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T-Zellreaktivitat und HLA-DR-
Bindung des Latexallergens Hev b 1

Zusammenfassung: Hev b 1 ist das erste molekularbiologisch
charakterisierte Latexallergen. Es hat sowohl fiir Patienten mit
Spina bifida als auch fiir Beschéftigte im Gesundheitswesen al-
lergenes Potenzial. Im Rahmen der vorliegenden Untersuchun-
gen verglichen wir die zelluldren Antworten in den zwei Kollek-
tiven latexallergischer Patienten (Spina bifida-Patienten versus
Beschéftigte im Gesundheitswesen) gegeniiber dem nativen
Hev b 1 und iiberpriiften die Reaktivitdt von rekombinant her-
gestelltem Hev b 1. Letzteres ist ein Fusionsprotein bestehend
aus Maltosebindeprotein und rHev b 1 (MBP-rHev b 1). Hev b 1
induzierte dosisabhdngig in peripheren mononukledren Blutzel-
len (PBMC) von mehr als 50% der Latexallergiker (n=20) aus
dem Gesundheitswesen und von 92% der latexallergischen Pa-
tienten mit Spina bifida (n=13) eine signifikante Proliferations-
antwort unabhdngig von der Hohe des Hev b 1-spezifischen
IgEs im Serum. MBP-rHev b 1 erwies sich ebenso wie natives
Hev b 1 in den meisten Fillen als guter Induktor der Prolifera-
tionsantwort. Das T-Zellepitop-Mapping mit neun iberlappen-
den Peptiden ergab, dass die gesamte Proteinsequenz immuno-
gen ist, allerdings mit unterschiedlichen Intensitdten. 75% der
PBMC reagierten mit dem Peptid 91-109. Unter Verwendung
stringenter Bedingungen fiir die Aminosdaurezusammensetzung
der Ankerpositionen P1, P4, P6 und P9 wurde ein HLA-
DR4Dw4(DRB1*0401)-Bindemotiv in der Region 102-110 im
Hev b 1 vorhergesagt. Die Region 102-110 stellt eine Teilse-
quenz des experimentell ermittelten T-Zellepitops 91-109 dar.
Durch Bindungsstudien der Hev b 1-Peptide an das isolierte
HLA-DRB1*0401 konnte gezeigt werden, dass das Peptid 91 -
109 zu den drei Hev b 1-Peptiden gehort, die sehr gut an HLA-
DRB1*0401 binden. Die Vorinkubation mit anti-HLA-DR inhi-
bierte in PBMC von neun der zehn Patienten die rHev b 1-indu-
zierte Proliferation. Anti-HLA-DQ bzw. -HLA-DP-Vorinkubatio-
nen fiihrten ebenfalls zu einer Inhibition der Proliferationsant-
wort, so dass fiir die Antigenprasentation der meisten unter-
suchten Latexallergiker auch HLA-DQ bzw. -DP von Bedeutung
sind. Die Untersuchungen belegten, dass das Hev b 1-Peptid
91-109 ein T-Zellepitop mit guter Bindung an isoliertes HLA-
DRB17*0401 ist. Da die Hev b 1-Antwort auch HLA-DR abhéngig
ist, spielt dieses Epitop bei der Allergieauslésung méglicherwei-
se eine entscheidende Rolle. Fiir zukiinftige immuntherapeuti-
sche Ansdtze konnten diese Befunde von praktischer Bedeu-
tung sein.
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T-cell reactivity and HLA-DR binding of the latex allergen
Hev b 1: Hev b 1 is the first molecular-biochemically well-cha-
racterized allergen in natural rubber latex. It has a high aller-
genic potential not only for patients with spina bifida (Sb), but
also for health care workers (HCWs). In this study we investi-
gated the cellular proliferation responses induced by both nati-
ve and recombinantly produced Hev b 1 in two groups of sub-
jects (spina bifida patients and HCWs). The recombinant Hev b 1
(MBP-rHev b 1) was produced as a fusion protein with a mal-
tose-binding-protein (MBP). Our results demonstrate that pe-
ripheral blood mononuclear cells (PBMC) of more than 50% of
latex-allergic HCWs (n=20) and of about 92% of Sb-patients
with latex allergy (n=13) responsed to purified native Hev b 1
and to MBP-rHev b 1 as well. The proliferation responses were
independent of their Hev b 1-specific IgE levels in sera. By using
synthetic peptides covering the whole Hev b 1-sequence, we al-
so defined regions in the Hev b 1-molecule which were able to
induce PBMC proliferation responses in the majority of latex-al-
lergic individuals. The peptide with the amino acid sequence
91-109 was found to be an immunodominant region contain-
ing a predicted HLA-DR4Dw4(DRB1*0401) binding motif. The
peptide with the sequence of the region 91-109 showed a
strong binding reactivity to the isolated HLA-DRB1*0401-mole-
cule and could induce proliferation PBMC responses in 75% of
the patients’ PBMC (n=20). Inhibition experiments with anti-
HLA-DR showed that in 90% of the cases the MBP-rHev b 1-in-
duced proliferation responses could be inhibited by the anti-
HLA-DR antibodies with inhibition rates from 45% to 75%. In
addition, using anti-HLA-DQ and -DP antibodies, the prolifera-
tion responses could also be inhibited in 80% and 60% of the
cases respectively, indicating that these HLA proteins may also
be involved in the antigen presentation process. Our data indi-
cate that the Hev b 1-peptide 91-109 is a T-cell epitope and is
able to bind to the isolated HLA-DRB1*0401-molecule accord-
ing to the predicted HLA-DR4Dw4(DRB1*0401) binding motif
in this amino acid sequence (102-110). The ability to define
“immunodominant” and “disease-related” T-cell-reactive regi-
ons could be of practical value in the future for designing of im-
munotherapeutics.

Einleitung

Die Proteine der Latexmilch sind Ausloser der IgE-vermittel-
ten Latexallergie [Ubersichten 1,2]. Ein erhéhtes Risiko, an
einer Allergie zu erkranken, haben Personen, die hdufig und
lang andauernd Kontakt zu Gegenstinden aus Naturlatex
haben, wie es bei den beruflich Exponierten des medizinisch-
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pflegerischen Bereichs, Spina-bifida-Patienten [3] und Mehr-
fachoperierten der Fall ist. Bis zu 17% der im Gesundheits-
wesen Beschdftigten weisen eine Typ I-Sensibilisierung ge-
geniiber Naturlatex auf [4]. In der Studie von Cremer et al. [5]
konnten unter 40,5% der untersuchten Kinder mit Spina
bifida latexspezifische IgE-Antikérper (= 0,7 kU/1) nachgewie-
sen werden.

