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Herstellung rekombinanten o Kaseins als Basis verbesserter diagnostischer
und therapeutischer Verfahren bei Kuhmilch-Allergien

K. Deichmann, P. Spurgin, J. Forster
Universitats-Kinderklinik, Mathildenstral3e 1, 79106 Freiburg

Zusammenfassung

Die Kuhmilch-Allergie ist die h&ufigste Allergie im Sauglings- und Kleinkindesalter. Die
verfiigharen in vitro-Tests sind wenig aussagekraftig und Provokationsteste sind zeit- und
kostenaufwendig. ag,-Kasein stellt das hitzestabile Hauptallergen der Kuhmilch dar.

Ziel der Arbeit war es, ein definiertes, einfach und gefahrlos anzuwendendes sowie
aussagekraftiges Diagnostikum zu entwickeln, das sowohl in vitro wie in vivo Anwendung
finden kann.

Um die schwierige Auftrennung natirlichen og,-Kaseins aus Rohmilch zu umgehen, wurde
die kodierende Sequenz des o.;-Kaseins in einen Expressionsvektor kloniert und das Protein
als Fusionsprotein mit dem maltosebindenden Protein (MBP) in Bakterienzellen exprimiert
und aufgereinigt. Im AnschluB wurde das rekombinante Kasein mittels einer Protease vom
Fusionsanteil abgespalten und abgetrennt. Die Identitdt des Proteins konnte Uber
Aminosauresequenzierungen nachgewiesen werden.

Die immunologische Vergleichbarkeit des rekombinanten mit dem nativen Kasein wurde im
IgE- und IgG-Bindungsassay anhand von Patientenseren sowie mit Hilfe eines Phagemid-
Systems nachgewiesen.

Gleichzeitig konnten wir die Wertigkeit der IgE-Bindungsassays auf rekombinantes wie
natives og;-Kasein flr die Diagnostik der Kuhmilchallergien nachweisen.

Die von uns fiir ag-Kasein etablierte rekombinante Proteinherstellung erlaubt auch die
Expression von Fragmenten des Proteins, was sich als wertvolles Hilfsmittel bei der
Erforschung der B- und T-Zell-Epitope des o.g;-Kaseins erweisen konnte.

Die spezifisch asi-Kasein erkennende Phagenpopulation erlaubt, ein kostengiinstiges und
einfach  anzuwendendes  Nachweisverfahren  fiir ~ die  Anwesenheit  versteckter
Kuhmilchproteine in Nahrungsmitteln zu etablieren. Es ergibt sich dabei die Mdglichkeit,
auch geringste Mengen versteckten ag,-Kaseins in  Nahrungsmitteln aufzuspiren.
Unspezifische Resultate des Phagemid-Systems lieBen sich auf Unspezifititen des
Nachweisverfahrens zurtickfuhren. Zur Optimierung des Verfahrens wurde rekombinantes,
spezifisch ag,-Kasein erkennendes Protein hergestellt. Der Nachweis der Wertigkeit dieses

Systems steht noch aus.



Recombinant aS1-casein as basis for improved diagnostic and therapeutic
procedures in cow’s milk allergy.
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Summary

Cow’s milk allergy is the most common allergic disorder in very young children. At the
moment in vitro testing is hardly predictive, whereas provocation tests are time consuming
and expensive. as-casein is the main heat resistant allergen of cow’s milk.

This work aimed to develop a well defined, simple and safe to use predictive diagnostic tool.
To avoid difficult separation of as-casein from raw milk, the coding sequence of a..-casein
has been cloned in an expression vector and expressed as recombinant fusion-protein with the
maltose binding protein (MBP) in bacterial hosts. Recombinant a.-casein was isolated
following FXa protease digestion. The identity of the protein was tested by amino acid
sequencing.

Comparable immunologic reactivity of native versus recombinant a.,-casein has been tested
by IgE and 1gG binding assays using patients sera and by a phagemid display system.

The value of IgE binding assays was tested in groups of patients and healthy individuals.
Recombinant expression of defined fragments of a.,-casein might serve as a useful tool in the
investigation of B and T-cell epitopes of the whole protein.

