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1. Einleitung
1.1 Allergien

In den letzten Jahren konnte eine stete Zunahme allergischenl&nkgen vor allem
bei den Menschen aus Industrienationen beobachtet werden (Bztcker2001).

Der Begriff Allergie wird dabei als die spezifische Anderutey Immunitatslage im
Sinne einer krankmachenden Uberempfindlichkeit gegen normalerweistoda und
nicht-infektiose Substanzen definiert (Amen al, 1996). Diese kdnnen z. B. Gras-
und Baumpollen, Hausstaubmilben, Tierepithelien und —federn, Schimmelpilze,
Nahrungs- und Arzneimittel, sowie Insektengifte sein. Die z. B.clhduPollen
ausgeloste allergische Erkrankung kann sich dabei auf bestimng@ngysteme
beschranken wie die oberen Atemwege und Lunge bei Asthma bronchidRénunrtcs.
Sie kann aber auch als Urtikaria oder auch Kontaktdermatitipische Dermatitis
oder generalisiert in fast allen Organsystemen des Mensaftesten und z. B. durch
Nahrungsmittel- oder Arzneimittelallergien ausgelost werden.

Die Schwere der Symptome ist dabei sehr unterschiedlich ausgepdidgiann von
Mundkribbeln (Orales Allergie Syndrom (OAS)), Juckreiz, Stérunges @astro-
intestinaltraktes, Atemnot bis hin zu anaphylaktischen Schockreaktiemzhen. Die
schwerwiegenden Symptome werden am haufigsten von Nahrungsmitiel
Leguminosen (Erdnuss, Soja) oder verschiedenen Nussen (Haselnussisd)Val
Pekanuss, Paranuss und Cashewkern) ausgelést.

An der Ausbildung einer Allergie sind viele Einflussfaktoren beteilige. [leigung zur
Entwicklung einer Allergie kann genetisch bedingt sein. In dieseinspacht man
von Atopie, also einer familiar bedingten allergischen Erkrankungdlekiieile leidet
fast ein Drittel der Bevdlkerung in den Industrienationen an Besdeweaus dem
atopischen Formenkreis und zwar mit zunehmender Tendenz ¢Ralg 2001). Dies
ist ein Ausdruck fur die veranderten Lebensgewohnheiten der Bevélkerundiaund
zunehmende Belastung der Umwelt mit problematischen Substanzede Gerden
Industriestaaten spielt der Umwelteinfluss fir das Auftreten vaem@llergenen eine
wichtige Rolle. Vor allem neue Chemikalien kdnnen im beruflichettag\l und
Haushalt auch Allergien auslosen (Schnethl, 2003).

Synergie-Effekte aus einer Kombination vieler verschiedenefe$Sttie jeweils alleine
auftretend kein allergenes Potential haben, zusammen aber wmedbergieférdernd
sind, konnen auftreten. AufRerdem konnen vor allem Luftschadstoffe wie
Schwefeldioxid, Stickstoffoxid, Ozon, Tabakrauch sowie RufR3partikeldreiPatienten
zu ausgepragten allergischen Reaktionen filhren oder mdglickervaeich die
Entstehung neuer Erkrankungen unterstitzen (Weil3buch Allergie, 2004; Ring,
Kongressbericht Aachen, 2004).

Die allergischen Erkrankungen lassen sich nach ihrem immundiegisReaktions-
verhalten in vier Kategorien unterteilen. Diese sind nach Gell a@nibs (1973),
verandert nach Medizinfo (http://www.medizinfo.de/allergie/pathigidypen.htm) in
einer Ubersicht dargestellt:
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Schema 1: Mechanismen der vier Allergietypen.

Allergie- Beschreibung Reaktionsablauf
Typ
H " z Sensibilisierung
"l,-’ \"\._-.,f..— Allergen
Sofortreaktion, , B-zelle 2
Anaphylakiischer D25 Allergen bindet @g
IgE auf Mastzellen >
Typ der : 3 :
T - . oder Basophilen und :
yp | Uberempfind- N Mastzelle
. . Entzindungs- N ) .
I|Chke|t, |gE' . i t" : Allergische Reaktion
. mediatoren werden *Lﬁi-:
vermittelte . <4 Nl alergen
freigesetzt.
Immunantwort
Histamin
Zytotoxischer Das Antigen ISt
Zell-gebunden. Die -
Typ der lle wird y oo
Antik('jrper- Zelle wir Z.erStort o gi l'i-lgrpil:zelle
Typ Il o durch Antigen- 1
abhéngigen i A ;
Uberempfind- spezifische ’ré‘;\* ;
. : Antikorper (IgM Komplement- Sffg
lichkeit ' =ystern fihrt ¥
und IgG) zur Zellauflosung.
N /— N — N
) Der Antigen- TWSReaktmq_ le [ !
Uberempfind- Antikérper AR :r;’;‘f\» e
lichkeit wird Komplex wird an f,; :;,’Ej::"m
Typ Il durch die BlutgefalRwand ‘ ﬁfiommemem
Immunkomplex | gebunden und dag ‘“’..- 3 fﬂi{;jﬁ';jngen
vermittelt Komplementsystem ‘f"" |-“_f"
wird aktiviert. _) ;‘k
. AMivierter  1¥P #Reaktion
Spatreaktion Da? Anuggn T-Lymphozyt aktiviert
- ] aktiviert die tmkrophagen
Uberempfind- | / hozyten, diese ait “_‘“‘\
TypIV | lichkeitwird | ~Y™P » diese
setzen Eﬂ
durch Zellen . i
. Entzindungs- v ‘"
vermittelt : . ,3‘-.; L
mediatoren frei. hewse
Iytoking mep Gewebsschadigung

In der vorgelegten Arbeit steht ausschliel3lich die Typ I-Allergie im ®aaind.

Diese soll im Folgenden néher beschrieben werden.

1.2 Pathomechanismus der Typ I-Allergie

Als Typ I-Allergien werden alle Uberempfindlichen Schutzreaktiobereichnet, die
zur Allergie vom Soforttyp gehdren und auf einer IgE-vermittelten dmamntwort
beruhen. Die Freisetzung von Entzundungsmediatoren erfolgt meistensnuteMi
oder wenigen Stunden und kann bis hin zu einem anaphylaktischen Schock fuhren.
Die Ausloser fur eine Typ I-Allergie konnen dabei Gras- und Baumpoll
Insektengifte und vor allem auch Bestandteile von Nahrungsmiteln. Die
haufigsten Allergien sind gegen Gras- und Baumpollen gerichtemeistens durch
milde Symptome wie Rhinitis gekennzeichnet. Hymenopterenstiche kameleen
Juckreiz in seltenen Fallen auch zu einem anaphylaktischen Schock flihren.
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Nahrungsmittelallergien konnen sich im OAS, gastrointestinaledruggen,
Neurodermitis bis hin zu einem anaphylaktischen Schock manitasti@ampson,
1999).

Der Pathomechanismus der Typ I-Allergie lasst sich in Zxmchnitte unterteilen
(Abb. 1, verandert nach Petersen, 1999).

Sensibilisierungsphase Expositionsphase

Allergen Allergen
Umwelt
S U S, L S S L SN S S _Epiﬂ‘lﬂl
[ -_|_ -_|_ | _-|_l-.. - -_|_ - _-| - om ow - -_|_ -_|_ - o . - _-I _-_-I - _-l -__-_|_ - - o m -
Sub-

mucosa
Fragmente % Fragmente z

?/\ I~

Kreuzvemetzung

"

Plasma EE e —
" ED i hasasie

)
IL-4 laE
IFN 'y' I

~ L3 1

E@ L4 B-Zolle Mediatorfreisetzung

Abb. 1: Pathomechanismus der Typ I-Allergie

Zunachst findet in der Sensibilisierungsphase ein Eindringen der Antigesredie
Schleimhaute in den Kérper statt. Die Antigene liegen meist inggrDosis vor und
werden von den Abwehrzellen des Korpers, den Makrophagen und dendritischen
Zellen, sowie den B-Lymphozyten zunéchst symptomlos phagozytiert und dabe
proteolytisch prozessiert. Die bei dieser Spaltung entstandenenléPe@iden dann
von den Zellen durch Proteine des Haupthistokompatibilitditskomplexes (Mid€3e

Il auf der Zelloberflache prasentiert. An diese Strukturen dockételferzellen
(CD4+-T-Zellen) mit ihren spezifischen T-Zell-Rezeptor annfReenseet al, 1993).
Durch die Préasentation der APCs werden die unreifen T-ZellgO-Z€llen) zur
Ausdifferenzierung in §2-Zellen veranlasst. Dabei ist das umgebende Cytokinmilieu
entscheidend. So fuhrt vor allem Interleukin-4 (IL-4) zu einerditesenzierung in
Tn2-Zellen, wobei diese weitere Wachstumsfaktoren wie Interleukii-%)( und
Interleukin-13 (IL-13) freisetzen (Janeweatyal, 2002).

Interleukin-4 und Interleukin-13 kdénnen nun zusammen mit co-stimulatorischen
Molekulen wie z. B. dem CD40 der B-Zellen und dem CD40-Liganden gziZ&llen

die Ausreifung von B-Zellen zu Immunglobulin E-produzierenden Plasiaazel
induzieren, welches Antigen-spezifisch ist (Janeatagl, 2002).

Kommt es nun nach der Sensibilisierungsphase zu einem erneutenktKonta
(Expositionsphase) mit demselben Antigen, dann erfolgt die atdrgiReaktion mit
klinischen Symptomen. Die IgE-Antikbrper aus dem Blutstrom binden am ihr
Rezeptoren, insbesondere die hochaffinen IgE-Rezeptowdl Baf Mastzellen und
basophilen Granulozyten.

Die Antigene, jetzt Allergene genannt, aktivieren Mastzelleghddie Bindung an die
zellstandigen IgE-Antikbrper mit nachfolgender Vernetzung. Durch Kdieuz-
vernetzung werden Mediatoren wie Histamin freigesetzt und daumjl von Prosta-
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glandinen und Leukotrienen induziert. Durch die Mediator-Ausschuttung kommu e
einer Kontraktion der Muskulatur, einer Zunahme der Mukussekretion und einer
verstarkten Durchblutung einzelner Organsysteme. Dadurch bedingerk@hinitis,
allergisches Asthma oder auch ein anaphylaktischer Schock auftreten.

Dieser ersten allergischen Reaktion vom Soforttyp kann zeitverzégert Stuntesrenac
Allergenexposition eine allergische Spatreaktion folgen. Diesal wiurch die
fortgesetzte Ausschittung von anderen Mediatoren wie Chemokinen uokinémt
durch die bereits aktivierten Mastzellen und Eosinophilen verursachd. Karen zu
einem chronischen Asthma fihren (Janeetal, 2002).

1.2.1. Nahrungsmittelallergien

Die Nahrungsmittelallergien sind unter den Typ I-Allergidarch die maogliche
Schwere der Reaktion von besonderer Bedeutung.

Dabei kdnnen nahezu alle bekannten Nahrungsmittel auch als Allergdengiiken.

Die wichtigsten sind Kuhmilch, Hihnereier, Meeresfriichte (Fisoite Schalentiere),
Nusse (Haselnuss, Walnuss, Pekanuss, Paranuss und Cashewkern), Legum@ose
Erdnisse und Soja, Sellerie, Senf, Friichte und Sesam.

Durch ihren differenzierten Sensibilisierungsweg kénnen drei TyperNdbrungs-
mittelallergie unterschieden werden (Schnyeteal., 1999).

Der Typ A lasst sich bei Kindern unter 3 Jahren finden, die siakktdiiber den
Gastrointestinaltrakt mit hitzestabilen, gegen enzymatischenuAldssstente Proteine
wie Milch- und Huhnereiproteine, aber auch Erdnisse sensibilisierehy damun-
system, speziell ihre orale Toleranz noch nicht vollstandig entlvickte Mit der
weiteren Entwicklung ihres Immunsystems klingen diese erstamngidh z. B. gegen
Milch oftmals wieder ab und verschwinden schlief3lich vollstandig.

Bei alteren Kindern, Jugendlichen und Erwachsenen tritt haufig deB Byd. Hierbei

findet zunachst eine orale Sensibilisierung z. B. gegen Baumpollde (Biasel) statt.
Durch kreuzreaktive Allergene in den Lebensmitteln wird die orale Toleragangen

und es manifestiert sich z. B. eine Nahrungsmittelallerggemalie entsprechenden

Bet v 1-homologen Proteine in Obst, Gemise und Nussen. Dabei erkennen die
Mastzellen verwandte Epitope der Proteine auf den Nahrungsmitieldewund
reagieren entsprechend mit der Ausschittung von Mediatoren.

Der Typ C stellt eine Besonderheit fur die erwachsene Bevolgetan da hier eine
direkte Sensibilisierung Uber den Gastrointestinaltrakt erfolgt, eachdie orale
Toleranz und das Immunsystem vollstandig entwickelt sind. Dabei dérth ein
Nahrungsmittel als Allergen erkannt, welches sich haufig duntbestabilitat und
Stabilitat gegen enzymatischen Abbau auszeichnet.

Fur den Allergiker ergeben sich bei der Nahrungsaufnahme einidpiee. So sind
allergieauslosende Zutaten nicht ohne weiteres in einer fer8geise erkennbar. Die
Deklaration ist haufig unvollstandig oder es liegt eine unbeabsichigytigamination
wahrend des Herstellungsprozesses oder beim Verkauf der Speisenfv@ruAd der
Schwere von Nahrungsmittelallergien missen geeignete Detelsterse weiterent-
wickelt werden, die einen empfindlicheren Nachweis fur ,verstécktergene in
Lebensmitteln erlauben.
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Die von Nahrungsmitteln ausgeldsten Symptome lassen sich dabier iSchwere-
grade unterteilen, die in der folgenden Ubersicht zusammengefasst sind:

1. Grad Juckreiz, R6tung und Urtikaria der Haut

Ubelkeit, Bauchkrampfe, Atemnot, beschleunigter Herzsghlag
und Blutdruckabfall
Erbrechen und Durchfall, Bronchospasmus, Schock | und
Bewusstlosigkeit

2. Grad

3. Grad

4. Grad Atem- und Kreislaufstillstand mit Todesfolge

Fur alle Nahrungsmittelallergien gilt dabei, dass eine sgtortirztliche Notfall-
versorgung mit Adrenalin notwendig ist, um eine Reaktion dritten unterni&rades
rechtzeitig abwenden zu kénnen.

1.2.2. Erdnussallergie

Die wichtigste Nahrungsmittelallergie mit der héchsteavBlenz von Betroffenen in
der westlichen Welt ist die Erdnussallergie.

Botanisch gehdrt die Erdnusar@chis hypogagazu der Familie der Hulsenfrlichtler
(Leguminosag die ursprunglich aus Sudamerika, vor allem aus Brasilien stamant
dort bereits von den Inkas als Kulturpflanze genutzt wurde. Weiterentiteka
Leguminosen, die in Gber 13000 Arten vorkommen, sind wichtige Nahrungswigtel
Soja Glycine max, Erbsen Pisum sativur Linsen {ens culinari$ und Bohnen
(Phaseolus vulgar)s

Zu den wichtigsten Reservestoffen der Leguminosen gehéren Pratieinfgbumin,
Legumin und Conglutinin. In den meisten Fallen handelt es sich bei de
Erdnussallergenen um hitzestabile, wasserlosliche Speichengratei einer Grol3e
zwischen 7 und 65 kDa. Die Proteine lassen sich in Proteinfamilienupetf&milien
nach ihrer Ld&slichkeit, ihrem strukturellen und molekularen Aufbau umeém
Sedimentationskoeffizienten, der in Svedberg-Einheiten (S) angegeben unter-
teilen (Mills et al, 2002).

Die Superfamilie der Prolamine umfasst die wichtigsten Pdiaaltergene, die in
Samen verbreitet sind. Sie haben eine konservierte 3D-Strukturdulah eine
konservierte Lage von Cysteinresten und die Ausbildung von Disulfidbricken
zwischen ihrena-Helices mit flexiblen Loops stabilisiert wird. Sie sind in $8ar
I6slich. Zu ihnen gehoren die Erdnussallergene Ara h 2 und Ara h 6 (Besetal,
2000).

Die Superfamilie der Cupine verfugt hingegen Ul&Faltblattstrukturen, die
namengebend waren (,Cupa“ (lat.) bedeutet Faltblatt). Sie simestabil und bilden
gro3e variable Aggregate, die sogar nach proteolytischer SpaltumgDidéfid-
bruckenbindungen zusammengehalten werden. Sie sind in verschiederiésuggen
I6slich und zeichnen sich durch eine grof3e Sequenzhomologie aus (www.ifr.ac.uk/
PROTALL). Zu ihnen gehoren die Erdnussallergene Ara h 3/4 und ihre Isoformen.

Es gibt 9 Allergene der Erdnuss, die hier zur Vollstandigkeit urfgelistet werden
sollen.
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Tab. 1: Ubersicht der Erdnussallergene (Beaieal, 2005, Boldet al, 2005; Breitenedest al, 2000;
Hoffmann-Sommergruber, 2002, Mittagal, 2004, Ponst al, 2002)

Allergen .
ccession p ufbau des Proteines .
A ) IIYIW | Aufbau des Protei Funktlonhund
NI) (kDa) Besonderheiten
Albumine (synomym Conglutine) (2S)
(L%?ng 17,3 | 5,7 Monomere Proteine Trypsin Inhibitagr
Arah 6
(AF092846 | 14,5| 5,2 Heterodimere Proteine, 2 Stabil gegen
) Polypeptidketten (~3 kDa und +9 proteolytische
Arah7 kDa) Uber Disulfidbriicken Spaltung,
(AF091737 | 15,8| 5,6 verknupft Lipidbindung
)
Viciline (7S)
. . : N-Glykosilierung
Arah 1 Bildung von sehr stabilen Di- und .
(L34402) 63,5 5.4 Trimeren von 210 kDa | /O™ ng_R;FI;/Iannose-
Legumine (Glycinine) (11S)
Ara h 3/4
(QSLKN1) 61,7| 5,5
Gly 1
60,5| 5,5
(Q9FZ11) Synthese eines
iso-Ara h 3 ' -
(Q6IWGS5) 58,1 54 Hexamere hetero-oligomere Pg!ﬁ%iﬁg?‘evié%rgsr
Arah 3 Proteine von 300-450 kDa, Uber iiber konservierte
(AF093541 | 58.4| 5,7 Disulfidbricken verknupfte Protease-Schnitt-
) ’ ’ monomere Untereinheiten aus stelle (NGLEET)
Arah 4 sauren (~ 40 kDa) und basischen osttranslational
(~ 20 kDa) Anteilen P :
(AF086821 | 61,0| 5,5 geschnitten. Selten
) glykosiliert.
Trypsin
Inhibitor 255 | 6,7
(Q8LLO3)
Profiline (Bet v 2-Homologe)
Arah 5 Komplexer Aufbau, immer mit| Reguliert Actin-
Actin im Verhaltnis 1:1 Polymerisation nach
(AF059616 | 14,0| 4,6 ,
) ' ' verbunden. Actinmonomere extrazellularen
bindendes Protein Signalen
g
Pathogenesis-related (PR)-Proteine
Abwehr gegen
Arah 8 Familie der Bet v 1-Homologen Pathogene,
(AY328088) 16,9 | 5,0 |PR-10 Proteine, intrazellular ohne unbekannte
Signalpeptid enzymatische
Funktion
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Lipid Transfer Proteine Abwehr von Patho-
Kleine Proteine aus 91-95 | genen und Umge-

Erdnuss-LTP| ? ? | Aminosauren, acht konservierte bungsstress, sehr
Cysteinreste, die vier stabil gegen enzy-
Disulfidbricken bilden matischen Abbau

Oleosine

Hoch konservierter

Erdnuss- Kleine Familie, die Oligomere|  Aufbau, an der
Oleosin | 16-18| 9-10 bildet Entstehung der
(Q9AX10) ¥

Oltropfen beteiligt

Warum weist gerade die Erdnuss eine so hohe Allergenpotenz auf?

In den USA ist die hochste Pravalenz von Erdnussallergiker®,6i% der Gesamt-
bevoélkerung vorhanden, hier haben 100 % aller Kinder bereits im AlteR Jahren
Erdnuss-haltige Lebensmittel konsumiert (Sampson, 2004). Der Trend zu $£rdnus
haltigen Nahrungsmitteln hat auf Europa lbergegriffen und auch hientnare
Haufigkeit von Erdnussallergien stark zu; so sind in GroR3britanniegitd®,5 % der
Bevdlkerung Erdnussallergiker (Sampson, 2004).

