Protein-Extraktion aus Konidien und Myzel von
innenraumrelevanten Schimmelpilzen und
Schlussfolgerung fiir die Allergiediagnostik

Von der Medizinischen Fakultét
der Rheinisch-Westfalischen Technischen Hochschule Aachen
zur Erlangung des akademischen Grades einer Doktorin der Medizin genehmigte
Dissertation

vorgelegt von

Nadine Hollbach

aus Lichtenstein

Berichter:  Professor als Juniorprofessor Dr. rer. nat. Guido Fischer
Universitatsprofessor Dr. med. Thomas Kraus

Tag der miindlichen Priifung: 20.09.2010






Akademische Edition Umweltforschung
Publikationsreihe des interdisziplindren

Umwelt-Forumsder RWTH Aachen

Band 48/2011

Nadine Hollbach

Protein-Extraktion aus Konidien und Myzel von
innenraumrelevanten Schimmelpilzen und
Schlussfolgerung fur die Allergiediagnostik

Herausgeber:
Prof. Dr. rer. nat. G. Fischer
Institut fir Hygiene und Umweltmedizin

Shaker Verlag
Aachen 2011



Bibliografische Information der Deutschen Nationalbibliothek

Die Deutsche Nationalbibliothek verzeichnet diese Publikation in der Deutschen
Nationalbibliografie; detaillierte bibliografische Daten sind im Internet tiber
http://dnb.d-nb.de abrufbar.

Zugl.: D 82 (Diss. RWTH Aachen University, 2010)

Copyright Shaker Verlag 2011

Alle Rechte, auch das des auszugsweisen Nachdruckes, der auszugsweisen
oder vollstandigen Wiedergabe, der Speicherung in Datenverarbeitungs-
anlagen und der Ubersetzung, vorbehalten.

Printedin Germany.

ISBN 978-3-8440-0196-9

ISSN 1437-532X

Shaker Verlag GmbH ¢ Postfach 101818 « 52018 Aachen

Telefon: 02407/9596-0 ¢ Telefax: 02407/9596-9
Internet: www.shaker.de ¢ E-Mail: info@shaker.de



Diese Arbeit ist meinen Eltern gewidmet. Ihre Liebe, Motivation, ihr
Verstindnis und nichts zuletzt ihre finanzielle Unterstiitzung haben mein
Studium und diese Dissertation moglich gemacht.






Inhaltsverzeichnis

L BINICIEUNG -ttt ettt ettt 1
1.1. Systematik der Schimmelpilze........c..coceeievieriiririiinininieeeeeee e 1
1,11, TAXANOIMIIL. ... eutenieieeieeitete ettt ettt ettt ettt sbe et e b e e bt est e esbeeseeneeneas 1

1.1.2. Morphologie der untersuchten Arten ...
1130 ZYEOLOZIE ..ttt
L1300 eI
1.1.3.2. Zytoplasma
1.1.3.3. Zytoplasmatische Membran............ccccceueirenieieienenieenenieeneneeseseeenes
1.1.3.4. Zellwand
1.1.3.5. Myzel
1.1.3.6. KONIAICN....c.cviniiiiiiciiiiiicieiccecicece e
1.2. Vorkommen von Schimmelpilzen
1.2.1. AuBenluft
1.2.2. INNENTAUIN ..ot
1.2.3. Belastungssituation am Arbeitplatz ............cccceeeveeneieinenieinenieineicennene
1.2.3.1. Abfallwirtschaft
1.2.3.2. Lebensmittel.........coooueviiiiiiiiiiiiiiiiicicicccciciccccccc e
1.2.3.3. LandWirtSchaft ..........cocoiiiiiniiiiiiie
1.3. Risikoeinstufung
1.4. Allergien durch Schimmelpilze ..........cocoevreriiininiiininineceeeeeeeene
1.4.1. Sensibilisierung — AlISIZIC........cccooueviririeririreiecree e
1.4.2. Allergene Pilze und Pilzbestandteile
1.4.3. Immunologische Effekte..................
1.4.4. Formen der Allergie.....
1.4.4.1. Typ I-Reaktion.......
1.4.4.2. Typ II-Reaktion.....
1.4.4.3. Typ III-Reaktion ...
1.4.4.4. Typ IV-Reaktion ......c.ccceueerenieinenecncnecne
1.4.5. Klinische AuBerungen von Inhalationsantigenen ....
1.4.5.1. Allergische bronchopulmonale Aspergillose....
1.4.5.2. Exogen allergische AIVEOlitis ..........ccecevueuee .. 19
1.4.6. Diagnostik ........cccoueueue .21
1.4.6.1. In vivo-Diagnostik
1.4.6.2. In vitro-Diagnostik...
1.5. Allergie-Testextrakte ........c..ccccoeveveuennee .28
1.5.1. Standardisierung von Testextrakten.
1.5.2. Anzucht von PilzKulturen..............ccoooiiiiiiiiiicccccccee
1.5.3. EXIFaKEION ...viuiiiiiiiiict s
1.5.4. Major- und Minorallergene
1.6. Hintergrund und Zielsetzung der Arbeit ..........coeceverveinenieienenieiineneeneneenaens 30
1.7. Aufbau der Arbeit ........ccoviiiiiiiiiiccc s
2. Material und Methoden .
2.1. Medien, Schimmelpilzisolate und kommerzielle Allergietestextrakte ................ 34
2.1.1. SChIrAG-AGAT ...t
2.1.2. Fliissigmedium .
2.1.3. Auswahl der Pilzisolate.............ccocoiviiiiiiiiiiiiiiiic
2.1.4. Allergie-TesteXIIaKLe ........cccevveuiririeuieiinieieiniee ettt
2.2. Kultivierung der Schimmelpilzisolate .
22,1 KOMIAIN ..o
2.2.2  MLYZEL ettt sttt
2.3. Extraktion der Proteine
2.3.1. Konidien




