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Biokemisk och immunologisk karaktarisering
av pepsin-spjalkade mjolkallergener

Kristoffer Jonasson

Populdrvetenskaplig sammanfattning

Allergi ar en sjukdom som innebér att den drabbade har ett 6verkansligt immunfdrsvar, som reagerar
mot ett dmne i miljon. Detta dmne som triggar immunforsvaret kallas for ett allergen. Allergi
formedlas av antikroppen Immunoglobulin E (IgE), som specifik kan binda allergenet och inducera en
inflammatorisk respons i kroppen. Symtom kan i olika fall vara allt ifran milda, i form av rinnsnuva
och kliande 6gon, till livshotande, i form av andningsndd och anafylaxi.

Mijolkallergi ar den vanligaste formen av fododmnesallergi som drabbar barn. Den kan kvarsta livet ut
med "vaxer oftast bort” vid 3 — 5 ars alder. Vid mjolkallergi uppstar det oftast en inflammation i mag-
tarmkanalen och symtom som diarréer, kramper och krdkningar ar vanliga. Da symtom uppstar lokalt
i mag-tarmkanalen tror man att den inflammatoriska responsen mot allergenet dven sker dar. Det ar
oklart hur allergenet ser ut da IgE binder in eftersom det befinner sig i en ogastvanlig miljo i form av
spjalkande enzymer, sur miljé och hog saltkoncentration.

| detta projekt har spjalkade mjolkallergener karaktariserats, hur de fragmenteras och hur de bildade
fragmenten reagerar med IgE-antikroppar i mjolkallergikers serum. Syftet var att fa 6kad kunskap om
hur spjalkningen kan tankas ske i mag-tarmkanalen samt att fa veta om fragmenten som uppstar
efter spjalkning kan orsaka en allergirespons. Projektet visade att ett amnes styrka som allergen
generellt minskade med 6kad spjalkningstid.

Examensarbete, 30 hp
Civilingenjorsprogrammet Molekylar bioteknik
Uppsala universitet, juni 2013
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1 Projektintroduktion

Allergi innebar att en individ har en immunologisk formedlad 6verkanslighet och reagerar efter
kontakt med ett &mne som finns i var miljé. Amnet som orsakar allergi kallas fér allergen. Symtomen
ar oftast otrevliga och ibland livshotande. Sjukdomen existerar framférallt i vastvarlden och har okat i
prevalens under 1900-talet. Man tror att var femte svensk paverkas av ndgon form av allergi'*. P&
grund av detta ar det en fordel att ha tillgang till palitliga allergitester som kan visa vilka allergen en
allergiker bor undvika. Ett av de vanligaste kvantitativa allergitesten ar ImmunoCAP®© (Thermo
Fischer Scientific, Uppsala, Sverige). Testet mater mangden immunoglobulin E (IgE), som &r kdnda
formedlare av allergi, i en patients blodprov. Om blodprovet har en hég koncentration av IgE mot ett
specifikt allergen korrelerar detta oftast med en klinisk allergi mot allergenet i fraga.

Fododamnesallergier drabbar framst barn, dar mjolkallergi utgoér den vanligaste formen. Symtom pa
fodoamnesallergi uppstar ofta i mag-tarmkanalen, men dven i mun och hals. Fér symtom som
uppstar i mag-tarmkanalen &r det oklart hur allergenet ser ut da en allergisk individs immunférsvar
reagerar mot det, eftersom allergenet da befinner sig i mag-tarmkanalens i ogastvanliga miljo i form
av hog temperatur, lagt pH och spjalkande enzymer.

Syftet med detta projekt ar att karaktarisera spjalkade allergener och om dessa ar battre att anvanda
i ett allergitest an det icke-spjalkade allergenet. Genom att simulera hur allergenet kan ténkas se ut
da immunforsvaret reagerar mot det ar det maijligt att ett sadant allergitest ger ett mer korrekt
resultat. Projektet fokuserar pa de allergener som finns i komjolk. Projektets bakgrund, syfte och mal
beskrivs utforligare i avsnitt 3, ”Projektet”.



2 Bakgrund

2.1 Immunoglobulin E-medierad allergi

Immunoglobulin E-medierad allergi hor till gruppen typ | hypersensitivitet och férmedlas av
Immunoglobulin E, forkortat IgE, vilket ar en antikropp. De vanligaste fédodmnesallergenerna som
kan orsaka Ige-medierad allergi hos barn ar komjolk, agg, sojabonor, vete, fisk och nétter. De flesta
barn vaxer dock ur sina allergier. De allergier som oftast &r kvar i vuxen alder ar de mot jordnét,
nétter, fisk och skaldjurt?.

Da en Overkanslig individ for forsta gangen exponeras for ett allergen, till exempel ett pollen,
kommer dess immunférsvar att betrakta det som fraimmande. Allergenet fagocyteras av en antigen-
presenterande cell som visar upp den for en Ty2-lymfocyt. Tu2-lymfocyten interagerar sedan med en
B-lymfocyt som frislapper bland annat cytokinerna IL-4 och IL-13. Signalerna stimulerar B-lymfocyten
att mogna till en plasmacell, som bdrjar massproducera specifika IgE-antikroppar mot allergenet i
fraga. IgE-antikropparna faster sedan till Fc-receptorer pa ytan av mastceller, vilket innebar att
mastcellerna har sensibiliserats mot allergenet. Om individen exponeras for allergenet en andra gang
kan allergenet korsbinda till tva IgE-antikroppar, som &r fasta till en mastcell. Detta gor att mastcellen
aktiveras (degranuleras) och frisatter kemiska mediatorer, bland annat histamin och prostaglandin.
Dessa orsakar en inflammatorisk respons, som manifesteras i en rad olika symtom. Dessa symtom,
som ofta uppstar efter ungefar 15 — 30 minuter, kan vara milda i form av rinnsnuva och eksem till
livshotande i form av tillstdndet anafylaxi®®.

En individ med IgE-medierad allergi kan vara atopisk, vilket innebar en genetisk bendgenhet att
producera IgE-antikroppar mot antigen i miljon vilket i sin tur kan leda till utveckling av allergi. Hos
den friska individen mognar en storre andel naiva T-lymfocyter till subtyp Ty1 som producerar IgG, en
antikropp som inte medierar allergi. Hos den allergiska individen mognar dock en stérre andel T-
lymfocyter till subtyp Tx2, vilka inducerar IgE-produktion.

2.2 IgE

IgE &r ett monomert immunoglobulin som ingar bland 6vriga immunoglobuliner i det adaptiva
immunférsvaret hos daggdjur. Dess ursprungliga funktion tros vara att férmedla immunitet mot olika
parasiter®. IgE har ocksa, som redan ndmnts, en nyckelroll i hypersensitivitetsreaktioner av typ .
Mangden IgE-antikroppar i humant serum varierar mellan 10 — 50 ng/ml hos en frisk individ, vilket &r
en miljondel av koncentrationen fér den vanligaste antikroppen IgG.

Proteinet har en Y-formad struktur och bestar av tva identiska tunga kedjor samt tva identiska latta
kedjor som halls ihop av disulfidbindningar. Varje kedja bestar av en konstant respektive en variabel
doman, vilket figur 1 nedan illustrerar i mork respektive ljus farg. IgE:s ”stjalk” utgors av de tunga
kedjornas konstanta doman och kallas Fc-region. Det dr den har delen som har hog affinitet till Fc-
receptorer, som bland annat férekommer pa mastcellernas ytor. Den tunga och latta kedjans variabla
domaéner bildar tillsammans tva stycken antigen-bindande regioner. Det ar i dessa dndar som
antikroppar kan binda till olika antigen/allergen, med hog specificitet och affinitet. Regionen pa
antigenet som antikroppen specifikt binder till kallas for en epitop. En epitop kan vara linjar eller
konformationell. En linjar epitop ar en aminosyrasekvens som saknar sekundarstruktur. En
konformationsepitop har en 3-dimensionell struktur som skapats av antigenets tertiarstruktur. For
att ett protein ska vara allergent, vilket &r formagan att aktivera en sensibiliserad mastcell, maste det



béra pa minst tva epitoper som kan binda till det IgE som i sin tur bundit till Fc-receptorerna pa
mastcellerna yta. Minsta storleken som ett allergen kan ha ar cirka 3 — 5 kDa, vilket van Beresteijn et.
al visade da de studerade hydrolyserade vassleproteiner!®.

Figur 1. Inmunoglobulin E, en antikropp inblandad i allergiska reaktioner.
Den ldtta och tunga kedjans variabla delar (ljus fdrg) bildar den region
som har affinitet till en epitop. Mérk férg indikerar de konstanta delarna
hos tunga- och litta kedjor.

2.3 Pepsin

Pepsin ar ett enzym som finns i mag-tarmkanalen vars uppgift ar att bryta ned proteiner i var foda.
Pepsin tillhor enzym-familjen aspartat-proteaser och ar det viktigaste enzymet som bidrar till
matspjalkningen. De andra tva ar trypsin och kymotrypsin. Pepsin &r mest verksamt i magsacken dar
pH varierar mellan 1,0 — 2,5 hos vuxna'®. Dess optimala aktivitet ar vid pH 2,0 och férst vid pH 6,0 blir
enzymet inaktivt”\. Dess aktiva site orsakar en relativt ospecifik spjalkning av peptidbindningar. Det
ar framst nara hydrofoba och aromatiska aminosyror som spjalkning sker, sdsom: fenylalanin,
tryptofan och tyrosin!®,

I magslemhinnan finns sa kallade huvudceller ( eng. chief cells). En av huvudcellernas huvuduppgifter
ar att utsondra pepsinogen ut i magen, vilket ar en inaktiv férstadie av pepsin. Nar pepsinogenet
kommer i kontakt med den sura miljon i magen vecklar proteinet ut sig och klyver sig sjalv. Efter
klyvningen ar pepsinet aktivt.