The phagemid with specific binding to as;-casein allows to establish a quick and easy-to-use,
low-cost, highly specific and sensitive method to detect hidden cow’s milk proteins.
Unspecific results in the binding experiments could be attributed to unspecifities of the
phagemid detection system. To avoid these, recombinant protein with specific binding to ow:-
casein was produced. The value of this system still has to be shown.



1. Aufgabenstellung

Die Kuhmilchallergie ist die haufigste Allergie im S&uglings- und Kleinkindesalter (Ferguson
& Watret (1988)). Sie umfat neben den teils lebensbedrohlichen IgE-vermittelten Soforttyp-
Reaktionen, zu denen akute asthmatische Beschwerden und schwere Kreislaufreaktionen ge-
horen, auch zellvermittelte Reaktionen vom verzdgerten Typ wie beispielsweise die atopische
Dermatitis (Neurodermitis).

Die verfugbaren in vitro-Tests zur Erkennung betroffener Individuen mit Kuhmilchsensibili-
sierung sind wenig aussagekraftig, Provokationsteste sind sehr zeit- und kostenaufwendig
(Niggemann et al. (1995), Bahna & Gandhi (1983), Hill et al. (1988), Goldman et al. (1963a),
Goldman et al. (1963b)).

Die Hauptallergene der Kuhmilch stellen das as;-Kasein sowie das -Laktoglobulin dar, wo-
bei das erste alleine ein Drittel der gesamten Proteinmasse ausmacht (Bleumink & Young
(1968)). Beide Proteine konnten in Frauenmilch nicht nachgewiesen werden und sind deshalb
bei der Erforschung der Kuhmilchallergien von besonderem Interesse (Brignon et al. (1985),
Chtouron et al. (1985)).

Ziel der Arbeit war es, auf der Basis des asi-Kaseins ein einfach und gefahrlos anzuwenden-
des, aussagekréaftiges Diagnostikum zu entwickeln, sowohl fir die in vitro- wie die in vivo-
Anwendung.

Um die mit konventionellen proteinchemischen Verfahren schwierige Auftrennung des as;-
und des asy-Kaseins zu umgehen und definierte Proteine zu erhalten, sollte hierzu die kodie-
rende Sequenz des ag;-Kaseins in Bakterienzellen exprimiert und aufgereinigt werden (Hof-

nung & Charbit (1992), Baldo & Donovan (1988)). Dabei kam uns zugute, dal3 as;-Kasein
keine definierte Raumstruktur eigen ist und damit wahrscheinlich alleine sequentielle Epitope
fiir die IgE-vermittelten Reaktionen verantwortlich zeichnen (Ribadeau-Dumas (1988)). Mog-
liche konformationsabhangige Epitope, die eine Expression des Proteins in Eukaryontenzellen
zur korrekten Faltung des reifen Proteins erfordern wirden, waren beim as;-Kasein nicht zu
erwarten.

Die immunologische Vergleichbarkeit des rekombinanten mit dem nativen Kasein sollte im
IgE-Bindungsassay anhand von Patientenseren sowie mit Hilfe eines Phagemid-Systems ge-
priift werden (Marks et al. (1992)).

Da Kasein als Lebensmittelzusatz nicht deklarationspflichtig ist, stellt seine versteckte Pré-
senz in Nahrungsmitteln und Medikamenten eine latente Gefahr fir Kuhmilchallergiker dar.
Dies gilt in besonderem MaRe fiir jene Allergiker, die Soforttypreaktionen auf Kuhmilchpro-
teine aufweisen und somit vital geféahrdet sind.

Zur Detektion geringster Spuren versteckten og,-Kaseins in Nahrungsmitteln sollte das Pha-
gemid-System eingesetzt und gegebenenfalls optimiert werden (Marks et al. (1992)). Hierbei
standen neben der VerlaBlichkeit des Nachweissystems sowohl die einfache Anwendung als
auch die Wirtschaftlichkeit im Vordergrund.

