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|l. Abstract

“Default’” versus ““pre-atopic’ IgG responses to foodborne and airborne
pathogenesis-related group 10 protein molecules in birch-sensitized and
nonatopic children

Hofmaier S, Hatzler L, Rohrbach A, Panetta V, Hakimeh D, Bauer CP, Hoffmann U,
Forster J, Zepp D, Schuster A, Stock P, Wahn U, Keil T, Lau S, Matricardi PM

J Allergy Clin Immunol, 22 Nov 2014, doi: 10.1016/j.jaci.2014.09.048.

[Epub ahead of print]

BACKGROUND:

The route and dose of exposure are believed to be relevant factors in the
sensitization process. Pathogenesis-related group 10 protein (PR-10) molecules are
a family of allergenic proteins shared by many pollens (eg, birch and alder) and
foods (eg, apple, peach, and soy). Children are exposed to both pollen-derived
(inhaled) and food-derived (ingested) PR-10 molecules.

OBJECTIVE:
We sought to investigate the role of route and dose of exposure in the evolution of
IgG and IgE responses to recombinant PR-10 molecules.

METHODS:

The German Multicentre Allergy Study examined a birth cohort born in 1990. Blood
samples were collected at the ages of 1, 2, 3, 5, 6, 7, 10, and 13 years. Participants
were included in the present analysis if they had (1) at least 1 serum sample at each
of the 4 age periods or time points (1-3 years, 5-7 years, 10 years, and 13 years)
and (2) IgE responses to birch (children with birch atopy) or no IgE response at all to
9 common aeroallergens and food allergens (non-atopic children). Therefore serum
IgE antibodies to a panel of 4 airborne and 5 foodborne extracts, as well as to Bet v
1, were measured in singleplex assays, whereas IgG and IgE antibodies to a panel
of 3 airborne PR-10 molecules (rBet v 1, rAlIn g 1, and rCor a 1.0101) and 7
foodborne PR-10 molecules (rCor a 1.0401, rMal d 1, rPru p 1, rGly m 4, rAra h 8,
rApi g 1, and rDau c 1) were tested by using a multiplex microarray.

RESULTS:

In the present analyses we included 28 children with birch atopy and randomly
selected 28 non-atopic children from the 190 children fulfilling the inclusion criteria.
Two different patterns of IgG responses to PR-10 molecules were identified. Among
non-atopic subjects, a “default” IgG response was directed mostly against foodborne
PR-10, started often before age 2 years, stayed weak, and was mostly transient.
Among all atopic subjects, the default IgG response at age 1 year was overwhelmed
after age 2 years by an “pre-atopic” I1gG response, which started with or shortly
before the IgE response and was intense and persistent. This atopic IgG response,
as well as the IgE response, involved progressively more foodborne PR-10 proteins
with frequencies and levels related to their homology with Bet v 1.

CONCLUSIONS:

The results suggest that children have a default antibody response to PR-10
molecules, which is early, weak, and transient; does not involve IgE; and is initiated
by foodborne PR-10. By contrast, an atopic antibody response to PR-10 molecules is
delayed, strong, and persistent; involves both IgG and IgE; and is initiated by
airborne PR-10.



Deutsche Ubersetzung des Abstracts

HINTERGRUND: Es wird angenommen, dass Route wund Dosis der
Allergenexposition eine besondere Rolle im allergischen Sensibilisierungsprozess
einnehmen. Pathogenese-bezogene Proteinmolekule der Gruppe 10 (PR-10) sind
eine Familie allergener Proteine, die in vielen Pollen (z.B. Birke und Erle), sowie
Nahrungsmitteln (z.B. Apfel, Pfirsich und Soja) enthalten sind. Kinder kommen so
regelmalig mit Allergenen beider PR-10 Gruppen in Kontakt, sei es durch
Polleninhalation (Kontakt Uber die Atemwege) oder den Verzehr von
Nahrungsmitteln (Kontakt Uber den Gastrointestinaltrakt).