2.4 Fodoamnesallergi
Fododmnesallergi orsakas av allergener som finns i mat och dryck. Sa gott som alla
fododmnesallergener ar proteiner, daremot ar langt ifran alla fédodmnesproteiner allergener.

Flera hundra allergener har identifierats i en majoritet av vara vanligaste fédodmnen, och visat sig
kunna orsaka IgE-sensibilisering. Sekvensanalys av ett antal fédoamnesallergener fran vaxtriket
visade att de tillhérde enbart 27 av 8123 upptickta och kartlagda proteinfamiljer®®. Av dessa 27
dominerade superfamiljerna prolamin och kupin samt familjen Bet v 1. Av fédodmnesallergenerna av
animaliskt ursprung identifierades 29 protein-familjer som innehdoll minst ett allergen. Av dem
dominerade tre proteinfamiljer: tropomyosin, parvalbumin och kasein!.

Fododamnesallergener kan dessutom grovt delas in i tre grupper efter hur de processas i mag-
tarmkanalen:



e Stabila. Dessa dr motstandskraftiga mot lagt pH, proteaser samt héga salt-koncentrationer.
De &r ofta forknippade med svara allergiska reaktioner.

e Partiellt stabila. Allergenet spjalkas till storre, stabila peptidkedjor som i sig kan vara
sensibiliserandel'!, Dessa orsakar ofta mindre svara allergiska reaktioner.

e Labila. Bryts ned snabbit till korta peptidkedjor som inte kan orsaka sensibilisering.
Symtomen sker vanligen i mun och hals dar allergenet fortfarande ar intakt. Symtomen ar
oftast milda.

2.5 Proteiner i komjolk

Komjolk bestar av vatten, kolhydrater, fett och protein. Som livsmedelsprodukt ar den dven berikad
med viktiga vitaminer och mineraler. Den har ett pH mellan 6,4 — 6,8 och dess proteininnehall ar
cirka 36 gram per liter. De proteiner som vanligen orsakar allergi ar kasein, a -laktalbumin, B-
laktoglobulin samt bovint serum albumin (BSA), alla ask&dliggérs i tabell 1,12

Tabell 1. Komjélks fyra huvudallergener.

Protein Allergennamn Totalprotein (%) Molekylvikt (kDa)
Kasein Bos d 8 80 ~ 24
a-laktalbumin Bosd4 5 14
B-laktoglobulin Bosd5 10 18
BSA Bosd 6 1 67

Kasein ar det protein som férekommer i storst mangd och det bestar av olika subtyper: al-, a2-, -,
v1-, y2-, y3- samt k-kasein. Gamma-kasein ar hydrolyserat B-kasein. Samtliga subtyper gar under
allergennamnet Bos d 8 (Bos domesticus 8). Kasein-subtyperna i mjolk bildar strukturer som kan
liknas vid miceller. Strukturen av en kasein-micell ar dnnu inte fastslagen. En teori ar att nanokluster
av kalciumfosfat kopplar ihop de kalciumkansliga subtyperna (al- och B-kasein), vars ena dndar har
fosforylerade serinenheter!*3,

De Ovriga proteinerna klassas som vassleprotein, dar B-laktoglobulin utgér 50 % och a-laktalbumin 25
%. BSA utgor endast 1 % av totalproteinet i mjolk men har anda visat sig kunna inducera allergiska
reaktioner.

2.6 Diagnostiska tester for att analysera IgE

Ett av de aldre allergitesten som fortfarande anvands i stor utstrackning ar pricktestet. Det innebar
att en droppe allergiframkallande @mne prickas in i huden pa en misstankt allergisk individ. Om
personen ar allergisk mot @mnet blir det en rodnad runt pricksaret. IgE sensibiliserade mastceller i
huden aktiveras av allergenet och det resulterar i en lokal reaktion, storleken pa rodnaden avspeglar
dessutom grovt graden av allergisk reaktion hos individen. Det ar ett enkelt och billigt kvalitativt test
som oftast ger ett svar inom en halvtimme. Testet kan dock vara obehagligt om flera allergener ska
undersokas och flera pricksar behdver goras. Pricksaren kan aven orsaka klada.

Ett diagnostiskt in vitro-test som maéter allergen-specifikt IgE i humant serum dr ImmunoCAP. Testet
ar kvantitativt, vilket innebar att mangden IgE mot ett specifikt allergen kan bestimmas. Férekomst
av IgE mot ett specifikt allergen sammanfaller ofta, men inte alltid, med en klinisk allergi hos
individen. Det har ocksa visat sig att mangden IgE korrelerar med hur allvarlig allergi individen har
mot det uppmatta allergenet. En Iag mangd specifikt IgE innebéar ofta inga eller milda symptom
medan en hég mangd kan indikera allvarliga symptom.
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Metodiken for ImmunoCAP &r av typen indirekt-ELISA och beskrivs i sin helhet i figur 2.

A

A\ L
+* Y

Figur 2. Schematisk figur 6ver InmunoCAP-teknologin.

A. Allergenet av intresse kopplas till matrisen (den fasta fasen), som dr placerad
i botten av en hylsa. Patientens serum tillséitts, som innehdller specifika IgE-
antikroppar mot allergenet. Dessa kommer att binda till allergenet.

B. Hylsan tvdttas sedan, for att fa bort ospecifika antikroppar. Sedan tillsdtts
konjugat, vilket dr sekunddra antikroppar som specifikt binder till IgE och som
har ett konjugerat enzym till sin Fc-region.

C. Efter dnnu ett tvdttsteg tillsdtts substrat. Enzymet, som dr konjugerat till den
sekunddra antikroppen, kommer att spjélka substratet. Produkten av substratet
dr en fluorescerande molekyl.

D. Efter att enzymet och substratet har fatt inkubera tillséitts stoppl6sning,
vilket gér enzymet inaktivt och stoppar reaktionen. Sedan elueras I6sningen och
man kan da kvantifiera hur mycket IgE som har bundits in genom att mdta de
fluorescerande molekylerna med en detektor.

ImmunoCAP-testet ar en automatiserad metod som hanteras av Thermo Fisher Scientific instrument:
Phadial00, Phadia250, Phadial000, Phadia2500 samt Phadia5000. Siffran syftar pa hur manga tester
instrumentet klarar av att analysera pa ett dygn.

Den avlasta fluorescensen maéts i responsenheter (RU). For att ga fran responsenheter till IgE-

koncentration anvands en kalibreringskurva (figur 3). En kalibreringskurva skapas vanligtvis for varje

kdrning genom att mata responsen mot sex l6sningar med kand IgE-koncentration (vertikala

streckade linjer i figur 3). Kalibreringskurvor kan dven sparas for kommande kérningar. Thermo Fisher

Scientific anvdnder kalibreringskurvor baserade pd WHO:s referensférberedning 75/502 fér Ige™4,
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IgE-koncentrationen mats i kU/I. 1 kU/I motsvarar 2,4 ng/ml.

soeovo - . . :

| | § ; | 4000RU
s | P H ' !
T — : : :
g | I
E 1000 : i : / - :
¢ 5 Ny 5 a
o IR ; |
0,001 0,35 0,70 3,50 17,5 100

IgE-koncentration (kU/1)

Figur 3. Kalibreringskurva. Den anvdnds for att 6versdtta fluorescensens responsvdrde till en IgE-koncentration i
en ImmunoCAP-kérning. Detta gérs genom att mdta responsen mot sex lésningar med kénd IgE-koncentration
(streckade linjer).
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3 Projektet

3.1 Bakgrund

Mijolkallergi &r en form av IgE-medierad fédodmnesallergi som framst drabbar barn, da oftast runt ett
ars alder. Aven om de flesta av de drabbade vixer ur sin allergi vid 3 — 5 &rs alder kan den kvarsta
livet ut. Utover vanliga allergisymtom som eksem och snuva kan dven otrevligare symtom uppsta i
mag-tarmkanalen i form av krakningar, kramper, diarré och kolik.

Det finns fyra olika slags proteiner i komjélk som ar kdnda att orsaka IgE-sensibilisering: kasein, -
laktoglobulin, a-laktalbumin och bovint serum albumin (BSA). Kasein utgor det vanligaste allergenet.

Det ar oklart hur proteinerna bryts ned i matspjdlkningen och vid vilket stadie IgE-sensibiliseringen
mot dem sker. Eftersom symtom hos manga mjolkallergiker uppstar lokalt i mag-tarmkanalen ar det
moijligt att IgE-sensibilisering sker mot spjalkat mjolkprotein, eftersom proteinet da ar i en instabil
miljo i form av lagt pH, olika proteaser och hog saltkoncentration.