Mittlerweile wurden zahlreiche Proteine als Allergene identi-
fiziert und charakterisiert [2]. Zu den partikelassoziierten
Latexproteinen gehort das Latexallergen Hev b 1 (Rubber
Elongation Factor, REF) mit einem Molekulargewicht von
14,6 kDa. Von Czuppon et al. [6] wurde dieses als erstes
Latexallergen identifiziert und gemadfd der internationalen
Allergennomenklatur als Hev b 1 eingefiihrt. Hev b 1 stellt ein
latextypisches Protein dar, da es mit keinem bekannten
Protein aus anderen Pflanzenarten homolog ist. Die Bedeu-
tung von Hev b 1 als Allergen belegten nachfolgende Unter-
suchungen von Chen et al. [7,8]. Darin konnte gezeigt werden,
dass Hev b 1 nicht nur allergenes Potenzial fiir Patienten mit
Spina bifida besitzt (81% der latexsensibilisierten Spina bifida
Patienten hatten Hev b 1-spezifisches IgE; in 45% der Fille lag
eine Monosensibilisierung gegeniiber Hev b 1 vor), sondern
dass es auch unter Beschdftigten im Gesundheitswesen ein
bedeutsames Allergen darstellt. 52,3% der latexsensibilisier-
ten Personen aus dem Gesundheitswesen besafden Hev b 1-
spezifische IgE-Antikdrper [7]. Auch andere Arbeitsgruppen
[9,10] beschreiben Hev b 1 (gemeinsam mit Hev b 3 [11]) als
wichtiges Allergen fiir Patienten mit Spina bifida. Mittlerweile
konnte Hev b 1 in E. coli rekombinant hergestellt werden
[12-14].

Die zelluliren Wechselwirkungen im Verlauf der allergenspe-
zifischen IgE-Immunantwort werden initiiert nach dem Aller-
genkontakt mit antigenprdsentierenden Zellen [APC]. Diese
Zellen phagozytieren und prozessieren Allergene und prdsen-
tieren sie anschliefend als Allergenpeptide zusammen mit
MHC-II-Molekiilen auf der Zelloberfliche. T-Helferzellen kon-
nen MHC-gebundene Peptide erkennen. Dieses fiihrt, unter-
stiitzt durch zusdtzliche kostimulierende Molekiilkontakte,
zur T-Zellaktivierung. Die Kenntnis exakter T-Zellepitope
(Allergenbereiche, die gemeinsam mit der MHC-II-Struktur
der T-Zelle prasentiert werden und diese letztendlich aktivie-
ren) kann bedeutsam fiir die Behandlung von Allergien im
Rahmen einer Immuntherapie sein. In diesem Zusammen-
hang ist auch unsere Studie der Hev b 1-spezifischen T-
Zellantwort bei latexsensibilisierten Patienten aus dem Ge-
sundheitswesen und den Patienten mit Spina bifida zu sehen.
In unseren Voruntersuchungen [15,16] konnten wir zeigen,
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dass zellulire Antworten auf unterschiedliche Latexprapara-
tionen, aber auch auf das isolierte und charakterisierte Hev b 1-
Molekiil in Patienten aus dem Gesundheitswesen nachweis-
bar waren. Im Rahmen der vorliegenden erweiterten Unter-
suchungen verglichen wir die zelluliren Antworten in den
beiden unterschiedlichen Kollektiven (Spina bifida-Patienten
versus Beschdftigte im Gesundheitswesen) auf das native
Hevb 1 und iiberpriiften die Reaktivitit von rekombinant
hergestelltem Hev b 1 (MBP-rHev b 1). Diejenigen Regionen
im Allergenmolekiil, die zellstimulierend wirken (T-Zell-
epitope) sowie die Bedeutung der HLA-DR-Region fiir die
Bindung von bestimmten Allergenfragmenten bzw. fiir die
Proliferationsantwort standen im Mittelpunkt der Untersu-
chungen.

Material und Methoden
Patientenkollektiv

Von insgesamt 53 Probanden mit latexbezogenen Beschwer-
den wie Rhinitis, Konjunktivitis, Urtikaria und Asthma ver-
wendeten wir Blutlymphozyten. Davon waren 40 Personen
Beschdftigte aus dem drztlich-pflegerischen Bereich des Ge-
sundheitswesens und 13 Patienten mit Spina bifida (Tab.1).
Der Nachweis der Latexsensibilisierung erfolgte einerseits
durch einen Pricktest und andererseits durch die Bestimmung
der latexspezifischen IgE-Antikorper. Die serologische Unter-
suchungen zur Bestimmung von Gesamt-IgE bzw. latexspezi-
fischem IgE erfolgten mittels CAP-System von Pharmacia bzw.
zum Nachweis von Hev b 1-spezifischem IgE mit an EAST-
Scheiben gekoppeltem Allergen. Bei der Mehrzahl der beruf-
lich latexsensibilisierten Personen wurde ein arbeitsplatzbe-
zogener Expositionstest mit gepuderten Latexhandschuhen
durchgefiihrt. Zur Kontrolle wurden von acht nicht beruflich
latexexponierten Personen (ohne Sensibilisierung gegeniiber
Latex) Blutlymphozyten gewonnen.

