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From the allergen-recognition by antibodies to new
therapeutic concepts

Summary. Cross-linking of IgE antibodies through
allergens is a basic event in type | allergy and leads to
the immediate release of mediators like histamine,
responsible for allergic symptoms like rhino-conjunctivits
or asthma. Critical for the binding of allergens to IgE are
the IgE-epitopes, which represent a congregation of sev-
eral amino acid residues often derived from different
regions of the allergen. By means of the mimotope-tech-
nology, we isolated peptides from phage libraries, which
were able to structurally mimick IgE-epitopes of the plant
allergens Bet v 1 (birch) and Phl p 5a (timothy grass).
Hence, these are candidates for an epitope-specific
immunotherapy. In this mode of immunotherapy, it is the
aim to induce IgG antibodies directed exclusively against
the IgE-epitopes of allergens without induction of anaphy-
lactogenic 1gG species, and without the risk of anaphy-
laxis through cross-linking of IgE. Immunizing mice, we
applied the mimotopes displayed on bacteriophages as
well as on alternative carrier systems to enhance their
antigenicity. With these systems it was possible to elicit
an allergen-specific immune response, which was also
accompanied by the appropriate T-cell help. Mimotopes
resemble a promising concept for an epitope-tailored
immunotherapy of allergic patients.

Key words: IgE-antibody, IgE-epitope, mimotope,
blocking antibodies.

Zusammenfassung. Die Kreuzvernetzung von IgE-
Antikdrpen durch Allergene ist das Schllsselereignis der
Typ | Allergie und fihrt zum sofortigen Aussto von Ent-
ziindungsmediatoren wie Histamin, welche fir allergische
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Symptome wie Rhino-Konjunktivits oder Asthma verant-
wortlich sind. Entscheidend fur die Bindung der Allergene
an IgE sind die IgE-Epitope, welche ein Zusammenspiel
mehrer Aminosauren aus verschiedenen Regionen des
Allergens darstellen. Wir haben mittels Mimotop-Techno-
logie Peptide aus Bakteriophagenbanken isoliert, die die
IgE-Epitope der Pflanzenallergene Bet v 1 (Birke) und Phl
p 5 (Wiesenlieschgras) strukturell nachahmen konnen.
Sie sind Kandidaten fur eine Epitop-spezifische Immun-
therapie. Bei dieser Art der Immuntherapie sollen ganz
gezielt IgG-Antikdrper gegen die IgE-Epitope von Allerge-
nen induziert werden, und zwar ohne die Induktion ana-
phylaktogener IgG Spezies, und ohne das Risiko einer
Anaphylaxie durch IgE-Kreuzvernetzung. In Immunisie-
rungen an Mausen verwendeten wir neben den Mimoto-
pen an Bakteriophagen verschiedene Carriersysteme, um
die Antigenizitat der Mimotope zu fordern. Mit diesen war
es mdglich, eine allergenspezifische Immunantwort aus-
zuldsen, die auch von der notwendigen T-Zell Hilfe beglei-
tet war. Mimotope stellen ein vielversprechendes Konzept
fur eine mafigeschneiderte Immuntherapie in Allergikern
dar.

Schlusselworter: IgE-Antikdrper, IgE-Epitop, Mimo-
top, blockierende Antikorper.

Abkiirzungen: IgE: immunoglobulin E; IgG: immuno-
globulin G; Bet v 1: birch pollen allergen 1; Phl p 5:
timothy grass pollen allergen 5.