3.2 Syfte

Syftet med projektet ar att fa 6kad kunskap om partiellt stabila allergener, vilket &r allergener som
spjalkas till storre stabila peptider. Detta uppnas genom att behandla mjolkallergener med pepsin.
De pepsin-spjalkade allergenen kommer att karaktariseras bade biokemiskt och immunologiskt. Den
biokemiska analysens syfte ar att fa veta mer om pepsin-spjalkningen och vilka peptider som kan
tankas uppsta. Den immunologiska analysen undersdker om de pepsin-spjélkade allergenen ger ett
annorlunda IgE-svar jamfort med det nativa, intakta proteinet. Eftersom man efterliknar hur
allergenet ser ut i mag-tarmkanalen da IgE-sensibilisering sker ar det mojligt att ett allergitest med
pepsin-spjalkat allergen ger ett mer sanningsenligt varde. Kan ett allergitest med spjalkat allergen i sa
fall vara ett battre satt att pavisa allergi an det nativa proteinet? Korrelerar IgE-svaret battre med
den kliniska situationen hos patienten?

3.3 Mal

Projektet delas in i tre vdlavgrdansade faser:

1) Pepsin-spjalkning av mjolkallergen pa ett kontrollerbart och reproducerbart satt.

a) Pepsin konjugeras till den fasta fasen i en kromatografi-kolonn. Proteinldsningen far sedan
floda genom kolonnen och pa sa vis bearbetas av pepsinet. Variabler att betrakta ar
proteinldsningens pH samt flodeshastigheten genom kolonnen.

b) Biokemisk analys av de spjalkade allergenen med elektrofores och analytisk gelfiltrering.

2) Konjugering till ImmunoCAP-matris av:

a) Pepsin-spjalkat allergen

b) Ickespjalkat allergen som referens.

3) Immunologisk utvardering av spjalkat allergen.

a) Jamforelse av IgE-varde — pepsin-spjalkat allergen mot referens. Sera fran individer med
mjolkallergi.

b) Undersoka hur monoklona antikroppars reaktivitet till allergenen paverkas.
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4 Material och metoder

Foljande allergener och enzym anvdndes under projektets gang:

e Alpha-laktalbumin. Fran Sigma Aldrich, Storbritannien. Partinummer 9051-29-0
e BSA. Fran Sigma Aldrich, Storbritannien. Partinummer 18H0594.

e Beta-laktoglobulin. Framrenat av Thermo Fisher Scientific, Uppsala, Sverige.

e Kasein. Framrenat av Thermo Fisher Scientific, Uppsala, Sverige.

e Micellart kasein. Fran Gymgrossisten, Trollhattan, Sverige.

e Pepsin. Fran Worthington, New Jersey, USA. Partinummer M751029

e Monoklonala antikroppar. Fran Thermo Fisher Scientific, Uppsala, Sverige.

4.1 Kromatografi

Kromatografi dr ett samlingsnamn for en teknik som gar ut pa att separera molekyler, oftast
proteiner, ur en heterogen blandning. Detta gors med hjalp av en cylindrisk kolonn packad med en
matris, den stationara fasen. Separationen kan ske pa en rad olika satt: efter storlek, efter affinitet till
en ligand, efter jonstyrka etc!*®!. Genom att |ata proteinldsningen, den mobila fasen, fléda genom
kolonnen kan man paverka dess separation utifran vad matrisen har for egenskaper.

4.1.1 Pepsinkolonn

Ett satt att erhalla spjalkade mjélkproteiner ar att bearbeta dem med pepsin. Genom att kovalent
koppla pepsin till den stationdra fasen i en kromatografi-kolonn kan spjalkningen latt utforas da
proteinlosningen flodar genom kolonnen. Ett syfte med att anvanda kromatografi for att pepsin-
spjalka mjolkproteiner ar att pepsinet halls stationart. Detta eliminerar ett extra reningssteg som
skulle behdvas om pepsinet fortfarande var kvar i proteinldsningen. Ett annat syfte ar att
spjalkningen kan utforas kontrollerat och reproducerbart, vilket ar mycket viktigt om det skulle
anvandas i en tillverkningsprocess fér en produkt.

Som kolonn anviandes NHS-aktiverad HiTrap™ med en volym pa 5 ml (GE Healthcare, Uppsala,
Sverige). Kolonnens gel-matris bestar av agaroskulor med funktionella grupper kopplat till sig i form
av N-hydroxysuccinimid (NHS). Dessa grupper kan bilda en amidbindning med priméara aminer hos ett
protein eller peptid som darmed immobiliseras kovalent till kolonn-matrisen (figur 4).

Koppling av pepsin gjordes enligt tillverkarens instruktioner!*®!. Fyra sterilfiltrerade buffertar
anvandes:
e Kopplingsbuffert: 0,2 M natriumvatekarbonat (NaHCOs), 0,5 M natriumklorid (NaCl), pH 8,3
e Aktiveringsbuffert: 1 mM saltsyra (HCI)
e Avaktiveringsbuffert: 0,5 M etanolamin (C;H:7NO), 0,5 M natriumklorid (NaCl), pH 8,3
e Tvattbuffert: 0,1 M natriumklorid (NaCl)

Pepsin lostes upp i kopplingsbuffert till en slutkoncentration av 10 mg/ml. Kolonnen férvarades i
isopropanol, vilket tvattades ur med aktiveringsbuffert som samtidigt aktiverade NHS-grupperna.
Fem ml pepsin-l6sning injicerades sedan i kolonnen som inkuberades under 30 minuter. Sedan
tillsattes deaktiveringsbuffert efterfoljt av tvattbuffert i tre cykler. Detta for att inaktivera NHS-
grupperna och tvatta bort det som inte bundit in kovalent. Absorbansmatning av eluatet fore och
efter koppling visade att cirka 69 % av pepsinet band in, vilket motsvarar ungefar 35 mg. Kolonnen
forvarades i en buffert med pH 6, for att halla pepsinet inaktivt innan ett allergen skulle spjalkas.
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4.1.2 Spjalkning av mjélkallergen - generell metod

Pepsin-kolonnen kopplades till ett AKTA-instrument, vilket ar ett
kromatografi-system tillverkad av GE Healthcare. Mjukvaran som
anvandes var Unicorn, som styrde instrumentet med fardiga
metoder. Den gav dven information i realtid om kdrningens
parametrar. Proteinlosningen pumpades genom kolonnen och
eluerades sedan i 1 ml-fraktioner (figur 5).

Genom att variera proteinldsningens pH och darmed vilket pH som
pepsinet befinner sig i under kérningen, kan spjalkningsgraden
styras. Pepsin har en optimal aktivitet vid pH 2,0 och genom att ha
ett pH over det spjalkar pepsinet samre. Féljande provbuffertar

anvandes:

) Glycin-HCl-buffert, pH 2,0
. Glycin-HCl-buffert, pH 3,0
. Acetat-buffert, pH 3,8

Figur 5. Kromatografi-kolonn. En typ av mjélkprotein (blda moln) pumpas
genom kolonnen i bestdmd flédeshastighet ddr pepsin (grén férg) ér
konjugerat till den stationdra fasen. Eluatet dr pepsin-spjdlkat

mjélkprotein.

En annan viktig variabel ar proteinldsningens flodeshastighet genom kolonnen. Detta paverkar
mjolkproteinets kontakttid med pepsinet och darmed spjalkningsgraden. En snabb flédeshastighet
ger saledes en kort kontakttid och en langsam flodeshastighet en lang kontakttid. Flodeshastigheten
kunde varieras mellan 0,1 — 2,0 ml/min, vilket i en 5 ml-kolonn motsvarar 2,5 — 50 minuters
inkubering med pepsin. Kromatografin utférdes i rumstemperatur.

Ar 2006 gjorde F. Javier Moreno en sammanfattningsartikel om hur pepsin bryter ned
fédodmnesallergener!’’). Denna artikel har anvints i denna studie for att vélja ut lampliga startvirden
géllande pH och inkuberingstid. Om resultatet visade att ett mjolkprotein var svart att bryta ned, sa
anvandes en provbuffert ndra pH 2,0 samt en langsam flédeshastighet genom kolonnen.
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En standardkoérning for pepsin-spjalkning anvandes da ett nytt mjolkallergen skulle undersokas.
Kolonnen jamviktades med fyra kolonnvolymer buffert, med ett utvalt pH. Samtidigt |0stes ett
mjolkprotein upp i 25 ml av samma buffert. Losningen filtrerades sedan for att ta bort eventuella
utfillningar. Proteinlésningen kopplades in till AKTA:s provpump. Tre flddeshastigheter férinstélldes i
Unicorn-metoden for att erhalla fem fraktioner & 1 ml per flodeshastighet. Metoden sattes darefter
igdng. Proteinldsningen eluerades normalt efter ca 7 — 8 ml, pa grund av kolonnens volym samt
doédvolymen som provpumpens slang gav upphov till. Nar metoden bytte flédeshastighet fick den
proteinlosning som fanns i kolonnen ett mellanting av hastigheterna. Pa grund av denna odefinierade
hastighet fick 5 ml, kolonnens volym, laggas till varje gang da flodeshastighet byttes. Foljaktligen
kravdes 25 ml provvolym istéllet fér 15 ml for att kora tre flodeshastigheter. Tabell 2 illustrerar

upplagget.

Tabell 2. Korrelation mellan flédeshastigheter och elueringsvolym.

Flodeshastighet genom pepsin-kolonn _ Elueringsvolym (ml)
Vi 0(8)-13
V1 = V; (omstallningsfas) 14-18
V> 19-23
V; = V; (omstallningsfas) 24 -28
Vs 29-33

Proteinlosningen pumpas igenom pepsin-kolonnen och elueras forst efter cirka 8 ml. Fem fraktioner
4 1 ml kordes per flodeshastighet. Pa grund av att det krédvdes 5 ml, kolonnens volym, for att byta
flodeshastighet fick extra volym laggas till.

