

3,0 ul pBluescript® KS + geschnitten mit EcoRV und BamHI (== 50 ng)

4.0 ul H20

1,0 ul T4 DNA Ligase Boehringer (== 3 Units)

Die Inkubation dieser Reaktion erfolgte flir 4 Stunden bei Raumtemperatur.

e) Transformation kompetenter E.coli Wirtszellen

Die Transformation wurde in E.coli XL1-Blue Zellen (Stratagene) durchgefiihrt (11). Die Selektion
positiver Klone wurde auf ampicillinhaltigen (100 wg/ml) Kulturplatten mittels des Blau-WeiB-Indikationssy-
stemes durchgefiihrt (12).

f) Sequenzierung der Ain g | DNA

Die Sequenzierung der Aln g | DNA wurde mittels eines T7 Sequenzierungskits (Pharmacia) nach den
Angaben des Herstellers durchgefiihrt.

4) Expression der Aln g | DNA und Nachweis der IgE Bindung des daraus resultierenden Proteins

a) Das DNA-Insert aus dem pBluescript® KS + Vektor, das die fiir Aln g | kodierende Sequenz beinhaltet,
wurde einer Mutagenese nach Kunkel (13) unterzogen. Um die Aln g | Sequenz am 5'-Ende zu
vervolistdndigen und sie mit dem ATG Kodon und einer zusétzlichen EcoRl Schnittstelle zu versehen,
wurde folgendes Oligodesoxinukleotid synthetisiert:

5- CTT CGT AAT TGA AAA CAC CCA TGA ATT CCG ATACCG TCGA-3'

und flir die Mutagenese verwendet. Dadurch konnte die Aln g | Sequenz in der richtigen Orientierung
mittels der EcoRI Schnittstelie am 5'-Ende und mittels der Hindlll Schnittstelle am 3'-Ende des Gens in
das Expressionsplasmid pKK 223-3 (Pharmacia) ligiert werden. E.coli K12 JM105 Zeilen (thi, rpsL, endA,
sbcB15, hsdR4, delta(lacpro AB)/F', thraD36, proAB, lacl9Z delta M15) wurden mit diesem Plasmid
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transformiert. Nach erfolgter Proteinsynthese wurden die Bakterienzellen geerntet und mit fliissigem
Stickstoff aufgebrochen. Das Lysat wurde auf einem SDS-Polyacrylamid aufgetrennt. Der Nachweis von
rekombinantem Aln g | Nichtfusionsprotein wurde mittels Immunoblot erbracht. IgE aus Allergikerseren
konnte von dem rekombinanten Aln g | gebunden werden.

Der Nachweis des gebundenen IgE erfoigt mit '2° J-markiertem anti-Human IgE (Pharmacia).

b) Das DNA-insert aus dem pBluescript® KS+ Plasmid, das die fir Aln g | kodierende Sequenz
beinhaltet, wurde mittels EcoRI Linkern (Bosehringer) in die Expressionsplasmide pEX A, pEX B und pEX
C (14), die den Leserahmen des Insertes jeweils um ein Nukleotid verschieben, ligiert. Dadurch konnt in
einem Fall der flir Aln g | korrekte Leserahmen erreicht und die Produktion eines rekombinanten Aln g |
- Fusionsproteins induziert werden. Die F#higkeit dieses rekombinanten Aln g | - Fusionsproteins IgE aus
Erlenpotlen-Allergikerseren zu binden wurde mittels Immunoblot erbracht. Der Nachweis des gebunde-
nen IgE erfolgte mit '25I-markiertem anti-Human IgE (Pharmacia).

Fig. 1 zeigt die volistindige Nukieotidsequenz von A/n g | mit einer Linge von 665 Nukleotiden. Die
Sequenz besteht aus einer kodierenden Region von 483 Nukleotiden, einer nichtkodierenden Region von
162 Nukleotiden und einem poly-A-Schwanz von 20 Nukleotiden. Die von den Basentripletts abgeleitete
Aminosduresequenz von Aln g | ist unter dem jeweiligen Kodon angegeben. Daraus ergibt sich fiir das
vollstdndige Protein eine Ldnge von 159 Aminos&uren.

