Fodevareallergener

Personer med inhalationsallergi har risiko for at udvikle allergi over for fodevarer, som indeholder
proteiner, der ligner de allergener allergikeren har allergiantistof mod. Detaljerede studier baseret pé
molekylzre strukturer giver et kompliceret billede af potentiel krydsreaktivitet
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Fgdevareallergi skyldes en ubalance i immunsystemet, som giver
anledning til uhensigtsmessige reaktioner pa helt almindelige
fgdevarer. De fleste fgdevareallergier forarsages af et ret begraen-
set udvalg af fgdevarer. Allergenerne, dvs. de allergifrem-
kaldende proteiner, skal veere modstandsdygtige over for ned-
brydning i maven for at kunne né frem til de immunologiske
centre i tarmen. Personer, som i forvejen har en inhala-
tionsallergi, har risiko for at udvikle allergi over for fgdevarer,
som indeholder proteiner, der ligner de allergener, allergikeren
har allergiantistof imod. I dette tilfeelde udlgses allergien allerede
i mund og svalg, ogsa af labile allergener. Detaljerede studier
baserede pa molekylare strukturer er velegnede til at opstille
modeller for denne form for krydsreaktivitet.

Fodevareintolerans

Indtagelse af fgdevarer kan give anledning til sygelige reaktioner
via flere forskellige mekanismer. Saledes vil alle reagere pa fore-
komsten af giftige eller i gvrigt farmakologisk aktive stoffer i
maden, hvadenten de er tilstede i fgdevaren, eller de er dannet af
forurenende mikroorganismer. Andre typer af reaktioner udlgses
pga. en unormal tilstand i den pagaldende person. Sddanne til-
stande kan vare psykiske, de kan skyldes mangel pa bestemte
enzymer i stofskiftet, eller de kan skyldes ubalancer eller mang-
ler i immunsystemet. Allergi, som kan henfgres til den sidste
kategori, er en kompleks immunologisk sygdom, som for modta-
gelige personer kan medfgre uhensigtsmassige reaktioner pa
helt almindelige stoffer i vores omgivelser. Som begreb i almin-
delig sprogbrug er allergi af relativ ny oprindelse og bruges ofte
som synonym for intolerans. Blandt fagfolk er allergi derimod
pracis betegnelsen for type 1 hyperreaktivitet, som er kendeteg-
net ved en gjeblikkelig allergisk reaktion ved kontakt med aller-
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gen. Allergiantistoffet IgE, som blev opdaget sa sent som i 1967,
spiller en central rolle i dette sygdomsbillede [1].

Allergi

Arsagen til at vi i disse ar oplever en hgj og stigende forekomst
af allergi i den vestlige verden er kun mangelfuldt afklaret. De
hyppigst forekommende allergier er rettet mod helt almindelige
stoffer i den luft vi indénder, f.eks. pollen, husstgvmider, dyrehar
eller mikrosvampe, og der synes ikke at vaere nogen stigning i
belastningen fra disse kilder. Samtidig stiger forbruget af medi-
cin, og pa trods af at vi i dag rader over historisk set enestaende
medicin, virker denne kun pa symptomerne, ikke pa sygdom-
men. Allergi forekommer ofte i bestemte familier, men der synes
at vaere mange gener involveret i et samspil, der kan forhgje risi-
koen for sensibilisering [2]. Er man en gang sensibiliseret vil
selv ganske sma mangder allergen uhyre effektivt afstedkomme
uforholdsmessigt kraftige allergiske reaktioner, figur 1.