Medelhastigheten for omstallningsfasens fraktioner kunde estimeras genom att anta att en fraktion
har en medelpunkt. Medelhastigheten berdknas efter hur langt fraktionen har kommit i kolonnen da
flodeshastighet byttes, vilket figur 6 med utrdkningar visar.

( \ ° 0,5

4,5
______________________ s 5 5
#F5
1 , 3,5
V(#F4) = XVi+—XV,
5 5
' 2,5 2,5
#Fa . V(#F3) = XV + X Vy
---------------------- 25 1 5
#F3 V(#F2) = —xV; + —x V,
s 5 5
---------------------- VHF1) = —x Vi + =XV,
#F2
Figur 6. En fraktions medelhastighet vid byte av flédeshastighet. Vid omstdllningsfasen
...................... a5 uppstdr fem fraktioner, #F, med olika flodeshastigheter. En fraktion antas ha en

\#F1 ) . medelpunkt (bld streckad linje). Medelhastigheten berdknas efter hur ldngt fraktionen

har kommit i kolonnen dad flédeshastigheten byttes.

Genom att dela kolonnens volym med den estimerade flodeshastigheten erhdlls fraktionens
inkubationstid med pepsin.
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| kromatogrammet fran koérningen ses vilket fraktionsrér som korrelerar till vilken flodeshastighet
(figur 7).
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Figur 7. Kromatogram som erhélls efter en kromatografi-kérning. Den gréna streckade linjen motsvarar
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proteinlésningens flédeshastighet och den blda linjen dess UV-absorbans. De réda vertikala strecken indikerar i
vilka fraktioner som eluatet hamnar i.

Efter kérningen tvattades kolonnen med 0,05M natrium-fosfat-buffert (NaPi) med 0,02 % natrium-
azid (NaNs) pH 6, som kolonnen sedan forvarades i. En liten mangd av eluatet fran eftertvitten
sparades for att underséka om protein fastnade i kolonnen under kérningen.

Om en liten mangd pepsin sldappte fran kolonnen under en kérning och hamnade i ett fraktionsror
skulle pepsin-spjalkningen fortskrida. Av denna anledning forpytsades en basisk buffert i
fraktionsroéren for att neutralisera l6sningens pH och ddarmed inaktivera eventuellt pepsin (tabell 3).
Neutraliseringen kontrollerades med hjalp av pH-remsor.

Tabell 3. Mdngden buffert det krévdes for att neutralisera 1 ml eluerad provlésning.

Provbuffert Neutralisering

Acetat-buffert, pH 3,8 1 ml 0,5M NaP; pH 8,0/ 0,02 % NaNs
+ 0,5 ml 1M NaOH

Gly-HCl-buffert, pH 2,0 150 ul 0,5M NaP; pH 8,0/ 0,02 % NaN3

Gly-HCl-buffert, pH 3,0 100 0,5M NaP; pH 8,0/ 0,02 % NaNs
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4.1.3 Betingelser under pepsin-spjdalkningen
Koncentrationen av mjolkallergenet som skulle underga spjalkning varierades, beroende pa dess
|6slighet samt tillgdng pa ravara (tabell 4).

Tabell 4. Parametrar fér pepsin-spjélkning.

Kérning Allergen Buffert-koncistens Inkubationstid Ursprungs-
med pepsin koncentration

1 a-laktalbumin 0,1 M Gly-HCI 5—50 min 1,78 mg/ml
pH 3,0

2 BSA 0,1 M Acetat-buffert 10 min 8,43 mg/ml
pH 3,8

3 BSA 0,1 M Acetat-buffert 50 min 10,1 mg/ml
pH 3,8

4 BSA 0,1 M Gly-HCI 5—-50 min 9,2 mg/ml
pH 3,0

5 B-laktoglobulin 0,1 M Gly-Hcl 10 — 50 min 2,0 mg/ml
pH 3,0

6 B-laktoglobulin 0,1 M Gly-HCl 60 — 90 min 5,6 mg/ml
pH 2,0

7 Kasein 0,1 M Gly-HCl 10 - 50 min 1,5 mg/ml
pH 3,0

8 Kasein 0,1 M Gly-HCl 2,5-5min 1,30 mg/ml
pH 3,0

9 Micellart kasein 0,1 M Gly-HCl 3 —-10 min 3,4 mg/ml
pH 3,0

Kasein var valdigt svarlost i pH 3,0. Istallet anvandes kasein 16st i fosfatbuffert, pH 8. Ett extra
kromatografisteg fick da laggas till fér att géra ett buffertbyte till pH 3,0. Beta-laktoglobulin var ocksa
|6st i fosfat-buffert, pH 8. Liksom for kasein fick ett extra kromatografisteg laggas till for att fa pH 3,0.

Efter pepsin-spjalkningen bestamdes koncentrationen av protein i fraktionerna med absorbans-
matning. Darefter analyserades de med SDS-PAGE féljt av silverinfargning for att kunna se
peptidbanden.

4.2 Absorbansmitning

Koncentrationsbestamning av det pepsin-spjdlkade materialet i fraktionerna erhélls genom
absorbansmatning vid 280 nm med spektrofotometer (Cary 50, Verotech AB, Sverige). Provlosning
belyses med ljus av en given vaglangd varpa man mater hur mycket ljus som absorberas av |6sningen.
Enligt Lambert- Beers lag &r en I6snings formaga att absorbera ljus proportionell mot dess
koncentration (c). Mer specifikt &r absorbansen av en 16sning beroende av ljusets fardstracka (1)
genom l6sningen samt det I6sta amnets extinktionskoefficient (g), vilket ar ett matt pa hur val den
absorberar ljus vid en given vaglangd.

A
Lambert-Beers lag. A=eXlXxc & ¢c= peor)

En proteinldsning absorberar ultraviolett ljus maximalt vid 280 nm. Absorptionen sker pa grund av de
aromatiska aminosyrorna fenylalanin, tryptofan samt tyrosin. Extinktionskoefficienten for de
mjolkproteiner som spjalkades ar teoretiskt berdknade. De baseras pa hur manga aromatiska
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aminosyror som finns i deras aminosyrasekvens samt hur manga av dessa som ar exponerade pa
proteinets yta. Aromatiska aminosyror inne i proteinets kidrna kan inte absorbera ljus, vilket paverkar
extinktionskoefficienten. Extinktionskoefficienterna som anvandes fér de undersokta
mjolkallergenerna visas i tabell 5.

Tabell 5. Mjélkallergeners extinktionskoefficienter.

a-laktalbumin 1,73
B-laktoglobulin 0,93
BSA 0,63
Kasein 1,10

Absorptionen av en proteinldsning mattes med en kyvett, med 1 cm i bredd, som sedan sattes ned i
UV-spektrofotometern. Genom att lata monokromatiskt ljus pa 280 nm passera proteinlésningen
erholls ett absorptionsvarde som med hjalp av Lambert-Beers lag kunde rdaknas om till koncentration.

4.3 Gelelektrofores

Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE) ar en elektroforesmetod som
anvands for att analysera proteiner. Gelen innehaller ett porést natverk av polyakrylamid i vilket
proteiner kan migrera over ett elektriskt falt. For att proteinerna ska vandra i det elektriska faltet
maste de vara negativt laddade. SDS anvands for att ge proteinerna en negativ nettoladdning genom
att binda till proteinets peptidbindningar vilket leder till att alla proteiner far ssmma massa/laddning-
forhallande. SDS forstor dven proteiners sekundarstrukurer i samband med varmning och gor alla
proteiner linjara. Detta forhindrar att proteinerna inte separeras beroende pa struktur utan pa
storlek. Disulfidbryggor finns dock fortfarande kvar men dessa kan brytas med hjalp av ditiotreitol
(DTT). Eftersom proteinerna nu har samma massa till laddning men olika langd kommer de att
separeras i gelen med avseende pa storlek. De storsta proteinerna kommer att fordréjas i gelen
medan minsta proteinerna kommer att migrera langst stracka, da dessa tar sig enkelt genom
gelporerna. Beroende pa vilken molekylvikt malproteinet har kan polyakrylamid-koncentrationen i
gelen varieras. Om malproteinet ar valdigt litet kan man héja koncentrationen, vilket ger tatare
struktur, vilket medfér att proteinet inte vandrar fér 1dngt och didrmed hamnar utanfér gelent*®, Tva
geltyper anvandes under projektets gang:

o NuPAGE Bis-Tris 4 — 12 %. Standardgel
o NuPAGE Bis-Tris 12 %. Proteinerna vandrade kortare stracka men fick en hogre upplosning
for mindre proteiner.

Under projektet anvandes NuPage elektrofores, vilket ar en typ av SDS-PAGE. Vid provbehandlingen
anvandes litiumdodecylsulfat (LDS) istallet for SDS. Utvalda proteinfraktioner fran pepsin-
spjalkningen pipetterades i gelens brunnar tillsammans med en referens samt en markér. En markor
ar en valdefinierad proteinmix med kanda molekylvikter, vilket gor att man visuellt kan uttyda
proteinbandens storlek. Som markor anvandes Mark 12 (Invitrogen, Carlsbad, USA) som innehaller
tolv proteiner med molkylvikter mellan 2,5 — 200 kDa. Efter elektroforesen silverinfargades gelen.
Gelen fick ligga i en |6sning med silverjoner, som interagerade med proteinerna. Proteinbanden
visualiseras genom reduktion av silver-jonerna till metalliskt silver som da far en brun-svart farg. Det
var forst efter visuell inspektion av gelen som man kunde se om mjélkallergenet undergatt pepsin-
spjalkning eller inte. De material, med samma inkubationstid, som undergatt spjalkning poolades och
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sparades i frysen tills de skulle konjugeras till ImmunoCAP-matris. Fraktioner med material som
spjalkades fullstandigt eller inte alls uteslots.