2. Voraussetzungen, unter denen das Vorhaben durchge-
flhrt wurde

Die kodierende Sequenz des og;-Kaseins wurde 1984 erstmals publiziert (Stewart et al.
(1984)), der Erstbeschreiber stellte uns eine cDNA-Probe des Proteins zur Verfligung mit



gleichzeitig einem schriftlichen Einverstandnis, diese zur Durchfihrung dieser Arbeiten zu
gebrauchen.

Zur rekombinanten Expression nutzten wir einen kommerziell erhdltlichen Vektor, der das
exprimierte Protein als Fusionsprotein mit dem maltosebindenden Protein verbindet und da-
mit eine leichte Aufreinigung des Proteins Gber Amylosesaulen ermdglicht (p(MAL™-c2, New
England Biolabs).

Rekombinante Phagensysteme sind ebenfalls kommerziell erhaltlich, wir nutzten das pPSKAN
Phagemid-Display-System der Firma MoBiTec, Goéttingen (Marks et al. (1992)).

3. Planung und Ablauf des Vorhabens

3.1 Expression von as;-Kasein

Das asi-Kasein wurde als Fusionsprotein mit dem Maltose-bindenden Protein (MBP) aus
E.coli exprimiert Der MBP-Anteil erlaubt eine einfache und spezifische Aufreinigung des
Fusionsproteins Uber eine Amylose-Chromatographie. Die Abspaltung des MBP-Anteils ist
uber eine zwischen den Proteinen liegende Faktor Xa-Schnittstelle moglich. Das as;-Kasein-
Gen wurde mittels der Restriktionsenzyme Stu | und Xmn | geschnitten und in den Expressi-
onsvektor pMAL™-c2 (New England Biolabs) einkloniert, wobei lediglich die erste Amino-
séure des asi-Kaseins deletiert wurde. Zum Erhalt der Faktor Xa-Schnittstelle muf3te die
zweite Aminosdure der asi-Kasein-Sequenz von Prolin zu Serin mutiert werden.



L stul
pBas;C184 GCT AGG CCT AAA
ag1Kasein Ala Arg Pro Lys

T reifes Protein

pAH9 ATC GAG GGA AGG TCT AAA
MBP lle Glu Gly Arg Ser Lys
Faktor Xa )
d Xmn |
PMAL-c2 ATC GAG GGA AGG ATT TCA
MBP lle Glu Gly Arg lle Ser
Abb. 1: Darstellung der kodierenden Sequenzen des Kasein-cDNA-Ausgangsplasmids

pBas;C184 mit Angabe des Beginns des reifen Proteins in der Aminosaure-Ubersetzung, des
Expressionsplasmids pMAL-c2 mit Ubersetzung in das maltosebindende Protein sowie des
zur Expression verwendeten Plasmids pAH9, jeweils mit Angabe des mutierten Kodons in
FETT, des Plasmidanteils in kursiv, der fiir die Klonierung verwendeten Restriktionsenzym-
schnitt-stellen Stul und Xmnl sowie der Proteasen-Schnittstelle Faktor Xa zur Abspaltung des
Fusionsanteils.

3.2 Reinigung des rekombinanten as;-Kaseins

Das nach einem UltraschallaufschluR erhaltene Zell-Lysat wurde Uber ein Amylose-Saule
gereinigt. Das erhaltene Fusionsprotein wurde mit Faktor Xa gespalten und dieser sowie das
abgespaltene MBP (ber eine lonenaustauscher-Chromatografie vom rekombinanten ous;-
Kasein abgetrennt

3.3 Immunologischer Vergleich zwischen rekombinantem und nativem as;-
Kasein

Die Antikdrper-Bindungseigenschaften des Fusionsproteins,des rekombinanten und des nati-
ven asi-Kaseins wurden mittels IgE- und 1gG-ELISA untersucht (Abb. 3). ELISA-Platten
wurden mit identischen Mengen der Proteine geschichtet und mit Humanseren inkubiert. Es
wurden Seren von drei Kollektiven untersucht: Patienten mit nachgewiesener Kuhmilchaller-
gie (KMA, n=16); atopische Patienten (n=21) und gesunde Kontrollindividuen (n=21).