Fodevareallergi
Allergi er en sygdom i immunsystemet, og som sadan er sympto-
mer pa fgdevareallergi relativt varierede og kan udtrykkes i for-
skellige organer, oftest luftvejene, huden eller mave-tarmkana-
len. Ofte forekommer hgfeber eller astma i forbindelse med be-
tendelse i slimhinden i gjne, na&se, mund eller luftveje. Sympto-
mer i huden kan vare udslat, gdemer, eller eksem, mens symp-
tomer fra mave-tarmkanalen ofte skyldes betendelse i slimhin-
den. Fgdevareallergi kan i meget sjeeldne tilfeelde fgre til
anafylaktisk shock, en akut livstruende reaktion, som ogsa ken-
des fra allergi mod l&gemidler samt bi- og hvepsestik, og som
skal behandles gjeblikkeligt med adrenalin.

Et centralt element i diagnosticering af fgdevareallergi er en

Figur 1. Immunologiske mekanismer i IgE-medieret allergi. Ved indtrengen i
kroppen optages allergen (den gule krglle) af professionelle antigenpreesen-
terende celler (APC), sasom makrofager i lungerne eller dendritiske celler i
slimhinden eller huden. Allergenet nedbrydes til fragmenter, T-celle-epitoper,
som preesenteres pd cellens overflade i kompleks med veevstype (HLA) klasse
2 antigen. Processen er uspecifik, og cellen har stor omscetningshastighed, sd
sensibiliseringen sker fprst i det gjeblik komplekset genkendes af en specifik
receptor, T-cellereceptoren (TcR). T-cellen kan nu igangsette specifik
beskyttelse eller specifik sensibilisering. Sensibiliseringen fuldbyrdes, nar T-
cellen sender sine signalstoffer (interleukiner) mod en specifik antistofprodu-
cerende celle, en B-celle. B-cellen, som pa dette stade har IgD og IgM pa
overfladen, stimuleres til at skifte til IgE-produktion og samtidig udvikies
cellen til en specialiseret antistoffabrik, en plasmacelle. Ved anden kontakt
med allergen kan denne celle via sin overfladebundne IgE-receptor meget
effektivt indfange allergen, preesentere det for T-celler, og starte IgE-
produktionen. Det meste IgE sendes ud af cellen og spredes i organerne, hvor
det kan binde til receptorer pad overfladen af basofile- og mastceller. Kryds-
binding af to receptorbundne IgE-molekyler ved hjeelp af allergen er signalet
til frigivelse af de preeformede mediatorer, bl.a. histamin, som er den direkte
arsag til de allergiske symptomer.
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omhyggelig udredning, hvor leegen i samtale med patienten af-
daekker regelmassigheder i forekomsten og arten af symptomer
med henblik pa at identificere det problematiske fadeemne.
Diagnosen kan understgttes af hudpriktest og blodprgveanalyse,
som baserer sig pa pavisningen af allergenspecifikt IgE. En sik-
ker diagnose opnas dog kun ved en sékaldt eliminations-provo-
kationstest, som udfgres ved at patienten i 14 dage indtager en
dizet, hvorfra det misteenkte fgdeemne er udelukket. I denne peri-
ode skal symptomerne aftage eller forsvinde. Derefter foretages
en kontrolleret provokation, hvor det mista@nkte fgdeemne spises
i stigende doser, indtil symptomerne genopstér. Diagnosen bgr
bekreftes ved en dobbelt-blind placebo-kontrolleret provokati-
onstest [3].

Der findes ingen medicinsk behandling for fgdevareallergi.
Vaccinationsbehandling, som ofte har helbredende effekt pa in-
halationsallergi, har vist lovende resultater i eksperimentielle
studier, men af bade etiske og praktiske grunde er den bedste
strategi at undga de problematiske fgdevarer. Man bgr dog af og
til forsgge at spise de allergifremkaldende fgdevarer, idet allergi-
en, specielt for sma bgrn, ofte kan forsvinde af sig selv.

Allergener og epitoper

Et allergen er et for kroppen fremmed stof, som er i stand til at
afstedkomme en immunologisk reaktion, som er karakteriseret
ved, at der dannes allergenspecifikt IgE. Alle hidtil kendte aller-
gener er proteiner, og pa trods af et relativt detaljeret kedskab til
flere allergeners molekylere egenskaber er der ikke fundet noget
strukturelt feellesskab imellem dem [4]. Vi ma saledes antage, at
et hvilketsomhelst protein er et potentielt allergen. Dette rason-
nement stgttes af, at der er en sammenhang mellem eksposition
og sensibilisering. Safremt man er disponeret, bliver man altsa
allergisk overfor den allergenkilde, man mgder.