Die einzige bekannte Therapie ist die komplette Vermeidung vonuBs-Produkten.
Denn im Unterschied zu anderen Allergien, wie z. B. gegen Kuhmilehsidh im
Laufe der Jahre abschwéchen koénnen, besteht diese Allergieiskuredlebens
(Sampson, 1999). Neue Untersuchungen gehen allerdings von einem ,Auswachsen
der Erdnussallergie von bis zu 20 % aus (Skoleickal, 2001). Es genlgen bereits
Erdnussmengen im Mikrogrammbereich (100 pg), um schwerwiegende Reaktionen
auszulésen (Houriharet al, 1997 und 1998).

Die Allergenitat bleibt auch beim Erhitzen und weiterer Vertwhg der Nisse
erhalten (Beyer et al, 2001). Erdnusskontaminationen konnen in sehr
unterschiedlichen Produkten auftreten (Loreetz al, 2001). Teilweise koénnen
Erdnussproteine als Verunreinigungen in Maschinen, die mehrfach chiegene
Herstellungsprozesse genutzt werden, vorkommen (e¢@t, 2004). So kann auch
ein volliger Verzicht auf Erdnuss-haltige Produkte einen versehemtli€basum nicht
ausschlieRen.

Ein weiteres Problem der Erdnussallergie ist, dass dieséghdaht als Nahrungs-
mittelallergie erkannt wird, so dass eine Behandlung zu spat tedftdgfig sind die
Patienten unter 20 Jahre alt und die Nahrungsmittelallergfianrdffentlichen Platzen,
Schulen oder Universitaten auf. Erschwerend kommt hinzu, dass nach ezistem
Abklingen der Symptome eine erneute schwerwiegende Reaktionzetilicher
Verzdgerung auftreten kann, die beschriebene Spatreaktion, und vieletdtatann
bereits aus arztlicher Obhut entlassen wurden (Niggeetzain1998).

Somit mussen die Mechanismen, die die Erdnussproteine zu so hochpotenten
Nahrungsmittelallergenen machen, genau untersucht werden. Bladgwichtig, auch

die Proteinbausteine zu charakterisieren, die zu einer Erdnussallergie fihren kénnen.

1.3 Zielsetzung

Die Zielsetzung dieser Arbeit ist die CharakterisierungEtenussallergene Ara h 1,
Ara h 3/4 und Isoformen. Um die Zusammensetzung zu erhalten, sollf@etieung
unter naturlichen, nicht denaturierenden Bedingungen erfolgen. Damit kén@en di
Allergene in ihrer natirlichen Form, in der sie auch dem menkemlidorper
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zugefuhrt werden und Nahrungsmittelallergien auslosen, charaktenseden. Im
Gegensatz dazu stehen die meisten bisher veroffentlichten Untergenhi@ampson,
1996-2002; Burkset al, 1998, Koppelmanmt al, 2004) Uber die Erdnuss und ihre
Allergene, bei der diese immer unter den denaturierenden BedingungesD&e
PAGE analysiert wurden.

Fur die Charakterisierung sollten dabei nicht nur die isoliertetefPe aus der Erdnuss
untersucht werden, sondern auch die Prozessierung der Erdnussalleejesineiin
vivo und in vitro simulierten Passage durch den menschlichen Gastrointestinaltrakt
verfolgt werden. Dabei galt es vor allem Hinweise zu findenumaallergische oder
sogar anaphylaktische Schockreaktionen noch lange nach der AufnahNehdesgs-
mittels auftreten konnen. Zusatzlich sollten die IgE-reaktiven EpitigpeAllergene
identifiziert werden. Um die Relevanz der einzelnen Erdnussatiergemitteln zu
konnen, sollte die IgE-Pravalenz mit DBPCFC-positiven Seren eimepdschen
Patientenkollektivs bestimmt werden.



Material und Methoden

2. Material und Methoden
2.1 Material

2.1.1 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Acetonitril Roth
Acrylamid Roth
Acrylamid (49,5T/3C) AppliChem
Acrylamid / Bis-Tris-Acrylamid Roth
Agarose (0,5 %) Pharmacia
Ameisensaure Merck
Aminocapronsaure (ACA 750) Merck
6-Aminohexansaure Merck
Ammoniumhydrogencarbonat Merck
Ammoniumpersulfat (APS) BioRad
Ammoniumsulfat Serva
Ampholyte, Servalyt] 3-10, 4-7 Serva
Antioxidant Invitrogen
Aqua bidest. (demineralisiert >IB) Millipore
Arginin (L-) Sigma
Bicine Sigma
Bisacrylamid Roth
Bis-Tris (Bis[2-Hydroxyethyl]imino- Sigma
tris[hydroxy-methyljmethan)

10 x Blocking Puffer Sigma
Borsaure Sigma

5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat-KaliumsalRoth
(BCIP)

Bromphenolblau Serva
n-Butanol Merck
Cig-Saulen (ZipTip-Spitzen) Millipore
Calciumchlorid Merck
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4-[Cyclohexylamino]-1-butansulfonsaure  Sigma
(CABS)

3-[Cyclohexylamino]-1-propansulfonsdure Sigma
(CAPS)

3-[3-Cholamidopropyl]-dimethylammonio-1- Sigma
propansulfonat (CHAPS)

Citronensaure-Monohydrat Merck
CNBr-aktivierte Sepharose 4B Pharmacia

Completell Proteinase-Inhibitor Boehringer Mannheim

Con A Sepharose fir kleine Saule Pharmacia Biotech

Condimed
Coomassie-Brilliant-Blau R-250

Coomassie Protein Reagenz (PIERCE
Reagenz)

Crocein Scarlet

Cyanbromid
Deoxycholsaure-Natriumsalz
Dialyseschlauch, Visking!
Dimethylformamid (DMF)
Dimethylsulfoxid (DMSO)

(Dimethylthiazol-2yl)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromid (MTT)

Dithioerythrit (DTE)
1,4-Dithiothreitol (DTT)
n-Dodecylmaltosid
Einmalklvetten
Enzynorm forte
Essigsaure (Eisessig)
Ethanol vergallt

Ethanolamin

Roche

Serva

PIERCE, Perbio Science

Serva
Merck
Sigma
Serva
Merck
Merck

Sigma

Merck
Merck
Merck
Sarstedt
Nordmark
Roth
Merck
Sigma

Ethylendinitrilotetraessigsaure Dinatriumsalzverck

Dihydrat (EDTA), Titriplexd 1l
Fetales Kalbserum (FCS)

Formaldehyd 37 %

10
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GelBond PAG-Film
Glutaminsaure (L-)

Glutamin (L-)

Glutaraldehyd 25 %

Glycerin 87 % und 100 %
Glycin

Harnstoff
HiTrap-Desalting-Saule
Hybridomed-Medium
IEF-Marker (Katalog-Nr. 39211)

Imidazole (1,3-Diaza-2,4-cyclopentadiene)

Immobilond (PVDF-Membran)
India Ink

Isoelektrische Fokussierung mit
Fertiggelstreifen pH 3-10 oder pH 4-7

Isoelektrische Fokussierung mit
Fertiggelstreifen pH 3-6

Jodacetamid

Kaliumchlorid
Kaliumhydrogenphosphat
Kreon 25000!
Kryorohrchen

Kupfersulfat
Lithiumdodecylsulfat (LDS)
Lysin (L-)
Magermilchpulver
Magnesiumchlorid
Magnesiumsulfat
Membran-Blocking-Puffer-Konzentrat
2-Mercaptoethanol
Methanol

o—D-Methylmannopyranosid

11

Pharmacia
Serva
Gibco
Merck
Merck
Merck
Merck
Pharmacia
Biochrom AG
Serva
Sigma
Millipore
Pelikan

Invitrogen
Bio-Rad

Merck
Merck
Merck
Solvey
Nunc
Merck
Sigma
Merck
Glucksklee
Merck
Merck
Sigma
Merck
Merck
Fluka
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Mini Q-Saule
MultiMark-Proteinmarker, prestained
Natriumacetat

Natriumazid

Natriumcarbonat

Natriumchlorid
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumhydroxid

Natriumthiosulfat
Nickel-Chelat-Saule

Nickelchlorid
4-Nitroblautetrazoliumchlorid (NBT)

Nitrocellulose-Membran, 0,45 pm

2-(N-morpholino)-Ethansulfonséure (MES)

MES-Puffer

Amersham Biosciences
Invitrogen
Merck
Merck
Merck
Merck
ICN Biochemicals GmbH
Merck
Merck
Serva
Amersham Biosciences
Merck
Roth
Schleicher & Schill
Serva

Invitrogen

3-(N-morpholino)-Propansulfonsaure (MOP$jluka

MOPS-Puffer

Novex- und NuPAGE-Fertiggele
8 %, 10 %, 12 %, 4-12 %, 4-20 %

NP40

Orange G
PD-10-Saulen

Penicillin / Streptomycin
Phenolrot
ortho-Phosphorsaure

2-Propanol

Invitrogen

Invitrogen

Roche
Sigma
Pharmacia
Gibco
Serva

Serva

Merck

ProSievél 50 Gellésung (25-40 % AcrylamidBiozym (BioWhittaker Molecular

5 % N-Methylolacrylamid)
ProSievél Proteinmarker

Protein L in Saule

12

Applications)

Biozym (BioWhittaker Molecular

Applications)

Sigma
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Pyronin G Pharmacia
Pyruvat (Natrium-) Gibco
RPMI-Medium (1640) Gibco
Saccharose Merck
SDS-Marker (Low Range, High Range) BioRad

Sephadex 25-Saule
Servablau G-250

Source Q-Saule
Silbernitrat

Sterilfilter 0,45 pm
Sucrose

Superdex HR 200-Saule
SuperdeX" 200 prep grade

Taurodeoxycholsaure (Natriumsalz)

Amersham Biosciences
Serva

Amersham Biosciences
Fluka
Merck
Sigma

Amersham Biosciences
Amersham Biosciences

ICN Biomedicals

N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin Roth
(TEMED)

Trifluoressigsaure (TFA) Merck
Tricine Merck
Tri-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris) Serva
Tris-Base Sigma
Tris-HCI Sigma
Trypsin Promega
Tweeri]-20 Merck
Westran-Membran (PVDF) Schleicher & Schiill
Zelluloseacetatfilter Sartorius

0,2 um, 0,45 pm, 0,8 um, 8 um

13
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2.1.2

Monoklonale Antikérper und Patientenseren

Die verwendeten Antikdrper sind in der folgenden Tabelle zusammengestellt:

Tab. 2

Liste der verwendeten monoklonalen und polyklenantikdrper

(Buschmanfy 1996; Grubétet al.,2004; Maid, 1998: Mitta§et al, 2004
Reesd (Paul-Ehrlich-Institut, Langgp Suhf et al, 2004; Uhlemarfh 1991;

werle®, 2001)

Monoklonaler (mAK) / Antikorpername Allergenspezifitat
polyklonaler (pAK) Antikorper
mAK PEI-7B2 Ara h 3/4
mAK Pn-if Ara h 3/4
mAK Pn-r Ara h 3/4
mAK Pn-xX’ Ara h 3/4
mAK Pn-¢ Arah1
mAK Pn-t Arah1
pAK MAP3® Arah 2
PAK Carmen Arah 2
pAK a-Arah 6 Ara h 6
pAK a-Arah7 Arah7
pAK Sam2? Arah 8

Verwendete Sekundarantikorper:

anti-human-IgE-AP
anti-human-lgA-AP
anti-human-1gG-AP

(Allergopharma)

(Dianova)
(Dianova)

Ziege-anti-Maus 1gG /IgM H+L-AP (Dianova)

Ziege-anti-Kaninchen 1gG-AP
Streptavidin-AP

(Dianova)
(Dianova)

Patientenseren von Erdnussallergikern (Blutspendern) wurden fréhnardi@se von
Frau Dr. U. Lepp aus der Ambulanz der Medizinischen Klinik BorsteNarfigung

gestellt.

Tab. 3: Liste der Erdnussallergikerseren aus Borstel

Kirzel| Geburtsjahr CAP- Klasse Spezifisches IgE Gesamt IgE
JG3* 1974 6 >100 3693
KP28 1981 5 80,7 1696
OH | Nicht angegeben 6 >100 1469
BS | Nicht angegeben 6 >100 Nicht angegeben
6
(Nussmischung >100
PG | Nicht angegeb n'nkl' E5rdnuss) 124
(Kindernahrung 73,1
inkl. Erdnuss)

* Aufgrund ihrer starken Reaktionen (nhach Anamnese) konnte keine Dopipelt-B
Placebo Kontrollierte Nahrungsmittelprovokation (DBPCFC) durchgefidatden.

14
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Die Patientin wurde nur uber positiven Skin-Prick-Test und spezifis¢bEs

eingeschlossen.

Im Rahmen des EU-Projektes FAREDAT (Quality of Life and Mgemaent of Living
Resources of European Commission, QLK4-CT-2001-00301) konnten verschiedene
DBPCFC-Patientenseren aus Danemark (Herr Prof. Dr. B. Bindslkesen), der
Schweiz (Frau PD Dr. B. Ballmer-Weber), sowie nicht ndheratarisierte Seren aus

Italien (Herr Prof. Dr. Ortolani) untersucht werden.

Tab. 4: Liste der Erdnussallergikerseren aus dem FAREDAJjeRt

Seren aus Danemark

Nr. Geburtsdatum CAP- Klasse SpeIzS;fllzsches
1 6.2.96 3 11,3
2 6.2.96 3 16,6
3 1.3.00 4 34,2
4 26.9.99 3 7,26
5 8.3.97 2 0,7
6 18.7.00 3 12,9
7 3.11.00 6 >100
8 8.4.98 2 1,52
9 3.10.85 5 62,7
10 14.4.97 2 0,73
11 7.10.98 1 0,44
12 19.12.95 5 61,1
13 Nicht angegeben 5 68,5
14 Nicht angegeben 3 15,9
15 Nicht angegeben 5 61,4
16 Nicht angegeben 5 70,9
17 3.11.95 6 >100
18 15.8.98 2 1,29
19 3.9.99 3 15,5
20 31.1.00 2 3,31
21 Nicht angegeben 6 >100
22 24.10.00 4 40,7
23 16.2.99 2 1,52
24 6.8.96 0 <0,35
25 23.1.93 6 >100
26 19.9.00 2 3,39
27 28.11.88 6 >100
28 10.4.93 6 >100
29 15.12.92 2 0,88
30 19.6.97 6 >100
31 9.1.90 4 46,1
32 14.9.96 2 0,88
33 16.10.00 3 6,88
34 14.7.00 2 1,67
35 19.12.99 6 >100
36 4.11.96 3 8,15
37 6.5.95 4 29,2

[ERN
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38 5.8.96 3 5,55
39 16.2.02 2 3,04
40 12.11.95 3 16,1
41 15.6.90 6 >100
42 16.8.00 4 32,9
43 25.9.78 3 15,3
44 6.12.99 6 >100
45 2.12.97 5 66,3
46 15.8.99 2 3,32
47 11.11.00 3 5,03
48 22.9.84 3 4,05
49 21.12.94 3 11
Seren aus der Schweiz
Geburtsdatum CAP- Klasse Spelz;ésches
1 Nicht angegeben 4 26,3
2 Nicht angegeben 1 0,51
3 Nicht angegeben 5 57,5
4 Nicht angegeben 3 6,45
5 Nicht angegeben 5 77,7
6 Nicht angegeben 3 4,95
7 Nicht angegeben 1 0,36
8 Nicht angegeben 0 <0,35
9 Nicht angegeben 3 15,6
10 Nicht angegeben 2 2,19
11 Nicht angegeben 2 1,38
12 Nicht angegeben 0 <0,35
13 Nicht angegeben 2 1,26
14 Nicht angegeben 1 0,54
15 Nicht angegeben 0 <0,35
16 Nicht angegeben 5 82,6
17 Nicht angegeben 2 3,14
18 Nicht angegeben 3 4,45
19 Nicht angegeben 5 96
20 Nicht angegeben 0 <0,35
21 Nicht angegeben 3 6,17
22 Nicht angegeben 2 2,89
23 Nicht angegeben 4 17,8
Seren aus Italien
Geburtsjahr CAP- Klasse SpeIzS;fllzsches
1 Nicht angegeben 3 7,43
2 Nicht angegeben 2 1,25
3 1987 5 98,2
4 1967 3 9,96
5 1988 3 4,09
6 1998 6 >100
7 1994 3 3,55
8 1982 3 4,05
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| 9 | 1971 | 2 | 1,92 |

Durch eine Kooperation mit Frau Dr. U. Jappe (Allergologie-Amitmulder Universitéat
Heidelberg) konnten verschiedene zusatzliche Patientenseren erhaitden, die
allerdings nicht DBPCFC kontrolliert sind. Diese hatten positiven-Bkick-Tests,

spezifisches IgE und positive Anamnesen.

Tab. 5: Liste der Erdnussallergikerseren aus Heidelberg

NI Geburts- | Allergien gegen Agig];n CAP- Klassen| Spez. IgE|Gesam|
datum | Leguminosen Nussartige EEx Soja Nussé€EEx Soja IgE
1 (28.03.1987 Erdnuss, Soja - 2 2 | - |2,64 - 156
2(27.10.1962  Erdnuss - 2 - - |2,46| - 189
3104.02.197%  Erdnuss Walnuss 4 3 29,6- |>2000
Erdnuss, Soja Haselnuss,
4101.08.1973 Erbse. Bohne Mandel, 5 3 |13 886 - 189
Kokosnuss
5106.04.1998 Erdnuss - 3 - - 3,75 - -
Hasel-, Para-,
Kokos-,
620.11.1984  Erdnuss Walnuss, 3 - [ 1-3]/9,66 - | 1443
Mandel,
Sesamschrot
7| Nicht Erdnuss - 2 | - | - |103 - | 343
angegeben
8110.09.1968 Erdnuss, Erbse - 6 - - [>100 - |>2000
9 108.07.1977 Soja - - 2 - - [1,13] -
10 Nicht Soja . 2| o] - 113 -
angegeben
11/06.11.1993 Soja, Nisse - 3 |35 - | 15| 1871
L . Sesam,
12/11.04.1976 Soja Walnuss - 3 | 15| - [9,94| 1136
13/27.10.196% Erdnuss, Soja - 2 2 | - |249 - | 1148
14/04.07.1957 Erdnuss, Soja - - - - - - -
15/05.02.1982 Erdnuss, Soja - 1 3| - 1038 - 75,6
16/23.08.1987 Erdnuss, Soja - 3 0| - 1482 - 222
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2.1.3 Protein-Marker

Als Protein-Marker fur die SDS-PAGE wurde der Low Molecular Weight LM
Marker (Biorad) verwendet:

Lysozym 14,4 kDa
Trypsin Inhibitor 21,5 kDa
Carboanhydrase 31,0 kDa
Ovalbumin 45,0 kDa
Rinderserumalbumin 66,2 kDa
Phosphorylase b 97,4 kDa

Fir die Blue-native-PAGE im Novex-System und alle zweidimeiadgon Elektro-
phoresen wurde der MultiMat® Multi-Colored Standard (MM) von Invitrogen ver-
wendet, der je nach verwendetem Puffersystem scheinbare Molekulargewiditg:a

MES-Puffer MOPS-Puffer Tris-Glycin-Gele
Insulin 3 kDa n/a* 4 kDa
Aprotinin 6 kDa n/a* 6 kDa
Lysozym 11 kDa 12 kDa 17 kDa
Myoglobin+ot 17kDa 19 kDa 22 kDa
Myoglobin-blau 19kDa 21kDa 30 kDa
Carboanhydrase 31 kDa 33 kDa 42 kDa
Glutamin-
Dehydrogenase 52 kDa 52 kDa 60 kDa
Phosphorylase B 98 kDa 97 kDa 148 kDa
Myosin 185 kDa 188 kDa 250 kDa

* n/a keine Angabe der entsprechenden Proteinbande.