3.4  Phagemid-Display

Zum Nachweis von Allergenen wurde am Beispiel des a-Kaseins versucht, ein phagemid-
basiertes Nachweissystem zu verwenden. Dadurch konnte auf die zeit- und kostenintensive
Herstellung monoklonaler Antikérper sowie auf den Einsatz von Tierversuchen verzichtet
werden. Wir haben das pPSKAN Phagemid-Display-System der Firma MoBiTec verwendet
(Marks et al. (1992)). Dieses System beruht auf einem Phagemid, dessen Genom das Gen fir



ein Fusionsprotein enthalt, das aus dem Hiullprotein plll des Phagen und dem humanen
pankreatischen Trypsininhibitor (PSTI) besteht. Dieser Trypsininhibitor wiederum tragt an
seiner Oberflache eine hypervariable Schleife, die mit anderen Proteinen in Wechselwirkung
treten kann, analog den hypervariablen Schleifen eines Antikorpers. Das pSKAN Kit enthélt
drei verschiedene DNA-Bibliotheken fiir Phagemids mit hypervariablen Schleifen von 6, 7
und 8 Aminosduren.. Jede Bibliothek umfalit mehr als 30 Millionen Varianten der Schleife
bzw. des Phagemids. Durch Bindung an ein spezifisches Protein kann ein Phage mit entspre-
chender Bindungs-Spezifitdt selektioniert werden. Das gebundene Phagemid wird mittels ei-
nem biotinylierten Anti-plll-Antikdrpers und einem Streptavidin-Peroxidase-Konjugat detek-

tiert.

4. Resultate

4.1. Expression und Reinigung des rekombinanten as;-Kaseins

as1-Kasein konnte im oben beschriebenen Expressionsvektor als Fusionsprotein exprimiert
werden. Die beste Expressionsausbeute wurde nach Induktion mit IPTG im E.coli-Stamm
M15 erhalten und betrug etwa 40 mg/l Kultur.

Bei der Faktor Xa-Spaltung wurde das asi-Kasein teilweise nach Arginin-22 unspezifisch
gespalten, eine Spaltung die in der Literatur bisher nicht beschrieben wurde und die zu einem
verkirzten Proteinprodukt fiinrte. Durch N-terminale Proteinsequenzierung wurde die Uber-
einstimmung der ersten 10 Aminosduren mit der erwarteten Sequenz gezeigt.
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Abbildung 2: SDS-Polyacrylamidgel zur Reinigung des rekombinanten as;-Kaseins.
Bahn 1: Langenstandard; Bahn 2/3: Expression vor/nach Induktion in M15; Bahn 4: rekombi-
nantes Fusionsprotein; Bahn 5: MBP; Bahn 6: abgespaltenes, rekombinantes a.g1-Kasein mit

der oben beschriebenen Deletion; Bahn 7: aufgereinigtes, natirliches as;-Kasein; Bahn 8:
Langenstandard

4.2  Immunologischer Vergleich zwischen rekombinantem und nativem
aS1-Kasein
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Abbildung 3: Auswertung der 19G- und IgE-ELISA Untersuchungen mit Fusionsprotein,
rekombinantem und nativem as;-Kasein. Untersucht wurden Kuhmilchallergiker (KMA),
Atopiker (Atop) und gesunde Kontrollen (Kont). Gegeben sind die 10%-, 25%-, 75%- und
90%-Perzentilen, sowie der Median.