Kroppens immunforsvar har udviklet to forskellige typer af
receptorer til specifik genkendelse af fremmede proteiner: anti-
stoffer og T-cellereceptorer, figur 1. Receptorerne genkender
kemisk set fundamentalt forskellige epitoper, som begge er
strukturelle dele af allergenet. T-cellereceptorer genkender et
linezert peptidfragment af allergenets polypeptidkade, nar det vel
at maerke er bundet i kompleks med klasse 2 vavstypeantigen,
som kun findes pa celler i immunsystemet. Antistoffer derimod
genkender et udsnit af overfladen af det korrekt foldede allergen.
Ved denaturering (udfoldning) af allergenet vil disse strukturer
forsvinde, og antistoffer vil ikke leengere kunne binde til allerge-
net. Dette forhold har stor betydning for fgdevareallergi, idet
maveindholdets lave surhedsgrad netop medfgrer udfoldning af
de fleste proteiner.

Sensibiliserende fodevareallergener

Den naturlige immunologiske reaktion pa fgdevarer er tolerans.
Ikke en generel tolerans, men en specifik tolerans, som for hvert
enkelt fgdevareprotein medfgrer, at specifikke antistoffer og T-
celler undertrykker tendensen til uhensigtsmassige reaktioner.
De immunologiske processer sker i immunologiske centre i
tarmvaggen, og det er derfor ngdvendigt for sensibiliserende
allergener at veere relativt modstandsdygtige over for bade
udfoldning ved lav surhedsgrad samt proteolytisk nedbrydning.
Dette forhold udnyttes ved de af WHO og FAO anbefalede vur-
deringer af potentiel allergenicitet af fgdevarer fremstillet ved
bioteknologi [5].

De fleste fgdevareallergier forarsages af et begraenset udvalg
af fgdevarer, hvoraf de vigtigste er malk og &g. Andre vigtige
sensibiliserende fadevarer er fisk, rejer og skaldyr, soja, mel,
frugt og jordngd.

Ligesom de fleste fgdevareallergier forarsages af et begraen-
set udvalg af fgdevarer, er det ogsa et begranset udvalg af pro-

teiner i de pagaldende fgdevarer, som forarsager sensibiliserin- | |
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Fieur 2. Allonaifas S o )
Allergen kilde  major allergener igur ergifrem gen. Typisk vil der vere tale om et enkelt eller nogle fa sakald

kaldende fpdevarer. te major allergener, figur 2.

Komaelk B-lactoglobulin, a-lactalbumin
Honsezeg ovomucoid, ovalbumin Krydsreuklivitel
Torsk parvalbumin I den biologiske systematik er beslegtede arter ordnet i slegter
:e!er :°§°mz°ls)f” — og familier, og dette slaeegtskab kan genfindes pa det moleky-
Hojad | 4 lrot‘,’ opIC see | pro ,e':,b,t lzere plan, hvor aminosyresekvenser typisk er 75-95% identi-

veaeme a utinin, a-amylase Innibitor .
e Bifv ) homology ske. Det er derfor ikke overraskende, at en person, som er sen-
Jordnad vicilin, conglutin sibiliseret over for parvalbumin fra torsk, ogsa reagerer pa

parvalbumin fra sild og makrel. Molekylerne ligner simpelthen
hinanden sa meget, at nogle af de epitoper, som specifikt gen-
kendes af antistoffer og T-celler rettet mod torskeallergenet,
ogsa findes pa allergenerne fra de andre arter. Det hjelper sale-
des ikke at give et komalksallergisk barn gedemalk.