Einleitung

Bei Allergien bilden die Patienten IgE-Antikdrper, die in
verschwindend kleinen Mengen im Serum vorkommen,
weil sie sich an IgE-Rezeptoren Histamin-beladener Zel-
len (Mastzellen, basophile Granulozyten) setzen und sich
dann eher in Haut und Schleimhéuten authalten. Treffen
Allergene auf diese IgE-besetzten Effektorzellen, konnen
sie zwei benachbarte IgE-Molekiile quervernetzen. Nur
wenn dies geschieht, werden diese Zellen aktiviert und
entlassen explosionsartig u. a. Histamin in die Umge-
bung. Dieser Entziindungs-Mediator ist letztlich fiir die
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Entstehung der allergischen Sofortsymptome verantwort-
lich, wie z. B. Bindehautentziindung, Heuschnupfen oder
Asthma. Weil die Kreuzvernetzung von IgE durch Aller-
gene das Schliisselereignis der Allergie vom Typ I dar-
stellt, haben wir uns in den vergangenen Jahren mit den-
jenigen molekularen Strukturen aus Birken- und Gréser-
allergenen beschiftigt, welche fiir die IgE-Bindung aus-
schlaggebend sind, den sogenannten IgE-Epitopen. Diese
stellen dreidimensionale Strukturen auf der Allergenober-
fliche dar, die wir mittels Mimotoptechnologie aufkliren
konnten. Die Mimotop-Technik erlaubt es, aus Bakterio-
phagen-Bibliotheken, die eine Vielzahl von verschiede-
nen Peptidstrukturen tragen, kleine Peptide zu fischen,
welche die natiirlichen Epitope strukturell nachahmen
(engl. to mimic), weshalb sie Mimotope genannt werden.
Mimotope dienen nicht nur zur Lokalisation von natiirli-
chen IgE-Epitopen, sie konnten in der Zukunft auch
direkt fiir Impfungen eingesetzt werden. Damit erzielt
man Antikdrper mit derselben Spezifitit wie IgE, jedoch
aus der IgG-Klasse, welche vorwiegend frei 16slich im
Serum vorkommen. Daher kdnnen patroullierende IgG-
Antikorper Allergene erkennen und auch abfangen, dabei
aber nicht Histamin-beladene Zellen triggern. Dies ist ein
wichtiges Prinzip der Allergen-Immuntherapie (Desensi-
bilisierung), die seit fast 100 Jahren beinahe unveréndert
mit natiirlichen Extrakten aus Allergenquellen (Pollen,
Milben, Sporen, etc.) durchgefiihrt wird [1]. Schon
Cooke et al. hatten 1935 erkannt, dass induzierte IgG-
Antikorper blockierendes Potential haben [2]. Bei dieser
konventionellen Art der Allergen-Immunisierung besteht
jedoch die Gefahr, dass die applizierten Allergene das
bereits vorhandene IgE im Patienten kreuzvernetzen und
es daher zu starken Nebenwirkungen, bis hin zum aller-
gischen Schock, kommen kann [3]. Das Ziel unserer Stu-
die ist daher, eine Mimotop-Impfung zu generieren, die
folgende Bedingungen erfiillt: der Impfstoff soll 1) die
natiirlichen Epitope perfekt nachahmen, aber 2) IgE nicht
kreuzvernetzen konnen.

Allergenmolekiil: Struktur als Voraussetzung fiir

IgE-Bindung

Allergene, darunter besonders die Pollenallergene, geho-
ren zu den am besten erforschten Molekiilen, dennoch ist
nur wenig iiber die genaue Lokalisation der Bindungsstel-
len von IgE-Antikérper an sie, ihre sogenannten B-Zell
Epitope, bekannt. Das liegt teilweise daran, dass in den
vergangenen fiinfzehn Jahren der Schwerpunkt der Aller-
gieforschung auf der Analyse von T-Zell Epitopen lag,
den Erkennungsstellen fiir die T-Zellen des Immunsys-
tems [4, 5]. Wir messen hingegen der humoralen Immun-
antwort eine ebenso bedeutende Rolle in der allergischen
Reaktion zu und glauben, dass die Allergen-B-Zell Epi-
tope wesentlich fiir die Induktion und selektive Steuerung
einer Immunantwort sind. Beispiele dafiir sind monoklo-
nale Antikorper, die die IgE-Bindung verstirken oder
inhibieren kénnen [6—8]. Die antikdrperbindenden Regio-
nen — antigene Determinanten — eines Allergens werden
von seiner Proteinstruktur bestimmt. Antikdrper konnen
kontinuierliche Proteinbereiche aus dem Aminosiurege-
riist von Allergenen erkennen (Abb. 1A), doch weitaus
haufiger findet man strukturell komplexe Epitope [9], die
von Aminosédureresten aus verschiedenen Bereichen des