Im IgE-ELISA zeigt das Fusionsprotein einen deutlich erhdhten Background gegenuber den
beiden anderen Proteinen. Im IgG-ELISA ist der Background beim Fusionsprotein kaum er-
hoht. Ursachlich sind hier unspezifische IgE-Bindungen wie eine mogliche Sensibilisierung
der Individuen gegen E.coli-Proteine in Betracht zu ziehen. Die Absorptionswerte im IgE-
ELISA sind beim rekombinanten as;-Kasein um etwa 20% niedriger als beim nativen as;-
Kasein. Im IgG-ELISA sind sie im Mittel etwa ein Drittel niedriger. Dies ist in beiden Féllen
wahrscheinlich auf die unspezifische Spaltung des Fusionsproteins zurtickzufiihren, da hierbei
mit den ersten 22 Aminoséuren auch ein Teil eines B-Zellepitops (Spuergin et al. (1996)) ver-
loren geht. Sowohl beim nativen wie auch beim rekombinanten as;-Kasein sind im IgE-
ELISA die Unterschiede zwischen dem KMA- und dem Kontrollkollektiv signifikant. Das
gleiche gilt auch fiir das Atopiker- und das Kontrollkollektiv. Beim Fusionsprotein sind die
Unterschiede zwischen den Gruppen nicht signifikant. Im IgG-ELISA sind beim nativen und
rekombinanten as;-Kasein die Unterschiede zwischen allen drei Kollektiven signifikant.
Beim Fusionsprotein unterscheiden sich dagegegn nur das KMA- und das Kontrollkollektiv
signifikant.

Diese Resultate unterstreichen die Wertigkeit der IgE-Bindungsassays auf rekombinantes wie
natives as;-Kasein fur die Diagnostik der Kuhmilchallergien.



4.3  Spezifisches Phagemid gegen as;-Kasein

Durch Bindung an das as;-Kasein konnte ein Phage entsprechender Spezifitat selektioniert
werden. Wie ein Screening mit synthetischen Peptiden (Geysen et al. (1984)) ergab, bindet
das selektierte Phagemid spezifisch an die Aminosduren 169-180 des bovinen as;-Kaseins.
Im Immunoblot erwiesen sich der zur Detektion verwendete Antikorper und das Streptavidin-
Konjugat als unspezifisch und zeigten Kreuzreaktionen mit anderen Proteinen (Abb. 4). Ein
weiterer Nachteil ist die enorme GrolRe der Phagemidpartikel, die nur eine geringe Bindungs-
kapazitat pro Flacheneinheit erlaubt. Dadurch wird die Empfindlichkeit des Nachweises stark
reduziert.
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Abb. 4: Western-blot verschiedener Proteinfraktionen der Milchen dreier Tier-

spezies sowie rekombinanten asi-Kasein-Fusionsproteins (linkes Bild): Bahn 1: hypoal-
lergene Milchnahrung, Bahnen 6 und 10 = Marker; Bahnen 2-5 = Ziegenmilchproteine, Bah-
nen 7-9 = Schafsmilchproteine, Bahn 11 = k-Kasein, Bahn 12 = [-Kasein, Bahn 13 = ag;-
Kasein, Bahn 14 = Kuh-Rohmilch, Bahn 15 = rekombinantes as;-Kasein-Fusionsprotein. De-
tektion mit einem rekombinanten spezifisch as;-Kasein erkennenden Phagen (rechtes
Bild): Bahnen 1 und 15 = Marker, Bahnen 2-5 = Ziegenmilchproteine, Bahnen 6-8 = Schafs-
milchproteine, Bahn 9 = hypoallergene Milchnahrung, Bahn 10 = k-Kasein, Bahn 11 = $-
Kasein, Bahn 12 = ag;-Kasein, Bahn 13 = Kuh-Rohmilch, Bahn 14 = rekombinantes as;-
Kasein-Fusionsprotein. Eine deutliche Markierung wird in den Bahnen 12 und 13 sichtbar,
ein schmales positives Band zeigt sich ebenso auf Hohe des rekombinanten as;-Kasein. Die
Schattenbanden der anderen Bahnen entsprechen der unspezifischen Bindung des Detektions-
systems (s. Text).