Als pl-Marker bei der 2D-PAGE wurde der IEF-Marker (KagalNr. 39211) von
Serva verwendet, der je nach pH-Bereich der verwendeten IEFeStfeiffende Ban-
den zeigt:

pl bei pH 3-10
Amyloglukosidase 3,5
Glukose-Oxidase 4,2
Trypsin Inhibitor 4,5
-Laktoglobulin 52;5.3
Carboanhydrase 6,0
Myoglobin 6,9,;74
Lektin 7,8;8,0;8,3
Ribonuklease A 9,5
Cytochrom ¢ 10,7

2.1.4  Materialien zur Extraktherstellung

Fur die Erdnussextraktherstellung sowie die Kauversuche aus rohegemdgird-
nissen wurden im Rahmen dieser Arbeit Jumbo Riesen der Firma dgzelver
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verschiedenen Chargen verwendet. Diese werden nach der Erntelktaz em sie
haltbarer zu machen.

Um den Vergleich mit gerOsteten Erdnissen zu erhalten, wurderclirgsrostete
Erdnisse Salta Jordnétter der Firma OLW, Filipstad verwendete Rigthielten laut
Zutatenliste neben Erdnissen noch Pflanzendl und Salz.

Fur die Herstellung der Extrakte und die Kauversuche von modiéniderdnuss-
haltigen Produkten wurden verschiedene Produkte verwendet.

Corny-Riegel Schoko:

Zutaten laut Beschreibung:

Extrudat (Weizen-, Reis-, Mais-), Glukosesirup, Milchschokolade 20gétdstete
Getreideflocken 11 % (Hafer-, Weizenflocken), gerdstete und geh&okiiisse,
brauner Zucker, Kokos6l, Cornflakes, kondensierte, gezuckerte Vollmilch, kjehac
und gerdstete Mandeln, Honig, Emulgator E 471, Salz, Aroma

1 Riegel 425 g

Erdnussbutter (Barney’'s Best) auf Roggen-Knéckebrot der FirmdDBJ
Zutaten laut Beschreibung:

Erdnussbutter: Erdniisse (90 %), Zucker, pflanzliches Ol gehartet, Speisesalz
Knackebrot: Roggenvollkornmehl, Speisesalz

Snickers-Riegel:

Zutaten laut Beschreibung:

Zucker, Erdnusse (45 %), Glukosesirup, Magermilchpulver, Kakaobutter, Pflanzenfett
Kakaomasse, Milchzucker, Butterreinfett, entsalztes Molkepulver, gédsiRflanzen-

fett, Salz, Emulgator (Sojalecithin), Hihnerei-Trockeneiweil3, hydraksievilchei-

weil3, Aroma

1 Riegel 460 g

Peanut-Cracker:

Zutaten laut Beschreibung:

Erdnisse, Getreidestarke, Weizenmehl, Tapioka- und Reisstarkamn,S&sicker,
Weizensirup, Sojasauce, Salz, Mandeldl, getrockneter Seetang/CQmypuder,
Farbstoffe E142, E160B

Inhalt 100 g

Um die anderen Zutaten der verarbeiteten Produkte darzustellen, wukderftg®Vei-
zenkorner (Raiffeisen) und handelsubliche Reiskorner (Aldi) ebenseendet wie
Pollenextrakte (Allergopharma):

Haferpollenextrakt Charge 33248 N06/144 Proteingehalt ¢ = 625 pg/ml
Gerstenpollenextrakt Charge 33451 NO7/49 Proteingehalt ¢ = 3,875 mg/ml
Roggenpollenextrakt Charge 158 Tri10/103 Proteingehalt ¢ = 750 pg/ml

Selbst hergestellte Extrakte:

Maisextrakt (Korn) c= 4,375 mg/ml
Haselnussextrakt (Nuss) c= 8,688 mg/ml
Mandelextrakt (Mandel) c= 95 mg/ml
Cashewkernextrakt (Nuss) c= 8,13 mg/ml
Paranussextrakt (Nuss) c= 13,25 mg/ml
Miusliextrakt c= 4,13 mg/ml
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Erdnussbutterextrakt c= 6,75 mg/ml
Erdnussplatzchenextrakt c= 40 mg/ml
Special Cornflakes-Extrakt c= 2,563 mg/ml
Erdnussriegelextrakt c= 11,94 mg/ml
Erdnussflipsextrakt c= 2,563 mg/ml

2.2 Methoden

2.2.1  Herstellung von Erdnussextrakten

Verwendete Pufferldsungen:

Ammoniumhydrogencarbonat-Puffer 0,1 M MHO;, pH 8,0

Durchfiihrung:

Ganze Erdnisse wurden ausgepaalt. Das Erdnussmehl wurde durch datsdefetiaf
gefrorener Erdnusskerne in einer Mulinette-Kaffeemihle gewonneng 3lkeses
Mehles wurden Uber Nacht bei 4 °C in 250 ml Ammoniumhydrogencarborfar-Puf
extrahiert. Nach dem Dekantieren des Uberstandes folgte digf@gation der triiben
Losung fur 15 min bis 1 h (je nach Fettgehalt der Erdnisse) &iuhd 10000 x g.
Nach vier Filtrationsschritten tber Zelluloseacetatfilter arereWasserstrahlpumpe
mit absteigender PorengréRe von 8, 0,8, 0,45 und 0,2 um wurde der Extrakt gegen zwei
Liter Aqua bidest. Uber Nacht bei 4 °C dialysiert. Am nachsten Movgede das
Wasser gewechselt und der Extrakt weitere zwei Stunden idralyAnschlie3end
erfolgte die Portionierung und ein rasches Einfrieren bei —80 °@ifdidestens flnf
Stunden, woraufhin der Extrakt lyophilisiert werden konnte.

Die Proteinkonzentration wurde nach der Bradford-Methode (siehe 2.2.2) mit
Rinderserumalbumin (Bovine Serum Albumin (BSA)) als Standard best{(PIERCE
Reagenz, Perbio Science). Die Ausbeute variierte je nach der Hidangss von 8-10
mg/ml, das entspricht 6,7-8,3 % der Erdnusseinwaage.

2211 Extrakte aus keimféahigen und gerdsteten Erdnissen

Um einen Vergleich mit nativen, d. h. keimfahigen Erdnissen zu enhalurde eine
entsprechende Menge von keimféahigen Erdnusskernen fur die analog@lttegs/on
Erdnussextrakt (EEx-k) verwendet. Die Ausbeute betrug 14,375 mg/mgntEsicht

11,93 % der Einwaage.

Zusatzlich wurde ein Extrakt aus keimféahigen Erdniissen analog teditgesbei dem
Ammoniumhydrogencarbonat-Puffer noch 10 % Laktose zugesetzt wuwmeejne
maogliche Komplexbildung der Proteine zu unterbinden. Die Proteinbestimergab

eine Ausbeute von 15,469 mg/ml, entsprechend 12,84 % Proteinausbeute bezogen auf
die Einwaage.

AulRerdem sollte im Rahmen des EU-Projektes FAREDAT ein Vergleictdémischen
gerosteten Erdniissen einen Uberblick Gber mdgliche Veranderungehletgen-
zusammensetzung bei dem Rd&stprozess geben. Dazu wurde ebenfatiszandém
oben beschriebenen Extraktionsprinzip gerosteter Extrakt hetgesieleiner Aus-
beute von 10,94 mg/ml, entsprechend 9,1 % der Einwaage.
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22.1.2 Extrakte aus gekochten und fritierten Erdniissen

Um den Einfluss der Zubereitungsart auf die Allergenzusammensezungter-
suchen, wurden folgende Extrakte hergestellt:

- Erdnussextrakt aus gekochten Erdnissen

20 g der keimfahigen Erdnisse wurden 20 min in 400 ml Leitungswassmhgeind
dann kurz kalt abgeschreckt. Die Zerkleinerung von 10 g dieser braensicheinen-
den Nisse erfolgte wieder in der Mulinette. Das feine Mehl wumite 83 ml

Ammoniumhydrogencarbonat-Puffer versetzt und Uber Nacht extrabDiertweitere
Aufarbeitung erfolgte analog (2.2.1). Die Proteinkonzentration betrug 1,618l noigés
entspricht 1,34 % der Einwaage. Allerdings erwies sich das Lysahiiur noch in
PBS-Puffer gut I6slich, nicht mehr in Aqua bidest..

- Erdnussextrakt aus fritierten Erdnissen

20 g der keimfahigen Erdnisse wurden far 5 min in 50 ml Mazdaiskeimol
fritiert. Die Zerkleinerung von 10 g der r6tlichen Nusse zu sehr feinem Meldterin
der Mulinette. Die Extraktion erfolgte analog (2.2.1) in 83 ml Ruifeer Nacht. Nach
der Filtration wurde der Extrakt nicht dialysiert, da der hohe l@iljelieses verhindert
hatte. Daher wurde der Extrakt nur lyophilisiert. Die anschlie3Enoeinbestimmung
des in Aqua bidest. I6slichen Extraktes ergab eine Proteinkonzentvatiori,025
mg/ml, die einer Ausbeute von 0,85 % entspricht.

2.2.1.3 Extrakte aus verarbeiteten Erdnuss-Produkten

Fur die Herstellung des Corny-Riegel-Extraktes wurde die Schidwaleterseite von
dem Flockengemisch entfernt und getrennt von diesem zermahlenvedeze Auf-
arbeitung erfolgte analog (2.2.1) in 210 ml AmmoniumhydrogencarbarfferPDie
Proteinbestimmung des Lyophilisates ergab eine Proteinkonzentratioh25 mg/ml,
also eine Ausbeute von 3,57 % bezogen auf die Einwaage.

Fur die Herstellung des Snickers-Riegel-Extraktes wurde deokBtadenriegel in
kleine Stucke zerbrochen und anschlieBend in der Mulinette portionszeemahlen.
Die weitere Aufarbeitung erfolgte analog (2.2.1) in 225 ml Ammohianogen-
carbonat-Puffer. Die Proteinbestimmung des Lyophilisates exgebProteinkonzen-
tration von 5,688 mg/ml (Ausbeute von 2,84 %).

Fur die Herstellung des Peanut-Cracker-Extraktes wurden mizeleen Cracker zu-
nachst grob zerkleinert und dann in der Mulinette portionsweise zexmabie
weitere Aufarbeitung erfolgte analog (2.2.1) in 492 ml Ammoniumhyahrogrbonat-
Puffer. Die Proteinbestimmung des Lyophilisates ergab eineiflkoteen-tration von
2,188 mg/ml (Ausbeute von 1,82 %).

2214 Herstellung von Extrakten aus Nahrungsrohmaterial zum Vergleich
mit verarbeiteten Produkten

Fir einen Vergleich mit den Weizenflocken, die in dem Corny-Rieg#ialten sind,
wurde aus gekauften Weizenkdrnern nach der beschriebenen Anleitudg fder-
stellung von Erdnussextrakt Weizenkornextrakt hergestellt. Aus 3@igew konnten
2,25 mg/ml Protein gewonnen werden, das entspricht 1,88 %.

AulRRerdem sind in dem Riegel Reisflocken enthalten, so dass aus ddatideén
Reiskdrnern ebenfalls nach Anleitung ein Reiskornextrakt hergestahtle. Die
Proteinbestimmung ergab 8 mg/ml und somit eine Ausbeute von 6,67 %.
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2.2.2  Proteinbestimmung nach Bradford

Fur die Proteinbestimmung nach Bradford (1976) wurde das Coomassie-Pie
Reagenz (Perbio Science) verwendet. Jeweils 980 pl des CooReaagienz wurden
in vorbereitete Eppendorfgefal3e pipettiert. Eine EichreiheRmtlerserumalbumin
(BSA) mit Konzentrationen von 1000 pg/ml, 500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pgpiahl
62,5 pg/ml wurde angesetzt. 20 pl dieser Konzentrationen wurdenein2ieifach-
bestimmung zu der Coomassie-Lésung gegéBadvolumen 1 ml). Bei den Protein-
proben war zu beachten, dass die zu erwartende Extinktion im linBarerch der
Kurve liegt. So erwies sich eine Vorverdinnung von z. B. 1:100 bei deakiEx
herstellung oft als sinnvoll. Die Extinktion wurde bei 595 nm im Photemet
(Ultrospec 1ll, Pharmacia; Eppendorf) bestimmt. Als Leerweenti Aqua bidest.
anstelle der Proteinlésungen.

2.2.3  Chromatographische Auftrennung des Erdnuss-
extraktes mit der HPLC

2.23.1 Gelfiltrations-Chromatographie

Prinzip:

Das Prinzip der Gelfiltrations-Trennmethode ist die unterschlesllioteraktion der
Proteine mit der porésen Matrix der Saule je nach Molekilgrof3einidVolekil bei

der verwendeten Superdex 200-Saule kleiner als 200 kDa, so kann es bés in di
kleinsten Poren der Séulenmateriales gelangen und wird entspresinentingere
Retentionszeit haben. Aufgrund der Ausschlussgrof3e von uber 200 kDa kann kein
groReres Molekil in die Poren gelangen und befindet sich daher ischuss-
volumen.

Verwendete Pufferldosungen und Eichproteine:

Proteintestmischung 1 enthielt die Eichproteine mit folgenden Molekulargewicht
Ferritin [ 440 kDa]

Aldolase [ 158 kDa]

Ovalbumin [ 46 kDa]

Ribonuklease [13,7 kDa]

Proteintestmischung 2 enthielt die Eichproteine mit folgenden Molekulargewicht

Catalase [232 kDa]

Albumin [ 67 kDa]

Chymotrypsinogen [ 25 kDa]

Kaliumhydrogenphosphat-Puffer: 50 MMHPO,
0.5 M NacCl
pH 7.5

Durchfiihrung:

Fur die qualitative Analytik wurden 1 mg Protein pro Lauf Uber eiomefertigte
Superdex 200-Saule mit einer Lange von 34 cm und einem Durchmesser vonah,5 cm
einem Akta-Purifier-System (Amersham Biosciences) gegebenAuftrennung mit
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Kaliumhydrogenphosphat-Puffer als Laufmittel erfolgte nach vodiengder Eichung

der Saule. Der Lauf wurde in 0,5 ml groRen Fraktionen gesammelt uhal@acEin-
engen in der Speedvac in 100 pl Aqua bidest. aufgenommen. Unter SDS-PAGE-
Kontrolle wurden gleichartige Fraktionen des Ausschlussvolumens zusayesiellt.

Diese Fraktion 1 (B9-B15) mit einem Proteingehalt von 0,5-5 mg/ml wgegeolt,
dialysiert und lyophilisiert.

Fur die praparative Analytik wurde das Akta-Prime System @&han biosciences)
genutzt.

Verwendete Pufferldsungen:

Ammoniumhydrogencarbonat-Puffer 0,2M (NHCG;
1 Tablette Complete

28,5 mg Protein wurden in 3 ml Ammoniumhydrogencarbonat-Puffer prodidugine

im Labor gegossene Superdex-200-Saule mit einer Gelbettlange vom @@dceinem
Durchmesser von 5 cm aufgegeben. Als Schutz vor enzymatischen Diegeda
wahrend der langeren Laufzeit wurde der Proteaseinhibitor Convgletendet. Die 5

ml grof3en Fraktionen des Ausschlussvolumens wurden unter SDS-PAGE-Komtroll
groReren Fraktionen gepoolt (1 a-c entsprechen B7-B10, B11-B13, B14-B15),
dialysiert und lyophilisiert.

22311 Entsalzung der Proteinlésungen

Das Entsalzen von Proteinlosungen wurde mittels Gelfiltrationer@dmographie mit
PD-10-Séaulen (Amersham Biosciences) durchgefihrt.

Die Saule wurde mit 25 ml Aqua bidest. aquilibriert. AnschlieRend wdieden 2,5 ml
Gesamtvolumen befindliche Probe auf die Saule gegeben und mit 3,5 mbilgsta
eluiert. Nach erfolgter Entsalzung wurde die Proteinkonzentration erneutivesti

Eine weitere Gelfiltrations-Methode der Umpufferung kam bei &eaktionen der
chromatographischen Auftrennungen mit den HiTrap-Saulen zum Einsatz.

Verwendete Pufferldsungen:

Ammoniumhydrogencarbonat-Puffer 0,1 M MHCO; pH 8,0

Fur die Umpufferung wurden 3 mit Sephadex G-25 gefillte 5 ml-HiBéduden
hintereinandergekoppelt und an das Akta-Prime System angeschlosseRraben
wurden mit Ammoniumhydrogencarbonat-Puffer bei einer Flussrate vohimim-
gepuffert. Die Elution der Probe wurde im Durchflussphotometer veérfeég der an-
schlieBenden Lyophilisation wurde das Ammoniumhydrogencarbonat entfedasso
die Probe entsalzt war.

2.2.4  Elektrophoretische Trennmethoden

2.24.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PA  GE)

Fur die diskontinuierliche SDS-PAGE nach Laemmli (1970) wurden Poacryl-
amidgele verwendet, die aus einem Sammel- und einem Trenngel bestanden.
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Prinzip der SDS-PAGE nach Laemmli:

Das Prinzip dieser Proteintrennung beruht auf der Aufkonzentrierungrdeine im
Sammelgel und der Trennung nach Molekulargewicht im anschlie3enden Trenngel.
Durch Zugabe von SDS wird die urspringliche Ladung der Proteinenimymal zum
Molekulargewicht negativ beladen. Diese anionischen Micellen wandanm im
elektrischen Feld entsprechend dem reziproken Wert des dekadischearitHmus
proportional ihres Molekulargewichtes, so dass kleine Molekille sehrsefeleller
wandern als grof3e Proteine. Durch einen bei jedem Lauf mitzufiiiréiidiekular-
gewichtsmarker lasst sich dann die Gro3e der Proteine bestimmedoi@ngrofie der
Gele ist dabei abhéngig von dem Verhéltnis von Acrylamid (Ac)igadBylamid (Bis)
und wird angegeben als Gesamtkonzentration T (Total) und VernetzungSgrad
(Crosslinker).

_ Ac + Bis Bis
% T = == x 10C =2
° \ol % C Ac + Bis x 10C

Die Polymerisation der Acrylamid-Bisacrylamidlésung zu einer begi@andselmatrix
wird durch die Katalysatoren TEMED und Ammoniumpersulfat erreicht.

Verwendete Losungen:

Elektrodenpuffer:
50 mM Tris pH 8,3
384 mM Glycin
0,1 % SDS (w/v)

Sammelgelpuffer (4x):
0,5 M Tris/HCI pH 6,8

Trenngelpuffer (4x):
1,5 M Tris/HCI pH 8,8

Probenpuffer (reduzierend, 2x):
200 mM Tris/HCI pH 8,0
20 mM EDTA
25 % Glycerin (87 %) (v/v)
2 % SDS (w/v)
1% DTE (w/v)
0,02 % Bromphenolblau (v/v)

Probenpuffer (nicht reduzierend, 2x):
(wie reduzierender Probenpuffer, aber ohne DTE)

Ammoniumpersulfatlosung (APS):
10 % APS (w/v) in Aqua bidest

Pyronin G:
1 % Pyronin G in Sammelgelpuffer (4x)
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Angaben flr die Herstellung zweier SDS-Gele:

Reagenz 12 % Trenngel 4 % Sammelgel
Aqua bidest 55ml 2,9ml
A(C;y':agnéd;)‘?”czi”g;“%r)‘ 6,5 ml 0,85 ml
Trenngelpuffer (4x) 4,0 mi -
Sammelgelpuffer (4x) - 1,3ml
Pyronin G - 16 pl
SDS (10 %) 163 pl 51 pl
TEMED 16 pl 5 ul
APS (10 %) 100 pl 30 pl
Durchfiihrung:

Die Gelkassetten wurden ungefahr zu 2/3 mit der frisch herlgest@renngellésung
beschickt und mit n-Butanol Uberschichtet. Nach der Polymerisation widade
Butanol entfernt, das Gel mit Aqua bidest. gespult und UberschissigeseMar-
sichtig mit Filterpapier entfernt. AnschlieRend wurde das Samaihald das Trenngel
gegossen, in das sofort ein entsprechender Gelkamm mit untersti@edl aschen-
groRen eingesetzt wurde. Nach Polymerisation im Warmeschrank wardéamm
entfernt, die Taschen gespult und die Elektrophoreseapparatur aufgebdid. dRera
wurden die Proben vorbereitet. Die Proteine wurden fir 5 min bei 95 °Qudena
anschlieend wurden die unl6slichen Bestandteile abzentrifugiert. déactBefillen
mit Elektrodenpuffer wurden die klaren Uberstande der Proben iGataschen und
der genauso vorbereitete Molekulargewichtsmarker (Low Rangeadituftblasenfrei
appliziert und der Lauf gestartet. Der Lauf fand bis zum Einfadfr Proben in das
Sammelgel bei einer Spannung von 50 Volt statt und innerhalb desg€&tesibei 100
—150 Volt. Nach dem Ende der Elektrophorese wurde das Gel gefarbt o@anefiir
Elektroblot eingesetzt.