Lymphozytenstimulationstest (LST)

Mononukledre Zellen des peripheren Bluts (PBMC) wurden
durch Ficolldichtegradientzentrifugation isoliert und bis zur
Durchfiithrung der Experimente kryokonserviert. Fiir die Un-
tersuchung wurden PBMC (5 x 10°/ml) mit unterschiedlichen
Konzentrationen des isolierten, gereinigten Hev b 1 oder mit
den Hev b 1-Peptiden fiinf Tage lang inkubiert, wobei die
letzten 16 Stunden dieser Inkubation in Gegenwart von [3H]-
Thymidin erfolgten. Phytohdmagglutinin (PHA 7,5 ng/ml; Sig-
ma) diente als Positivkontrolle zum Nachweis der Prolifera-
tionsfahigkeit der Zellen. Als MaR einer allergenspezifischen

Hev b 1-spezifisches IgE Gesamt-IgE

Tab.1 IgE-Konzentrationen im Serum der beiden untersuchten Patientengruppen.
Kollektiv Latex-spezifisches IgE Hev b 6.02-spezifisches IgE
Spina bifida (>0,35kU/l): n=13 (>0,35kU[l): n=3
Patienen (100%) (von 13; 23%)
(n=13) Median: 10,2 kU/I Median: <0,35kU/I

Bereich: 0,75->100kU/I Bereich: <0,35-20,9kU/I
Beschiftigte (>0,35kU/l): n=40 (>0,35kU[l): n=29
aus dem (100%) (von 30; 96%)
Gesundheitswesen  Median: 11,1 kU/I Median: 4,0 kU/I

(n=40)

Bereich: 0,47->100kU/I

Bereich: <0,35-18,4kU/I

(>0,35kU/l): n=9

(von 13; 69%)

Median: 1,48 kU/I

Bereich: <0,35kU/[I-22,71 kUl
(>0,35kU/l): n=15

(von 30; 50%)

Median: 0,64 kU/I

Bereich: <0,35-12,58 kU/I

Median: 236 kU/I
Bereich: 4,1->2000kU/I

Median: 160 kU/I
Bereich:12,4->2000 kU/I
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Stimulation wurde der [3H]-Thymidineinbau bestimmt, der
Mittelwert aus den sechs parallelen Kulturansitzen berechnet
und als Stimulationsindex (SI) ausgewertet. Der Stimulations-
index (SI-Wert) stellt das Verhdltnis der eingebauten Radio-
aktivititsmenge in einem Ansatz mit Allergen zu einem
Zellansatz ohne Allergen in Gegenwart von Medium dar. Ein
SI-Wert von 1 entspricht also keiner Stimulation. Als positive
Antwort wurde bei dem Allergen ein Stimulationsindex >2,5
und bei den Peptiden = 1,5 gewertet [16]. Diese Werte ergaben
sich aus den Stimulationsuntersuchungen nicht latexsensibi-
lisierter Kontrollpersonen (SI-Mittelwert plus 2 SD).

Um den Einfluss der HLA-D-kodierenden Oberflichenproteine
auf die Hev b 1-induzierte Proliferationsantwort zu iiber-
priifen, wurden die monoklonalen Antikérper gegen HLA-DR,
HLA-DQ und -HLA-DP (Becton Dickinson, Heidelberg) im
Lymphozytenstimulationstest (LST) eingesetzt. Um die Inhibi-
tionswirkung der oben genannten Antikérper zu ermitteln,
wurden PBMC (5 x 105/ml) eine Stunde lang bei 37 °C mit den
monoklonalen Antikdrpern (Endkonzentration 200 ng/ml) in-
kubiert und nach zweimaligem Waschen mit Medium wurde
der LST wie oben beschrieben durchgefiihrt.

Gewinnung von Hev b 1 (nativ) und Herstellung
der Hev b 1-Peptiden

Natives Hev b 1 wurde aus Naturlatex (gesammelt von
Gummibdumen des Hevea brasiliensis Klones RRIM 600, Be-
zugsquelle Rubber Research Institute of Malaysia) gewonnen
[7,8]. Zu diesem Zweck wurde Rohlatex sofort nach der
Sammlung mit Ammoniak (Endkonzentration 0,7 %) versetzt,
mit gleichem Volumen Tris-Puffer (50 mM Tris-HCI, pH 8.5;
0,05% Triton X-100) verdiinnt und zentrifugiert (41.000 xg,
10°C). Durch Zugabe einer 2%-igen SDS-Losung (mit 0,02%
NaN;) konnte Hev b 1 von den Gummipartikeln geldst
werden. Zur Entfernung des iiberschiissigen SDS aus dem
Extrakt wurde das lyophilisierte Protein in Tris-Puffer resus-
pendiert und {iber eine Sdule mit Detergentien-Absorber-Gel
gegeben. Zur prdparativen Reinigung des Hev b 1 wurde die
SDS-freie Losung mittels reverse-phase HPLC getrennt, ent-
weder lyophilisiert oder konzentriert. Die Reinheit des Hev b 1
wurde durch einen analytischen HPLC-Lauf iberpriift. Die
Massenbestimmung erfolgte mittels Elektrospray-Massen-
spektrometer (Finnigan TSQ 7000).

Die Herstellung von Hev b 1-Peptiden [8] erfolgte als schritt-
weises Festphasenverfahren unter Benutzung der Fmoc-
Schutzgruppenstrategie auf einem ,Applied Biosystems 432
A“ Peptidsynthesizer. Es wurden insgesamt neun synthetische
Peptide mit 19 Aminosduren hergestellt, wobei jeweils vier
Aminosduren C- und N-terminal {iberlappen. Die synthetisier-
ten Peptide wurden durch reverse-phase HPLC gereinigt (95 %
Reinheitsgrad) und mittels Elektrospray-Massenspektro-
metrie charakterisiert.

Herstellung von rekombinantem Hev b 1 (MBP-rHev b 1)

Als Ausgangsmaterial fiir die rekombinante Herstellung von
Hev b 1 diente Gesamt-RNA, die aus den Bldttern von Hevea
brasiliensis isoliert wurde. Die mit einem Anteil von ca. 5%
darin enthaltene mRNA konnte mittels eines Oligo-dT-Pri-
mers unter Verwendung des Enzyms Reverse Transkriptase in
cDNA umgeschrieben werden [14]. Ein Aliquot dieser cDNA
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wurde dann in Gegenwart Hev b 1-spezifischer Primer, die
entsprechend aus der von Attanyaka [12] publizierten Nuk-
leotidsequenz des Hev b 1 abgeleitet wurden, amplifiziert.
Das PCR-Produkt wurde schlieBlich in das pMAL-c2-System
subkloniert, via Sequenzierung charakterisiert und als Fu-
sionsprotein mit dem Maltosebindeprotein (MBP) in E. coli
exprimiert. Mittels Histaminfreisetzungstest und Immuno-
blotverfahren konnte die hohe Allergenitdt des MBP-rHev b 1
Fusionsprotein v.a. in latexallergischen Spina bifida-Patienten
ermittelt werden. Es besitzt eine mit nativem Hev b 1
vergleichbare IgE-Bindungsfihigkeit.