N. Hollbach: Proteinextraktion von Konidien und Mycel von innenraumrelevanten Schimmelpilzen und Schlussfolgerung fiir die
Allergiediagnostik

2.3 1.1, DHALYSE ..ottt
2.3.1.2. Zelllyse mit LySiSpuffer.........ccccovevereriieneniniieiinenenieceereeeeeeene
2.3.1.3. Schockgefrieren und MOISEIN ........cccoerueiriinieieinieinencieeseeeie e
2.3.1.4. Wiederholtes Einfrieren und Auftauen .
2.3.1.5. Kugelmuhle ......cocveviiniiriieiiiiiinieieeieseeeeeeeeeeeeere et
2.3.1.6. Erfolgskontrolle der Extraktionsmethoden ...........cccceeveverienicncnennee. 41
2.3.2. Myzel
2.3.2.1. GefTiertrOCKIUNG ......ccveuiiuiieiirieieietee ettt 42
2.3.2.2. DHALYSE ..cuvevivinieiieieieitet et
2.3.2.3. Kugelmiihle ..
2.3.3. PricKteSteXtrakie .....c.coveveuiriiieiriiicieiesiei ettt
2.4.1. Auftrennung der Proteine..........ccocevveirinieininieininiciencec e 44
2.4.2. Farbung .
2.4.2.1 SAIDETTATDUNG ....c.veveriienieieieeieeteeee ettt
2.4.2.2. Coomassie-FArDUNG .........ccccoveiiiiniiiiiinicicinicccccee e

2.4.2.3. Sypro-Orange-Firbung .
2430 AUSWEITUINEZ ..ttt sttt ettt se et e bt st aesreere s eaesaesaeennens
2.5. GEITOCKIUNG .....cueeuiiiiriieiieieteeieetete ettt ettt b b esnenee
2.6. Blotten .
2.6.1. Antrag EthiKOmMMiSSION ......c.coeeveiriiniiiiiniiiiecieeneeee et
2.6.2. PatieNteNSEIUM .......euvveuiniieieiieeteieieeteeee ettt e enenes

2.6.3. Membranen .........
2.6.4. Blotting-Methoden ..
2.6.4.1. Semi-Dry-Blot..
2.6.4.2. Tank Blot..........
2.6.5. Membranfirbung..................
2.6.5.1. Coomassie Blue Férbung ..
2.6.5.2. Amido Schwarz Firbung...
2.6.5.3. Ponceau Rot Firbung....