ZIELSETZUNG: Das Ziel dieser Studie ist es, die Rolle des Expositionsweges,
sowie der Allergendosis in der Entwicklung von IgG und IgE Antworten gegen
rekombinante PR-10 Molekule zu untersuchen.

METHODEN: Die deutsche Multizentrischen Allergie Studie (MAS) untersucht eine
Geburtenkohorte des Jahrgangs 1990. In ihrem Rahmen fanden Blutenthahmen im
Alter von 1, 2, 3, 5, 6, 7, 10 und 13 Jahren statt. Probanden wurden in die Analyse
eingeschlossen wenn (1) mindestens eine Serumprobe fur je einen der 4
festgelegten Zeitraume (1-3 Jahre, 5-7 Jahre, 10 Jahre, 13 Jahre) vorhanden war
und (2) sie eine IgE Antwort auf Birkenpollen (Kinder mit Birkensensibilisierung) oder
keinerlei IgE-Antwort auf die 9 gangigen aerogenen und nahrungsmittelassoziierten
Allergene (nicht allergische Kinder) zeigten. Hierfur wurden IgE Antikorper gegen 4
inhalative und 5 nahrungsmittelassoziierte Allergenextrakte, sowie gegen Bet v 1 in
einer singleplex Untersuchung bestimmt, wahrend die IgG und IgE Antikdrper gegen
ein Set von 3 aerogenen (rBet v 1, rAln g 1, and rCor a 1.0101) und 7
nahrungsmittelassoziierten (rCor a 1.0401, rMal d 1, rPru p 1, rGly m 4, rAra h 8,
rApi g 1, and rDau c 1) PR-10 Molekulen mittels einer Multiplex Microarray Methode
getestet wurden.

ERGEBNISSE: Die vorliegende Analyse umfasst 28 auf Birkenpollen sensibilisierte
Kinder, sowie 28 stichprobenartig ausgewabhlte, nicht-allergische Kinder aus den 190
Kindern, welche die Einschlusskriterien fur diese Gruppe erfullten. Es wurden zwei
unterschiedliche Verlaufe der IgG-Antwort auf PR-10 Molekulle identifiziert. Unter
den nicht-atopischen Kindern zeigte sich eine “standardmafige” lgG-Antwort, welche
sich hauptsachlich gegen nahrungsmittelassoziierte PR-10 Molekule richtet, meist
vor dem Erreichen des zweiten Lebensjahres begann, niedrige Konzentrationen
aufwies und sich oft nur flichtig zeigte. Unter allen atopischen Kindern wurde diese
im ersten Lebensjahr beobachtete, “Standard-IgG-Antwort” im Alter von 2 Jahren
von einer “pra-atopischen” IgG-Antwort Uberdeckt, welche sich zeitgleich mit oder
kurz vor der IgE-Antwort zeigte, hohe Konzentrationen zeigte und persistierte. Diese
atopische IgG-Antwort, wie auch die IgE-Antwort, bezog mit der Zeit eine
zunehmende Anzahl nahrungsmittelassoziierter PR-10 Proteine mit ein, wobei die
Haufigkeit der Antworten und deren Konzentration in Bezug zur Homologie der
Proteine mit Bet v 1 stand.



SCHLUSSFOLGERUNG: Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass Kinder eine
standardmafige Antikorperantwort auf PR-10 Moleklle entwickeln, die frah,
schwach und fluchtig ist. Sie beinhaltet nicht die Bildung von IgE-Antikorpern und ist
durch nahrungsmittelassoziierte Allergene der PR-10 Gruppe initiiert. Im Gegensatz
hierzu existiert eine atopische Antikorperantwort auf PR-10 Molekule, welche spater,
stark und bestandig ist, wobei sie die Bildung von IgG- und IgE-Antikorpern
einschliel3t und durch aerogene PR-10 Proteine initiiert wird.