T-Zellepitopvorhersagen und HLA-DR-Bindungsstudien

Das Computerprogramm EPIPLOT [17] wurde verwendet, um
T-Zellepitope basierend auf unterschiedlichen Algorithmen
vorherzusagen. Potenzielle HLA-DR4Dw4(DRB1*0401)-re-
stringierte T-Zellepitope wurden mit Hilfe des Computerpro-
gramms PROTSHELL (von Prof. Dr. Claude Muller; Laboratoire
National de Santé; Boité Postale 1102, L-1011 Luxemburg)
gemdfS den publizierten HLA-DR4Dw4(DRB1*0401)-Bin-
dungsmotiven vorhergesagt.

HLA-DR4-Bindungsstudien wurden im Labor von B. Maillére
[18] durchgefiihrt. Dabei handelt es sich um einen Kompeti-
tionstest, in dem das Testpeptid (in unserem Fall die unter-
schiedlichen Hev b 1-Peptide in unterschiedlichen Verdiin-
nungen) mit einem biotinylierten Standardpeptid (Peptid
306-318 des Hamagglutinins (HA)) um die Bindung an
gereinigtem HLA DRB1*0401 konkurriert (Inkubationszeit 24
Std.). AnschlieBend wurde die Probe in eine 96-Napf-Maxi-
sorp-ELISA-Platte, die mit einem HLA DRB1*0401 spezifischen
Antikorper beladen war, {iberfiihrt. Die Quantifizierung er-
folgte durch den Nachweis des gebundenen biotinylierten
Peptids nach Inkubation von Streptavidin-konjugierter alkali-
scher Phosphatase mit dem Substrat 4-Methylumbelliferyl-
phosphat. Die maximale Bindung wurde durch Inkubation
des biotinylierten Peptids mit dem MHC-Klasse-II-Molekiil in
Abwesenheit des zu iiberpriifenden Kompeptitorpeptids er-
mittelt. Die Uberpriifung der Bindungsspezifitit erfolgte
durch Zugabe eines Uberschusses an Standardpeptid. Die
Ergebnisse wurden als ICsq (M) ausgedriickt und stellten die
Peptidkonzentration dar, die 50%-Bindung des biotinylierten
Standardpeptids erlaubt. Drei unabhdngige Experimente wur-
den durchgefiihrt und aus den Ergebnissen der Mittelwert
bestimmt.

Ergebnisse
Lymphozytenstimulationstest (LST) mit Hev b 1

Im Untersuchungskollektiv von 20 latexallergischen Personen
aus dem Gesundheitswesen und von dreizehn latexallergi-
schen Patienten mit Spina bifida induzierte Hev b 1 eine
spezifische Proliferation (SI>2,5) in 75% der untersuchten
PBMC (13 der 20 latexallergischen Beschiftigten aus dem
Gesundheitswesen (65%) und 12 der 13 (92%) latexallergi-
schen Spina bifida-Patienten) (Abb.1). PBMC von Kontroll-
personen zeigten keine signifikante Proliferationsantwort.
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Abb.1 Vergleich der Hev b 1-induzierten Proliferationsantworten
(individuelle SI-Werte) der PBMC von nicht latexsensibilisierten
Erwachsenen ohne beruflichen Latexkontakt (n=28), latexallergischen
Patienten aus dem Gesundheitswesen (n=20) und latexallergischen
Patienten mit Spina bifida (n=13). Die horizontalen Linien markieren
jeweils den Medianwert.

Lymphozytenstimulationstest (LST) mit Hev b 1-Peptiden

Ergdnzend zu diesen Untersuchungen wurde mit den PBMC
von neun ausgewdhlten Patienten mit beruflich erworbener
Latexallergie sowie von elf Patienten mit Spina bifida eine
detaillierte Untersuchung zur Bestimmung der T-Zell-reak-
tiven Region im Hev b 1-Molekiil durchgefiihrt. Neun tiber-
lappende Peptide, bestehend aus 19 bzw. 17 Aminosduren, die
die gesamte Sequenz von Hev b 1 reprdsentieren, wurden fiir
das T-Zellepitop-Mapping eingesetzt. PBMC der latexsensibi-
lisierten Patienten wurden zu diesem Zweck mit den genann-
ten synthetischen Peptiden fiinf Tage lang stimuliert und
anschlieRend die Proliferationsantwort tiber den [3H]-Thymi-
dineinbau nachgewiesen (Abb. 2). Positive Proliferationsant-
worten (SI=1,5), induziert durch ein bzw. mehrere Peptide,
konnten fiir alle untersuchten PBMC bestimmt werden. Die
individuellen Proliferationsantworten nach Stimulation mit
den Hev b 1-Peptiden zeigten, dass diesbeziiglich keine
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signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Kollektiven
existieren (Abb. 2).

Fasst man die individuellen Ergebnisse der peptidinduzierten
Proliferationsantworten zusammen und kalkuliert den pro-
zentualen Anteil der reaktiven Probanden (n=20) bezogen
auf das einzelne Peptid, so zeigt sich, dass die gesamte
Proteinsequenz immunogen ist (Abb.3). Allerdings unter-
scheidet sich die Intensitdt der Proliferationsantworten, die
durch die einzelnen Peptide induziert wurden, deutlich. Die
Mehrzahl der PBMC, mehr als 70%, reagierten auf die Peptide
31-49 und 91-109, wobei letzteres in 75% der getesteten
Fille eine positive Proliferationsantwort induzierte. Im Ge-
gensatz dazu induzierte das Peptid 1-19 nur in den PBMC
von acht Probanden (40%) eine positive Proliferationsant-
wort.