2.24.2 Blue-Native Gelelektrophorese (BN-PAGE) nach Schagger und
von Jagow (1988)

Prinzip:

Die Proteine bleiben bei der Blue-Native Gelelektrophorese imr&gfted zu der
SDS-PAGE in ihrer dreidimensionalen Struktur weitgehend erhaltemvesaen durch
die Beladung mit dem sauren Coomassie-Farbstoff (Serva G-25@ivrgajaden und
wandern dadurch im elektrischen Feld entsprechend ihres Molekulangesvi©er
Farbstoff bindet adsorptiv an die hydrophoben Oberflachenstrukturen deinErohd
zerstort weder ihre Struktur noch ihre biologische Funktion. Durch diadeg
werden die Proteine nur leicht beeinflusst.

Analytische blue native Gelelektrophorese (BN-PAGE):

Um einen Uberblick tber den gesamten Molekulargewichtsbereichnativen
Proteine zu erhalten, wurde ein spezielles Acrylamid verwende®igvel, Biozym).
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Diese Gele sollten einem Gradientengel entsprechend eine @#uétennung in
einem Molekulargewichtsbereich von 5 bis 300 kDa ermdéglichen.

Verwendete Lésungen:

ProSievél 50 Gellésung:
(Angaben des Herstellers,* konnen enthalten sein)
50-70 % Aqua bidest.
20-40 % Acrylamid
5-15 % N-Methylolacrylamid
< 2* % Bis-Acrylamid Dimethylether
< 2* % Diaceton Acrylamid
< 2* % Di (Ethylenglycol) Diacrylat
< 2* % Tetra (Ethylenglycol) Diacrylat
< 2* % Methylen-Bis-Acrylamid
< 0,3 % Formaldehyd

Probenpuffer (4x): (variiert nach NuUPAGE)
32,5 % Glycerin (87 %) (v/v)
563 mM Tris Base
423 mM Tris HCI
1,61 mM EDTA
0,075 % Serva G250 (1 %) (w/v)
0,0005 % Phenolrot (2000x)

pH 8,5
Nativer Elektrodenpuffer (variiert nach Laemmli,10x):
50 mM Tris
384 mM Glycin
pH 8,3
Ansatz fur zwei 8 %ige BN-PAGE-Gele:
Reagenz 8 % Trenngel 5 % Sammelgel
Aqua bidest 5,8 ml 1,52 mi
(onzentraton (-8 % 1) 16 mi 200
Trenngelpuffer (4x) 2,5ml -
Sammelgelpuffer (4x) - 260 pl
Pyronin G - 8 ul
TEMED 4l 2 ul
APS (10 %) 100 pl 20 pul
Durchfiihrung:

Die Gele wurden nach dem bereits beschriebenen Aufbau der SOBE-PA2.5.1)
gegossen, wobei das Acrylamid von ProSiéwerwendet (T ~ 8 %) und kein SDS
hinzugefigt wurde. Als Puffersystem diente Elektrodenpuffer nagminli, aber
ohne SDS. Nach Zugabe des nativen Probenpuffers (bei RT) wurderdsliagen
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zentrifugiert und die klaren Uberstande in die Taschen pipettieseEsen nur ca. 8
png / cm Geltasche aufgetragen. Der Elektrophoreselauf wagdd00 V bis zum
Einlaufen in das Sammelgel und anschliel3end bei 150 — 200 V durchgeful@eim
gleichmaftige Wanderung der Proteine ihrem Molekulargewicht und Laeéung
entsprechend zu ermdéglichen. Als Marker dienten die Molekulargewiahtem
(ProSieve) und MultiMark (Invitrogen).

Praparative blue native Gelelektrophorese (BNP):

Fur praparative Analysen wurden 4-20 % Tris-Glycin-Zoomgele, d@lé 10 % Tris-
Glycin-Gele [Invitrogen und Anamed] mit nativen Laemmli-Puffer verwénde

Nativer Elektrodenpuffer (variiert nach Laemmli,10x):
50 mM Tris
384 mM Glycin
pH 8,3

Probenpuffer (4x): (variiert nach NUPAGE)
32,5 % Glycerin (87 %) (v/v)
563 mM Tris Base
423 mM Tris HCI
1,61 mM EDTA
0,075 % Serva G250 (1%) (w/v)
0,0005 % Phenolrot (2000x)
pH 8,5

Durchfiuhrung:

Diese Gele wurden mit bis zu 30 mg / cm Geltasche beladen.Malekular-
gewichtsmarker wurde hier der vorgefarbte MultiMark (Invitrogen)wesidet. Der
Lauf fand bei 50 V bis zum Einlaufen des Markers und dann bei 100 — bE)A4m
Ende der Elektrophorese statt. AnschlieBend wurden die Proteine Hat vdin

Thermoblotting (2.2.6.1) auf NC-Membranen oder mittels Elektroblotr)&.3) auf
PVDF-Membranen (beide zunachst Schleicher & Schiill, spateipbtdl) transferiert
und die Gele gefarbt.

Fur praparative Analysen mit folgender Tricin-SDS-PAGE wurden 18,5%ige
Gradientengele in der Protean Il Gelelektrophorese-Kammer (BioRad ety

Verwendete Pufferlosungen:
Kathodenpuffer (5x):

250 mM Tricin
75 mM Bis-Tris
0,1 % Coomassie G 250 (w/v)
pH 7,0 (bei 4 °C mit HCI)
Anodenpuffer (6x):
300 mM Bis-Tris
pH 7,0 (bei 4 °C mit HCI)

ACA 750 (6x): 1,5 M ACA (Aminocapronsaure)
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100 mM Bis-Tris
1 mM EDTA
pH 7,0 (bei 4 °C mit HCI)
Gelpuffer (6x): 1,5M ACA 750
150 mM Bis-Tris
pH 7,0 (bei 4 °C mit HCI)

5 % Serva Blau G: 750 mM ACA
5 % Coomassie G 250 (w/v)

Probenpuffer: ACA 750 750 pl
n-Dodecylmaltosid (10 %) (w/v) 150 pl
5 % Serva Blau G 150 pl

Ansatz fur ein grof3es Gel:

Reagenz 4,5 % Trenngel 16 % Trenngel 4 % Sammelgel
Aqua bidest 15,6 ml 6 ml 11,3 ml
Acrylamid 1.2 ml
(495T/3C) 1,9 ml 6 ml
Gelpuffer (6x) 3,5ml 3ml 2,5ml
100 % Glycerin - 3,5 ml 3
APS (10 %) 95 ul 61 ul 65 pl
TEMED 9,5 ul 6,1 pl 6,5 pl
Durchfihrung:

Alle Losungen und Gerate wurden tber Nacht bei 4 °C vorgekuhlt. Nach denmuAufba
des Protean-Systems wurde zun&chst von unten mit einer Injektionswgdebidest.
zwischen die Glasplatten gepumpt. AnschlieRend wurden die Loésungedasur
Gradientengel hergestellt und in den Gradientenmischer pipelterh dem Mischen
und Kihlen (10 min bei — 20 °C) wurden APS und TEMED zugeftligt. Zunéachde

die 4,5 %ige LOosung langsam unter das als Overlay-L6sung dienepgebidest. in
die Gelkammer gepumpt. Enthielten beide Kammern des Gradientbensisdas
gleiche Volumen, wurde auch die hintere Kammer (16 %ige Losung)ngediind der
Gradient wurde gebildet. Zum Polymerisieren blieb das Gel ca. id5bal 37 °C
stehen. AnschlieRend wurde die Overlay-Loésung abgegossen, das Sdniméige
eingefullt und mit einem Kamm versehen. Die vollstdndige Polyatesis dauerte
mindestens 4 Stunden. Am nachsten Tag wurde das Gradientengel noise\ghge-
dichtet und in die Laufkammer Uberfuhrt. Zunachst wurde dem verdiinntBodeat
puffer 0,03 % Dodecylmaltosid zugeflgt, dann wurde die Kathodenkammelt.befil
AnschlieRend wurde der verdiinnte Anodenpuffer in die umgebende Kammer eingefull
und die Apparatur fiir 30 min bei 4 °C stehengelassen.

Die Proben (max. 1 mg Protein) wurden zunéchst fur 5 min bei 14000 rg@) (4
zentrifugiert. Das Pellet oder Lyophilisat wurde in 75 pl AZ20 resuspendiert, mit
15 pl Dodecylmaltosid versetzt und fur mindestens 30 min bei 14000 r@i@)(4
zentrifugiert, bis der Uberstand klar blieb. Dieser Uberstandevmit 5 % Serva Blau
versetzt (Endkonzentration 0,6-1,2 %) und auf den Grund der Geltaschen pipettiert.
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Der Lauf fand bis zum Einlaufen der Proben bei 6-7 mA (100 V) stath 45 min bei
15 mA (max. 500 V).

2243 Isoelektrische Fokussierung (IEF)

Prinzip der isoelektrischen Fokussierung (IEF):

Fur die isoelektrische Fokussierung werden Immobiline (pH 3-10 oderird-gipe
Gelmatrix einpolymerisiert, so dass ein immobilisierter pldint innerhalb des
Gelstreifens entsteht. Nach der Rehydration der Gelstreifexesa die positiv oder
negativ geladenenen Proteine eines Gemisches durch das Anlege8paineung im
elektrischen Feld zu ihrem jeweiligen isoelektrischen Punkt (pl)dem sich ihre
Ladung neutralisiert. Die Proteine werden durch die Ordnung an ihrem pirgetre

Zusammensetzung der Lésungen:

Rehydrationspuffer: (1 ml Aliquots werden eingefroren)
8 M Harnstoff
2 % CHAPS (w/v)
0,5 % Ampholyte (v/v) (pH 3-10 oder 4-7)
0,002 % Bromphenolblau
+ 20 mM DTT (direkt vor Gebrauch, entfallt bei nicht reduzierender IEF)

Kathodenpuffer pH 3-10 (10x): (vor Gebrauch 200x verdiinnen)
20 mM Lysin
20 mM Arginin
pH 10,1

Anodenpuffer (50x) : (vor Gebrauch 175x verdiinnen)
7 mM Phosphorsaure (85 %) (v/v)
pH 2,4

Durchfihrung:

Die Proteinlésungen mussten weitgehend entsalzt sein (<20 mM. &a& zu
fokussierenden Proteine wurden in geeigneter Konzentration (5 pgnPlioteana-
Iytische Zwecke, 200 ug fur die praparative Verwendung) in Aqua bidést direkt
in Rehydrationspuffer mit DTT aufgenommen. Das Probenvolumen peideBtbetrug
155 ul. Dieses wurde luftblasenfrei in die FokussierungskammerieipeRer IEF-
Streifen wurde mit der Gelseite nach unten in die vorbereitatenté Uberfuhrt. Nach
Rehydratisierung Uber Nacht erfolgte am nachsten Morgen die $tekusy in der
ZoomRunner-Kassette (Invitrogen). Dazu wurde die Schutzschicht UbeEle&-
troden abgezogen und je ein Elektrodenstreifen mit 750 pl Aqua bidesimaten-
bzw. Kathodenpuffer getréankt. Nach dem Absaugen von Uberschissiger Kdifissig
wurde die aulBere Kammer mit Wasser als Kuhlmittel gefullt dadn die Fo-
kussierung gestartet.

Optimierte Fokussierbedingungen an der Multiphor:

20 Min 200V
15 Min 450 V
15 Min 750 V
1 Stunde 2000 V
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Die Stromstarke war wahrend der gesamten Fokussierzeit af 2ind 2 Watt
begrenzt.

Zusatzlich wurde eine nicht reduzierende IEF ohne Zugabe von Reduktiefrsmi
durchgefuhrt. Somit wurden die Disulfidbriicken der Proteine nichttérerdie
Proteine werden durch die Beladung mit Coomassie negativ baladewandern zu
ihrem isoelektrischen Punkt. Dieser ist nicht identisch mit demlektrischen Punkt
der Molekule, der durch die sauren und basischen Seitenketten atem®rnach
vollstandiger Entfaltung durch Reduktion vorhanden ist. Die Inkubations- und
Fokussierungszeiten waren analog.

2244 Doppelt 1-dimensionale Gelelektrophoresen (  D-1D)

Prinzip der D-1D-Auftrennungen:

Bei der D-1D-Elektrophorese wurden Proteine nacheinander mittetser ver-
schiedener Verfahren in der gleichen Trennungsrichtung aufgetrennt.

So wurden einzelne Banden der BN-PAGE ausgeschnitten, nach LDS-Belgamdlun
der anschlieBenden LDS-PAGE erneut getrennt. Je nach Fragestédind die
Aquilibrierung dabei unter nicht reduzierenden oder reduzierenden Bedimgduigdh
Zugabe von DTT statt. Das Lithiumdodecylsulfat (LDS) wurde Blstergenz
eingesetzt, um die hydrophoben Wechselwirkungen der Proteinfragnéntéeben.
Die Besonderheit des LDS ist die im Vergleich mit dem ncemadise verwendeten
Natriumdodecylsulfat (SDS) bessere Loslichkeit in dem Gel dumh niedrigen
Temperaturen. Hierduch wird ein deutlich reduzierter Hintergrund erreicht.

Zusammensetzung der Lésungen:

LDS-Probenpuffer (4x): (NUPAGE)
32,5 % Glycerin (87 %) (v/v)

563 mM Tris Base

423 mM Tris HCI

294 mM Lithiumdodecylsulfat (LDS)
1,61 mM EDTA

0,075 % Serva G250 (1%) (w/v)
0,0005 % Phenolrot (2000x)
pH 8,5

MOPS-Laufpuffer (Konzentrat 1:20 verdiinnen): (Angaben des Herstellers)
1 M MOPS (3-(N-morpholino) propansulfonsaure
1 M Tris Base
69,3 mM SDS
20,5 mM EDTA
pH 7,7

Durchfuhrung:

Aus dem Gel der BN-PAGE wurden angefarbte Proteinbanden maithghm
Molekulargewicht ausgeschnitten. Diese wurden in LDS-Probenpuffer Sakéitteln
fur eine Stunde unter nicht reduzierenden oder reduzierenden Bedingung@mb(m
Mol Dithiothreitol) in Eppendorfgefalen inkubiert und anschlieRend mitrreifeil
des Puffers in die Tasche des zweiten Geles uberfihrt.
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Die Elektrophorese erfolgte in einem 10 %igen Bis-Tris-GeVif{logen) mit dem
Laufpuffer MOPS bei 50-100 V. AnschlieBend folgten Thermoblotting und die
Coomassie-Farbung.

Prinzip der nicht reduzierenden und reduzierenden LDS-PAGE:

Bei dieser D-1D-PAGE wurden die Proteine zunachst nach LDSA8&ay unter
nicht reduzierenden Bedingungen und ohne Hitzedenaturation aufgetragere-und g
trennt. Die entstehenden Banden wurden dann ausgeschnitten und auf egtn zw
LDS-Gel nach Aquilibrierung mit DTT in der zweiten Dimensioneart nach ihrem
Molekulargewicht aufgetrennt.

Durchfihrung:

Die Trennung der Proteine wurde in der ersten Dimension mit 10 odgigeh Bis-
Tris-Gelen (Invitrogen) unter nicht reduzierenden Bedingungen M@PS-Puffer
durchgefuhrt. Der Lauf fand bei 50 — 150 V statt und wurde mit dem Malekul
gewichtsmarker MultiMark verfolgt. Das Gel wurde nach denerffoblotting zur
Kontrolle der IgE-Reaktivitat und Antikorperbindungen Coomassie gefarbig(1.1).
Anschlie3end wurden die gefarbten Proteinbanden horizontal ausgeschmt in
LDS-Probenpuffer mit Zusatz von 0,5 Mol DTT fir 1 h unter Schuitteln inkubie
Danach wurden die Gelstreifen in die Taschen des zweiten Gleérfihrt, wobei
abermals MOPS-Puffer als Laufpuffer diente, der aber noch 500 ntibxfdant
(entsprechend 0,5 M DTT, Invitrogen) enthielt. Die Trennparametdydnligleich und
nach Abschluss der Elektrophorese folgte Thermoblotten und Coomadsisdréles
Geles.

2.2.45 Zweidimensionale Gelelektrophoresen (2D)

Das Prinzip der 2D-PAGE beruht darauf, dass Proteingemischwenazfeinander
folgenden elektrophoretischen Trennmethoden separiert werden, wobei etie- Tr
richtungen senkrecht zueinander stehen.

Hier wurden die Trennungen zunachst in der Abfokgfe / LDS-PAGE durchgefihrt,
wobei die Proteine zunéachst in der ersten Dimension nach ihremkisiseleen Punkt
getrennt werden. In der zweiten Dimension, der LDS-PAGE, wengenash LDS-
Behandlung entsprechend ihrem Molekulargewicht getrennt. Bei dereAnding
unter nicht reduzierenden Bedingungen blieben die Disulfidbricken der nerotei
erhalten. Dann wanderten die Proteine durch die Beladung mit Coemassi
sprechend ihrem Molekulargewicht. Fur die Auftrennung unter recunden Bedin-
gungen wurden die Proteine mit DTT reduziert. Eine Ruckfaltundwsedfidbriicken
wurde durch anschlieRende Alkylierung mit Jodacetamid verhindert.

Zusammensetzung der Losungen:

Aquilibrierungspuffer | (Reduktion): (entspricht LDS-Probenpuffer (4x))
32,5 % Glycerin (87 %) (v/v)
563 mM Tris Base
423 mM Tris HCI
294 mM LDS
1,61 mM EDTA
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0,075 % Serva G250 (1%) (w/v)
0,0005 % Phenolrot (2000x)

Ansatz Aquilibrierungspuffer | (1:4 verdiinnt, pH 8,5)
+0,5mIDTT (0,5 M)

Aquilibrierungspuffer Il (Alkylierung):
(entspricht LDS-Probenpuffer (4x), aber ohne Zugabe von DTT)

Ansatz Aquilibrierungspuffer 1l (1:4 verdiinnt, pH 8,5)
+ 116 mg Jodacetamid (125 mM)

Nativer Probenpuffer (4x) als Aquilibrierungspuffer bei nativer PAGE:
32,5 % Glycerin (87 %) (v/v)
563 mM Tris Base
423 mM Tris HCI
1,61 mM EDTA
0,075 % Serva G250 (1%) (w/v)
0,0005 % Phenolrot (2000x)

MES-Laufpuffer (Konzentrat 1:20 verdiinnen): (Angaben des Herstellers)
1 M MES (2-(N-morpholino) ethansulfonsaure
1 M Tris Base
69,3 mM SDS
20,5 mM EDTA
pH 7,3

MOPS-Laufpuffer (Konzentrat 1:20 verdiinnen): (Angaben des Herstellers)
1 M MOPS (3-(N-morpholino) propansulfonsaure
1 M Tris Base
69,3 mM SDS
20,5 mM EDTA
pH 7,7

Elektrodenpuffer bei nativer PAGE (variiert nach Laemmli,10x):
50 mM Tris
384 mM Glycin
pH 8,3

Durchfihrung:

Unter reduzierenden Bedingungen wurden die Gelstreifen mit dersdigkten Pro-
teinen zun&chst in Aquilibrierungspuffer | fur 15 min inkubiert. Dieserde de-
kantiert und durch Aquilibrierungspuffer 1l fur 15 min ersetzt. Dieeien konnten
dann mit inrem Pluspol zum Marker (MultiMark) luftblasenfrei in @iessche des 4-20
%igen Tris-Glycin-Geles (NUPAGE) gelegt werden, wobei digsibeenden gelfreien
Plastikenden abgeschnitten werden mussten. Dann wurde der Streiferwéaninter

0,5 %iger Agarose Uberschichtet. Der Lauf mit MES-Laufpuffadflaei 50 Volt bis
zum Einlaufen des Markers und dann bei 100 — 150 V statt. Nach dem Ende der
Elektrophorese wurde das Gel geblottet (Thermo- und/ oder Elekjraipidtgefarbt
(Coomassie- oder Silber-Farbung fur Gele).