4.4 Analytisk gelfiltrering

Analytisk gelfiltrering &r en kromatografimetod som gar ut pa att en proteinlosning separeras efter
storlek och radie. Matrisen, som bestar av pordsa gelkulor, véljs ut sa att proteinerna separeras med
en sa hog upplésning som mojligt. Da en proteinlosning flédar genom kolonnen kommer I6sningen i
kontakt med gelkulorna. De minsta proteinerna kan passera in i gelkulornas porkanaler och har
saldes tillgang till hela kolonnvolymen. De storsta proteinerna kan daremot inte ga igenom kulorna
och kommer istallet passera forbi dem. Detta leder till att de stérsta proteinerna kommer ut forst ur
kolonnen medan de minsta proteinerna, som har ldngre flddesvig, kommer ut sist!**,

100 ul av det material i fraktionerna som erholls efter pepsin-spjalkning analyserades pa Superdex-
kolonner, 25 ml. Malet var att fa 6kad kunskap om peptidernas struktur, som SDS-PAGE inte kunde
visa. Gelfiltreringen utférdes pa en AKTApurifier med en Autosampler A-900 (GE Healthcare), som
automatiserade analysen. Superdex-matrisen bestar av gelkulor som utgérs av korsbundet agaros
och dextran. Genom att variera korsbindningen av agaros och dextran erhalls olika dynamiska
omraden for proteinseparation. Foljande gel-matriser anvandes i dessa experiment:

e Superdex 75. Optimal upplosning for biomolekyler mellan 3 — 70 kDa. Den anvandes for
analys av a-laktalbumin, B-laktoglobulin, BSA samt kasein.

e Superdex 200. Optimal upplosning for biomolekyler mellan 10 — 600 kDA. Den anvandes for
att analysera micellart kasein.

4.5 Konjugering av allergen till InmunoCAP-matris

For att kvantifiera specifikt IgE mot de pepsin-spjalkade fragmenten kopplades de till en ImmunoCAP-
matris. Matrisen bestar av en cellulosa-polymer. Bindningskapaciteten for protein/allergen ar hog da
cellulosastrukturen har en valdigt stor yta. Detta medfor i sin tur att en stor mangd IgE kan binda in,
vilket ger en valdigt kanslig detektionsmetod.

75 ul av en pepsin-spjalkad peptid-pool pipetterades ner i en hylsa, med cellulosa-matris i botten.
Detta fick inkubera i kylrum i en timme. Efter det torrsdgs hylsan och sedan adderades 50 pl
blockeringsbuffert, fér att blockera obundna ytor pa matrisen. Hylsan inkuberades med
blockeringsbufferten éver natt i kylrum. Dagen efter skoljdes blockeringsbufferten ut med en
tvattbuffert. Allra sist tillsattes 50 ul forvaringsbuffert.

Totalt gjordes 64 hylsor per pepsin-spjalkad pool. Ickespjalkat allergen konjugerades pa samma satt
for att anvandas som referenser. Hylsorna forvarades sedan i kylrum i ImmunoCAP-pennor, 16
stycken per penna. Det ar dessa som Phadia-instrumentet anvdnder i den automatiserade IgE-
analysen.

4.6 Analys av IgE

Efter konjugering av pepsin-spjdlkade mjolkallergener till InmunoCAP analyserades mangden specifik
IgE mot dessa peptider i humant sera med hjalp av ett Phadia250-instrument. Sera kom fran tolv
individer 6ver 18 ar, med blandade aldrar och kén. Samtliga har fatt diagnosen mjolkallergi och en
tidigare ImmunoCAP-analys har visat att samtliga sera hade signifikanta IgE-nivaer mot mjolk.
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Somliga serum gav dock Iaga varden for specifik IgE mot a-laktalbumin, B-laktoglobulin, BSA och
kasein.

Genom att exportera en analysuppstallning i excelformat till instrumentet samt ladda sera,
ImmunoCAP-pennor och buffertlésningar skedde analysen automatiskt. Genom att analysera
konjugerat material med en referens kunde man utvardera om IgE-svaret blev annorlunda.

4.7 Analys med mjolkallergen-specifika monoklonala antikroppar

En monoklonal antikropp ar en antikropp som harstammar fran och har isolerats fran en enda B-cell.
Den binder specifikt till endast en epitop pa ett antigen. Pa Thermo Fisher Scientific har ett flertal
monoklonala antikroppar tagits fram och kartlagts mot olika mjolkallergen. Dessa antikroppar
(vanligen utlanade av Eva af Geijerstam, Thermo Fisher Scientific, Uppsala) anvandes for att
immunologiskt undersdka hur pepsin-spjalkning paverkade allergenets struktur genom att méata den
monoklonala antikroppens inbindning till pepsin-behandlat allergen.

Phadial00 anvandes for att mata antikroppens inbindning till pepsin-spjdlkat allergen. Metodiken
var likadan som ImmunoCAP, dock anvdandes mus-IgG som primar antikropp samt anti mus-IgG som
konjugat. De monoklonala mus-lgG-antikropparna hade en slutkoncentration pa 1 pg/ml.
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5 Resultat
Exjobbets resultat kunde delas in i fyra olika faser sammanfattade in en schematisk bild nedan (figur

8).

Pepsin- Siokemisik Urval vidare till
W analys av . .
spjalkning fraktioner konjugering

* Inkuberingstid * Koncentrations- ® Varierad spjalkning  ® Reaktivitet med
* pH provbuffert bestdmning inom varje allergen humana sera
* SDS-PAGE + * Reaktivitet med
gelinfargning monoklonala
» Gelfiltrering antikroppar

Figur 8. Exjobbets fléde. Mjélkallergen pepsin-spjélkades och analyserades biokemiskt. Utvalda pooler togs
vidare fér konjugering till InmunoCAP-matris, vilket méjliggjorde en immunkemisk analys.

5.1 Pepsin-spjdlkning

De mjolkallergener som undergick pepsin-spjalkning var a-laktalbumin, BSA, B-laktoglobulin, kasein
samt micellart kasein. Pepsin-spjalkningen utférdes genom att lata en allergenl6sning floda genom
pepsin-kolonnen, med bestamd flédeshastighet och pH. Genom att dividera kolonnens volym med
flodeshastigheten erholls en inkubationstid, som motsvarade hur lang kontakttid pepsinet hade med
allergenet. Metodiken som anvandes ar beskriven i detalj under avsnittet 4.1.2 ”Spjélkning av
mjélkallergen — generell metod”.

Kromatogram fran analytiska gelfiltreringen ar aven inkluderade. Absorbanstopparna har
normaliserats efter referensen. Alla pepsin-spjdlkade fraktioner har inkuberats i pH 3,0 om inget
annat anges.

5.1.1 «o-laktalbumin
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Alpha-laktalbumin spjélkades redan efter 5 minuter upp i tva huvudband, ett med en molekylvikt
runt ~13 kDa och ett band som férmodligen bestar av minst tre peptider runt ~4 kDa (figur 9).
Peptidbanden som uppstod blev mindre med 6kad inkubationstid. Bandet runt ~13 kDa forsvinner
helt efter 17 minuters inkubation. Tva peptider, med en ungefarlig molekylvikt mellan 4 -5 kDa blir
kvar efter 50 minuters inkubationstid.

Fraktionerna med samma inkubationstid poolades. Referensprov samt poolerna som inkuberadesi 5,
17 respektive 50 minuter sparades for konjugering till ImmunoCAP-matris. Analytisk gelfiltrering
utfordes pa dessa pooler (figur 10).

mAL

ﬁ
wa b
300 |

200

100

a0 =
120 140 160 180 090 mi

Figur 10. Analytisk gelfiltrering av pepsin-spjélkat a-laktalbumin. Senare elueringstid innebér minskad peptid-
storlek. Amplituden av topparna normaliserades mot referensen.

Figuren visar att 6kad inkubationstid i pepsin-kolonnen medfér stérre andel mindre peptider
(absorbanstopparna forskjuts till hoger med 6kad inkubationstid). 17 minuters inkubation verkar ha
medfort tre peptidstorlekar, vilket inte kan urskiljas pa gelen (figur 9).
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5.2 BSA

Pepsin-spjalkning av BSA under tio minuter gav upphov till fyra peptidband, varav tva med hog
densitet (figur 11). Tre av peptidbanden hade molekylvikter mellan 37 — 55 kDa, den fjarde en

molekylvikt pa 31 kDa. Daremot ar mycket av ursprungsbandet fortfarande kvar.
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En langre inkubationstid undersoktes for BSA (figur 12).

M 0 50 50 50 50 50 0* (Min)

Figur 11. Analys av BSA med SDS-PAGE. BSA,
I6st i acetatbuffert pH 3,8, inkuberades i
pepsin-kolonnen i 10 minuter. SDS-PAGE
utférdes med 0,2 ug prov per brunn
(oreducerade prover). Gelen som anvéndes
var Bis-Tris 4 — 12 %.