T-Zellepitop- und HLADR4Dw4(DRB1 *0401)-Vorhersagen

Mit Hilfe des Computerprogramms EPIPLOT wurde eine T-
Zellepitopvorhersage durchgefiihrt. Fiinf Aminosauresequen-
zen (38-56, 45-63, 56-74, 82-100 und 104-122) konnten
als T-Zellepitope im Hev b 1-Molekiil mittels Peptidselektion
auf Grund des Algorithmus nach Stille et al. [19] vorhergesagt
werden. Diese vorhergesagten Epitope beinhalten Regionen
im Hev b 1-Allergen, die auch zu einer gesteigerten zelluldren
Proliferationsantwort (mehr als 50% der Patienten-PBMC
reagierten auf diese Regionen) fithrten. Dabei handelte es sich
um die Regionen 31-49, 71-79 und 91-109. Entsprechend
den Kriterien von Sinigaglia und Hammer [20] lassen sich
potenzielle HLA-DR4Dw4(DRB1*0401)-restringierte T-Zellepi-
tope nach publizierten HLA-DR4Dw4(DRB1*0401)-Peptid-
bindemotiven mit Hilfe des Computerprogramms PROTSHELL
vorhersagen. Unter Verwendung von stringenten Bedin-
gungen der Aminosdurezusammensetzung fiir die Anker-
positionen P1, P4, P6 und P9 wurde nur ein HLA-
DR4Dw4(DRB1*0401)-Bindemotiv im Hev b 1-Molekiil gefun-
den. Dabei handelt es sich um die Region 102 -110. Legt man
weniger stringente Bedingungen zu Grunde (z.B. P4 ist
variabel), findet man weitere DR4Dw4-Bindemotive in den

Abb. 2 Zusammenfassung der Prolifera-
tionsantworten der 20 untersuchten latex-
allergischen Patienten auf Hev b 1 und auf
die neun Hev b 1-Peptide (fiir Peptide
wurden SI-Werte = 1,5 als positiv betrachtet).
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Regionen 19-27, 77-85, 37-45 und 51-60. Das beste
vorhergesagte HLA-DR4Dw4(DRB1*0401)-Bindemotiv (102 -
110) ist Teil der Peptidsequenz, die in 75 % der reaktiven PBMC
eine positive Proliferationsantwort induzierte, also das Peptid
mit der Sequenz 91-109. Wdhrend die weiteren vier Binde-
motive in Peptiden vorhergesagt wurden, die Proliferations-
antworten in 50-70% der PBMC hervorriefen. Mit Hilfe von
Bindungsuntersuchungen der Hev b 1-Peptide an das isolierte
HLA-DRB1*0401 zeigte sich deutlich, dass das Peptid 91 -109
zu den drei Hev b 1-Peptiden gehort (Tab. 2), die sehr gut an
HLA-DRB1*0401 binden. Hingegen erwies sich im Bindungs-
test das Peptid 1-19 als inaktiv.

Tab. 2 Bindungsstudie mit Hev b 1-Peptiden und HLA-DRB1*0401.

Peptide ICso Bewertung Proliferations-
ergebnis
P91-109 55 nM O sehr aktiv 75%!
P 16-34 55nM O (bis 100nM)  65%
P61-79 50 nM o 65%
P 31-49 950 nM g 70%
P 76-94 1.750 nM B mittlere 65%
P 121-137 6.500 nM 0O Aktivitdt 45%
P 106-124 15.000 nM a 60%
P1-19 >100.000 nM E inaktiv 40%
P 46-64 >100.000nM 50%

' prozentualer Anteil der Patienten (n=20), die eine signifi-
kante Proliferationsantwort auf dieses Peptid zeigten

Lymphozytenstimulationstest mit MBP-rHev b 1

AulRRerdem tiberpriiften wir mit PBMC von weiteren 20 latex-
sensibilisierten Patienten aus dem Gesundheitswesen parallel
die Stimulationswirkung von nativem Hev b 1 und rekombi-
nantem MBP-rHev b 1 (hergestellt entsprechend Rihs et al.
[14]). Maltosebindeprotein (MBP), der Trdgeranteil des Fu-
sionsproteins MBP-rHev b 1, wurde in gleichen Konzentratio-
nen in allen Experimenten zur Kontrolle eingesetzt (Abb. 4).
MBP-rHev b 1 erwies sich im Vergleich zum nativen Hev b 1
in den meisten untersuchten Féllen als besserer Induktor der
Proliferationsantwort in den Latexallergiker-PBMC. MBP sti-
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Abb. 3 T-Zellepitope von Hev b 1. Sowohl
die aufgrund von experimentell ermittelten
Untersuchungsdaten (von 20 Patienten,

% der reagierenden Patienten) und die nach
dem Algorithmus von Stille et al. [19]
vorhergesagten T-Zellepitope sind einge-
zeichnet. Weiterhin sind die aufgrund der
Vorhersage nach Sinigaglia und Hammer [20]
ermittelten HLA DRB1*0401-Motive darge-

— stellt.
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mulierte in keinem Fall die PBMC zu einer signifikanten
Proliferationsantwort.

Inhibition der antigenspezifischen Proliferation durch anti-HLA-
DR/DQ/DP

In einem Kollektiv von zehn latexallergischen Personen des
Gesundheitswesens, von denen der HLA-DR/DQ-Typ bekannt
war, iiberpriiften wir die Bedeutung von verschiedenen Ober-
flichenmolekiilen, die in der Region HLA-DR/DQ/DP kodiert
sind, fiir die rHev b 1-induzierte Proliferationsantwort. Wdh-
rend genetische Untersuchungen zur Assoziation einer Er-
krankung mit einem bestimmten HLA-Typ sich auf statisti-
sche Berechnungen stiitzen lassen, erlaubt der Einsatz der
genannten Antikorper im Lymphozytenstimulationstest eine
direkte Beeinflussung der Antigenprasentation und damit der
Erkennung von beteiligten Strukturen. Da im Vergleich zum
nativen Hev b 1 das rekombinant hergestellte MBP-rHev b 1-
Fusionsprotein besser 16slich war und sich damit als besserer
Induktor der Proliferationsantwort erwies (d.h. die SI-Werte
waren in der Regel hoéher als beim nativen Hev b 1),
verwendeten wir fiir die folgenden Inhibitionsuntersuchun-
gen MBP-rHev b 1 als Stimulus. PBMC von zehn Latexsen-
sibilisierten lieRen sich gegeniiber MBP-rHev b 1 stimulieren
(SI>2,5). Jeweils zur Kontrolle mitgefithrte Inkubationsan-
sdtze mit MBP fiihrten in keinem Fall zu einer signifikanten
Proliferationsantwort (s. Abb. 4). Abb. 5 zeigt eine signifikante
Inhibition der MBP-rHev b 1-induzierten Proliferationsant-
wort mit anti-HLA-DR in PBMCs von neun der zehn Patienten.
Die Inhibitionen liegen zwischen 75 und 49%. Acht dieser
Patienten waren hinsichtlich HLA-DR4 positiv. Der Patient,
dessen MBP-rHev b 1-induzierte Proliferationsantwort nicht
durch anti-HLA-DR inhibierbar war, war HLA-DR4-negativ.
Die Inhibition mit anti-HLA-DQ bzw. -DP war in acht bzw.
sechs (80% bzw. 60%) Fdllen signifikant. Dieses deutet darauf
hin, dass fiir die meisten untersuchten Latexsensibilisierten
auch in diesem Bereich kodierende Proteine fiir die Anti-
genprdsentation eine Rolle spielen.
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20