Im Anschluss an diaicht reduzierende oder reduzierende IEFkonnte auch eine
native PAGE durchgefiihrt werden. Dazu wurden die Streifen nach der IEF nur80 mi
in nativem Probenpuffer inkubiert und anschlieend in das 4-20 %ige Tasy&Ee!
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Uberfuhrt. Die Laufparameter waren identisch zu der reduzierendd?ARE, aller-
dings wurde nativer Laemmli-Puffer ohne SDS als Laufpuffer eingesetzt

Eine weitere zweidimensionale elektrophoretische Auftrennung rinAbéolge BN-

PAGE/ reduzierende LDS-PAGE oder nicht reduzierende LDS-PAGE/ redu-
zierende LDS-PAGE wurde analog der D-1D-PAGE (2.2.4.4) durchgefiihrt. Dazu
wurden Proteinbanden ausgeschnitten, die den ganzen Molekulargewichtsbereich
abdeckten und zunachst mit DTT reduziert. Dann wurden die StreiféasiiO oder
12%ige Bis-Tris-Gel der zweiten Dimension Uberfuhrt, ebenfails Agarose uber-
schichtet und die Elektrophorese bei 50-150 V mit MOPS-Puffer durchgefihrt.

Schlief3lich wurde noch eine Kombination aus drei aufeinanderfolgeremudigen
entwickelt. Hierzu wurde zunéchst dmgcht reduzierende IEF mit reduzierender
LDS-PAGE kombiniert. Aus dem mit Coomassie gefarbten Gel der zweiten
Dimension konnten einzelne Spots ausgeschnitten und erneut fur 1 h rederemn.
AnschlieRend wurden die Proben mit dem Probenpuffer in die Tascheweigen
reduzierenden LDS-PAGE uberfuhrt. Dabei handelte es sich um ein 10 oder 12
%iges Bis-Tris-Gel (Invitrogen). Die Elektrophorese wurde M@PS-Puffer bei 50-
150 V durchgefuhrt. Nach dem Ende des Laufes wurden die Gele gefibiemo-
oder Elektroblot) oder Coomassie-gefarbt.

Eine Besonderheit der zweidimensionalen elektrophoretischen Trennuettndie
Abfolge BN-PAGE undreduzierende Tricin-SDS-PAGEdar.

Fur praparative Analysen mit folgender Tricin-SDS-PAGE wurden 18,5%ige
Gradientengele in der Protean Il Gelelektrophorese-Kammer (BioRadvaety

Verwendete Pufferlosungen:

Kathodenpuffer: 0,1 M Tris
0,1 M Tricin
0,1 % SDS (v/v, 10 % Lsg.)
pH 8,25

Anodenpuffer: 0,2 M Tris
pH 8,9 (mit HCI)

Overlay-Losung: 1 M Tris
0,1 % SDS (v/v, 10 % Lsg.)
pH 8,45 (mit HCI)

Tricin-Puffer: 3 M Tris
0,3 % SDS (v/v, 10 % Lsg.)
pH 8,45 (mit HCI)

Reduktionslosung:
1 % SDS (w/v)
1 %[3-Mercaptoethanol (v/v)
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Ansatz fur zwei grol3e Gele:

Reagenz 16,5 % Trenngel 10 % Spacergel 10 % Sammelgel
Aqua bidest 18 ml 13,9 ml 10,3 ml
(Lf;fg"ﬁ‘r/n;dc) 30 ml 6,1 ml 6,1 ml
Tricin-Puffer 30 ml 10 ml 10 ml

87 % Glycerin 12 ml - -
100 % Glycerin - - 3ml
10 % SDS . ] 300 pl
APS (10 %) 300 pl 100 pl 250 pl
TEMED 30 pl 10 pl 25 pl
Durchfiihrung:

Zunachst wurden Gelstreifen, die den gesamten Molekulargewichtdbereifassten
aus der BN-PAGE ausgeschnitten und fur 30 min in der Reduktionslosung inkubier
Nach Spilen mit Agua bidest. wurden die Streifen in Hohe des Sasiawelg
positioniert und die Protean lI-Gelplatten (BioRad) zusammengebantwhNrden die
Trenn- und Spacergelphase nacheinander um den Streifen herum gegisse
diesen zu benetzen, mit der Overlay-L6ésung abgedeckt und fur 1 h psigmeNach
dem Absaugen der Overlay-Lésung mit Filterpapier wurde das Saeimsb
gegossen, dass der Streifen eingeschlossen wurde. Nach der gestiiRdlymeri-
sation wurden die Gele in die Gelkammer eingebaut und diese atfib#en- und
Anodenpuffer gefiillt. Die anschliel3ende Elektrophorese lief bei B \die Probe in
das Gel eingewandert war und dann fur ca. 16 h bei 30 mA und max. 500 V.

2.2.5 Proteinfarbungen
2.25.1 Coomassie-Farbung

22511 Gelfarbung

Die Coomassie-Farbung wurde nach Righetti und Drysdale (1974) durchgefihrt.

Verwendete Lésungen:

Coomassie-Farbelosung (verandert nach Becker):
0,5 % Kupfersulfat [CuSH(w/v)
0,05 % Coomassie Brilliant-Blau R-250 (w/v)
0,05 % Crocein Scarlet (w/v)
25 % Isopropanol (v/v)
10 % Eisessig (v/v)

LOsung A:
2,5 g Kupfersulfat [CuS£p
oder 3,9 g Kupfersulfat-Pentahydrat [CyS® HO]
in 325 ml kO

34



Material und Methoden

L6sung B:
0,25 g Coomassie Brilliant-Blau R-250
0,25 g Croceine Scarlet
125 ml 2-Propanol
50 ml Eisessig

Beide Lésungen wurden getrennt hergestellt, die Farbstoffe jeweils durcmRuhre
vollstandig geldst und anschliel3end zusammen gegeben.

Entfarbelésung:
18 % 2-Propanol (v/v)
9 % Eisessig (V/v)

Glycerinlésung:
2 % Glycerin 87 % (w/v)
7 % Eisessig (v/v)

Durchfiihrung:

Zunéachst wurden die Gele fur 30 min bei Raumtemperatur gefarbh Warde mit
mehrfach zu wechselnder Entfarbelésung gesplilt. AnschlieRend wurdereldienG
Glycerinlésung gelagert, wobei die Novex-Gele mindestens fir 48d&mn inkubiert
werden mussten, damit das Glycerin in die Poren diffundieren und @adeeeil3fest
machen konnte. Bei den SDS-Gelen war hingegen die Inkubation fur 1 Stunde in
Glycerinlésung ausreichend. Zur Dokumentation wurden die Gele earggsuand

dann in Einmachfolie unter Luftabschluss feucht konserviert.

2.25.1.2 Kolloidale Coomassiefarbung

Prinzip:

Bei der kolloidalen Coomassiefarbung nach der in der ArbeitsgruppeProfessor
Braun (Universitat Hannover) verwendeten Methode (Laborprotokoll deeitar
gruppe von Prof. Wehland, GBF Braunschweig, Abt. Zellbiologie) wird @ak
zunachst fixiert. AnschlieBend wird es Uber Nacht gefarbt und mit Adgest.
entfarbt.

Fixierldsung:
40 % Methanol (v/v)
10 % Essigsaure (v/v)

Farbestammlésungen:
Losung A:
1 % ortho-Phosphorsaure 85 % (w/v)
10 % Ammoniumsulfat (w/v)

Ldsung B:
5 % Coomassie Brilliant-Blau R-250

Beide Losungen wurden getrennt voneinander hergestellt, die Farlukioffe Riihren
geldst und dann zusammengegeben.
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Farbelbsung:
98 % Ldsung A (v/v)
2 % LOsung B (v/v)

Nach dem Mischen wurde die Farbeldsung Gber Nacht gerihrt, um eine optimale
Verteilung zu erhalten. Vor Verwendung wurden noch 20 % Methanol zugesetzt.

Durchfiihrung:

Die Fixierung des Geles wurde fir eine Stunde durchgefuhrt. &ileukg erfolgte

Uber Nacht in Farbelésung, durch mehrfaches Wechseln von Aqua bidest. wurde
entfarbt. Um die Hintergrundfarbung zu minimieren, wurde dem Wass#en ersten
Schritten auch 20 % Methanol zugesetzt.

2.25.1.3 Nitrozellulose-Membranfarbung

Ein Teststreifen der auf die NC-Membran geblotteten Proteumelavzunachst mit
India Ink (Hancock und Tsang,1983) angefarbt.

Farbelbsung:

0,1 % India Ink (in TBS-Tween pH 7,4; Pelikan Fullfederhaltertusche) (v/v)

Durchfuihrung:

Zunachst wurde die blockierte Membran in der Farbelésung fur 2 S$tunkiebiert
und anschlieBend wurden Uberschissige Farbpartikel durch Waschen it TB
entfernt.

22514 Proteinfarbung auf PVDF-Membranen fur die  Sequenzierung

Die Proteinfarbung auf PVDF-Membranen fir die Sequenzierung woadl der
Methode von Matsudaira (1987) durchgefuhrt.

Farbelbsung:
0,1 % Coomassie Brilliant-Blau R-250 (w/v)
50 % Methanol (v/v)

Entfarbeldsung:
50 % Methanol (v/v)
Durchfiihrung:

Fur die Farbung der Proteine musste die Membran nach der Inkubati@7 €

zunachst mit Methanol aktiviert werden. AnschlieRend wurden diesiReofir 10

Minuten mit der Coomassie-Farbelbésung gefarbt und dann far 7 Minut&rbént
Schlief3lich wurde die Membran getrocknet.

2.25.2 Silberfarbung
Prinzip:

Die Silberfarbung erfolgte nach der Methode von Heukeshoven und Dernik (1986).
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Die Fixierung der Gele in Fixierlosung und die Zugabe von Aldehybei den
einzelnen Inkubationsschritten dient der Stabilisation und Reduktion olirfer. Die
Proteine werden mit der Silberldsung gefarbt, wobei noch Proteinkoatzeneén von
3 ug nachgewiesen werden kénnen.

Fixierlésung:
30 % Ethanol (v/v)
10 % Eisessig (v/v)

Inkubationslosung:
30 % Ethanol (v/v)
0,5 M Natriumacetat (w/v)
0,5 % Glutardialdehyd (v/v)
0,2 % Natriumthiosulfat (w/v)

Silbernitratldsung:
0,1% Silbernitrat (w/v)
0,02 % Formaldehyd (v/v)

Entwicklerlosung:
2,5 % Natriumcarbonat (w/v)
0,01 % Formaldehyd (v/v)

Glutardialdehyd, Formaldehyd und Natriumthiosulfat wurden erst unmittelbar vor
Gebrauch zugefugt.

Stopplosung:
50 mM EDTA

Glycerinpuffer:
2 % Glycerin 87 % (w/v)
7 % Eisessig (V/v)

Durchfiihrung:

Die Gele wurden zunéchst fir zwei Stunden bei RT in der Fisienlg inkubiert,
anschlieBend Uber Nacht in der Inkubationsldsung. Nach drei je 10 minutigen
Waschschritten mit Aqua bidest. erfolgte eine einstiindige Inkabati der Silber-
I6sung. Kurzem Spulen mit Aqua bidest. zum Entfernen nicht gebundéperdien
folgte dann die Entwicklung bis zur gewilnschten Farbintensitat. Diwidkhing
wurde durch 5 min Inkubation mit Stopplésung abgebrochen. Zur Konservierung
wurden die Gele gewaschen in Glycerinpuffer inkubiert.

2.2.6 Transfertechniken

Fur immunologische Nachweise wurden die separierten ProteideninGelelektro-
phoresen wurden diese geblottet. Neben den fur Kapillarblot und Semil@iry<s-
wendeten Nitrocellulose-Membranen (NC) wurden fir das Tankblatte Sequen-
zierung auch Polyvinyldifluorid-Membranen (PVDF) verwendet.
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2.2.6.1 Thermoblotting auf NC-Membranen (Kapillarbl  ot)

Prinzip:

Die mit Hilfe der Gelelektrophorese getrennten Proteine wurdéiN@uMembranen
mit Hilfe von Thermoblotting (Petersen, 1992) Ubertragen. Bei didsérode werden
eine Heizplatte bei 50 °C und Druck verwendet, um die Proteine miksgidlar-
wirkung aus dem Gel auf die Blotmembran zu Ubertragen.

Anodenpuffer II: 25 mM Tris/HCI (pH 10,4)
20 % Methanol (v/v)

Durchfuhrung:

Zunachst wurde das Trenngel auf Parafilml NRoth) auf einem Heizblock (50 °C)
aufgelegt. Nach dem luftblasenfreien Auflegen der in Anodenpliffaquilibrierten
Membran (Porengrof3e von 0,45 pm, Schleicher & Schill) wurden zunéchist zwe
vorgefeuchtete dinne Filterpapiere, dann zwei trockene dicke Whatitenpdgiere
(GB002 und GBO003, Schleicher & Schuell) und anschliel3end ein kleiapelSton
Papierhandtiichern sowie eine Glasplatte mit einem 3 kg Gewicldeauflembran
platziert. Der erste Blotvorgang dauerte 3 Minuten und verlangehtdis den jeweils
folgenden Blotansatz um je drei Minuten. Max. sechs Replicabfats einer
vernachlassigbaren Proteinkonzentrationsanderung auf den einzelnerrBbranen
wurden in TBS-Tween pH 7,4 blockiert (2.2.8.1). Das Gel wurde anschligftend
mit Coomassie gefarbt.

2.2.6.2 Semi-Dry-Blotting
Prinzip:

Die Ubertragung der in der Gelelektrophorese getrennten Proteinali@ NC-
Membran erfolgte im Semi-Dry-Blotting-Verfahren in einem kdigtinuierlichen
Puffersystem nach Kyhse-Andersen (1984).

Das Semi-Dry-Blotting auf aktivierte und aquilibrierte PVDF+itwanen wurde in
einem kontinuierlichen Puffersystem nach Matsudaira (1987) durchgefuhrt.

Anodenpuffer I: 300 mM Tris/HCI (pH 10,4)
20 % Methanol (v/v)
Anodenpuffer II: 25 mM Tris/HCI (pH 10,4)

20 % Methanol (v/v)

Kathodenpuffer: 25 mM Tris/HCI (pH 9,4)
40 mM 6-Aminohexansaure
10 % Methanol (v/v)

CAPS-Puffer: 10 mM 3-(Cyclohexylamino)-1-propansulfonséure (pH 11,0)
10 % Methanol (v/v)
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Durchfiihrung im diskontinuierlichen Puffersystem:

Nach der Aquilibrierung der Membran in Anodenpuffer Il wurde dast@iatwischen
den Elektrodenplatten des Blotters (Biometra) wie folgt durchgefuhrt:

Zunachst wurden zwei Lagen in Anodenpuffer 1 getréankte dicke Fitienea(GB003,
Schleicher & Schuell) auf die Anodenseite gelegt, dann eine Lafygeadenpuffer II
getranktes Filterpapier. Nach dem Auspressen von LuftblasenimaineHandroller
wurde die NC mit dem darauf liegenden Gel, sowie drei Lagen in Kathatfer
getranktes Filterpapier blasenfrei aufgelegt. Das Blotterde fur eine halbe Stunde
bei 0,8 mA/cm2 Membranflache durchgefuhrt. Eine Blockierung dérMémbran
erfolgte in TBS-Tween pH 7,4 (2.2.8.1)

Durchfiihrung im kontinuierlichen Puffersystem:

Die PVDF-Membran wurde zunéchst kurz in Methanol aktiviert und dar@APS-
Puffer aquilibriert, in dem auch alle 6 Filterpapiere eingelegiden. Das Elektro-
blotten selbst erfolgte bei 0,8 mA/cm? Membranflache. Nach dem &esldlottens
wurden die Membranen fur eine Stunde in einem Trockenschrank bei 37 °C getrocknet.
Eine Blockierung der freien Bindungsstellen auf der fur die AnpéBAustestung
vorgesehenen Membran erfolgte mit 5 %igen Milchpulver in TBS-T pH #,£ihe
halbe Stunde. Der fir eine N-terminale Sequenzierung vorgesehiéermdembran
wurde nicht blockiert, sondern direkt flr die Coomassie-Féarbung (2.2.5.1.4) verwendet.

2.2.6.3 Blotting auf PVYDF-Membranen (Tankblot)

Die Proteine wurden auf PVDF-Membranen (Schleicher & Schuell siter
Millipore) mit dem Tankblotverfahren des Herstellers (Invitrogen) tearest.

Verwendete Losungen:
Transferpufferstammldsung (20x):

500 mM Bicine
500 mM Bis-Tris
20,5 mM EDTA
1 mM Chlorbutanol
pH 7,2

Transferpuffer: 4 % Stammldsung (v/v)
20 % Methanol (v/v)

Durchfiihrung:

Die Membran wurde zuné&chst in Methanol aktiviert und in Transferpaéfetlibriert.
AnschlieRend wurde sie luftblasenfrei auf dem auf einem andeétan Whatman
Filterpapier (GB003, Schleicher & Schuell) liegenden Trenngel augfgelzarauf
wurde noch ein weiteres Whatman Papier aufgelegt. AbschlieBend wueskes di
»sandwich* zwischen funf Blotting-Pads in die innere Blotkammer iitbetfund
festgespannt. Bei zwei Gelen wurden die Pads aufgeteilt, so dassijd?ads zur
Anode bzw. Kathode wiesen und ein Pad zwischen den beiden ,Sandwiché&&idag.
dem vorsichtigen Fullen dieser Kammer mit Transferpuffer wdirdgiul3ere Kammer
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mit Aqua bidest. zur Kuhlung wahrend des Blottens geflllt. Der Ptod@sfer im
Tankblot wurde dann bei 25 V fir 1,5 Stunden durchgefihrt. AnschlieRele wig
Membran bei 37 °C im Trockenschrank fiir 1 Stunde getrocknet werden, um die
Haftung der Proteine an die Membran zu erhéhen. Das Gel wurde Silber gefarbt.
NC-Membranen wurden nur in Transferpuffer aquilibriert, bevor sieTankblot-
verfahren verwendet werden konnten.

2.2.7 Immunologische Nachweise

2.2.7.1 Immunnachweise auf NC-Membranen

Prinzip:

Die spezifische Bindung an die Erdnussallergene erfolgte durch gina&ntikdrper

(Patientenserum oder monoklonaler Antikodrper). Dieser wurde mitneadkalische

Phosphatase markierten 2. Antikérper detektiert. Fir die immunenzgheaigalyse
dieser Bindung wurde die Substratreaktion der alkalischen Phospliai)senit 5-

Brom-4-Chlor-3-Indolyl-Phosphat (BCIP) und Nitroblautetrazoliumchlorid TNB
verwendet. In diesem System hydrolysieren AP-markierte Antgktadps BCIP unter
Abspaltung einer Phosphatgruppe, wodurch das NBT reduziert wird. &atisezht ein
Farbkomplex, der ein violett-schwarzes Prazipitat an der Sultratnogen-
Reaktionsstelle bildet.

Verwendete Antikdrperverdinnungen (in TBS-T) nach Titrierung untgoeziehung
der negativ Kontrolle:

Patientenseren (2.1.2) wurden normalerweise 1:20 verdinnt, in Ausnahmen bis zu
1:200 (bei CAP-Werten uber 5).

Kaninchen-Antikorper:

(MAP 3) anti-Arah 2 1:100000

(Carmen) anti-Arah 2 1:100000
anti-Ara h 6 1:100000
anti-Arah 7 1:100000

(Sam 22) anti-Arah 8 1:100 — 1:1000

Monoklonale Antikdrper aus der Maus:

(Pn-t) anti-Arah 1 1:10

(Pn-c) anti-Arah 1 1:10

(Pn-r) anti-Ara h 3 1:10

(Pn-b) anti-Ara h 3 1:10

(Pn-x) anti-Ara h 3 1:10

PEI-7B2 anti-Arah 3 1:100 - 1:2000

Lektine mit gekoppelter alkalischer Phosphatase wurden eingesetzhogfithe N-
und O-Glykosilierung bei den verschiedenen Allergenen nachzuweisen.