Mimotop

Ant}gen A

Antiger. B

Bakteriophage

Abb. 1. B-Zell Epitoperkennung durch Antikérper: (A) Erken-
nung eines kontinuierlichen Epitops; (B) Erkennung eines
konfomationellen Epitops; (C) Mimotope, die am Phagenpro-
tein plIl présentiert werden, ahmen ein Epitop nach und wer-
den erkannt

Allergens gebildet werden, sogenannte Konformations-
epitope (Abb. 1B). Man nimmt heute an, dass etwa 15-20
Aminoséuren, die aus 2-5 Segmenten des Antigens stam-
men, ein typisches B-Zell Epitop formen [10-12].

Mimotop-Technologie

Auskunft liber B-Zell Epitope kann die Phage display
Technologie geben. Dabei werden mittels allergenspezi-
fischer Antikorper Peptide aus einer umfangreichen Bak-
teriophagen-Bibliothek von zufallsgenerierten Peptiden
durch wiederholte Anreicherung herausselektioniert
(Abb. 2). Diese Methode der spezifischen Anreicherung
bezeichnet man als ,,Biopanning”. Es konnen hierbei
sowohl monoklonale [13, 14] als auch polyklonale Anti-
korper [15] eingesetzt werden, und es sind entsprechend
strenge Kontrollen mitzufithren, um die Peptide, die
selektioniert werden, auch als Mimotope klassifizieren zu
konnen [16]. Peptide, die spezifisch an den Selektionsan-
tikdrper binden, enthalten entweder strukturelle Elemente
des urspriinglichen Epitops am Allergen, oder imitieren
diese auf Grund molekularer Mimikry (Abb. 1C). Des-
halb wurde durch Geysen der Begriff Mimotope geprigt
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Phagenprotein pll|
Phagenhibliothek inseriert st
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Abb. 2. Das Prinzip des Biopannings: Mimotope werden mit
Hilfe eines selektionierenden Antikorpers, z. B. Allergen-spe-
zifischem IgE, aus der Vielfalt zufallsgenerierter Peptide einer
Bakteriophagenbibliothek isoliert. Die Schritte 1.-3. werden
drei bis vier Mal hintereinander wiederholt, um die Mimoto-
pe stark anzureichern. Die Elution der Mimotope kann durch
sauren pH oder durch Kompetition mit dem Allergen erfolgen.
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[17]. Diese Methode umgeht sehr elegant die Schwierig-
keiten der Epitopkartierung mithilfe anderer Ansitze, wie
z. B. durch Deletionsmutanten oder iiberlappende Peptid-
fragmente mittels einer Spots Membran, die auf dem
stiickweisen Zerlegen des Antigens und nachfolgender
serologischer Testung (mapping) beruhen. Der Nachteil
liegt hier darin, dass identifizierte Peptide lediglich {iber
lineare antigene Determinanten Aufschluss geben kon-
nen. Mehrere solcher linearer Abschnitte konnen aller-
dings im dreidimensionalen Raum ein geschlossenes,
oberflachliches Epitop bilden. Die mittels Phage display
selektionierten Peptide konnen auf mehrere Arten fiir die
Epitop-Identifizierung herangezogen werden. Ahnlich
wie mittels iiberlappenden Fragmenten kann man direkte
Homologievergleiche der Peptide mit der Allergense-
quenz anstellen und dadurch Aminoséure-Sequenzen, die
am Epitop beteiligt sind, identifizieren [18-20]. Dariiber
hinaus ist es aber auch moéglich, die Mimotope fiir eine
dreidimensionale Epitopsuche unter Verwendung von
Computeralgorithmen, die die Ahnlichkeit des Mimotops
mit der Antigenoberfliche berechnen, heranzuziehen
[21-24]. Voraussetzung dafiir ist die Kenntnis der Prote-
instruktur des Allergens. Mit diesen Methoden wurden
bereits Konformationsepitope verschiedenster Antigene
aufgeklart [13, 25-28].