Stimulationsindex (SI)
5

MBP-rHev b 1 MBP
(Kontrolle)

Abb. 4 Proliferationsantworten induziert durch natives (Hev b 1)
und rekombinantes (MBP-rHev b 1) Hev b 1. Dargestellt sind die
individuellen SI-Werte der PBMC-Stimulationen von 20 latexallergi-
schen Personen aus dem Gesundheitswesen. Ausgetestet wurden fiir
jeden Probanden unterschiedliche Konzentrationen (20-0,5pg/ml)
und der jeweils hochste SI-Wert ist dargestellt. Zur Kontrolle wurde
MBP (= Maltosebindeprotein) in vergleichbaren Konzentrationen
eingesetzt. Die horizontalen Linien markieren jeweils den Medianwert.
Entsprechend dem Wilcoxon-Mann-Whitney-Test ergibt sich ein
signifikanter Unterschied (p<0,05) zwischen der Stimulation mit
Hev b 1 und MBP-rHev b 1.
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Abb. 5 Inhibition der MBP-rHev b 1-induzierten Proliferationsant-

wort durch Prainkubation der PBMC von 10 Latexallergikern aus dem
Gesundheitswesen mit anti-HLA-DR, anti-HLA-DQ bzw. anti-HLA-DP.
Die SI-Werte der Stimulationsansatze ohne anti-HLA-DR, -DP bzw. -DQ
wurden als 0% gesetzt und die Standardabweichung - bezogen auf
diesen Wert - stellt den Graubereich dar. Die Mediane der
prozentualen Inhibition sind als horizontale Linien eingezeichnet
(* HLA-DR4 negativer Patient).

Diskussion

Wie unsere Untersuchungen mit dem 14,6 kD Latexallergen
Hev b 1 (Rubber Elongation Factor, REF) zeigten, induziert es
in 65% der untersuchten Latexallergiker aus dem Gesund-
heitswesen und in 92 % der latexsensibilisierten Patienten mit
Spina bifida eine signifikante Lymphozytenproliferation. In
fast allen Fdllen war die zellulire Antwort auf Hev b 1
unabhdngig von der Serumkonzentration der spezifischen
IgE-Antikorper gegen Hev b 1. Hev b 1 ist ein sehr hydro-
phobes Protein mit einer Linge von 137 Aminosduren ohne
Zystein, Methionin, Histidin und Tryptophan. Der N-Terminus
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von Hev b 1 umfasst eine Anhdufung saurer Aminosauren und
ist acetyliert. Die Funktion dieser einzelnen post-translationa-
len Modifikationen ist unbekannt; eine Schutzfunktion ge-
geniiber Proteolyse wird vermutet [21]. Neben dem nativen
Hev b 1 zeigte auch das rekombinant hergestellte Hev b 1
(MBP-rHev b 1), ein Fusionsprotein, bestehend aus einem
MBP-Teil und der Aminosauresequenz von Hev b 1, polifera-
tionsinduzierende Eigenschaften. Dass es sich dabei um einen
Hev b 1-spezifischen Effekt handelte, zeigten die mitgefiihr-
ten MBP-Kontrollen, die in keinem Fall zu einer signifikanten
Stimulation fiihrten, wdhrend MBP-rHev b 1 stets eine
signifikante Reaktivitdt zeigte. MBP-rHev b 1 erwies sich im
Vergleich zum nativen Hev b 1 in den meisten Fillen als
besserer Induktor der Proliferationsantwort. Ein Grund hier-
fiir ist wahrscheinlich die bessere Loslichkeit des Fusionspro-
teins.

Zwei Charakteristika sind fiir die allergenspezifische T-Zellsti-
mulation entscheidend: Zum einen die Bindung des durch
Prozessierung entstehenden Peptids an das sich konstituie-
rende MHC-Molekiil intrazelluldr in der antigenprdsentieren-
den Zelle und damit die Stabilisierung des Komplexes unter
Verdrangung der invarianten Kette mit der ,CLIP-Region“,
zum anderen die Prdsentation des gebildeten und an der
Zelloberflache befindlichen MHCII-Peptidkomplexes, so dass
eine Bindung des MHC-Peptidkomplexes an den T-Zellrezep-
tor (TCR) auf der T-Zelle moglich wird. Der MHC-Peptidkom-
plex muss nur eine geringe Affinitdit zum TCR haben, da durch
hdufige Kontaktnahme mit unterschiedlichen T-Zellrezepto-
ren es zu einer stdarkeren Aktivierung kommt. Hingegen fiihrt
eine starke Bindung des MHC-Peptidkomplexes an T-Zellre-
zeptoren zu einer niedrigeren Stimulationsfahigkeit.