Denne type krydsreaktivitet kan i nogle tilfeelde genfindes
mellem arter, som ikke er n@rtbeslegtede. Et eksempel vi vil
vende tilbage til er OAS, Oral Allergy Syndrome, som er en
sammenh@ng mellem pollenallergi og allergisk reaktion fra
mund og svalg ved indtagelse af frugter som f.eks. @ble. Et
andet eksempel er sensibilisering mod tropomyosin i rejer.
Allergenet tropomyosin findes ogsa i ekskrementer fra husstgv-
mider og kakerlakker.

NS En tredje type krydsreaktivitet, som formodentlig ikke er kli-
nisk relevant, skyldes forekomst af IgE-antistoffer mod kulhy-
dratdelen af glykoproteiner. Denne type antistoffer kan give an-
ledning til falske positive reaktioner i forbindelse med diagnosti-
ske tests, men udlgser i reglen ikke allergiske reaktioner.

Pollenallergi og OAS

OAS, Oral Allergy Syndrome, er betegnelsen for ssmmenhangen
mellem allergi mod birkepollen og forekomsten af allergiske
reaktioner fra mund og sveelg ved indtagelse af visse grgntsager
og frugter [6], mest udpraget @ble, men ogsa pzre, hasselngd,
kirseber, abrikos, gulerod, etc.

P4 trods af at birk og @ble langtfra er beslegtede, findes der et
molekyle i ®ble, som ligner major allergenet i birk; ikke meget,
men nok til at nogle patienter udviser krydsreaktivitet. Det inte-
ressante er, at hverken birkepollenallergenet eller @bleallergenet
er modstandsdygtige over for lav surhedsgrad og proteolytisk
nedbrydning. Det betyder, at visse fgdevareallergier kan udlgses

Figur 4. Konserverede overfladeomrdder pa major allergenerne inden for af ustabile allergener, hvis personen i forvejen har en inhalati-
birl.cefamilien. °R¢d fai"ve Aindikerer ?95% sekvenst:dentitet af den pdgw.ldende onsallergi mod et beslazgtet allergen.

aminosyre, bla farve indikerer at pageeldende aminosyre er konservativt
substitueret, mens hvid farve illustrerer aminosyrer substitueret med ikke
relaterede aminosyrer.

Birkepollenallergenet Bet v 1
Langt de fleste birkepollenallergikere reagerer pa det samme

Accession # #ids o
280104 Betv 1 159 A K A F A S Vv P D T K
Q43550 Mald 1 105 K A 1 A K T Q Q D T
Q43552 Mald 1 103 K A 1 A K T Q Q D T
Q43551 Mald 1 103 K A 1 A K T Q Q D T
Q43549 Mald 1 100 A m A I A K A T H E v
2620 Mald 1 93 P K A I A K A Q H A s
AAD26559 Mald 1 92 P K A I A K A Q H A s
AAD26548 Mald 1 91 P K A I A K A Q H A S
AAD26547 Mald 1 91 P K A 1 A K A Q H A s
AAD26558 Mald 1 91 P K A I A K A Q H A s
AAD26552 Mald 1 91 P K A 1 A K A Q H A s
AAD26546 Mald 1 91 ) K A I A K A Q H A s
AAD29671 Mald 1 91 s K A 1 A K A Q H A s
AAD26553 Mald 1 91 S K A 1 A K A Q H A s
2619 Mald 1 90 A A L A K E H D D
P43211 Mald 1 920 s K A 1 A K Q H A s
AAD26555 Mald 1 90 S K A 1 A K Q H A s
AAD26654 Mald 1 90 s K A 1 A K Q H A s
Accession # #ids 90 100 110 120 130 140 150