Concanavalin A (Con A) 1:1000
Sambucus nigra agglutinin (SNA) 1:400
Peanut agglutinin (PNA) 1:2000
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Fur die Sekundarantikorper wurden folgende Verdiinnungen in TBS-T verwendet:

Ziege anti-Maus 1gG/IgM H+L-AP 1:5000

Ziege anti-Kaninchen IgG-AP 1:10000
Maus anti-Human IgE-AP 1:2000
Ziege anti-Human IgA-AP 1:2000
Ziege anti-Human IgG-AP 1:2000
Streptavidin-AP 1:2000

TBS-Tween (TBS-T) pH 7,4:
100 mM Tris/HCI pH 7,4
100 mM NacCl
2,5 mM MgC}
0,05 % Tween 20 (v/v)

TBS-Tween pH 9,5:
100 mM Tris/HCI pH 9,5
100 mM NacCl
5 mM MgC}

NBT/BCIP-Farbung:
NBT-LOsung:

0,033 % (w/v) NBT in TBS-Puffer (pH 9,5) l6sen, bei 4 °C kuhl und dunkel
lagern, vor der Verwendung 30 ml auf 37 °C erwarmen

BCIP-LOsung:

0,5 % (w/v) BCIP in Aqua bidest. I6sen, 1 ml Portionen bei —20 °C lagern,
vor der Verwendung eine Portion auf 37 °C erwarmen
Durchfiihrung:

Zunachst wurden die freien Bindungsstellen der Transfermembran fitirg@en in
TBS-Tween pH 7,4 (TBS-T) blockiert, um eine unspezifische Bindund’dgenten-
seren oder Antikdrper zu verhindern. AnschlieRend wurden die Membrankpetroc
Die Inkubation mit dem in TBS-T verdiinnten Priméarantikorper erfolgte Giber Nacht.
Am nachsten Tag wurden die Blots oder Streifen dreimal zehn &finmit TBS-T
gewaschen und anschlielend mit dem jeweiligen Sekundarantikorper fiunde’s
inkubiert. Nach zweimaligem Waschen mit TBS-T erfolgte eg@itaver Waschschritt
mit TBS-Puffer pH 9,5, um das Tween auszuspilen und die Membran fur die
Chromogen-Substratreaktion mit NBT/BCIP zu aquilibrieren. Daheider NBT im
Verhaltnis 30 zu 1 zu BCIP fir die Substratreaktion eingesetztE-&ibreaktion wurde
durch Waschen mit Aqua bidest. gestoppt.

2.2.7.2 Nachweise auf PVDF-Membranen

Verwendete Lésungen:

5 % Magermilchpulver in TBS-Tween pH 7,4
0,1 % Rinderserumalbumin in TBS-Tween pH 7,4
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Durchfuhrung:

Die Membranen wurden zunachst in TBS-T mit 5 % Milchpulver blotkier
AnschlieRend wurde mit den Primarantikérpern in TBS-T und 0,1 % Rinderser
albumin (BSA) uber Nacht inkubiert. Die Inkubation des Sekundarantikorp@BSn

T + 0,1 % BSA erfolgte flr zwei Stunden. Die Waschschritte nackmer und Zweit-
inkubation wurden mit TBS-T pH 7,4 und die Aquilibrierung vor der Visualisig
mit TBS-Puffer pH 9,5 durchgefuhrt. Die NBT/ BCIP-Farbreaktisar analog
(2.2.7.1).

2.2.7.3 Verstarkung der Immunnachwei se durch
Chemilumineszenz (Kricka, 1991)
Prinzip:

Die Chemilumineszenz basiert auf der Substratumsetzung von Lumindi digc
Meerrettich Peroxidase in Gegenwart von Hydrogenperoxidasgnem angeregten
intermediaren Dianon. Diese Substanz setzt Licht frei, um in rseBrendzustand
zurtick zu gelangen, welches auf einem Rdntgenfilm nachgewiesrelenwkann. Die
Lichtemission setzt direkt nach der Substratzugabe ein und lasdfiisica. 1 bis 2
Stunden detektieren.

Verwendete Pufferldsungen:

Blockierungslésung: T-TBS-Puffer pH 7,4 + 5 % Milchpulver

Antikorperbindungen jeweils verdinnt mit T-TBS-Puffer + 2,5 % Milchpulver

Patientenserum 1: 20
2. Antikorper biotinyliertes anti-human IgE 1:2000
Neutravidin-Horseradishperoxidase 1:50000

Detektionslosung: LumiGLO Reserve™

Durchfuihrung:

Nach dem Blotten der Proteine wurden die freien Bindungsstelldnden NC-
Membranen zunachst mit 5 % Milchpulver in TBS-Tween pH 7,4 fur 2 Stunden
blockiert. Nach dreimaligem Waschen mit TBS-T pH 7,4 fur je 10 wunden die
Membranen in Streifen geschnitten und mit Humanserum in 2,5 %igerhpgdiier in
TBS-T Uber Nacht inkubiert. Die spezifische Bindung der IgE-AntikOrpe die
Proteine auf der Membran konnte nach erneutem dreimaligen Waschénn(jia mit
TBS-T) durch Zugabe und Inkubation mit einem biotinylierten anti-tmurge-
Antikorper fur 1 Stunde detektiert werden. Uberschussige IgE-Antikonpeden
durch dreimaliges Waschen mit TBS-T entfernt, bevor die InkubatibNenitrAvidin
als Horseradish Peroxidase (HRP)-Konjugat fur eine halbe Sturolgte Nach
erneutem dreimaligen Waschen mit TBS-T wurden die Streiferi-firmin in der
Detektionslosung LumiGLO Reserve™ inkubiert. Vollstandiges Entfedeerflissig-
keit verhinderte das Uberstrahlen der sehr intensiven Lichtreakifodea Rontgen-
filmen. Die Streifen wurden zwischen zwei Overheadfolien gelegt die Strahlung
auf dem aufgelegten Rontgenfilm zu detektieren. Es wurden Expezigitintervalle
von 30 sec, 3 min und 10 min durchgefihrt, die einzelnen Filme wurden melkchi
entwickelt.
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2.2.8 N-terminale Sequenzierung

Prinzip:

Die N-terminalen Sequenzierung erfolgte nach dem Edman Abbau (19&Q0gw2ils
N-terminale Aminosaure wird mit Phenylisothiocyanat umgesetzt und afsehd mit
100 %iger Trifluoressigséaure abgespalten. Das PTC-Aminosaurdgderrdamit N-
Butylchlorid extrahiert und mit TFA (25 %) in ein PhenylthiohyadamAS-Derivat
Uberfuhrt. Anschliel3end erfolgt eine Trennung Uber eine Reverse-Bhakee (Gs)
und eine Detektion bei 270 nm. Mit Hilfe eines mitgefihrten PTH#Asduren-
standards lasst sich jedem Aminosaure-Derivat eine Retentibasmednen. Durch
zyklusartige Wiederholung dieser Abbauschritte lasst sich soSdmuenz einer
Aminosaurekette bestimmen.

Durchfiihrung:

Die auf PVDF-Membranen geblotteten Proteine wurden aus der Mendus-
geschnitten, in Eppendorfgefae dberfihrt und nach Edmann Abbau im Protein-
sequenziergerat (Procise, Applied Biosystems, USA) analysiert.

2.2.9 Massenspektrometrie mit Massenfingerprint mit  tels
MALDI-TOF

Prinzip:

Fir die Matrix-unterstutzte Laser Desorptions-lonisations-Maps&tr®skopie (ma-
trix assisted laser desorption/ionization time-of-flight msygectrometry) missen die
Proteine direkt aus dem Gel extrahiert werden. Dabei erleictiée enzymatische
Abbau durch Trypsin in einzelne Peptide die Analyse grof3er Proteine und die
Extraktion aus dem Gel. Die gereinigten Peptide wurden mit gesgittigten Matrix-
Losung aus 3,5-Dimethoxy-4-hydroxy-Zimtsaure, Trifluoressigsaude Aretonitril
kokristallisiert. Aliquots dieser Proben wurden im Vakuum verdam@iftisiert und
durch das Anlegen einer Spannung in einem dann spannungsfreien Feideauf e
Detektor hin beschleunigt. Die Flugzeit Uber die definierte sthegke bis zu dem
Detektor ist abhéngig von der Masse und der Ladung der entstandeeen Durch
Eichung des Gerates mit Molekilen bekannter Massen lassen sidhadsen der
Probenmolekiile Uber ihre Flugzeit bestimmen. Uber die Auswertungiaizelnen
gefundenen Massen tryptischer Fragmente ist eine Ableituntyrdprungsmolekiile
maglich.

Verwendete Lésungen:

0,1 M Ammoniumhydrogencarbonat-Losung

(NH)HCO;
50 mM (NH)HCO;

Trypsin-Stammldsung (c=1 pglul)

Arbeitslésung 0,5 pl Trypsin-Stammlésung + 19,5 pul 50 mM
(NHZ)HCGO;

Ameisensaure (5 %) 2,5 ml 100 % in 50 ml Aqua bidest.
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Aufreinigung mit Gg-Saulen:
Vorbereitung der Saule:
50 % Acetonitril 25 ml 100 % Acetonitril + 25 ml Aqua bidest.

Aquilibrierung der Saule mit:
0,1 % Trifluoressigsaure 0,2 ml 100 % TFA in 200 ml Aqua bidest.

Waschen der Saule mit:
0,1 % TFA+ 5 % Methanol 2,5 ml MeOH in 50 ml Equilibrierungslsg.

Elution der Proteine mit:
50 % Acetonitril in 0,1 % TFA __25 ml 100 % Acetonitril + 25 ml
Aquilibrierungslsg.

Durchfuihrung:

Zunachst mussten die einzelnen Proteinspots (BN-PAGE oder 2D-PA&Einer
Rasierklinge exakt ausgeschnitten und in Eppendorfgefal3e tberfuhrtnwéraen
erfolgte eine Inkubation der Gelstiicke fir 10 min in 500 pl Aqua bhidBsi der
folgenden Umpufferung in Acetonitril und 0,1 M Ammoniumhydrogencarbonat im
Verhéltnis 1:1 wurden die Proteine 15 min inkubiert. Nach der Detatdna in der
Speedvac mit 250 pl 100 %igem Acetonitril fir ca. 30 min wurden distidile mit
20 pl Trypsinlésung versetzt und Uber Nacht bei 37 °C unter leichthitt8In
verdaut. Die weitere Extraktion am nachsten Tag wurde ebenfaks leithtem
Schitteln bei 37 °C fir jeweils 15 min durchgefiihrt. Zunachst wurdgo 30 mM
Ammoniumhydrogencarbonat-Losung zugegeben. Nach der Abnahme dstabithes
und der Uberfiihrung in ein neues Eppendorfgefal erfolgte die Zugabe vdn520 p
%iger Ameisensaure und die erneute Inkubation der Gelstlcke. Schiiefirden 20
ul Acetonitril hinzugefiigt, nach der letzten Inkubation wurden(@ierstande gepoolt
und auf ca. 10 pl Restvolumen in der Speedvac eingetrocknet.

Die Aufreinigung tryptischer Peptide erfolgte dann mit Hilfe @gs-Saulen in 10 pl
Pipettenspitzen von Millipore nach den Vorgaben des HerstellegsS&ulen wurden
mit einer 50 %igen Acetonitril-Losung vorbereitet. Anschliel3end konet&dule mit
0,1 %iger Trifluoressigsaure (TFA) aquilibriert werden. Nach dem Auftrage Probe
wurde die Saule mit 0,1 %iger TFA und 5 % Methanol dreimal gewas€he Elution
der Proteine erfolgte mit einem Laufmittel aus 50 % Acetomititi 0,1 %iger TFA fur
jeweils 10 Einzelschritte. Die Proteine wurden anschlieBend bei —2@la@ert. Die
MALDI-TOF Analyse wurde freundlicherweise von PD Dr. B. LindnBrophysik,
FZB) durchgefihrt.

Die Auswertung der gefundenen Massen-Peaks erfolgte online mitrdgrafdmen
Mascot (www.mascot.htm) und Expasy (www.expasy.org).
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2.2.10 Epitopmapping von Membran-gebundenen
synthetischen Peptiden
Prinzip:

Fir das Epitopmapping wurden in der Arbeitsgruppe von PD Dr. A.Feplide nach
der Fmoc-Methode auf Filtern synthetisiert (Geystnal, 1984). Die Vorhersage
antigener Bindungsstellen wurde mit der Jameson-Wolf-Vorherd®$8) mit einem
Computerprogramm der BGFA in Bochum durchgefihrt.

Die Sequenzen von Ara h 3/4 und iso-Ara h 3 wurden vollstandig synthetiéoert
den publizierten Sequenzen von Gly 1, Ara h 3 und Ara h 4 wurden entsuieche
Teilsequenzen hergestellt.

Bei diesem Herstellungsverfahren wurden 16er Peptide im zWersatz synthetisiert.
Somit sind in jedem Peptid je 14 Aminosauren mit dem vorigendPejgmtische und
je zwei neue vorhanden. Ein Filter, der in dieser Weise produzigdew enthalt
schlieBlich 17 Reihen mit je 25 Zeilen, also insgesamt 425 Peptitebéi der
Epitopkartierung einen Filterleerwert mitlaufen lassen zu kénneruomdie einzelnen
Bereiche voneinander zu trennen, mussten Schnittstellen ohne Peptidemmder-
generierte Kontrollpeptide mit eingebaut werden.

Verwendete Losungen:

Tris-gepufferte Kochsalzlosung (Tris-buffered Saline = TBS-Puffer):
0,14 M NacCl
2,68 mM KCI
50 mM Tris-Base
pH 7,0, autoklavieren, Lagerung bei 4 °C

Citrat-gepufferte Kochsalzlésung (Citrate-buffered Saline = CBS):
0,14 M NaCl
2,68 mM KCI
10 mM Citronensaure-Monohydrat
pH auf 7,0, autoklavieren, Lagerung bei 4 °C

T-TBS-Puffer:
0,05 % TBS-Puffer + (v/v) Tween 20

BCIP (5-brom-4-chlor-3-indolylphosphat p-toluidin Salz)
0,14 mM BCIP in 1 ml DMF I6sen, Lagerung bei —20 °C

MTT ((Dimethylthiazol-2yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid)
0,12 mM MTT in 1 ml (70 % (v/v) DMF/ 30 % Aqua bidest.) l6sen,
Lagerung bei —20 °C

Membranblockierungslosung (Membran-Blocking-Solution = MBS):
20 ml Blocking-Puffer-Konzentrat (v/v)
80 ml T-TBS-Puffer (v/v)
14,6 mM Saccharose
pH 7,0, Lagerung bei 4 °C

AP-Farbelésung (CDS):
10 ml CBS-Puffer
4,93 mM MgC}
0,0006 mM BCIP
0,0007 mM MTT
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Stripping-Puffer:
8 M Urea
1 % SDS (w/v)
in TBS-Puffer ansetzen, bei RT lagern
vor Gebrauch + 0,5 % (v/\3—Mercaptoethanol
pH mit CHCOOH auf 7,0 einstellen

Durchfiihrung des Epitopmappings nach Frank (2002):

Vor der ersten Verwendung wurden die Filter zunachst fir 10 mi®0nod Ethanol
und anschlieBend dreimal 10 min in 25 ml TBS-Puffer gewaschen werglgheSe-
bedingte Verunreinigungen wurden nach folgender Prozedur entfernt.ndtméade
zweimal 5 min in 20 ml Dimethylformamid (DMF), dann zwein¥almin in 20 mi
Stripping-Puffer im Ultraschallbad inkubiert und schlie3lich 30 min unh dieimal
5 min in 20 ml TBS-Puffer gewaschen. AbschlieRend wurden die Membidresn
Nacht in MBS inkubiert, um freie Bindungsstellen zu blockieren.

Am néachsten Tag wurden die Membranen erneut fur 10 min in 30 mISFPWBfer
gewaschen und Uber Nacht mit dem ersten Antikdrper (Patienteng&r2® oder
monoklonaler Antikorper (1:10-1:2000) in MBS verdunnt) inkubiert. Der Priméar-
antikorper wurde am 3. Tag durch dreimaliges Waschen fur je 10 rAthnml T-TBS-
Puffer entfernt. In dem sekundaren Antikdrper (anti-human IgE odeMats- IgG
(2.2.7.1) verdunnt in MBS) wurde fir 2 h inkubiert. Nach Waschen der Fiiter
zweimal 10 min in 20 ml T-TBS-Puffer und zweimal 10 min in 20 mIScBuffer
wurden die Membranen in 10 ml CDS-Farbelésung Uberfuhrt. Die Entwigkdier
Chromogen-Substratreaktion erfolgte abhéangig von der Reaktions&iad@ min bis
Uber Nacht. Nach Abstoppen der Farbereaktion durch Waschen deflit€rmin in
20 ml TBS-Puffer wurden die Filter feucht gehalten und eingescannt.

Um die Filter wiederverwenden zu kdnnen, mussten sie nun ernerippfeserden.
Dabei wurde zunéachst fur zweimal 10 min in 20 ml Aqua bidest. gdweasdann fur
10 min in 20 ml DMF inkubiert bis die Spots verblassten, woraufhin diesee@ur
wiederholt wurde, bis keine Spots mehr zu erkennen waren. Anschliefteten die
Filter noch dreimal 10 min in 20 ml Aqua bidest. gewaschen, darfrdéimal 10 min
in 20 ml Stripping-Puffer im Ultraschallbad bei 40 °C behandelt losdtdieRend fir
dreimal 10 min in Ethanol gewaschen. Jetzt konnten sie direkt wiedeendet oder
getrocknet, eingeschweil3t und bei —20 °C eingefroren werden.

2.2.11 Versuche zur simulierten Passage durch den
Gastrointestinaltrakt

Im Rahmen dieser Arbeit wurde a@mvitro System entwickelt, das dem menschlichen
Gastrointestinaltrakt entspricht und es somit erlaubt, die Alerger Erdnuss bei ihrer
Passage durch den menschlichen Korper zu verfolgen.

Dazu wurden Versuchsansatze mit verschiedenen Probanden und untechemedl
Erdnissen und Erdnussprodukten durchgefihrt.

2.2.11.1 Kauversuche von gerosteter Erdnuss

Zunachst haben verschiedene Probanden jeweils nach demselben Prisctip fri
ausgepaalte Erdnisse (Jumbo Riesen, Seeberger) gekaut. Dazu gabWensatihs-
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personen nach dem Reinigen des Mundes durch Spilung mit Wasser egelSpe
probe (ca. 3 ml) ab. AnschlieRend haben die Probanden 10 g Erdnisse ca. 30 mal
gekaut und den eingespeichelten Brei in ein zweites Rohrchen uberflibse
Prozedur wurde wiederholt bis 60 ml Volumen gekaute Erdnussmassi&pei
suspension entsprechend 10 g Roheinwaage enthielten. Nun wurden ca. 10 ml Aqua
bidest. bzw. ca. 5 ml nativer Probenpuffer zu der Suspension gegebafiscieing
geschuttelt, gevortext und abzentrifugiert (1 Minute bei 1000 x g und. D&kt aus
den Uberstanden wurden je 1 ml Probe entnommen (EEx-gek) und dienProtei
konzentrationen nach Bradford (2.2.2) bestimmt. Nachdem die Uberstande in neue
Rohrchen dekantiert worden waren, lieRen sich die Volumina der Pibbes 4
bestimmen.
Versuchsaufbau:

1 Uberstand Erdnussextrakt gekaut in Aqua bidest.

2 Uberstand Erdnussextrakt gekaut in Probenpuffer

3 Matrix Erdnussextrakt gekaut in Aqua bidest.

4 Matrix Erdnussextrakt gekaut in Probenpuffer

Fur die Simulation der Passage durch den Gastrointestinaltratte wlen Proben ein
kunstliches Magensaftaquivalent zugefiigt. Dazu wurde das Medikdneghorni]

forte (Knoll, Deutschland) verwendet, das bei Patienten eirmjesietl, deren Magen-

saft- und Enzymproduktion nicht korrekt funktioniert. Dieses enthélt Magezischl
hautextrakt des Schweines mit den notwendigen Proteinasen fir efelaudngs-
prozess sowie Salzsaure. Der Versuch selbst wurde mit phyisicier Kochsalz-
I6sung bei pH 2,0 und 37 °C durchgefiihrt, um den menschlichen Verdauungstrakt zu
simulieren.

Anschlieend wurde die simulierte Passage durch den Gastroiatieskt mit
Kreon] 25000 (Solvey, Deutschland) einem Pankreassaftaquivalent weitergefuhrt.
Hierbei handelt es sich um ein Medikament fur Patienten, bei denen die
Enzymproduktion der Bauchspeicheldriise gestort ist. Es enthalt Piamlkres dem
Schweinepankreas mit den relevanten Enzymen Lipasen, Amylasemaiedsen, die

fur den weiteren Abbau der Nahrungspartikel entscheidend sind.