Figur 12. Analys av BSA med SDS-PAGE.
BSA, I6st i acetatbuffert pH 3,8,
inkuberades i 50 minuter med pepsin. Den
reducerade referensen, 0%, gick kortare
stréicka i gelen dd avsaknaden av disulfid-
bindningar inte gjorde den lika kompakt.
SDS-PAGE utférdes med 0,2 ug prov per
brunn (oreducerade prover). Gelen som
anvdndes var Bis-Tris 4 — 12 %. Kontrasten
héjdes upp for att urskilja de svaga
peptidbanden Iéingre ner i gelen.

Pepsin-spjalkning av BSA, I6st i buffert pH 3,8, i 50 minuter gav upphov till tva peptidband med hog
densitet. Det ena peptidbandet hade en molekylvikt pa ca 40 kDa medan det andra var cirka 31 kDa.
Ursprungsbandet ar dessutom praktiskt taget borta. Tre peptidband med lag densitet uppstar dven
langre ner i gelen, med molekylvikter mindre an 22 kDa. Jamfért med 10 minuters inkubation blev
peptidernas molekylvikt mindre. Figur 12 visar att BSA-referensen forekom som monomer, dimer
och trimer. Den reducerade BSA-referensen, 0%, hamnade nu i hojd med markérens proteinband pa

66 kDa.
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BSA pepsin-spjdlkades dven vid pH 3,0, fér att underséka om man kunde fa fram en stérre mangd
peptider under 31 kDa (figur 13).
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Figur 13. Analys av BSA med SDS-PAGE.
BSA, I6st i buffert med pH 3,0,
inkuberade med pepsin i 5 — 50
minuter. SDS-PAGE utférdes sedan pa
materialet i utvalda fraktioner. Gelen
som anvdndes var Bis-Tris 4 — 12 %.
Provmdingden per brunn var 0,2 ug,
oreducerat.

En inkubationstid pa 50 minuter gav tva peptidband med hog densitet: ett med en molekylvikt pa 22

kDa samt ett mellan 6 — 14 kDa. Ursprungsbandet av BSA spjalkades fullkomligt efter 13 — 23
minuter.

Fraktionerna med samma inkubationstid poolades. Referensprov och poolerna som inkuberades i 5,

10 respektive 50 minuter i pH 3,0 samt 50 minuter i pH 3,8 sparades for konjugering till ImmunoCAP-
matris. Analytisk gelfiltrering utférdes pa nagra av poolerna (figur 14).
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Figur 14. Analytisk gelfiltrering av pepsin-spjdlkat BSA med referens. Senare elueringstid innebdr en mindre

peptidstorlek. Amplituden av topparna normaliserades mot referensen.

Figur 14 visar liksom analyserna med SDS-PAGE att pepsin-inkubation i ett lagre pH gav en mer
effektiv spjalkning av BSA.

5.2.1 -laktoglobulin
Beta-laktoglobulin var valdigt motstandkraftigt mot pepsin, 50 minuters inkubering med pepsin

forandrade inte proteinets storlek alls (figur 15).
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Figur 15. Analys av B-laktoglobulin med
SDS-PAGE. Beta-laktoglobulin, 16st i Gly-
HCl-buffert pH 3,0, hade en inkubationstid
pG 10 — 50 minuter med pepsin. SDS-PAGE
: utférdes sedan pd materialet i utvalda
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Ett nytt forsok gjordes med 6kad inkubationstid och lagre pH (figur 16).
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En langre inkubationstid med lagre pH medférde dock fortfarande ingen pepsin-spjalkning.
Fraktionerna med samma inkubationstid poolades. Referensprov och pooler som inkuberades i 10,
17 respektive 50 minuter i pH 3,0 sparades for konjugering till ImmunoCAP-matris. Analytisk
gelfiltrering utférdes pa dessa pooler (figur 17).
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Figur 17. Analytisk gelfiltrering av pepsin-spjdlkat 8-laktoglobulin, med referens. Senare elueringstid innebdr en
mindre peptidstorlek. Amplituden av topparna normaliserades mot referensen.

Den analytiska gelfiltreringen bekraftade resultatet ifran figur 16 att B-laktoglobulin motstod
spjalkning. Dock forskots absorbanstopparna en aning till hoger efter spjalkningen, vilket indikerar att
B-laktoglobulins struktur blev lite mindre.

5.2.2 Kasein

Pepsinet spjadlkade kaseinet fullstandigt — inget peptidband kunde urskiljas efter tio minuters
inkubation. | referensen, 0 minuters inkubation, ser man att kasein dven férekommer som en dimer
(figur 18).
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- - inkuberade i 0 — 50 minuter med
6 ' pepsin. SDS-PAGE utférdes sedan pa
35 materialet i utvalda fraktioner. Gelen
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Proteinmdéngden var 0,2 ug per

M 0 10 10 11 14 17 17 21 31 50 50 (Min) brunn, oreducerat.

Forsoket gjordes darfor om i samma pH fast med kortare inkubationstid (figur 19).
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Da inkubationstiden var mindre an fyra minuter kunde ett peptidband urskiljas med en molekylvikt
mellan 14 — 22 kDa.

Ett nytt forsok att pepsin-spjalka kasein i pH 3,8 misslyckades pa grund av utfallning.

Fraktionerna med samma inkubationstid poolades. Referensprov samt poolen som inkuberades i 3,3
minuter sparades for konjugering till InmunoCAP-matris. Analytisk gelfiltrering utférdes pa dessa
pooler (figur 20).
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Figur 20. Analytisk gelfiltrering av pepsin-spjdlkat kasein, med referens. Senare elueringstid innebdr en mindre
peptidstorlek. Amplituden av fraktionens hégsta topp normaliserades mot referensen.

Den analytiska gelfiltreringen bekraftade figur 19 att kasein spjalkas valdigt snabbt. 3,3 minuters
pepsininkubering medfoér cirka tva absorbanstoppar. Dock har absorbanstoppen langst till hoger
valdigt lang elueringstid (liten peptidstorlek) och har formodligen gatt utanfor gelen under
elektroforesen.

5.2.3 Micellirt kasein

Kasein forekommer i mjolk i en struktur som kan liknas med en micell. For att undersdka om det
renade kaseinet som anvandes i forsdken skiljde sig fran ett micelldrt kasein utférdes dven pepsin-
spjalkning av ett kasein i micellform (figur 21).
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Ravaran visade sig inte vara ren utan var kontaminerat med vassleprotein, framst B-laktoglobulin.
Beta-laktoglobulin &r, som tidigare visat, motstandskraftigt mot pepsin. Gelbilden visade att
proteinbandet fér B-laktoglobulin var med i samtliga fraktioner. 3,3* var en referens for hur rent
kasein ser ut nar det har inkuberats med pepsin i 3,3 minuter i pH 3,0. Detta peptidband tycks vara
med i de flesta fraktionerna. Micellart kasein verkade betydligt motstandskraftigare mot pepsin-
spjalkning an icke-micellart kasein. | figur 21 kan man tydligt se att ursprungsbanden kvarstod i
samtliga fraktioner efter spjalkningsforsoket. Nar rent kasein pepsin-spjadlkades forsvann
ursprungsbanden efter tva och en halv minuter (figur 19).

Trots att ravaran var kontaminerad poolades fraktionerna med samma inkubationstid. Referensprov

samt poolerna som inkuberats i 3, 5 respektive 10 minuter sparades for konjugering till ImmunoCAP-
matris. Analytisk gelfiltrering utfordes pa nagra av dessa pooler. En kaseinreferens ar dven inkluderad
(figur 22).
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Figur 22. Analytisk gelfiltrering av pepsin-spjélkat micelldrt kasein, med referenser. Senare elueringstid innebdr
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en mindre peptidstorlek. Amplituden av fraktionens hégsta topp normaliserades mot kasein-referensen.

Figur 22 visar att micellart kasein har en aborbanstopp med valdigt kort elueringstid, vilket innebar
att det ar ett stort komplex. Tio minuters pepsin-spjalkning av micellart kasein ger dven tva
absorbanstoppar med lang elueringstid, vilket tyder pa att delar av strukturen har brutits ner av
pepsinet.
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5.3 Lampliga fraktioner vidare till konjugering

Da volymen humana sera, som IgE-analysen baserades pa, var begrdnsad kunde inte alla
allergenpooler undersokas. Istéllet valdes nagra pooler per allergen med en sa varierad spjalkning
som mojligt. Nitton pooler, varav fem referenser, erhallna efter pepsin-spjalkningen ansags som
lampliga for koppling. Dessa hade en stor spridning i inkubationstid inom vardera allergen, vilket gav
en varierad spjalkningsgrad. Poolerna askadliggors i tabell 6.

Tabell 6. Pepsin-spjilkade mjélkallergen. Referenser dr dven inkluderade. Dessa togs vidare for konjugering till
immunoCAP.

Allergen _ Inkuberingstid (min) _ pH
a-laktalbumin 0 -
a-laktalbumin 5 3,0
a-laktalbumin 17 3,0
a-laktalbumin 50 3,0
B-laktoglobulin 0 -
B-laktoglobulin 10 3,0
B-laktoglobulin 17 3,0
B-laktoglobulin 50 3,0

BSA 0 -
BSA 5 3,0
BSA 10 3,0
BSA 50 3,0
BSA 50 3,8
Kasein 0 -
Kasein 3,3 3,0
Micellart kasein 0 -
Micellart kasein 3,3 3,0
Micellart kasein 5 3,0
Micellart kasein 10 3,0
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5.4 IgE-analys av pepsin-spjilkat mjolkallergen

De kopplade poolerna (tabell 6) analyserades sedan med avseende pa mangden specifik IgE, i
humant serum hjalp av ImmunoCAP, ett replikat per pool. Inkubationstiden for vardera pool anges i
minuter. Inkubationen har skett i pH 3,0 om inget annat anges.