Phagenbibliotheken kdnnen unterschiedliche Typen
von Mimotopen présentieren, das Spektrum reicht von
kleinen linearen oder zirkuldren Peptiden in der Lange
von acht bis zwanzig Aminosduren bis zu “giant mimo-
topes”, das sind Fab- oder Fv-Fragmente von Antikorpern
aus sogenannten kombinatorischen Bibliotheken. Wir
verfligten in unserer Arbeit sowohl iiber Peptidbibliothe-
ken [29] als auch tiber eine Fab-Bibliothek, die aus dem
B-Zell Repertoire eines Graspollen-Allergikers kloniert
worden ist [30].

Mimotope der Pollenallergene Bet v 1 und Phl p 5

Das Hauptallergen aus der Birke, Bet v 1, wird von etwa
95 % der birkenpollenallergischen Patienten erkannt,
wovon 60 % ausschlieBlich gegen dieses Allergen reagie-
ren [31]. Die Graspollenallergie betrifft wahrscheinlich
mindestens 25 % der Gesamtbevdlkerung [32], und
schitzungsweise 40 % aller Typ I allergischen Patienten
sind gegen Graspollenproteine sensibilisiert [33]. Phl p 5
reprisentiert eines der Hauptallergene im Wiesenliesch-
gras (Phleum pratense) und ist fiir die Bindung von bis
zu 60 % des Graspollen-spezifischen IgEs in den Sera
von allergischen Patienten verantwortlich [34]. Diese bei-
den Pollenproteine stellen daher wesentliche allergene
Komponenten dar, und sie sind wichtige Ziele fiir die
Immuntherapie. Mit Hilfe der Mimotop-Technologie
konnten wir kiirzlich die IgE-Epitope von Bet v 1 und
einer wichtigen Isoform von Phl p 5, dem Phl p 5a [35],
identifizieren [22, 36]. Wir verwendeten affinitatsgerei-
nigtes Patienten-IgE, um damit Liganden aus einer zirku-
laren dekameren Peptidbibliothek [29] zu selektionieren.
Bei der Untersuchung von Bet v 1, das nur etwa halb so
grof3 wie Phl p 5 ist, wurde mit Hilfe von Mimotopen ein
Hauptepitop fiir IgE identifiziert [22]. Ein Peptid-Align-
ment der Mimotope mit den 16sungszugénglichen Ami-
nosduren von Phl p 5a ergab Homologien mit drei Regio-
nen des Molekiils. Auf der Molekiiloberfliche formten

(A)

(B)

Abb. 3. Mimotope fiithren zur Identifikation der Konformati-
onsepitope von IgE auf dem Gréseralleren Phl p 5a. (A) Phl p
Sa besteht aus zwei Doménen, die getrennt gezeigt werden
miissen, da die Strukturbestimmung des gesamten Molekiils
bisher unmdglich war. Die drei durch Homologievergleich mit
den Mimotopen identifizierten Konformationsepitope sind rot,
blau und griin eingezeichnet. (B) Die 180°-Rotation der bei-
den Molekiilhdlften macht sichtbar, dass auf den Riickseiten
keine Epitope vorhanden sind.