Verwendete Lésungen:
Physiologische Kochsalzlésung 0,9 % NaCl pH 2,0
Physiologische Kochsalzlésung 0,9 % NaCl pH 7,0

Stammldsung Enzynorimforte 1 Tablette in 175 ml 0,9 % NaCl pH 2,0

Arbeitslosung 1:500 verdunnt mit 0,9 % NaCl pH 2,0
Stammldsung Kredn 25000 1 Tablette in 150 ml 0,9 % NaCl pH 7,0
Arbeitslosung 1:2 verdinnt mit 0,9 % NaCl pH 7,0
Natronlauge 0,1 M NaOH

1 M NaOH
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Durchfiihrung nach Kortekangas-Savolaie¢@l (1993):

Eine Tablette Enzynorim forte wurde fein gemaorsert und in 175 ml 0,9 % NaCl (pH
2,0) fur ca. 1 h geruhrt und geldst. AnschlieRend wurde die Suspensionirider e
Faltenfilter filtriert, um die Farbstoffe abzutrennen, die beai fdégenden Protein-
bestimmung stéren kdénnten. Die Arbeitslésung wurde durch Verdinnestatam-
|6sung (1:500) mit 0,9 % NaCl (pH 2,0) hergestellt, die dann im Verk&@tai einge-
setzt wurde. Die Inkubation erfolgte unter leichtem Schitteln bei 3m°Brutraum,
die Probennahme nach 1, 2, 3 und 24 h. Dazu wurden jeweils 1 ml der Probe in
vorbereitete Eppendorfgefalle mit 0,5 ml 0,1 M NaOH Uberfuhrt und die Beakti
durch sofortiges Mischen gestoppt. Nach 24 Stunden Inkubation erfolgte das Ab-
stoppen der Reaktion in den restlichen Proben mit 1 M NaOH (pH-Wer7-768).
AnschlieBend wurde die Proteinbestimmung nach Bradford fir alleeRrparallel
durchgefuhrt.

Analog des ersten Verdauungsschrittes wurde zunachst eine Stamgnids den
Verdau mit Pankreassaft hergestellt. Dazu wurde eine KapsehKr@5000 fein
gemorsert, in 150 ml 0,9 % NaCl (pH 7,0) fur ca. 1 h gerthrt, gelosanshlieRend
Uber einen Faltenfilter filtriert.

Als Arbeitslosung diente eine 1:2 verdiinnte Losung in 0,9 % NaCl (pKH didd)m
Verhaltnis 1:1 eingesetzt werden konnte. Auch hier erfolgte mkebhtion unter
leichtem Schutteln bei 37 °C im Brutraum. Bei der Probennahme n&¢I8 ind 24 h
wurden jeweils 1 ml Probe in vorbereitete Eppendorfgefale mit DM NaOH
Uberfuhrt und sofort gemischt. Nach dem Ende des Versuches edaigtd’rotein-
bestimmung nach Bradford und der pH-Wert wurde kontrolliert.

2.2.11.2 Kauversuche mit keimfahigen Erdntissen und
Erdnussprodukten

Analog wurden Kauversuche mit gekochten und fritierten Erdnissen ungieni
verarbeiteten Erdnussprodukten (Corny-Riegel, Erdnussbutter, Snidkeed-Rind
Peanut Crackern) durchgefunhrt.

Im Unterschied zu allen vorhergehenden Kauversuchen wurde die Dhmahg bei

den Peanut-Crackern um eine Besonderheit erganzt, um zu Uberprifene d e
stundige Inkubation mit Enzynorm zu einer Degradation der Erdnussprdiéire.
Dieses hatte dann den folgenden Verdau mit Kreon gestort.

So fand neben dem beschriebenen Ablauf noch ein zusatzlicher Verdau mit Kitgon sta
wobei nach einer Stunde der Enzynormverdau kurzzeitig unterbrochen. iWacle

der Probennahme wurden alle vier Proben halbiert, so dass die #teediiékt weiter
inkubiert und einem normalen Versuchsablauf unterzogen wurde. Die addiie
wurde mit 1 M NaOH auf einen pH-Wert von 7,0-7,3 gebracht und dann diiekt m
Kreon in der beschriebenen Weise versetzt.

Die Probennahme der l6slichen Proteine wurde immer direkt audlidsigen Phase
durchgefuhrt, die durch Zugabe von Aqua bidest. bzw. Probenpuffer oder durch
enzymatische Freisetzung nach Inkubation mit Enzynorm bzw. Kremlueewurde.

Alle Proteinbestimmungen erfolgten parallel fur alle Proben ijswach dem Ende
eines Versuches.
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Material und Methoden

Schema 2 Der Ablauf der simulierten Passage durch den menschlichen Gastro-

intestinaltrakt

+ Agua bidest. (5D)

Erdnisse
werden

mit Speichel
versetzt und
gekaut

!

Vortexen, 1 min Ink.
Abzentrifugieren
Probe: EEx-gek

1

+ Probenpuffer (PP

1 Uberstand kO
2 Uberstand PP

\ =

Neutralisieren

aufpH 7,3

Inkubation mit
Magensaft
(Enzynorm® forte),
Probennahme:

1 h (1-4), 2 h (1a-4a),

3 h (1b-4b), 24 h (1c-4

Inkubation mit

Pankreassaft

(Kreon® 25000),

Probennahme:

1h (1-4), 2 h (1a-4a),
)3 h (1b-4b), 24 h (1c-4q

~

Neutralisieren

auf pH 7,3

3 Matrix H,O
4 Matrix PP
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3. Ergebnisse

3.1 Isolierung der Erdnussallergene Ara h 1, Ara h 3/4 und ihrer Isoformen
aus dem Erdnussextrakt

Die Hauptaufgabe dieser Arbeit bestand darin, die Majorallergené AraAra h 3/4
und ihre Isoformen aus dem Erdnussextrakt zu isolieren, sie armmarreiend Uber ihr
Laufverhalten in Gelelektrophoresen zu charakterisieren.

3.1.1 Isolierung von Ara h 1 und Ara h 3/4 aus Erdnussextrakt mittels
Gelfiltration

Fur die Isolierung der Erdnussallergene wurde der Gesaakexunachst mit Hilfe
der Gelfiltration tber eine Superdex 200-Saule (Abb. 2) unter werideplysiolo-
gischen Bedingungen aufgetrennt (Fraktionen 1 bis 3). Alle Proteimeklalner als
200 kDa waren, interagierten mit der Sephadex-Matrix der Sé&ule undemv
entsprechend ihres Laufverhaltens mit unterschiedlichen ReteniiensZae den
Fraktionen 2 und 3 eluiert. Proteine, die grofer als 200 kDa waren, konnten
ungehindert mit dem Laufpuffer als Durchlauf im Ausschlussvolumesédele in den
Fraktionen 1 a-c isoliert werden. Zwei verschiedene EichlaufePmoiieingemischen
definierter Molekulargewichte, die in der Abb. 2 durch hell- und dunkelgPieite
eingezeichnet wurden, ermdglichten Uber ihre Retentionszeiten eindndagrvon
Molekulargewichten der Erdnussallergene. So konnten Molekile Gber 200nkien
Fraktionen B7-B15) gezielt von Molekilen unter 200 kDa (C1-C13) getrennt mverde
In den anderen Fraktionen konnten keine Proteine nachgewiesen weesenPdaks
zwischen A15-B3 bzw. ab D2 enthielten vermutlich Farbstoffe und DNA.ein d
folgenden Abb. 2 ist das Chromatogramm einer reprasentativen Trenmmg
Erdnussextrakt Uber die Superdex-200-Saule dargestellt, die versamedsach-
proteingemische sind farblich markiert.
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Abb. 2 Chromatogramm einer reprasentativen Trennung von Ednussextrakt tiber
Superdex-200
Zur Zuordnung der Molekularmassen wurden Eichpnggeiische unter gleichen
Bedingungen in 2 Laufen aufgetrennt (Ferritin (48@&, Fraktionen B8-B10), Aldolase
(158 kDa, B13-C1), Ovalbumin (46 kDa, C4-C6), Ribolease (13,7 kDa, C11-C13)),
(Catalase (232 kDa, B12-B14), Albumin (67 kDa, C3}Gnd Chymotrypsinogen (C9-
C11)); Fraktionen des Ausschlussvoluméha-c) undrraktionen unter 200 kDa

(2 und 3). Wellenlange 280 nm. Weitere Peaks wudileoh Farbstoffe und DNA
verursacht, enthielten aber kein Protein.

Durch Integration der gefundenen Peakflachen konnte gezeigt werdsrsicda90 %
aller Erdnussproteine im Ausschlussvolumen tber 200 kDa befanden @bh-?)

und nur 10 % der Proteine in der Fraktion 2 und der Fraktion 3.

Zur Untersuchung, welche Erdnussproteine in den einzelnen Fraktionen lfiléraGe
tion vorlagen, wurde eine SDS-PAGE unter reduzierenden Bedingungen durchgefihrt
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Abb. 3 SDS-PAGE zur Untersuchung der nach Superdex-200-Trnaung
von Erdnussextrakterhaltenen Fraktionen
Ausschlussvolumen Fraktionen (1a-c), Fraktion 2 kraktion 3,
LM Marker, 12 % red. SDS-PAGE, 10 ul/ Bafoomassie-Farbung

In der Abb. 3 sind die unterschiedlichen Fraktionen einer chromatograghisc
Trennung mittels Superdex-200 gezeigt. Die Fraktionen 1 a-c wumdéusschluss-

51



Ergebnisse

volumen gefunden, wobei Fraktion 1 b die hochste Proteinkonzentration aufvdes
die groRte Peakflache umfasste. Die Fraktion 2 lag zwischerciussvolumen und
Fraktion 3 und wurde der Vollstandigkeit halber analysiert, die Fra@tiamrde fur
die Charakterisierung der unter 20 kDa-Allergene verwendet.

3.1.2 Charakterisierung der Allergene durch verschiedene
Gelelektrophoresetechniken und Proteinfarbungen

Das Molekulargewicht der im Ausschlussvolumen gefundenen Proteingedeute
hochmolekulare Komplexe hin, wie sie von Vicilinen wie Ara h 1 unci@igen wie
Ara h 3/4 und Isoformen gebildet werden kdnnten (Tab. 1, Seite 7). Auf Grwexd ihr
geringen GrofR3e sollten sich die niedermolekularen Erdnussallergelea iFraktionen

2 und 3 befinden.

Es wurden verschiedene Gelelektrophoresen (SDS-PAGE, BN-PAGHE-PAGE
und 2D-PAGE) durchgefiihrt, um unter unterschiedlich stringenten Bedieguotig
vorhandenen Komplexe zu analysieren. Die gefundenen Proteine solltemmiomo-
blot auf IgE-Reaktivitat mit Patientenseren und auf die Bindungnmomoklonalen
Antikérpern und Kaninchenseren getestet und identifiziert werden.

3.1.21  SDS-PAGE und LDS-PAGE

Zunachst wurde Uberprift, ob sich die in der Gelfiltration mih&ead-Erdnussextrakt
gefundenen Proportionen von 90 % hochmolekularen zu 10 % niedermolekularen Pro-
teinen auch in Extrakten aus keimfahigen (EEx-k, EEx-k + 10 % Lgkinder
verarbeiteten Erdnissen wiederfinden lassen. Dazu wurde zunaehS%-PAGE

mit neun verschiedenen Erdnussextrakten durchgefiihrt. Eine Gegenilregsietiser
Extrakte mit jeweils 15 pg Protein / cm Probentasche zelgteunterschiedliche
Konzentration der einzelnen extrahierten Erdnussproteine (Abb. 4).

kDa

— 97
66

— 30

— 22

1 2 3 4 5 b 7 8 9 M

Abb. 4 Vergleich verschiedener Erdnussextrakte im SDS-Gel
12 % red. SDS-PAGErobenkonz. 15 pg/cm, Coomassie-Farbung
Bahn 1 Standard-Erdnussextrakt (EER),Danischer EEX3: EEx aus keimfahigen
Erdnussen (EEx-k}: EEx-k + 10 % Laktoseq: EEx gekocht6: EEX fritiert,
7:EEx Corny-Riegel8: EEx Snickers-Riege8): EEx Peanut-Cracker

Einige Hauptbanden lie3en sich in allen Extrakten wiederfinden, ungighdavon, ob

sie aus roh gerdsteten, gerdsteten und gesalzenen, aus verarBeitétdsien oder aus
Varianten mit keimfahigen Erdnussen hergestellt worden waren.

So konnten in nahezu allen Extrakten bis zu 20 verschiedene Proteimlggrideden

werden, die aber deutliche Intensitatsunterschiede in den einzelnarbeiten

Extrakten aufwiesen. In allen Extrakten liel3 sich eine Doppelbatieeyft auch in
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Form von 4 Banden auftrat, bei 40-45 kDa nachweisen. Ebenfalls in afteaktén
waren eine z. T. zwei Banden bei 25 kDa zu sehen und auf3er inktEusafritierten
Nussen auch immer eine intensive Bande bei 65 kDa. Auch hier lagerige
Doppelbanden vor (Bahnen 1, 3 und 4). Eine Doppelbande bei 20 kDa konnta in alle
Extrakten aul3er dem fritierten Extrakt gefunden werden. In den Pecdidkten des
Corny- und Snickers-Riegels waren sie nur schwach vorhanden. Jeagide bei ca.
12 und 14 kDa konnte in allen Extrakten nachgewiesen werden. Drei bBarnden
zwischen 28-40 kDa waren in allen Extrakten vorhanden.

Um die eindeutige Zuordnung der einzelnen Banden zu ermdglichen, wurlig=die
Reaktivitat im Immunoblot mit einem Patientenpoolserum (aus desnSks3, CAT
und OB) untersucht. Dabei wurden die Immunnachweise mit der Chemdsneinz
verstarkt, einer neuen sensitiven Methode, um Allergene auch in nmdkutaren
Konzentrationen detektieren zu kénnen.

kDa

97_

66 e A —
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n | e
]_4 — I
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Abb. 5 Nachweis der IgE-reaktiven Erdnussallergee in verschiedenen Extrakten
mit einem Patientenpoolserum (JG3, CAT und OB) mittls Chemilumineszenz-
detektion
12 % red. SDS-PAGEW#ntkonz. je 15 pg/cm, LM Marker
Bahn 1 Erdnussextrakt (EEx®: Danischer EEX3: Extrakt aus keimféhigen
Erdnissen (EEx-k}: EEx-k + 10 % Laktoseq: EEx gekocht6: EEX fritiert,
7: EEx Corny-Riegel8: EEx Snickers-Riegef): EEx Peanut-Cracker

Wie die Abb. 5 zeigt, sind die vier Banden bei 40 bis 45 kDa, die Bandeohen 12
und 25 kDa und die Bande bei 65 kDa in fast allen Extrakten IgE-re&ktixtrakt
aus fritierten Nussen ist die IgE-Reaktivitat nur schwach zunede was mit der
schwachen Coomassie-Farbung korreliert. Auch drei Banden zwischendZ®) kDa
zeigten schwache IgE-Reaktivitat, was in den Bahnen 2 bis 5 unkie@near ist.
Besonders intensiv ist die Bande bei 65 kDa in den Bahnen 3, 4 und 9etetekti
wahrend zwei Banden bei 20 und eine Bande bei 25 kDa in den Bahnen 1-Salhrd 9
stark erkannt wurden. Zusatzlich wurden Banden oberhalb von 100 kDa iradearB

2 und 7 detektiert. Um eine Zuordnung der Allergene zu erhalten wardeoklonale
Mausantikbrper gegen Ara h 1 (Pn-t) und Ara h 3/4 (PEI-7B2) sowie ein
Kaninchenserum gegen Ara h 2 eingesetzt.
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Abb. 6 Immunoblot zur Identifizierung der Erdnussallergene in verschiedenen Extrakten
mit spezifischen monoklonalen Antikérpern und polykonalen Seren
12 % SDS-PAGE, Detektion links: mAK PratAra h 1), Mitte: mAK PEI-7B2¢-Ara h
3/4) und rechts: pAKi-Ara h 2. Probenkonz. je 15 pg/cm, LM Marker
Bahn 1 Erdnussextrakt (Standard-EER),Danischer EEX3: Extrakt aus keimfahigen
Erdnussen (EEx-k}§: EEx-k + 10 % Laktoseq: EEx gekocht6: EEX fritiert, 72 EEX
Corny-Riegel8: EEx Snickers-Riegef): EEx Peanut-Cracker

Im Immunoblot (Abb. 6) fiel auf, dass der monoklonale Antikérper Pn-tddsrAra h

1 (monomer und dimer)detektiert, die Banden der Extrakte 1-5 und 9 bei 6&nkiDa
hoher erkannte, aber in den Extrakten aus keimfahigen Erdnissen (3 unch4) auc
Banden von 35 bis 65 kDa. Vor allem eine Bande bei ca. 35 kDa kamidaten
anderen Extrakten nicht vor. Der monoklonale AK PEI-7B2, der gegeArdas 3/4

und Isoformen gerichtet ist, detektierte die vier Banden bei 40-45 &bwie die
Doppelbanden zwischen 22 und 30 kDa, sowie teilweise die Doppelbande bei 22 kDa.
In den Extrakten aus keimféahigen Erdnissen wurden auch die zu Ara h 1ngentre

65 kDa-Banden erkannt. Das polyklonale Kaninchenserwhna h 2 wies nach, dass

die Doppelbande bei 22 kDa Ara h 2 zeigte. Weiterhin wurden auch dierBbed#2

und 14 kDa detektiert. Die nachgewiesenen Proteinkonzentrationenrsgielie bei

der Antikorperbindung eine wichtige Rolle.

Insgesamt lieBen sich in den neun Erdnussextrakten bis zu 20 Proteinbanden
nachweisen, die fast alle IgE-Reaktivitat zeigten und tbeMiotekulargewichte und

das Bindungsverhalten mit mono- und polyklonalen Antikérpern identifisrertien
konnten. Die Banden bei 65 kDa gehorten zu Ara h 1, die vier Banden bei 4ukDa
den Allergenen Ara h 3/4 und ihren Isoformen, ebenso wie die Bandechewig2

und 30 kDa. Die Doppelbande bei 20 kDa zeigte Ara h 2. Es wurde Hediiss die
Proteinproportionen von 90 % hochmolekularen zu 10 % niedermolekularen Proteinen,
die bei der Gelfiltration gefunden wurden, auch in den Extrakten vorlagen.

In der Fraktion 1 des Ausschlussvolumens (Abb. 3) lie3en sich insgesdsandén
zwischen 14 und 65 kDa darstellen, von denen die Proteinbanden bei 25, 31, 45 und 65
kDa jeweils Doppelbanden zeigten. Eine der Banden bei ca. 25 kDalteimthder
Coomassie-Farbung das meiste Protein, diese Bande war bedéatkedaisgepragt,

als die anderen 15. Um diese gefundenen Banden genauer zu untersuchemjrwurde
Immunoblot der Fraktion 1 mit verschiedenen Antikorpern, Patientenseren und
Lektinen durchgefuhrt (Abb. 7).
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Abb. 7 Immunoblot zum Nachweis der in Superdexfraktion 1
(Ausschlussvolumen) enthaltenen Alfgene
12 % red. SDS-PAGE:
LM 1: India Ink,2: PS ABa-IgA, 3: PS ABa-IgG,
4mAK Pn-t,5: mAK Pn-c (beidex-Ara h 1),6: mAK Pn-x,
7 mAK PEI-7B2 (beidex-Ara h 3/4),8: PS JG3,
9 PS CAT,10: PS PG11: PS KP2812: Lektin Con A,
13: Lektin PNA,14: pAK MAP3 (a-Ara h 2),15: pAK a-Ara h 6,
16: pAK a-Ara h 7,17: Sam22,8-22 Negativkontrollen der ZweitAK
(a-M 1gG, a-R 1gG, a-h IgE, a-h IgA, a-h IgG, Streptavidin)

Das Patientenserum JG3 (Bahn 8) zeigte IgE-Reaktivitit vom alle den drei
Doppelbanden und zu einzelnen Banden zwischen 31 und 65 kDa, allerdingarnur se
schwach mit den Banden unterhalb von 21 kDa. Im Unterschied zu den Pageste
wurden die monoklonalen Antikdrper PEI-7B2 und Pn-x eingesetzt, um gdmelt
Allergene Ara h 3/4 und ihre Isoformen zu detektieren. Somit waren die Banden bei 14,
22 und 45 kDa, die von PEI-7B2 erkannt wurden und die Banden bei 45 kDa zusatzlich
auch von Pn-x, als Ara h 3/4 nachgewiesen. Die Banden bei 65 kDa vamaenhl|

von Pn-t als auch von Pn-c detektiert und somit als Ara h 1 ideertifiZiur Kontrolle
eingesetzte polyklonale Antikorper gegen die anderen Allergen&rdinussa-Ara h

2 (MAP3), a-Ara h 6 unda-Ara h 7 zeigten keine Reaktion. Sam 22 @léra h 8
detektierte die beiden intensiven Banden bei 25 kDa, allerdings kdmntaach-
folgende N-terminale Sequenzierung dieses nicht bestatigen. Aechviide Ara h

3/4 gefunden.