2.6.5.4. Pelikan® Ink Féarbung . .52
2.6.6. Immunodetektion .............. .52
2.6.7. Auswertung .. .53

3. ErEbniSSe .....cooveruerueeiiiinieniieiecieeneeeeeeeee e .54
3.1 Optimierung der Extraktionsmethoden fiir Proteine... .54
3.1.1. Extraktion von Konidien..........cccccccevvinienincnnnncns .54

3.1.1.1. Vergleich verschiedener Extraktionsmethoden... .54

3.1.1.2. Abschwemmen der Konidien............cccoeeiviviecineciinnecineccinenenne 58

3.1.1.3. Vergleich von Pellet und Uberstand .............c.cco.covevrvrrererrresrnrnnenns 62

3.1.1.4. Protease-Inhibitoren .
3.1.2. Extraktion VON MYZel.......coccoveoiriiniiininiciniiicincnictncctee st

312,10, DHALYSE ..ouveiiiieiieieteiet et

3.1.2.2. Kugelmiihle .
3.1.3. Vergleich aufgetauter und frischer Extrakte ..........cccccccvenicininiincniennnne. 64
3.1.4. Farbungen der Gele........cocoeireiiinieiiinicieencceee et

3.2. Analyse der Proteinspektren
3.2.1. Proteinspektren verschiedener Stimme gleicher Art........c..cocceevevceeenenne. 66

3.2 1.1 KOMIAICN .. vttt 66

3.2.1.2. Myzel .
3.2.2. Gegeniiberstellung von Myzel und Konidien einer Art..........coccceevrveveuennnnee 73

3.2.2.1. Penicillium ChrySOZENUIML......cc.cevueruererieienienieeienieniesieeeeiesee e 73

3.2.2.2. Aspergillus fumigatus .
3.2.2.3. Cladosporium cladoSporioides.............ccevueeeeerueieerienieerenieereeeenienne 75




Inhaltsverzeichnis

3.2.2.4. Alternaria alterNata............coeveueuiriruereireeneuiineeereeeeesee e esnenenene
3.2.3. ,Allergietest -EXIrakie. .....cccevterererierienienieeieiesteeieete ettt
3.3, IMMUNODIOL ...ttt ettt st et
3.3.1. Test verschiedener Membranen
3.3.2. Test verschiedener Blotting-Verfahren ..........c..cccoevveineneincnnincnccnee, 80
3.3.3. Farbung Blotting-Membranen.............ccccecceeevierenenienieneneneeieneneeeeseeeens 82
3.3.4. Immundetektion
4, DISKUSSION ..uvetieiieieeiteiteiet ettt et e ste st et e e s teete e st esteteseeeseensensesseeneensensesseensensensesseenes
4.1. Zytologische und biochemische ASpekte..........cccvevieirinieineneinencneieenees 85
4.1.1. DNA .
4.1.2. ZEIMEMDIAI ...c.eiieiiieeiieieie ettt ettt ettt e b bt eneas 86
413, ZEIWANA.......eiiiiieiieieeteceeee ettt ettt st ettt ettt be s enean
4.1.4. Stoffwechsel .
4.2, PraanalytiK ...c..coeeieienineeeeeeeeect sttt
4.2.1. Vorkommen von Pilzen in Innen- und AuBenluft............ccoceeveerinineniinnnnnne. 87
4.2.2. Auftreten von Allergien (Innenraum/Aufenluft).. .
4.2.3. LuftkeimSammIUng ...........ccovueiriniiininieieiieeesee e
4.2.4. Auswahl und Lagerung von Pilzkulturen..........ccccoceeveeviinencniencnencnnienncnne.
4.2.5. Eindringtiefe der Allergene in die Atemwege ..
4.3, ExtraktionSmethOden ...........ccooeeuieieiienieniieieieieeieeieie et ennens
4.3.1. Vergleich der Dialyse mit anderen Extraktionsmethoden ...........c.ccccccvueuee 89
4.3.2. Vergleich verschiedener Extraktionsmethoden .............. ...90
4.3.3. Zellaufschluss vs. Nichtaufschluss ................... ..90
4.3.4. Vergleich des Abschwemmens mittels NaCl Tween und A.bidest . .91
4.3.5. Vergleich von Pellets und Uberstand............c..ccoooevveerererrsrerenenn. .92
4.3.6. Protease-Inhibitoren...........ccocccveiiiiiiiiiiiniiicieeee, .93
4.3.7. Vergleich von tiefgefrorenen und frisch gewonnenen Extrakten . .94
4.3.8. GelfArbUngen.....c.cc.evveuiririeirieicieieeeec s .95
4.3.9. Extraktion von Konidien. ..96
4.3.10. Extraktion von Myzel.... ..96
4.4. Analyse der Proteinspektren ................ .97

4.4.1.Verschiedene Stimme gleicher Art...

44

4.4
4.4.2.
4423,

1.1 Konidien........oeeiiienns .
L2 Myzel . .98
Vergleich von Myzel- und Konidienextrakten......... .99
Vergleich von Wildstimmen und Pricktestextrakten...