genau diese Regionen geschlossene Fliachen und bildeten
somit drei Konformationsepitope (Abb. 3A). Interessan-
terweise fanden wir auf den Riickseiten der beiden Mole-
kiildoménen keine Homologien. Mdglicherweise inter-
agieren hier die beiden Molekiilhélften (Abb. 3B) bei der
Bildung der Tertidrstruktur von Phl p 5a. Wir konnten
weiters die funktionelle Mimikry der Mimotope bewei-
sen, indem wir zeigten, dass die Mimotope in der Lage
sind, die Bindung von IgE an Phl p 5a entschieden zu
inhibieren. Dies ist von besonderer Bedeutung, da die
Interaktion zwischen Allergenen und IgE zu den stéirks-
ten bekannten biologischen Bindungen zédhlen [37]. In
einer weiteren Arbeit haben wir mit Phl p 5-spezifischem
IgE ,,giant mimotopes* aus einer Fab-Bibliothek gefischt,
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die durch ihrer Grofe eine noch effizientere Blockierung
der IgE-Allergen Bindung gewdhrleisteten [38, 39].
Diese Mimotope, wie auch die Fab-Mimotope, sind
offensichtlich Kandidaten fiir eine Epitop-spezifische
Impfung in der Allergietherapie.

Klassische Immuntherapie — Konzept der
blockierenden Antikorper

Seit ihrer Einflihrung von L. Noon und J. Freeman im
Jahr 1911 [1] hat sich die Allergenimmuntherapie nicht
grundlegend geédndert. Es werden dabei dem Patienten
ansteigende Dosen eines Allergenextrakts i.m. verab-
reicht, bis ein merklicher Schutz erreicht wird, der sich
durch verringerte Allergiesymptomatik duflert (,,Desensi-
bilisierung®). Die wiederholte Applikation des Allergens
fiihrt erwiesenermaflen zur Induktion von IgG-Antikdor-
pern, die das Zeichen fiir eine gelungene spezifische
Immuntherapie darstellen [2, 40, 41]. Paradoxerweise
sind die Allergenextrakte zusétzlich mit Aluminiumhy-
droxid versetzt, einem Adjuvans, von dem man weil3, das
es die Th2-Antwort bei Immunisierungen fordert — und
damit auch die Induktion von IgE [42—44]. Der positive
Effekt der Immuntherapie wurde in den letzten Jahren als
modifizierte Th2-Antwort [45] oder Thl-Antwort [46]
ausgelegt, die in den Patienten anféanglich zu einem Boost
von IgE und spéter zu einer starken Produktion von 1gG4
fiihrt, welche moglicherweise als blockierende Antikor-
per fir den entstehenden Schutz verantwortlich sind
[47-49]. Es ist schon seit geraumer Zeit bekannt, dass
Patienten bei dieser Art der Immuntherapie gegen Kom-
ponenten im verabreichten Allergenextrakt, gegen die sie
urspriinglich nicht allergisch waren, zusitzlich neu sensi-
bilisiert werden kdnnen [42, 43]. Nur ein Bruchteil der
Proteine in einem natiirlichen Proteinextrakt sind ndmlich
Allergene, und nur diese sind relevant fiir die Behand-
lung eines Patienten. Ein eher giinstiges Beispiel dafiir ist
der bereits oben erwdhnte Birkenpollen, in dem das
Hauptallergen Bet v 1 mehr als 95 % des IgE aus Patien-
tenseren bindet. Fiir Graspollenallergiker hingegen, die
hauptsdchlich gegen Phl p 5 sensibilisiert sind, bedeutet
es, dass etwa die Hilfte der im Pollenextrakt befindlichen
Extraktkomponenten fiir ihre Therapie irrelevant sind.
Daraus ergab sich das Konzept der ,,Component-resolved
diagnosis and therapy*, das auf der Anwendung rekom-
binanter Allergene basiert [50]. Damit soll erreicht wer-
den, dass Patienten nur mit jenen Molekiilen behandelt
werden, gegen die sie auch IgE Antikdrper besitzen.
Zusitzliche Sensibilisierungen werden dadurch ausge-
schlossen.