Die Stimulation von PBMC latexallergischer Patienten sowohl
aus dem Gesundheitswesen als auch unter den Patienten mit
Spina bifida mit synthetisch iiberlappenden Peptiden, die die
gesamte Sequenz von Hev b 1 erfassen, fiihrte zu einer
signifikanten Proliferationsantwort. Im Vergleich zum Ge-
samtmolekiil Hev b 1 induzierten die Peptide eine geringere
Stimulationsantwort. Vergleichbares konnte auch fiir andere
T-Zellepitopuntersuchungen nachgewiesen werden [20]. Hin-
sichtlich einer positiven Peptidproliferationsantwort zeigten
unsere Resultate, dass mindestens ein, in der Regel aber
mehrere Peptide eine Proliferationsantwort induzierten. Wei-
terhin ergab die T-Zellepitopanalyse des Hev b 1, dass die
Peptidreaktivititsmuster individuell sehr unterschiedlich
sind, aber alle neun Peptide in mindestens einem Individuum
stimulatorisch wirkten. Die PBMC eines jeden Probanden
reagierten zwar auf bestimmte Peptide, aber je nach Indivi-
duum kann es sich dabei um unterschiedliche Sequenzen
handeln. Es kann also von einer potenziellen Immunogenitdt
ausgegangen werden, die dann je nach Patient u.a. in Ab-
hédngigkeit vom HLA-Typ und der Expositionsintensitat, wirk-
sam wird oder nicht. Die Linge von 19 Aminosduren, wie sie
fiir die synthetischen Peptide zur Ermittlung von MHC-Klasse
[I-Epitopen gewdhlt wurde, ist somit ausreichend, um eine
Reaktion bei mindestens 40% der Patienten hervorzurufen.
Dies zeigt, dass multiple T-Zellepitope in jeder Region von
Hev b 1 vorhanden sind und die Fahigkeit zur Stimulation von
T-Zellen exponierter Individuen (Allergiker und Nicht-Aller-
giker) besitzen [15,16].
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Die Méoglichkeit, dass multiple T-zellreaktive Regionen in
einem Allergen wie Hev b 1 vorhanden sind, konnte auch fiir
andere Allergene wie Der p 1 [23], Chi t 1.01 [24], Bet v 1 [25]
und fiir die Phospholipase A, [26] beschrieben werden. Ob-
wohl das gesamte Hev b 1-Molekiil als immunogen zu
bezeichnen ist, zeigten unsere Untersuchungen, dass die
Intensitdt der Zellantwort, induziert durch unterschiedliche
Peptide, durchaus unterschiedlich sein kann, so dass hinsicht-
lich der Peptidstimulation Immundominanzen zu verzeich-
nen sind. Auf einzelne Peptide wie 31-49 und 91-109
reagierte die Mehrzahl der Patientenzellen (etwa 75%), wdh-
rend andere Peptide nur vereinzelt Proliferationsantworten
induzierten (Peptid 1-19 nur in 40% der Fdlle). Das Phdno-
men der Immundominanz ist in der Kartierung von T-
Zellepitopen bekannt; wdhrend sich fiir B-Zellepitope IgE-
bindende Epitope durchaus von nicht-bindenden abgrenzen
lassen, findet man bei den Lymphozytenantworten im all-
gemeinen nur graduelle Unterschiede zwischen stdrkerer und
schwdcherer Immunogenitdt. Dabei ist zu ber{icksichtigen,
dass im Gegensatz zur B-Zellepitopkartierung, bei der T-
Zellepitopbestimmung sowohl die MHC-Klasse II-Peptidbin-
dung als auch die Bindung dieses Komplexes wiederum mit
dem T-Zellrezeptor zum Tragen kommt.

Die Anwendung von T-Zellepitopvorhersagen nach den Algo-
rithmen von Stille et al. [19] auf das Hev b 1 erlaubte den
Vergleich von experimentell ermittelten Daten mit den vor-
hergesagten Hev b 1-Epitopen. Dieser Algorithmus, der auf
der Vorhersage eines ,Strip-Off-Helix-Hydrophobicity* be-
ruht, stellt laut Deavin et al. [27] die einzige signifikante
Vorhersage bezogen auf einen Humandatensatz dar. Unsere
Anwendung des ,Stille-Algorithmus* auf das Hev b 1-Molekiil
fiihrte zur Vorhersage von T-Zellepitopen, die auch Teile der
Sequenzen darstellen, die eine signifikante Proliferationsant-
wort in der Mehrzahl der getesteten Individuen hervorriefen.
Damit unterstiitzt unser Vergleich zwischen vorhergesagten
und experimentell ermittelten T-Zellepitopen im Hev b 1-
Molekiil die Arbeitshypothese von Deavin et al. [27], die
besagt, dass der Algorithmus nach Stille besser als ,,zufdllig*
sei.

Neben der Erkenntnis, welche Aminosduren an der T-Zellepi-
topbindung beteiligt sind, erhebt sich auch die Frage, welche
Peptide im Rahmen der Antigenprozessierung in vivo tatsach-
lich entstehen und prasentiert werden. Unsere Untersuchun-
gen geben dariiber keinen direkten Aufschluss. Der Einsatz
von Peptiden in unseren In-vitro-Experimenten iiberspringt
gewissermaflen den Schritt der Prozessierung und erméglicht
sogleich die Prdsentation, schlieRt aber natiirlich auch einen
weiteren enzymatischen Abbau nicht aus. Alle Peptide, die
eine Lymphozytenantwort induzieren, sind korrekterweise
daher zunachst als potenzielle T-Zellepitope zu bezeichnen.