Il. Eidesstattliche Versicherung

.ich, Stephanie Hofmaier, versichere an Eides statt durch meine eigenhandige
Unterschrift, dass ich die vorgelegte Dissertation mit dem Thema: ““Default” versus
“pre-atopic” 1gG responses to foodborne and airborne pathogenesis-related group
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ohne nicht offengelegte Hilfe Dritter verfasst und keine anderen als die angegebenen
Quellen und Hilfsmittel genutzt habe. Alle Stellen, die wortlich oder dem Sinne nach
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Ausfuhrliche Anteilserklarung an der erfolgten Publikation

Publikation :

Hofmaier S, Hatzler L,Rohrbach A, Panetta V, Hakimeh D, Bauer CP, Hoffmann U,
Forster J, Zepp F, SchusterA, Stock P, Wahn U, Keil T, Lau A, Matricardi PM.
Default vs atopic IgG responses to foodborne and airborne PR.10 molecules in birch
atopic and in non-atopic children: a longitudinal analysis. J Allergy Clin Immunol.
2015;135:1367-74

Beitrag zu dem Projekt :

Die fur meine Promotion ausgewahlte Publikation entstand im Rahmen des von der
DFG geforderten Projekts “The dynamic evolution of IgE, 1gG1 and IgG4 antibodies
against single allergenic molecules throughout childhood and their role in the natural
course of allergic rhinoconjunctivitis and asthma.” unter der Leitung von Herrn
Privatdozent Dr. med. Paolo Matricardi. Als Basis der hierfir notwendigen
Laborexperimente dienten die Blutproben, die im Verlauf der Multizentrischen
Allergie Studie (MAS) gewonnen wurden. Die MAS Studie ist eine prospektive
Geburtskohortenstudie von 1990, bei der Kinder aus 5 deutschen Stadten bis zu
ihrem 13. Lebensjahr an bis zu 8 Blutentnahmen teilnahmen. Analog wurden jahrlich
klinische Daten mittels standardisierter Fragebdgen erhoben.

Mein Aufgabenbereich bestand insbesondere in der Untersuchung der naturlichen
Entwicklung allergenspezifischer 1gG-Antikorper-Antworten im Kindesalter. Hierfur
verglich ich die IgG-Verlaufe birkenpollen-allergischer Kinder mit einer
Kontrollgruppe im Hinblick auf Unterschiede der Entwicklungsprofile und deren
Zusammenhang mit der Route, bzw. Dosis der Allergenexposition.

Von Herrn Matricardi wurde ich zu Beginn in die Thematik und die Arbeitsweise
eingefuhrt und im gesamten Entstehungsprozess der Arbeit betreut. Das
Betreuungsverhaltnis ermdglichte mir wahrend des gesamten Arbeitsprozesses
eigene Ideen, Interpretationen und Losungsansatze ausfuhrlich zu diskutieren und
einzubringen. Auf dieser Basis legten Herr Matricardi und ich die fur den Prozess
wesentlichen Strategien gemeinsam fest, welche ich sodann eigenverantwortlich
umsetzte und stets kritisch hinterfragte. Bei Unklarheiten und Problemen konnte ich
jederzeit kurzfristig Ricksprache halten.



Beitrag im Einzelnen :

1. Vorbereitung

Zu Beginn der Arbeit analysierte ich die Verfugbarkeit und das verbleibende
Restvolumen der einzelnen Blutproben der MAS Studie, die im Zeitraum von 1990
bis 2003 von den 1314 Studienteilnehmern in den verschieden Studienzentren
gewonnen wurden und im Allergieforschungslabor der Charité aufbewahrt wurden.
Des Weiteren unternahm ich eine sorgfaltige Literaturrecherche zum Stand der
Forschung im Bereich der Molekularallergologie, sowie im speziellen zur Rolle von
allergenspezifischen 1gG-Antikdrpern in der Allergologie und der Methodik des
Allergenmicroarrays. Die Ergebnisse fasste ich unter anderem in einem Review
zusammen (Hofmaier S, Comperiati P, Matricardi PM, Immunoglobulin G in IgE-
mediated allergy and allergen-specific immunotherapiy, Eur Ann Allergy Clin
Immunol, 2014;46:6-11)