Im Zuge einer Immuntherapie mit natiirlichen wie
rekombinanten Allergenen konnen neben blockierenden
jedoch auch anaphylaktogene IgG-Antikdrper entstehen
[51]. Wir gehen daher noch einen Schritt weiter und
generieren Epitop-spezifische Vakzine. Unsere Ziele bei
der Entwicklung neuer Immuntherapien waren die fol-
genden: 1) die Erzeugung von rekombinanten Konstruk-
ten, die die Mimotope tragen, um sie in einer Epitop-spe-
zifischen Immuntherapie anzuwenden; 2) das Austesten
verschiedener synthetischer Carriersysteme fiir die
Mimotope; und 3) die Charakterisierung der Anti-Mimo-
top Immunantwort.

Neues Konzept der Immuntherapie —
Mimotopimmunisierung

Wir verwendeten Mimotope in Immunisierungen, um
blockierende IgG-Antikérper zu induzieren. In ersten
Experimenten wurden Méuse mit den Mimotopen an den
Bakteriophagen immunisiert und ihre Immunantwort ana-
lysiert. Sowohl mit Bet v 1, als auch mit Phl p 5a-Mimo-
topen wurde dabei in den Méiusen eine allergenspezifi-
sche Antwort induziert [22, 36]. Die Méuse produzierten
Antikorper, die gegen das urspriingliche Allergen gerich-
tet waren. Unsere Studien zeigten, dass die Phagen bei
den Immunisierungen als Trager der Mimotope anschei-
nend eine wichtige Adjuvansrolle spielten. Das liegt
daran, dass sie T-Zell Epitope tragen, die zusitzlich fiir
die Stimulation der T-Helferzellen und darauffolgende
Produktion hoherwertiger Antikorper notwendig sind
[52]. Da Bakteriophagen aber Fremd-DNA und Antibio-
tikaresistenzen tragen, sind sie fiir klinische Studien am
Patienten nicht geeignet. Unser Ziel war daher, alterna-
tive Tragersysteme fiir die Allergenmimotope zu finden,
die ebenfalls immunogene Eigenschaften aufweisen.

Als Alternative wihlten wir ABP (ein Albumin-bin-
dendes Protein aus Streptokokken) als Fusionspartner fiir
zwei Mimotope des Birkenhauptallergens Bet v 1 [53,
54]. Es wurden zwei Varianten dieses Fusionsproteins
hergestellt, eine divalente und eine monovalente. ABP
erwies sich als ein Tragerprotein, das die Immunantwort
besonders gut unterstiitzte, vergleichbar mit derjenigen,
die durch Bakteriophagen induziert wurde. Immunisie-
rungen in BALB/c Maiusen verliefen ohne Adjuvans
ebenso stark wie mit Aluminiumhydroxid als Adjuvans,
und es wurden IgGl- und IgG2a-Antikorper induziert
[55]. Das monovalente Mimotop-ABP war in der Tat in
der Lage, IgG-Antikorper gegen das Birkenpollen-Aller-
gen zu induzieren, welche die IgE-Bindung an Bet v 1
inhibierten und daher als blockierende Antikorper fun-
gieren konnten [56]. Dariiber hinaus konnte das ABP-
Mimotop Fusionsprotein in Hauttesten an allergisierten
Mausen verwendet werden, ohne Typ I Hautreaktionen
(Quaddeln) hervorzurufen. Das heif3t, dass das Konstrukt
zwar IgE-Bindungskapazitit besall, aber durch seine
Monovalenz (das Anbieten nur eines IgE Mimotopes)
nicht in der Lage war, zwei benachbarte IgE Antikorper
kreuzzuvernetzen. Ein herkdmmlicher Allergenextrakt
hitte hingegen das Risiko einer positiven Reaktion in
einem sensibilisierten Individuum getragen.

Zusammenfassend konnen wir sagen, dass Mimotope
einen entscheidenden Impuls fiir die Entwicklung neuer
Konzepte in der Allergenimmuntherapie, basierend auf
der B-Zell Immunantwort, darstellen. Der besondere Vor-
teil einer Immuntherapie mit Mimotopen liegt in der
Induktion kontinuierlich verfiigbarer blockierender Anti-
korper im Patienten und sie konnte dhnlich einer Impfung
eingesetzt werden.
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