Fortschritte in der Erforschung der Antigenprdsentation fiithr-
ten zu der generellen Meinung, dass T-Zellepitop-Vorhersagen
auf dem molekularen Verstdndnis der Ereignisse basieren
sollten, die die T-Zellprasentation bestimmen, d.h. der Anti-
genprozessierung und der MHC-Bindung [28]. Diese Kennt-
nisse sind wertvoll fiir eine prdzisere Vorhersage von T-
Zellepitopen. Sowohl Pool-Sequenzierung als auch das ,Scree-
ning“ von Phagenbibliotheken wurden verwendet, um ver-
schiedene allelspezifische MHC-Klasse II-bindende Motive zu
identifizieren. Ein typischer MHC-Klasse II-Ligand besteht aus
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12-25 Aminosduren mit einer in etwa der Mitte der Furche
platzierten gestreckten Ausrichtung [29]. RoOntgenkris-
tallographische Daten des HLA-DR1 [30,31] und detaillierte
Studien von Hammer [31,32] und Sinigaglia [20] konnten
zeigen, dass insbesondere im HLA-Liganden die relativen
Positionen P1, P4, P6 und P9 als Ankerpositionen fiir HLA-
DR1- und HLA-DR4Dw4-Motive von Bedeutung sind. Wir
bestimmten mit Hilfe des Algorithmus nach Rammensee [29]
das HLADR4Dw4(DRB1*0401)-Bindemotiv im Hev b 1-Mole-
kiil. Unter Verwendung stringenter Bedingungen fiir die
Aminosdurezusammensetzung der vier Ankerpositionen
konnte nur in der Region 102-110 ein HLA-
DR4Dw4(DRB1*0401)-Bindemotiv vorhergesagt werden (die
Region 102 - 110 wurde fiir die experimentellen Untersuchun-
gen durch das Peptid 91-109 erfasst). Entsprechend unseren
experimentellen Daten, die dokumentieren, dass das Peptid
91-109 von 75% der Patientenzellen als guter Induktor einer
Lymphozytenproliferation wirkte, zeigt sich eine gute Uber-
einstimmung  zwischen dem  vorhergesagten  HLA-
DR4Dw4(DRB1*0401)-Bindemotiv und den experimentell er-
mittelten potenziellen T-Zellepitop. Einen weiteren Hinweis
darauf, dass das Peptid 91 -109 mit der Region 102 -110 eine
wichtige Bedeutung fiir die T-Zellstimulation hat, lieferten die
Bindungsstudien der Hev b 1-Peptide an das isolierte HLA-
DRB1*0401. Hier zeigte sich ebenfalls, dass das Peptid 91 -
109 zu den drei Hev b 1-Peptiden gehort, die sehr gut an HLA-
DRB1*0401 binden konnten.

HLA-DR4Dw4(DRB1*0401)-Bindemotive, die unter weniger
stringenten Kriterien bestimmt wurden, fanden sich auch in
weiteren Regionen des Hev b 1-Molekiils; Peptide mit ent-
sprechender Aminosdurezusammensetzung induzierten in
PBMC von 60% der getesteten Personen eine verstdrkte
Proliferationsantwort. Demgegeniiber induzierte das Peptid
1-19 nur in 40% der untersuchten Patienten-PBMC eine
signifikante Proliferationsantwort, beinhaltete kein vorherge-
sagtes HLA-DR4Dw4(DRB1*0401)-Bindemotiv und erwies
sich im Bindungstest an HLA-DRB1*0401 als inaktiv. Die
Inhibitionsexperimente mit anti-HLA-DR, -DQ und -DP unter-
mauern einerseits die Bedeutung von HLA-DR fiir die Hev b 1-
induzierte Proliferationsantwort (insbesondere dadurch, dass
der Patient, dessen MBP-rHev b 1-induzierte Proliferations-
antwort sich nicht durch anti-HLA-DR inhibieren lie8en, HLA-
DR4 negativ war), zeigten andererseits aber auch, dass fiir die
Proliferationsantwort der meisten untersuchten Latexallergi-
ker auch HLA-DP und HLA-DQ von Bedeutung sind.

Trotz der guten Ubereinstimmung von vorhergesagten HLA-
DR4Dw4(DRB1*0401)-Bindemotiven, HLA-DRB1*0401-Bin-
dungsuntersuchungen und den im Proliferationstest ermittel-
ten potenziellen T-Zellepitopen stellen diese Faktoren nur
eine notwendige Voraussetzung fiir eine positive T-Zellstimu-
lation dar. Andere beeinflussende Parameter sind z.B. die
Erkennung des MHC-Peptid-Komplexes durch den T-Zellre-
zeptor und die Beteiligung von kostimulatorischen Signalen.

Wie die Untersuchungen von Rihs et al. [33,34] zur HLA-D-
Assoziation mit spezifischen Latexallergenen zeigen konnten,
existiert keine signifikante Assoziation zwischen der Hev b 1-
spezifischen IgE-Antwort und den MHC-II-Allelen der HLA-
Gene DRB1, 3, 4, 5 und DQB1 [34]. Im Gegensatz dazu konnte
eine signifikante Korrelation zwischen der Hev b 6.02-spezifi-
schen IgE-Antwort und den HLA-Klasse II-Antigenen DR4 und
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DQ8, die sich untereinander in einem Kopplungsungleichge-
wicht befinden, nachgewiesen werden.

Zusammenfassend zeigen unsere Daten, dass Hev b 1 ebenso
wie das rekombinant hergestellte MBP-rHev b 1 unabhdngig
von der serologisch messbaren spezifischen IgE-Konzentra-
tion sowohl unter Latexallergikern aus dem Gesundheits-
wesen als auch unter Spina bifida-Patienten eine signifikante
Proliferationsantwort induzieren kénnen. Im Rahmen eines
»I-Zellepitop-Mapping“ konnten innerhalb des Hev b 1-
Molekiils Regionen definiert werden, die in der Lage waren, in
der Mehrzahl der untersuchten PBMC Proliferationsantwor-
ten zu induzieren. Dariiber hinaus beinhaltet das Hev b 1-
Molekiil ein unter stringenten Bedingungen vorhergesagtes
HLA-DR4Dw4(DRB1*0401)-Bindemotiv (Region 102-110),
welches sich in der Region befindet, die auch von der Mehr-
zahl der PBMC als potenzielles T-Zellepitop erkannt wurde
(91-109). Auch Bindungsstudien an HLA-DRB1*0401 bestd-
tigten die Bedeutung dieser Sequenz fiir die MHC-Bindung.
Die Fihigkeit, immundominante und méglicherweise krank-
heitsbezogene T-zellreaktive Regionen in Allergenen nachzu-
weisen, kann fiir Planung und Design einer zukiinftigen
Immuntherapie (z.B. MHC-Klasse II-basierte T-zell-desensibi-
lisierende Vakzine) von praktischem Nutzen sein.
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ERRATUM

X. Baur, W. D. Schneider: Februar 2000; 54: 80-91: ,Nicht-
allergische obstruktive Atemwegserkrankungen in der Land-
wirtschaft*.

In den Tabellen 3¢ und 3e muss es in den Uberschriften der
jeweils drei letzten Sdulen in der Klammer heien: EU/m3
(anstelle von mg/m?3).

In Tabelle 5, in der Uberschrift der letzten beiden Spalten,
muss es heiBen: AFEV,/(ml) (anstelle P).
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