5.4.1 o-laktalbumin

Den uppmatta koncentrationen av specifikt IgE mot a-laktalbumin sjénk med 6kad inkubationstid
med pepsin. Det enda undantaget var i serum 62679, dar IgE-koncentrationen 6kade nagot for a-
laktalbumin som inkuberats med pepsin i 5 minuter (figur 23).

Specifik IgE mot pepsin-spjalkat
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Figur 23. IgE:s reaktivitet med pepsin-spjélkat a-laktalbumin i tolv sera (inklusive kontroll).
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5.4.2 BSA

Okad spjilkningsgrad av BSA gav ndgot férhojda specifika IgE-varden fér serum 51059. For dvriga
sera var IgE-koncentrationen omvant proportionell mot spjalkningstiden. Serum 31910 visade en
liten 6kning i specifik IgE-koncentration fér BSA som inkuberades i 50 minuter i pH 3,8 jamfort med

icke-spjalkat BSA. Dessa vdarden ar dock nara detektionsgransen och kan betraktas som
bakgrundsbrus (figur 24).
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Figur 24. IgE:s reaktivitet med pepsin-spjéilkat BSA i tolv sera (inklusive kontroll).

5.4.3 pB-laktoglobulin

Den uppmatta specifika IgE-koncentrationen minskade en aning for samtliga sera da inkubations-
tiden med pepsin 6kade (figur 25).
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Figur 25. IgE:s reaktivitet med pepsin-spjélkat 8-laktoglobulin i tolv sera (inklusive kontroll).
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5.4.4 Kasein

Den uppmatta specifika IgE-koncentrationen minskade markant i samtliga sera for kasein-pooler som
inkuberats med pepsin i 3,3 minuter (figur 26).
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Figur 26. IgE:s reaktivitet med pepsin-spjélkat kasein i tolv sera (inklusive kontroll).

5.4.5 Micelliart kasein

Den uppmatta specifika IgE-koncentrationen minskade i samtliga sera for samtliga pooler av micellart
kasein som behandlats med pepsin (figur 27).
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Figur 27. IgE:s reaktivitet med pepsin-spjéilkat micelldrt kasein i tretton sera (inklusive kontroll).
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5.5 Analys med monoklonala antikroppar

Nagra av allergenpoolerna anvdndes for att undersdka hur monoklonala antikroppars inbindning
paverkas av pepsin-spjalkning. Tre monoklonala antikroppar riktade mot a-laktalbumin, en mot BSA,
tva mot B-laktoglobulin, fyra mot kaseins subtyper samt tio (alla foregaende) mot micellart kasein.
Figur 28 visar vilka inbindning som uppnaddes.

A Monoklonala antikroppar mot B  Monoklonala antikroppar mot
a-laktalbumin B-laktoglobulin
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Figur 28. Monoklonala antikroppars reaktivitet med pepsin-spjélkat mjélkallergen. Allergenpoolernas
inkubationstid med pepsin anges i minuter. | figur 27A anvdndes tre monoklonala antikroppar, med affinitet till
varsitt epitop pd a-laktalbumin. | figur 27B anvdndes tre monoklonala antikroppar, med affinitet till varsitt
epitop pa B-laktoglobulin. | figur 27C anvindes fyra monoklonala antikroppar, med affinitet till varsitt epitop pa
en kasein-subtyp. | figur 27D anvdndes alla tio féregdende monoklonala antikroppar mot micellért kasein.
Inbindningen mdts i koncentration (ug/ml).

Fem minuters inkubation med pepsin medférde att a-laktalbumins struktur férstérdes i den grad att
ingen av de monoklonala antikropparna band in till de tre olika epitopen (figur 28A).

Monoklonala antikroppar specifika mot tva olika epitoper pa B-laktoglobulin gav konstanta varden
efter 50 minuters inkubation med pepsin (figur 28B).

Ingen inbindning skedde mot epitopet pa a2-kasein for varken referensen eller poolen som pepsin-
spjalkats. Epitopet pa B-kasein var intakt efter 3,3 minuters pepsin-spjalkning medan epitopen pa al-
och k-kasein blev obrukbara (figur 28C). Micellart kasein som inkuberats med pepsin i 5 minuter gav
forhojd inbindning for kaseins B- och k-subtyper samt B-laktoglobulins tva epitop (figur 28D).

Endast en typ av monoklonal antikropp fanns att tillga for att mata inbindning till BSA. Dock kunde
inget matvarde uppnas for vare sig referensen eller pepsin-spjalkat BSA.
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6 Diskussion

6.1 Biokemisk karaktdrisering av pepsin-spjdlkade allergen
Alpha-laktalbumin har en molekylvikt pd 14 kDa och var det minsta allergenet som undersoktes. De
minsta fragmenten som uppstod efter pepsin-spjalkningen var cirka 4 — 5 kDa (figur 9), vilket &r
valdigt ndra minimigransen fér hur litet ett allergen kan varal®., Ett allergen maste ha minst tva
epitoper for att kunna aktivera en sensibiliserad mastcell och ddarmed en allergisk respons.

BSA pepsin-spjalkades till mindre fragment da en buffert med pH 3,0 istallet for pH 3,8 anvandes
(jamfor figur 12 och 13). Detta var vantat da pepsin lag ndrmare sin optimala aktivitet, pH 2,0. Femtio
minuters inkubation med pepsin i pH 3,8 gav tva peptidband med hog densitet pa gelbilden (figur
12). Dock visar analytiska gelfiltreringen att denna pool har endast en hég absorbanstopp (figur 14).
Detta kan innebara att de tva peptiderna sitter ihop icke-kovalent i nativt tillstand.

Beta-laktoglobulin var valdigt motstandskraftig mot pepsin och inga peptider uppstod efter 90
minuters spjalkning (figur 16). Analytiska gelfiltreringen visar dock att de pepsin-spjalkade poolerna
har en marginellt langre elueringstiden, vilket tyder pa att tertiarstrukturen har minskats (figur 17).
Formodligen har en vildigt liten del av B-laktoglobulin kluvits bort. Strukturférandringen kunde
paverka IgE:s och monoklonala antikroppars inbindning, vilket ledde till att dessa pooler sparades for
vidare immunologisk analys.

Kasein ar det vanligaste proteinet i mjolk som orsakar allergi. Emellertid spjalkade pepsin det oerhort
latt (figur 18). Detta dar motsagelsefullt da ett protein som spjalkas snabbt minskar sannolikheten f6r
att det ska associeras med allergiska reaktioner. Kasein har begransad sekundarstruktur pa grund av
dess hoga prolininnehall samt fa disulfid-bindningar*®. Det &r férmodligen detta som gor att pepsin
kan spjalka effektivt da den har tillgang till hela aminosyrasekvensen. Forsok gjordes for att [6sa
kasein i pH 3,8, for att sedan pepsin-spjalkas, men kaseinet falldes ut. Detta beror pa att kasein har
ett pl pa 4,6 och ar saledes valdigt kansligt mellan pH 3 — 5. Inkubationstiden kunde heller inte
understiga 2,5 minuter, motsvarande flédeshastigheten 2,0 ml/min, eftersom trycket i pepsin-
kolonnen skulle bli for hogt. Detta medférde en lag variation i spjalkningsgrad for kasein.

Den enda leverantdren av micelldrt kasein som hittades var Gymgrossisten. Aven om leverantéren
havdade att produkten bestod av 100 % kasein innehdll den en signifikant mangd B-laktoglobulin.
Ravaran anvandes for att undersdka hur micellart kasein undergar pepsin-spjalkning, men pa grund
av de ingaende kontaminanterna paverkades bedémningen av den immunologiska analysen. Genom
att granska gelbilden efter SDS-PAGE (figur 21) samt kromatogrammet efter analytiska gelfiltreringen
(figur 22) ar det tydligt att kasein i micellform beter sig annorlunda an fritt kasein. Micellen verkar ge
kaseinet en ”“skyddad” struktur. Kaseins ursprungsband ar kvar efter tio minuters inkubation med
pepsin jamfort med rent kasein som spjalkades fullstandigt inom fem minuter (figur 18). Vid
analytiska gelfiltreringen av micellart kasein var det en absorbanstopp med valdigt kort elueringstid
(figur 22), vilket innebar att micellart kasein ar ett stort komplex. Det férklarar hur kasein kan vara ett
huvudallergen i mjolk men samtidigt spjalkas otroligt effektivt av pepsin; kaseinet bildar helt enkelt
miceller som skyddar kaseinet fran proteaser. Micellkomplexet blir dven kompaktare vid pH 2 — 3[*3],
Detta indikerar att strukturen kan vara stabil i mag-tarmkanalen, vilket gor att sensibilisering kan ske
under en langre tid jamfort med det intakta kaseinet.
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Erhallna fraktioner efter pepsin-spjalkning analyserades oreducerat i elektrofores. Eftersom disulfid-
bindningar i ett protein ar intakta da de nar magsacken ansags detta relevant, for att aterspegla
tankbara sensibiliserande fragments tillstand. Kvarvarande disulfid-bindningar i ett protein/peptid
kan gora strukturen mer kompakt, vilket gor att de migrerar en langre stracka i elektroforesen (se
BSA-referens, figur 12). Detta gjorde att molekylviktsbestamningen blev ungefarlig.