2. Methodik

Die laborchemisch erhobenen Daten der vorliegenden Arbeit wurden mittels
Allergenmicroarray ISAC® (Thermo Fisher Scientific) gemessen. Da diese Methode
zwar fur die Messung von IgE Antikorpern in mehreren Studien validiert wurde, dies
jedoch fur Experimente mit IgG Antikorpern nicht der Fall ist, fuhrte ich nach einer
Qualitatskontrolle der Seren zunachst einige Experimente zur Validierung der
Methode durch. Hierzu erhob ich zunachst allergenspezifische IgE- und IgG-
Konzentrationen mittels ImmunoCAP® (Thermo Fisher Scientific) und verglich diese
mit den Microarray-Daten. Des Weiteren gehorte die Testdurchfuhrung mit
unterschiedlichen Serum-Verdinnungen um die optimale Balance zwischen
ausreichendem Signal und geringem Hintergrundleuchten zu ermitteln zu meinen
vorbereitenden Tests. Um zu ermitteln, welche Antikorpersubklasse die
Hauptfraktion der spater gemessenen allergenspezifischen gesamt-lgG
Konzentration darstellt, fuUhrte ich aullerdem einige Tests zu allergenspezifischen
|gG4-Antikérpern (ebenfalls mittels Allergenmicroarray ISAC® (Thermo Fisher
Scientific)) in den bereits gemessenen Seren durch. Im Rahmen dieser
vorebereitenden Malinahmen arbeitete ich mich intensiv in die Methodik des
Allergenmicroarrays ISAC® (Thermo Fisher Scientific) ein, machte mich mit der
Handhabung der Materialien vertraut, erlernte die Durchflhrung des Tests und die
Auswertung der Ergebnisse mit der Software. Im Anschluss stellte ich die
Ergebnisse in einer Power Point Prasentation zusammen und prasentierte sie der
Arbeitsgruppe sowie der zustandigen Abteilung der Firma Thermo Fisher Scientific in
Uppsala, Schwerden.

Die dann folgenden Laborexperimente mit dem ISAC® Allergenmicroarray wurden
schrittweise innerhalb eines Jahres durchgefuhrt. Hierfur wahlte ich die Probanden
sowie deren einzelne Proben aus und erstellte Laborprotokolle, welche die
Anordnung der Seren und Kontrollseren auf den Slides festlegten. Der korrekte
Ablauf der Experimente, die von mir und dem medizinisch-technischen Assistenten,
Alexander Rohrbach, durchgefuhrt wurden, und die Auswertung der Ergebnisse mit



der Software lagen in meiner Verantwortung und wurden von mir stets kritisch
gepruft und hinterfragt.

3. Studiendesign

Ich nahm aktiv an der Gestaltung des Studiendesigns teil, indem ich mich in
regelmalligen Gesprachen mit Herrn Matricardi zu der Formulierung der
Fragestellungen, zum Aufstellen der Hypothesen und mit Ideen bezuglich
Umsetzung der hierfir notwendigen Analysen einbrachte und anschliefend die
Organisation und Durchfuhrung der noétigen Arbeitsschritte Ubernahm. Die
Festlegung der Einschlusskriterien geschah in Rdcksprache mit der Statistikerin,
Valentina Panetta.

4. Klinische Daten

Aus der jahrlichen Befragung der MAS Studienteilnehmer entstand ein
umfangreicher klinischer Datensatz. Diesen prufte ich auf die fur unsere Studie
relevanten Angaben, indem ich den gesamten Satz an Fragebdgen der MAS Studie
bis zum 13. Lebensjahr durchsah. Anschliefend organisierte ich in Zusammenarbeit
mit dem Datenmanager der MAS Studie von dem Institut fur Soziologie und
Epidemiologie die Ubermittlung der angeforderten Rohdaten an unsere
Arbeitsgruppe. Aus den Rohdaten erstellte ich die fur die Publikation notwendigen
klinischen Variablen.