Fig. 2 veranschaulicht die Nukleotidsequenz des BP-A-Primers, der fiir die Synthese des 1. cDNA
Stranges eingesetzt wurde. Die Erkennungssequenzen der Restriktionsenzyme Bglll (Nukleotide 19-24) und
Hindlll (Nukleotide 31-36) sind unterstrichen. Die Sequenz des T7 Primers (Nukleotide 4-17), der als Primer
fir die PCR-Amplifikation von Aln g | verwendet wurde und der Bestandteil von BP-A ist, ist ebenfalls
vermerkt.
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Patentanspriiche

1.

Rekombinantes DNA Molekiil, dadurch gekennzeichnet, da8 es eine Nukleotidsequenz umfaBt, die
flr ein Polypeptid kodiert, das die Antigenitit des Hauptallergens Aln g | aus Erlenpollen besitzt, oder
fur ein Peptid, das mindestens ein Epitop des Hauptallergens Aln g | umfaBt, wobei die Nukleotidse-
quenz der gesamten Sequenz oder Teilen dieser Sequenz, wie sie in Fig. 1 dargestelit ist, entspricht
oder einer Nukleotidsequenz, die mit dieser Sequenz unter stringenten Bedingungen hybridisiert oder
die aus dieser Sequenz durch Degeneration ableitbar ist.

Rekombinantes DNA Molekiil nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da8 es eine Nukleotidse-
quenz umfaBt, die flir Ain g I, das Hauptallergen aus Pollen der Erle (Alnus sp.), kodiert, oder fiir ein
Peptid, das mindestens ein Epitop davon umfaBt.

Rekombinantes DNA Molekil nach Anspruch 1, dadurch gekenzeichnet, da8 es eine Nukleotidse-
quenz besitzt, die fiir ein Polypeptid kodiert, das Kreuzreaktivitdt mit und einen hohen Homologiegrad
zu dem Hauptallergen Ain g | aus Erlenpolien besitzt.

Rekombinantes DNA Expressionsplasmid, dadurch gekennzeichnet, daB es sine Nukleotidsequenz
beinhaltet, die flr ein Polypeptid kodiert, das die Antigenitdt des Hauptallergens aus Erlenpollen Aln g |
zeigt, oder fir ein Peptid, das mindestens ein Epitop von Aln g | besitzt, wobei die Nukleotidsequenz
der gesamten Sequenz oder Teilen dieser Sequenz, wie sie in Fig. 1 dargestellt ist, entspricht oder
einer Nukleotidsequenz, die mit solch einer Sequenz unter stringenten Bedingungen hybridisiert oder
aus dieser durch Degeneration ableitbar ist.

Wirtsystem, insbesondere E.coli, dadurch gekennzeichnet, da8 es ein Expressionsplasmid nach
Anspruch 4 beherbergt.

Synthetisches Protein oder Polypeptid, dadurch gekennzeichnet, da8 es die Antigenitdt des gesam-
ten Erlenpollen Hauptallergens Ain g | oder von Teilen davon besitzt, wobei es eine Aminosiurese-
quenz umfaBt, die mit der Sequenz oder Teilen davon, wie sie in Figur 1 dargestellt ist, Uibereinstim-
men.

Synthetisches Protein oder Polypeptid nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daB8 es ein
Fusionsprodukt ist, welches einen Polypeptidanteil enthilt, der die Antigenitdt des gesamten Erlenpol-
len Hauptallergens Aln g I oder von Teilen davon besitzt, und welches an ein zusatzliches Polypeptid
fusioniert ist, das durch die DNA des Expressionsvektors kodiert wird.

Diagnostisches oder therapeutisches Reagens, dadurch gekennzeichnet, daB es ein synthetisches
Protein oder Polypeptid nach Anspruch 6 oder 7 enthilt.

Verfahren zur in vitro Diagnose einer Allergie gegen Erlenpollen bei Patienten, dadurch gekennzeich-
net, daB die Diagnose den Nachweis einer Reaktion von IgE dieser Patienten mit einem synthetischen
Protein oder Polypeptid nach den Anspriichen 6 - 8 umfaBt.

Hiezu 2 Blatt Zeichnungen
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