| | | | | | |
780104 Betv 1 159 N v GG P G N \4 G Q KAS E MG R A A
Q43550 Mald 1 105 S M D T S Y 1 G T H K A[d I3 K A KN A
Q43552 Mald 1 103 s M <D T S Y 1 G T H LN G A K A Kis A
Q43551 Mald 1 103 ) M D T S Y 1 G T H L@V G 3K A Ly L A
Q43549 Mald 1 100 K v <D A ) Y v G s H LN G A K A Kas A
2620 Mald 1 93 A L I D A T Y v G S H LY G A K A Ly L D
AAD26559 Mald 1 92 A L 3D A T Y v G s H LN G A K A Kis G
AAD26548 Mald 1 91 A L I D A T Y L G S H L@y G A K A Ly L G
AAD26547 Mald 1 91 A L 3D A T Y \ G s H LY G A K A Kin G
AAD26558 Mald 1 91 A L <D A T Y v G S H m ALg A K A Ly L G
AAD26652 Mald 1 91 s L <AD A T Y \ G s H LN G 2K A L D
AAD26546 Mald 1 91 s L <D A T Y \' G S H LY G A K A KiS G
AAD29671 Mald 1 91 s L <AD A T Y \ G s H LN G 2K A Kis D
AAD26553 Mald 1 91 s L I D A T Y \' G S H LY G 3K A KiS D
2619 Mald 1 90 S L <dD A S Y \' G N H 4V G Bl K A iy L A
P43211 Mald 1 90 s L I D A T Y v G S H 4V G 3K A Kis D
AAD26555 Mald 1 90 ) L <cAD A T Y \' G S H K Al A KA L G
AAD26554 Mald 1 90 s L <D A T Y \ G S H LY G A K A Kis D
Figur 5. Sekvenssammenligning af Bet v 1 og Mal d 1 aminosyresekvenser. Rpd farve indikerer >95% sekvensidentitet af den pdgeeldende aminosyre, bla farve

indikerer at pageeldende aminosyre er konservativt substitueret, mens hvid farve illustrerer aminosyrer substitueret med ikke relaterede aminosyrer.
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Figur 6. Overfladeomrader konserverede mellem Bet v 1 og major allergener fra eble. Se tekst for forklaring. Orange farve indikerer >95% sekvensidentitet af
den pdgeeldende aminosyre, mens rgd farve repreesenterer atomer fra a-carbon peptidskelettet, som er ens for alle aminosyrer selv om sidekceden varierer. Bld

farve indikerer at pageeldende aminosyre er konservativt substitueret, mens hvid farve illustrerer aminosyrer substitueret med ikke relaterede aminosyrer. Panel
1 og 2 repreesenterer strukturen drejet 180 grader omkring en vertikal akse.

protein, major allergenet i birkepollen, Bet v 1. I parentes be-
mearket navngives allergener med en bogstavforkortelse afledt
af artens latinske navn, her Betula verrucosa, efterfulgt af et
nummer. ALK-Abellé’s forskergruppe har i mange ar arbejdet
med Bet v 1 som modelsystem for inhalationsallergi og var
ferst med en tredimensional struktur af et vigtigt inhalations-
allergen [7], figur 3. Strukturen er bestemt ved rontgenkrystal-
lografi i samarbejde med Kgbenhavns Universitet og bekreeftet
ved NMR-spektroskopi i samarbejde med Carlsberg Forsk-
ningscenter. Strukturen bestar af et sadelformet syvstrenget
antiparallelt B-sheet, som omkranser en lang carboxyterminal
a-helix. Desuden er der i interfasen to korte a-helices. Struktu-
ren er besynderlig ved at have et stort hulrum med tre udgange
til molekylets overflade.