Koncentrationsbestamning av pepsin-spjalkat mjolkallergen kan vara problematisk. Eftersom
allergenet undergatt spjalkning finns det risk att inre aromatiska aminosyror exponerats. Pa sa vis
kan man erhalla ett hogre, felaktigt absorbansvéarde vilket i sin tur medfor en hogre, felaktig
koncentration. Detta 6kade risken att en mindre mangd prov konjugerades till ImmunoCAP-matrisen,
jamfort med referensen. Mangden protein i samtliga ImmunoCAP-konjugeringar bor vara lika stor,
annars kan IgE-varden mellan referens och pepsin-spjalkad pool bli skev. En felaktig koncentration
kan dven ge upphov till att en for liten mangd protein applicerades i gelbrunnarna i elektroforesen,
vilket ger svagare peptidband.

Projektet visar att pH ar en viktig variabel for hur effektivt pepsin-spjalkningen kan ske. En hypotes
varfor barn “vaxer ur” sin allergi ar att ett forhojt pH i mag-tarmkanalen kan 6ka risken for allergiska
reaktioner. Barn har hégre pH i magsicken dn vuxna och har dessutom mindre méangd pepsin*”.,
Pepsin, som har en optimal aktivitet vid pH 2,0, spjalkar inte allergenet lika val vid hogre pH. Detta
kan eventuellt medfora att allergenet ar intakt under langre tid vilket i princip kan 6ka tiden da
sensibilisering kan ske.

6.2 Immunologisk karaktdrisering av pepsin-spjdlkade allergen

6.2.1 IgE-analys

IgE:s reaktivitet med pepsin-spjalkat a-laktalbumin, kasein och BSA minskade generellt med 6kad
pepsin-inkubation (figur 23, 24 och 26). Aven om méngden konjugerat material av de spjilkade
allergenen eventuellt &r aningen mindre an referensen, pa grund av osdkerheten vid
koncentrationsbestamning, minskar Ige-koncentrationen signifikant med 6kad pepsin-inkubation.
Beta-laktoglobulin gav relativt konstanta IgE-varden fore och efter pepsin-spjalkning, vilket
Overensstammer med den biokemiska karaktariseringen (se figur 16 och 17).

Serum 51059 visade dock att IgE-reaktiviteten mot BSA steg med 6kad pepsin-inkubation. Detta var
dock det enda signifikanta fallet av 6kad IgE-reaktivitet i tolv sera efter pepsin-spjalkning av
allergenpoolerna. BSA kan behdva ytterligare analys mot fler sera for att fa 6kad kunskap om
prevalensen.

Mangden specifikt IgE som reagerade med det micelldra kaseinet var valdigt hog. Det berodde pa att
det micelldra kaseinets koncentration var svar att bestimma. Extinktionskoefficienten for kasein
anvandes for att konvertera absorbansvarde till koncentration. En stor mangd av kaseinet var dock
goémt inne i micellkomplexet, vilket gav ett lagre absorbansvarde. Det micelldra kaseinet var dven
kontaminerat med B-laktoglobulin, vilket 6kade mangden IgE som kunde binda in.

6.2.2 Monoklonala antikroppar

Mangden monoklonala antikroppar som reagerade med rent kasein visade att epitopet pa B-kasein
ar intakt efter 3,3 minuters inkubation med pepsin (figur 28C). Inbindning mot a2- kaseins epitop
uteblev for bade referensen och den pepsin-spjalkade poolen. Antikroppen var formodligen felspadd
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eller defekt. Ingen inbindning skedde mot subtyperna al-och k-kasein efter lika lang tids spjalkning.
Gelbilden 6ver pepsin-spjalkat kasein visar att ett peptidband med hog densitet uppstod inom fem
minuters spjalkning (figur 19). Da epitoperna for al-och k-kasein forstordes efter 3,3 minuter (figur
28C) ar det formodligen a2- eller B-kasein som utgér peptidbandet i figur 19.

Bade den biokemiska och immunologiska analysen med monoklonala antikroppar av micellart kasein
visade att en stor mangd B-laktoglobulin fanns i ravaran. Kappa-kaseins epitop var intakt efter att
micellart kasein hade inkuberat med pepsin i fem minuter. Dock uppnaddes ingen inbindning till k-
kasein for den pool med rent kasein som inkuberats med pepsin i 3,3 minuter. Detta kan bero pa att
K-kasein ar skyddad i micellstrukturen, tillrdckligt exponerad for att en antikropp ska binda in men
aven tillrdckligt skyddad for att pepsin inte ska kunna spjalka det.

Monoklonala antikroppars inbindning till tre olika epitoper pa a-laktaloumin uteblev efter fem
minuters spjalkning. Detta indikerar att allergenets struktur har paverkats av pepsin-spjalkningen,
vilket bekraftas av figur 9 och 10.

Inget matvarde for BSA, referens samt pepsin-spjalkad pool, kunde uppnas. Antikroppen kan ha varit
defekt eller felspadd.

6.3 Framtidspotential

Det finns individer som har mjolkallergi och oftast specifikt IgE mot mjoélk, men inte uppvisar nagra
forhojda koncentrationer av IgE mot de vanligaste mjolkallergenerna. En férhoppning med projektet
var att pepsin-spjalkat allergen skulle kunna ge en forhoéjd specifik IgE-inbindning i sddana allergiska
individers serum, men sa var inte fallet (exempelvis serum 52074 och 52464, se figur 24 - 28). Istéllet
visade narapa samtliga sera att 6kad inkubationstid med pepsin minskade IgE-inbindningen.

BSA var det enda allergenet som gav forhojda IgE-varden med 6kad pepsin-inkubation, dock bara i
ett av tolv serum. Tolv serum ar ett relativt litet stickprov. Fler antal serum kan behoévas for att ge ett
underlag angaende korrelationen mellan pepsin-spjalkning och IgE-inbindning som &r statistiskt
signifikant. Dock ar BSA ett allergen som har liten klinisk relevans da det dels inte anses vara ett
huvudallergen for mjélkallergi och dels forekommer i liten mangd i komjolk. Det vore till exempel
intressant att analysera sera fran de som har kottallergi, dar BSA férekommer i stérre méangd och ar
ett huvudallergen.

Att anvdanda kromatografi for att pepsin-spjalka allergen ar en ny innovation som fungerade valdigt
bra. Genom att andra flodeshastighet genom pepsin-kolonnen kan man med férdel @ndra
inkubationstid for allergenet och man eliminerar dven ett extra reningssteg for att ta bort pepsin.
Erhallna fraktioners inkubationstid kan enkelt avlasas ur ett kromatogram. Vid karaktérisering av ett
proteins allergenicitet ar det intressant att veta hur pass val det motstar mag-tarmkanalens
proteaser. Genom att anvanda denna metodik automatiseras processen och ger darmed resultat som
ar reproducerbara, vilket &r foérdelaktigt om olika forskargrupper undersoker samma protein. Genom
att metoden ar reproducerbar och uppskalningsbar har den dven potential att anvandas i en
industriell tillampning.

38



7 Slutsats

Studien har 6kat kunskapen om pepsin-spjalkade mjolkallergener. Biokemisk karaktarisering av BSA
och a-laktalbumin visar att de spjalkas till peptider som minskar i storlek da inkubationstiden med
pepsin 6kar. Extremfallen B-laktoglobulin och kasein ar varandras motsatser. Beta-laktoglobulin ar
opaverkad efter 90 minuters inkubation med pepsin medan kasein spjélkas ner fullstandigt inom fem
minuter. Kasein bildar dock strukturer i mjolk som kan liknas vid miceller, vilket i studien har visats ge
skydd mot pepsin-spjdlkning.

En immunologisk analys har karaktéariserat reaktiviteten av IgE, i sera fran mjolkallergiska individer,
samt monoklonala antikroppar mot pepsin-spjdlkade mjolkallergen. Generellt sa minskar bade IgE:s
och monoklonala antikroppars reaktivitet med de allergen dar tydlig pepsin-spjalkning har kunnat
pavisas med biokemiska metoder. | ett av tolv serum ar det dock en tydlig korrelation att 6kad
spjalkning av BSA ocksa 6kar dess reaktivitet med IgE.

Karaktariseringen av de fyra mjolkallergenen visar en tydlig trend att deras allergenicitet minskar
med 6kad pepsin-spjalkning. Informationen som har erhallits under projektet tyder pa att ett
allergitest med dessa spjalkade allergen inte skulle vara fordelaktigt.

En reproducerbar och uppskalningsbar biokemisk metod for att erhalla pepsin-spjalkade allergener
har tagits fram. Metoden ar lampad och anpassningsbar for att anvandas i ett industriellt
sammanhang.

8 Tackord

Ett stort tack till min avdelningsgrupp i allmanhet for har varit valdigt trevliga under mina tjugo
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skulle speciellt vilja tacka Eva af Geijerstam for att ha tillhandahallit monoklonala antikroppar som
anvandes under exjobbet, Anette Holtz for att ha hjalp mig att koppla pepsin till kromatografi-
kolonnen samt Helena Ekoff for att lart mig konjugeringstekniken for ImmunoCAP. Till sist vill jag ge
ett stort tack till mina handledare Sigrid Sjélander och Peter Brostedt for att ha vaglett mig genom
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