Um diese Probleme zu umgehen, wurde der DNA-Abschnitt der die Information fiir das Fusi-
onsprotein aus plll und PSTI tragt mittels PCR aus dem Phagemidgenom isoliert und in einen
Expressionsvektor umkloniert. Wir wahlten hierzu den Vektor pQE-60 der Firma Qiagen, der
direkt hinter dem zu exprimierenden Gen noch sechs Histidin-Reste anhangt. Uber diesen
sogenannten Histidin-tag ist eine einfache Aufreinigung des rekombinanten Proteins Uber eine
Ni®*-Chelatchromatografie moglich. Die Expression des pl11-PSTI-Fusionsproteins ergab gute
Ausbeuten (Abb. 5). Wie sich jedoch im Verlauf der Reinigung des Proteins zeigte, wird ein
erheblicher Teil des Proteins als sogenannte inclusion bodies in denaturierter Form in der
Bakterienzelle abgelagert. Dieses denaturierte Protein muf} nun erst renaturiert werden, bevor
es fur die Detektion von Kasein eingesetzt werden kann. Sind diese initial auftretenden




Schwierigkeiten aber erst einmal behoben, sollte sich das System einfach auf weitere plil-
PSTI-Fusionsproteine anderer Allergenspezifitat Ubertragen lassen.
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Abbildung 5: Expression des pllI-PSTI-Fusionsproteins, jeweils vor (linke Spur) und nach
(rechte Spur) Induktion. Der Pfeil deutet die Spur des rekombinanten Proteins an.

5. Nutzen und Verwertbarkeit der Resultate

5.1. Rekombinantes as;-Kasein

Mit rekombinantem as;-Kasein, das dem hitzestabilen Hauptallergen der Kuhmilch ent-
spricht, steht erstmals ein reines Kuhmilchprotein zur Verfiigung. Schwierigkeiten in der pro-
teinchemischen Abtrennung weiterer Kuhmilchproteinbestandteile, insbesondere des ous,-
Kaseins, entfallen.

Der Einsatz rekombinanten as;-Kaseins in der Diagnostik der Kuhmilchallergien erlaubt eine
Standardisierung der Resultate bei verlasslicher Angabe der qualitativen und quantitativen
Inhalte der Testextrakte. Kreuzreaktionen, die auf Verunreinigungen mit Resten anderer
Kuhmilchbestandteile oder Aufreinigungschemikalien beruhen, sind ausgeschlossen. Es
konnte somit eine deutliche Verbesserung der bisherigen Sensitivitat wie Spezifitat der Dia-
gnostik bei vermuteter Kuhmilchallergie erfolgen, was Kuhmilchallergikern mit latenter Ge-
fahrdung zugute kommt.

Dariiber hinaus erlaubt die rekombinante Proteinherstellung auch die Expression von Frag-
menten des as;-Kaseins sowie von gezielten Mutanten. Dies kann sich als wertvolles Werk-
zeug bei der Erforschung der B- und T-Zell-Epitope des as;-Kaseins darstellen. Erst die
Kenntnis solcher Proteinanteile, die der Entwicklung einer Sensibilisierung zugrunde liegen
bzw. die Reaktionen auf das Allergen direkt auslosen, erlaubt gezielte praventive Mal3nah-
men. Es wére damit moglich, hypoallergene Nahrungen anzustreben, die nicht nur aus Empi-
rie gewonnen sondern gezielt durch Zerstérung allergen wirkender Epitope des Kuhmilchpro-
teinbestandteils hergestellt werden.



5.2. Phagemid-Detektion von Allergenen

Die spezifisch as;-Kasein erkennende Phagenpopulation erlaubt, ein kostenglinstiges und
einfach anzuwendendes Nachweisverfahren fiir die Anwesenheit versteckter Kuhmilchprotei-
ne in Nahrungsmitteln zu etablieren. Tierversuche im Rahmen der Produktion monoklonaler
Antikorper entfallen dabei, die zur Produktion nétige Laborausstattung ist deutlich weniger
umfangreich und die Nachproduktion des Nachweismittels preiswerter, da der teure Unterhalt
von Zellkulturen entfallt. Einfachheit in der Phagenselektion und begrenzte Produktionskos-
ten erlauben dartiber hinaus, auch fir jene Allergene preiswerte Nachweisverfahren anzubie-
ten, die in nur einem kleinen Kollektiv Betroffener bedeutsam sind.

Das Phagemid-Detektionssystem konnte damit generell ein wertvolles, preiswertes und ein-
fach anzuwendendes Detektionsverfahren fir Allergene darstellen und die bestehenden Ver-
fahren wesentlich ergénzen.-
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