Strukturmodeller for krydsreaktivitet

Den tredimensionale struktur giver oplysning om, hvilke amino-
syrer der befinder sig pa molekylets overflade og derfor er til-
gaengelige for antistofbinding. Nar denne information sammen-
holdes med oplysning om bevarede aminosyrer, fremkommet
ved sekvenssammenligning, fas umiddelbart et indtryk af, hvilke
dele af overfladen der kan tankes at udggre epitoper for kryds-
reagerende antistoffer. I figur 4 ses overfladen af Bet v 1 farvet
efter, hvilke aminosyrer der er >95% identiske ved sammenlig-
ning af 57 aminosyresekvenser af major allergener fra el, birk,
hassel og avnbgg, som alle tilhgrer birkefamilien. Det ses, at
store omrader af overfladen er bevaret mellem arterne i overens-
stemmelse med, at stort set alle birkepollenallergiske patienter
ogsa reagerer pa pollen fra el og hassel. Det er sandsynligt, at
disse omrader udggr serligt vigtige omrader for IgE-binding, da
patienter udsettes for stgrre eksponering gennem konsekutiv
pollinering af de forskellige treeer, og at IgE rettet mod disse
omrader derfor er modnet til hgjere bindingskonstanter.

Mal d 1 - Bet v 1 krydsreaktivitet

I lighed med andre allergener udviser major allergenet fra &ble
(Malus domestica), Mal d 1, isoallergenvariation, som er beteg-
nelsen for det fenomen, at det samme allergen findes i forskel-
lige udgaver med forskellig aminosyresekvens, figur 5. Variatio-
nen er ikke knyttet til forskellige &blesorter, men forskellige
sorter kan udtrykke forskellige niveauer af allergenet, hvilket
kan begrunde, at nogle ®bleallergikere har erfaret, at de f.eks.
kan tale grgnne @bler, men ikke rgde. Pa basis af sammenligning
af sekvenserne mellem Mal d 1 og Bet v 1 kan vi nu studere lig-
heder og forskelle pa den molekylare overflade repraesenteret
ved Bet v 1 strukturen [8]. I figur 6 ses sekundarstrukturelemen-
terne fremhavet i A. Panel 1 og 2 reprasenterer strukturen drejet
180 grader omkring en vertikal akse. B viser stgrrelsen af en
antistofbindende epitop bestemt ved rontgenkrystallografi pa et
Fab-Bet v 1 kompleks [9]. Ved denne teknik bestemmes
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epitopens maksimale udstrekning, idet den statiske reprasenta-
tion i krystallen ikke giver oplysning om, hvilke aminosyrer der
faktisk tager del i bindingen i den dynamiske tilstand i opl@s-
ning. C viser konserverede aminosyrerester ved sammenligning
af Bet v 1 og den kendte Mal d 1 variant, som har hgjest identitet
til Bet v 1. Flere konserverede omrader synes at have en stgr-
relse, som kunne afstedkomme krydsreaktivitet. D og E viser
tilsvarende konserverede overfladeeksponerede aminosyrer mel-
lem Bet v 1 og to Mal d 1 varianter, vi har arbejdet med i labora-
toriet. Mal d 1 (2620) ses at have stgrre identitet med Bet v 1 end
Mal d 1 (2619). Det er i overensstemmelse med, at et polyklonalt
antistof rejst ved gentagen immunisering af kaniner, med opren-
set Bet v 1 1 krydset immunelektroforese, danner et mere veldefi-
neret precipitat med Mal d 1 (2620) end med Mal d 1 (2619), en
klar indikation af et stgrre epitopsammentfald. F viser en sam-
menlignende analyse af Bet v 1 med samtlige kendte Mal d 1
sekvenser, og her synes der ikke at vaere konserverede overflade-
omrader, der er store nok til at afstedkomme antistof-kryds-
reaktion.

Konklusion

De molekylare studier viser saledes et kompliceret billede af
potentiel krydsreaktivitet. Individuelle varianter af Mal d 1 har
overfladeomrader falles med Bet v 1, som kan forklare den kli-
niske krydsreaktivitet, men enkelte aminosyresubstitutioner mel-
lem Mal d 1 isoallergenerne afstedkommer forskelle i omrader-
nes udbredelse og placering. Resultaterne stemmer meget godt
overens med de kliniske observationer, hvor nogle birkepollen-
allergiske patienter reagerer pa &ble, mens andre ikke ggr det.
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