4.5, TMMUNODIOL ... .eeitiieiiieiieriterte sttt et et e teesateenbeebeesteesaaesnneenseennes

4.5.1.
4.5.2.
4.5.3.
4.54.
4.5.5.

MEMDIANEN ..ot
Blottingverfahren
Firbung der Blottingmembranen ..............cccccceeeivniiciniiiiniecieeeenes 101
IMMUNAEEKLION ...

Patientenauswahl...

4.6. AlISTZICIESTUINEZ .....cuviniiiiiieietestet sttt

4.6.1.
4.6.2.
4.6.3.
4.6.4.
4.6.5.

IMMUNOIOZIE ..ottt
Major- und Minorallergene
Zusammensetzung von Pricktest-Extrakten.........cc.coceeeveneniieninicncnncnnn.
Klinische Allergiediagnostik...........ccccverieciriniecininenininicieineieeeeeeene
Standardisierung von Allergie-Testextrakten

5. SChIUSSTOIZEIUNG ...ttt
6. ZUSAMMENTASSUINZ ......veuveieriieienientieterte st etteatestesteeseestebesbesseestesbesbeeseesentessesseensensens

7. Literaturverzeichnis ..

8. Anhang




N. Hollbach: Proteinextraktion von Konidien und Mycel von innenraumrelevanten Schimmelpilzen und Schlussfolgerung fiir die
Allergiediagnostik

8.1. Puffer und LOSUNZEN ......cc.eiiiiriiiiiieieieeteeeee et 120
(1) NACT TWECI...cuveeeieeiieeiieieeieeeiteste et eieesteestteesaeebeesseesseessaessseenseenseesssesssesnses
(2) Ammoniumsulfat
(3) Extraktionspuffer .
(4) Proteaseinhibitor-COCKLALl...........coveeueeieeeiieie ettt 120
(5) LySiSPULTET A ...ttt
(6) Laemmli-Puffer .
(7) LaufPuffer......c.coveiiieieiece ettt
(8) Development Accelerator Solution (Silberfadrbung) ..............ccoccvevecenennnne 122
(9) Fixative Enhancer Solution (Silberfarbung) .
(10) Staining Solution (Silberfirbung) ...............cccoccvevecinvenecineniecinesecenennens
(11) Fixing Solution (Coomassie FArbung)...............cccecevveneecerveneecenvenecenennens
(12) Destaining Solution (Coomassie Férbung).... .
(13) Preserving Solution (Coomassie FATDUNG) .........coeeveveeveneriesicnieneneeaenes
(14) ANOAe-1-PUFTEr.....c.oiiiieiiiiiiceeeeeecee ettt e
(15) Anode-2-Puffer... .
(16) Kathodenpuffer.........cccoevieiiiriiiieieeee e
(17) Blotting-Puffer......c.coeririiiiiieiieeee e
(18) modifizierter Laufpuffer-.. .
(19) Coomassie FArbElOSUNG......c..ccoeerieiiiriiiiinieieicnete et
(20) Coomassie Entfarbelosung 1 .........ccccvvevieiirinieinenieieeeeeeeceeseeeeeeea
(21) Coomassie Entfirbelosung 2 ..
(22) Amido-Schwarz-Férbelosung.....
(23) Amido-Schwarz-Entfarbelosung
(24) Ponceau S-Firbelosung...............
(25) Ponceau S-Entfirbelosung...
(26) Pelikan-Férbelosung........
(27) Milchpulverlosung.....
(28) Blocking-Puffer..

(32) Probenverdiinnungspuffer (PBS) ..
(33) Sabaroud-Feststoff-Agar ............
(34) DG 18-Agar....
8.2. Chemikalienliste................ .
8.3. Geriite- und Materialliste ..........cooevireriririiiiireieee e
8.4. Verzeichnis der AbKirzungen/GlOSSAr ............cocevereeierienieneeienenieneeeeneennenes
8.5. Abbildungsverzeichnis .
8.6. TabellenVerzZeiChNIS. ... ...cc.ecvirieieieieeteeeetee ettt 135
8.7 BALART ...t
8.8. Antrag Ethikkommission .. .
9. PUDIKALIONEN ....euiiiiieieiee ettt st sttt et

10. DANKSAZUNE......cveuiiiiiiieiiieieientei ettt sttt sttt
11, LebensIaus ....c.oviiiiiiiieirc e