5. Datenbank

Ich erstellte eine Sekundardatenbank, die eine Sammlung aller relevanten Daten fur
das Projekt enthielt (klinische Daten und daraus von mir erstellte neue Variablen,
Ergebnisse fur Serum-IgE gegen Extrakte, Ergebnisse fur Serum-IgE gegen
einzelne Allergenkomponenten). Schrittweise aktualisierte und erganzte ich diese
Datenbank durch zusatzliche Variablen. Die Datenbank diente als Grundlage fur die
Analysen dich ich unter der Supervision von Herrn Dr. Matricardi durchfuhrte, sowie
fur die Kommunikation mit der Statistikerin, die unsere Ergebnisse abschliefend
Uberprifte.

6. Auswertung der Ergebnisse

Wahrend des gesamten Projektes lagen die Auswertung der Rohdaten, ihre
Erfassung in der Primar- und Sekundardatenbank sowie die darauf basierende
deskriptiven Berechnungen in meiner Verantwortung. Fur die Publikation wurden die
von mir zuvor vorgenommenen Analysen von der Statistikerin Frau Panetta und
Herrn Matricardi wiederholt und Uberpruft. Dabei stand ich stets in Kontakt mit Frau
Panetta, besprach mit ihr die statistische Vorgehensweise, erstellte alle notwendigen
Variablen und diskutiert schlie3lich mit ihr und Herrn Matricardi die Ergebnisse.

7. Kongresse
Im Verlauf der Arbeit stellte ich die Ergebnisse unseres Projektes in Form von einer

muandlichen Prasentation im Rahmen des Pediatric Allergy and Asthma Meetings
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der European Academy of Allergy and Clinical Inmunology in Barcelona vor.
Hierfur erhielt ich einen Travel Grant. Durch die gemeinsame Erstellung von
Prasentationen, die Herr Matricardi auf weiteren nationalen und internationalen
Kongressen und anderen Anlassen vorstellte, brachte ich mich immer wieder in die
Vorstellung unserer Ergebnisse ein.

8. Publikation der Ergebnisse

Im Rahmen des wodchentlichen Journal Clubs der Abteilung fur padiatrische
Pneumologie und Immunologie prasentierte ich die Zwischenergebnisse, sowie die
abschlieRende Publikation der Daten den Kollegen aus der Klinik. Hierbei wurden
die Daten ausfuhrlich diskutiert und zusatzliche Fragestellungen erortert.

Im Anschluss legte ich zusammen mit Paolo Matricardi aus der Fulle der Ergebnisse
den Inhalt fur die von mir ausgewahlte Publikation fest. Ich erstellte Tabellen und
Abbildungen in Rucksprache mit Frau Panetta und erarbeitete nach und nach das
gesamte Manuskript. Hierbei stand ich stets in engem Kontakt mit Herrn Matricardi,
arbeitet Anderungen und Verbesserungsvorschlage ein, Gbernahm die sprachliche
Korrektur, Quellenrecherche, sowie die Kontrolle der Formalia zur Einreichung. Im
April 2014 reichten wir das Paper bei dem Journal ,Journal of Allergy and Clinical
Immunology® ein. Unter Supervision von Paolo Matricardi nahm ich die von den
Reviewern gewiinschten weiteren Erganzungen und Anderungen vor und fertigte
einen umfangreichen Point by Point Reply an die Reviewer an. Die erwahnten
Erganzungen enthielten unter anderem die Durchfuhrung eines SPHIA (single point
highest inhibition assay) um die Spezifitat der Methode nochmals zu bestatigen.
Nach intensiver Literaturrecherche fuhrte ich diesen selbststandig durch und erstellte
eine entsprechende Verduinnungskurve sowie Grafiken fur die Antwort an die
Reviewer. Im September 2014 wurde unser Artikel zur Veroffentlichung
angenommen. lch organisierte ich die Sammlung der bendtigten Dokumente aller
Autoren und nahm schlief3lich im Oktober 2014 die letzten Korrekturen an der
Druckfahne vor. Der Artikel ,“Default” versus “pre-atopic” IgG responses to
foodborne and airborne pathogenesis-related group 10 protein molecules in birch-
sensitized and nonatopic children” erschien am 22. November 2014 zunachst als
Online-Publikation des ,Journal of Allergy and Clinical Immunology®.

Unterschrift, Datum und Stempel des betreuenden Hochschullehrers

Unterschrift der Doktorandin
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