Interessanterweise sind die Banden bei 25, 45 und 65 kDa auch Igis;reeals durch

das Serum AB detektiert wurde. Diese Reaktivitat korreliertaden Ergebnissen der
Lektin-Farbungen. Neben dem Lektin Concanavalin A (Con A), das von allgha-
D-Glucose sowie alpha-D-Mannose in N-Glykanen erkennt, konnte auch ges ge
beta-D-Galactose gerichtete Peanut Agglutin (PNA) reaktivekisten detektieren.
Dieses zeigte bei einer reduzierten Hintergrundfarbung diserde auch IgA-
reaktiven Banden besonders deutlich, wahrend andere Banden nur sehr schwach
gefarbt wurden. Das Con A zeigte dartber hinaus noch eine seke ®ande im
Bereich von ~31 kDa, die ebenfalls IgE-reaktiv war. Inhibitionsexpergnamt a-
Methylmannopyranosid (Abb. 8, Bahn 1 und 2), dem Inhibitor von Con A, zeigten ei
deutliche Schwachung einer Bande bei ~34 kDa, die mit der Bande8b&iDa in

Abb. 7 Ubereinstimmte. Eine leichte Schwachung konnte in der Bande beag@\ kD

h 1) gefunden werden. Die anderen Banden wurden nicht inhibiert, so dasmahier
unspezifische Bindung des Con A vorliegt. Bei einem Vergleich mitakt aus
keimfahigen Erdniissen (Abb. 8, 3a+3b) féllt auf, dass die Banden bei 6 kidh

(Ara h 1) und drei Banden bei 31-35 kDa sehr deutlich inhibiert werdese Banden
werden auch von dem Patientenserum PG (Abb. 8, 3c) erkannt, das Glykostruktur
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detektiert. Somit liegen im Ausschlussvolumen, isoliert aus Stdexthussextrakt,
und in dem Extrakt aus keimféahigen Erdniissen vergleichbare Glykostrukturen vor.

kDa kDa
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7 66N
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Abb. 8 Inhibitionsimmunoblot zum Nachweis und Vergleich sgzifischer Bindungen
an Glykostrukturen der im Ausschlussvolumen ud in dem Extrakt
aus keimfahigen Erdniissen (EEx-k) enthalteneAllergene
12 % red. SDS-PAGERrobenkonz. 15 pg/ cm
Links (Ausschlussvolumen): LM, 1: Con A, 2: Con Ax+Methylmannopyranosid
(10 %)
Rechts (EEx-k): LM, 3a: Con A, 3b: Con Aa+Methylmannopyranosid
(10 %), 3c: Patientenserum PG

Mit der N-terminalen Sequenzierung der IgE-reaktiven Proteineesdii Identi-
fikation der einzelnen Untereinheiten der Erdnussallergene Ara h &4 3, Ara h 4,
Gly 1 und iso-Ara h 3, sowie des Trypsin-Inhibitors ermoglicht werdesatzlich
sollte Uberprift werden, ob die Zuordnung der Erdnussallergene Ara la b, 2und
Ara h 6 aufgrund ihrer Molekulargewichte, isoelektrischen Punkte unsl ifm@uno-
logischen Bindungsverhaltens bestatigt werden konnte. Dazu wurden zuabehst
Banden der Erdnussextrakte aus gerdsteten und keimfahigen ErdniisseAufiac
trennung mittels LDS- bzw. SDS-PAGE untersucht, die mit detiefiRanserum JG3
als IgE-reaktiv erkannt worden waren. In den Abb. 9 und 10 wurden die Banden, die
N-terminal ansequenziert wurden, durch entsprechende Pfeile gekémetaiod in
der folgenden Tabelle 6 mit den Sequenzen angegeben.

kDa M 12
188 — kDa
97 97
66
9 -
1 45
-—
33 -3 -
4 T
30
21 3 -4 11
19 6 - 12
: 22—
12 — 4 ; —
: 14 o
Abb. 9 LDS-PAGE des Erdnussextraktes Abb. 10 SDS-PAGE des Erdnussextraktes
zur Darstellung der Erdnussallergene (EEx-k + 106 Laktose) zur Unter-
10 % Bis-Tris-Gel,l: Coomassie-Farbung suchung des Einflusses von
2: Immunoblot mit Patientenserum JG3 Lektinen auf die Erdnussallergene
Pfeile kennzeichnen Banden fir N-terdgna 12 % SDS-Gel, Coomassie-Farbung
Sequenzierung Pfeile kenttneén Banden fir N-

terminale Sequenzierung
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Tab. 6: Ubersicht der Ergebnisse aus den N-terminalem&etierungen zur Bestimmung der
Proteinbanden aus Standarderdnussextrakt und Eektreskt aus keimfahigen Erdniissen
+10 %Laktose (Abb. 9 und Abb. 10)

Molekular- Startpunkt
Nr. : Bestimmte Sequenz Proteinname in der Ara h
gewicht
3/4-Sequenz
_ Gly 1, Ara h 4, Ara h 3/4, Trypsin
1 42 kDa ISFRQQPXENA Inhibitor 1
_ Gly 1, Ara h 4, Ara h 3/4, Trypsin
2 36 kDa ISFRQQPXENA Inhibitor 1
3 33 kDa VTFRQGGEENEXQF iso-Ara h 3 1
4 28 kDa EEDQSQQXXD Arah4 113
5 21 kDa GIEETIXTASVK Gly1 332
6 20 kDa EDQSQXQQD Arah4 113
7 17 kDa QQQGELQG Arah 2
8 14 kDa QQERGRQGD Arah6
9 12kDa | ISFRQQPEENAXQr CW 1 Araha4, Arah 3/4, Trypsin 1
Inhibitor
_ Gly 1, Ara h 4, Ara h 3/4, Trypsin
10 45 kDa ISFRQQP Inhibitor 1
11 28 kDa GIEET] Gly 1, Ara .h 3, Ara h 4, Ara h 3/4, 332
iso-Ara h 3
12 28 kDa GIEET] Gly 1, Ara_h 3,Arah 4, Arah 3/4, 332
iso-Ara h 3

In den Abb. 9 und 10 fiel auf, dass sich die beiden Erdnussextrakte lediglder
Intensitat der einzelnen Proteinbanden unterscheiden. Durch die MdtrrSiequen-
zierung konnte bestatigt werden, dass die gefundenen Proteine auchgieichen
Untereinheiten zerfielen. So sollten die Banden 1, 2 und 10 gleichenheitea der
Allergene Ara h 3/4 und Isoformen entsprechen. Die N-terminale Seigneng ergab,
dass es sich um den N-terminalen Bereich dieser Allergene tearféi@l die Banden 5,
11 und 12 konnten die C-terminalen Bereiche der Allergene Ara h 3/4saftdrhen
gefunden werden. Die Bande 9 zeigte den N-terminalen Bereich der Allergene.

Die Zuordnung der Banden 7 und 8 zu den Allergenen Ara h 2 bzw. Ara h &erwi
sich als richtig, so dass diese Sequenzierung nicht mit derakExius keimfahigen
Nussen wiederholt werden musste.

Die Bande bei 65 kDa konnte nicht sequenziert werden, was mit deatlutiaten
Ubereinstimmt, dass die lange Form von Ara h 1 am N-Terminus blocitieRaher
war dieses negative Ergebnis dann zusammen mit dem Molekulargewidhter
immunologischen Bestimmung Uber Pn-t und Pn-c ein wichtiger Hinfieislie
Identifizierung von Ara h 1.

Zwei Banden bei 20 und 28 kDa konnten einem Fragment von Ara h 4 zugeordnet
werden, das bei der Aminoséure 113 startet.
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Es wurden alle Isoformen mit der Startaminoséure bezogen alingdjste Allergen-
sequenz des Ara h 3/4 angegeben, wenn eine eindeutige Zuordnung interisaihs
Isoformen aufgrund der hohen Sequenzidentitdt nicht moglich war. Dabei wurde
gezeigt, dass die Allergene in N-terminale und C-terminalerbinteeiten zerfallen,

die durch die Proteaseschnittstelle NGIEET der Glycininerbestiwird. Der Trypsin
Inhibitor entspricht der sauren Untereinheit. Deutlich zu erkennendaas nur die
Halfte der zwdlf Sequenzen in einem Bereich lag, der sich @igdeiner Isoform

bzw. einem Allergen (Ara h 2 und Ara h 6 liegen jeweils einzel zuordnen liel3.

Alle anderen Sequenzen konnten somit in mehr als einer Isoform eorliBa fur das

Ara h 3 nur eine Partialsequenz verdffentlicht worden ist, in dierersten drei
Aminosauren fehlen, konnten die sequenzierten N-Termini dieser Isafdsin
zugeordnet werden.

Ein Bereich der starksten Sequenzunterschiede zwischen iso-Ara hdgmehderen
Isoformen ist der N-Terminus des reifen Proteines. Somitrisit# die Isoformen in
diesem Bereich auch am besten zuordnen. Der Beginn der C-termihatiereinheit

ist durch hohe Homologie gekennzeichnet, so unterscheiden sich die Sequenzen de
Teilstlicke erst ab der 7. Aminosaure. Daher konnte hier nur beiaheleBs, in der

acht Aminoséauren sequenziert wurden, eine eindeutige Zuordnung erflrigean

zwei anderen Banden (11 und 12) kdnnten diese Bereiche in allen Isoformen vorliegen.

Im weiteren Verlauf dieser Arbeit wurden dann nur noch Proben szquerie zu
Ara h 3/4 und ihren Isoformen gehoérten. Dabei sollte der Zerfall derg&he in ihre
Untereinheiten genau untersucht werden und die Frage geklart webddar Zerfall
in N- und C-terminale Bereiche bei verschiedenen Trennungsmethepleauzierbar
ist.

3.1.2.2 Blue native PAGE (BN-PAGE)

Um die Molekile und Komplexe aus den Fraktionen des Ausschlussvoluméansnm i
naturlichen Zustand genauer untersuchen zu kénnen, wurde die MethoBéueer
native PAGE angewandt. Im Gegensatz zur SDS-PAGE wurdenraieirfe dabei
nicht denaturiert, sie konnten also weitgehend in ihrer komplexen Stdgtgestellt
werden, in der sie im Ausschlussvolumen vorliegen. Die folgende Abbeigt die in
der Proteinauftrennung mittels Superdex-200-Saule im Ausschlussvoluhatersen
Proteine im Immunoblot.
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Abb. 11 Auftrennung des Ausschlussvolumens mitteBlue Native-PAGE
4-20 % Tris-Glycin-Gel: links Coomassie-Farbureghts Immunoblot
Bahn 1:India Ink (Proteinfarbung®: mAK PEI-7B2 @-Ara h 3/4),
3: Patientenserum JG3; mAK Pn-t @-Ara h 1),5: Lektin Con A.
Proteinbanden (Pfeile) 1-8 wurden fur D-1D-Trempamnsgeschnitten
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In der Abb. 11 ist die Auftrennung der Superdexfraktion 1 in acht Bageeeigt. Die
Bande mit dem héchsten Molekulargewicht liegt bei 150 kDa, z@wedBn bei ca. 100

kDa. Weitere Banden mit unterschiedlichen Proteinkonzentrationen konnt2h ined

30 sowie eine Doppelbande bei 50 kDa detektiert werden. Diese acht Beunaiem

nicht nur bei der qualitativen Auftrennung in der Gelfiltration gefundendern lagen

auch in den Fraktionen 1 a-c in unterschiedlicher Intensitat vor. Soussten also
auch Proteinkomponenten unterhalb von 200 kDa als Einzelproteine vorliegen, die
zunachst zusammen mit den Proteinen in Komplexen Uber 200 kDa im Durzhlauf
finden waren. Durch die negative Beladung mit dem Coomassie-Faylitoféine
leichte Beeinflussung der Komplexe zur Folge hat, wurden dieselen Komplexen
freigesetzt und konnten in funf Banden unterhalb von 60 kDa nachgewiesdanw

Der Immunoblot in der Abb. 11 zeigte die IgE-Reaktivitdten der Bande(Batth 3).

Die schwachen Banden unterhalb von 50 kDa wurden auch von keinem der mono-
klonalen Antikorper detektiert. Die Bande 1 wurde sowohl von Pn-t ashAt als

auch von PEI-7B2 als Ara h 3/4 erkannt. Aul3erdem wurde die Doppelbande von 50
kDa als Ara h 3/4 identifiziert. Das Lektin Con A wies Glykigsilngen der Protein-
bande 1 in Hohe von Ara h 1, sowie der Doppelbande 4/5 und 6 nach.

Zusatzlich zu der Fraktion des Ausschlussvolumens von natur gerodstetensendnis
sollten Erdnussextrakte von verschiedenen Aufarbeitungsformen und Procukeds
BN-PAGE aufgetrennt werden, um in einer Gegenuberstellung dieseaktexdie
unterschiedlichen oder gleichen relativen Konzentrationen der einzektethierten
Erdnussproteine (Abb. 4) nachweisen zu kénnen. Aul3erdem sollte tUberprift werden,
ob sich die Ergebnisse der Gelfiltrationsauftrennung in dem Ausgpnaist und in
anderen Erdnussextrakten wiederfinden lassen.
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Abb. 12 Vergleich verschiedener Erdnussextrakte mittels BNRAGE zum Nachweis
der Allergene
10 % Tris-Glycin-Gel, Probenkonz. je 30 pg / BaBopmassie-Farbung
Bahn 1 Standard-Erdnussextrakt (EER),Danischer EEX3: Extrakt aus
keimfahigen Erdnussen (EEx-i, EEx-k + 10 % Laktosey: EEx gekochtf: EEx
fritiert, 7: EEx Corny-Riegel8: EEx Snickers-Riegef: EEx Peanut-Cracker

In der Abb. 12 wird deutlich, dass es wie schon in Auftrennung diedaugsextrakte
mittels SDS-PAGE erkennbar wurde, neben einem &hnlichen Bandennmuatken
Extrakten doch Unterschiede in der Proteinkonzentration einzelnerreragab. So
konnte in allen Extrakten Banden bei ca. 100 und 150 kDa, meistens auch i ca.
und 120 kDa gefunden werden. Zusatzlich lieRen sich im Unterschied zu dem
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Standarderdnussextrakt, der fur die Auftrennung mittels Superdex-20@ndet
worden war, in den Extrakten aus keimfahigen Erdnissen (Bahnen 3 und 4)dsowie
Peanut Crackern (Bahn 9) noch hochmolekulare Proteinbanden tber 250 kba nac
weisen. In diesen Extrakten, sowie im danischen Extrakt wurden @a€lweitere
Banden zwischen 30 und 60 kDa gefunden, diese waren nur teilweise inddzamnm
Extrakten nachweisbar. In dem Snickers-Extrakt konnte zusatzlich eine B2h#®&
gefunden werden.

Somit konnten die im Ausschlussvolumen nachgewiesenen Proteinbanden auth in de
anderen Extrakten ganz oder weitgehend wiedergefunden und zugeordnet werden.

3.1.2.3 Doppelt 1 dimensionale PAGE (D-1D)

Um die einzelnen Banden der BN-PAGE zu untersuchen und die Fraéren,
warum die monoklonalen Antikdrper gegen Ara h 1 und Ara h 3/4 beide die Bande 1
erkennen (Abb. 11), wurde eine D-1D-PAGE durchgefiihrt. Diese Metbodég-

lichte es, die einzelnen Proteinbanden der BN-PAGE auszuschneidenmiliete
Reduktion in Untereinheiten zu zerlegen und in der anschlieRenden zid@itension

dann nach Molekulargewicht aufzutrennen. Dazu wurden die acht Proteinbanden aus
Abb. 11 weiter mittels LDS-PAGE getrennt.
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Abb. 13Auftrennung des Ausschlussvolumens nach BN-PAGE ntéls D-1D-PAGE
zur Untersuchung des detaillierten Aufbaus deProteinkomplexe
10 % Bis-Tris-Gel, MM, oben angegebene Nummersmethen den Banden 1-8
des BN-PAGE-Geles aus Abb. 11

In der Abb. 13 wird deutlich, dass die Banden 2-5 der BN-PAGE (Abb.el&ils
Untereinheiten der Bande 1 waren. Die Proteine dieser Bandflelezerin sieben
Untereinheiten. Die Banden 2 und 3 zeigten einen identischen ZenadiriSpots (22,
34, 36 und 66 kDa), die einem Teil der Bande 1 entsprachen. Ebenso zealigelen
Banden 4 und 5 in drei gleiche dazu passende Untereinheiten (22, 34 und 5di&Da)
ebenfalls in Bande 1 gefunden wurden. Entsprechend dem 25 kDa-Spot @Probe
wurde ein Spot auf Bande 1 nachgewiesen. Die beiden Banden 7 undnSslef3en
zweiten Auftrennungsschritt aufgrund einer zu geringen Proteinkoaientrnicht
darstellen, so dass diese in dem folgenden Experiment unberiicksichtigt blieben.

Aus einer anderen Auftrennung mittels der Superdex-200-Saule wurdepréimi-
nente Banden in der BN-PAGE erhalten, die in der D-1D-PAGEemyetrwerden
sollten. Dazu wurden die Proteinbanden 1 bis 5 ausgeschnitten, reduzient derd i
zweiten Dimension nach Molekulargewicht aufgetrennt. Von jedem Gelenmittels
Kapillarblot fir den Immunnachweis ein Abdruck angefertigt und anschiie@arden
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die Proteine mittels Tankblot auf eine PVDF-Membran tberfuhrt, Caengefarbt
und N-terminal sequenziert. Die Abb. 14 zeigt die Trennung im BN-R&EE.UNd die
weitere Analyse der erhaltenen fiinf Banden nach D-1D-PAGE uhdatektion und
anschlielBender N-terminaler Sequenzierung.
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Abb. 14  Auftrennung des Ausschlussvolumens nach BRAGE mittels D-1D-PAGE
linkes Bild: BN-PAGE mit 4-20 %Tris-Glycin-Gef;oomassie-Farbung, aus
diesem Gel wurden die Banden 1-5 ausgeschnittemnuther D-1D-PAGE erneut
aufgetrennt
rechtes Bild: D-1D-PAGE auf PVDF-Membranen gebkptie®d % Bis-Tris-Gele,
Coomassie-Farbung von PVDF-Membran®&ahn I: India Ink-Proteinfarbung,

1: Patientenserum JG3; Patientenserum OB

In der Abb. 14 wurde gezeigt, dass in den Banden 2 bis 5 jeweils Whtten der
Gesamtbande 1 zu finden waren. So wurde deutlich, dass in den BN-PA@ERBR

bis 3 neben der 66 kDa-Bande von Ara h 1 vor allem drei Banden bei 34-45 kDa
auftraten, die IgE-Reaktivitat zeigten. Im Unterschied zu JG3devuron dem
Patientenserum OB zusétzlich eine Bande bei 22 kDa erkannt, dienifitesf Banden

mit unterschiedlicher Intensitat vorhanden war. Auch die 12 kDa-BandAldusl3
wurde in den BN-PAGE-Banden 1 bis 4 gefunden und von JG3 als IgEvreakti
identifiziert. Die Proteinkonzentration der BN-PAGE-Bande 5 wening), aber auch

hier lieRen sich Banden von 25, 34-50 kDa finden und Ara h 3/4 und Isoformen
zuordnen. Im Anschluss sollten diese Banden nun sequenziert werden, um die
einzelnen Untereinheiten dieser Banden genau definieren zu kdnnen. Aul3etiiem

im direkten Vergleich mit der D-1D-Auftrennung von Erdnussextraktkeusfahigen
Nussen (Abb. 15) uberpruft werden, ob sich dieser Zerfall der IsofororeAra h 3/4
unabhangig von dem Ausgangsextrakt generell wiederfinden ldssErfebnisse der
N-terminalen Sequenzierung sind in Tab. 9 zusammengefasst. Dasniste
Uberladen werden, um eine ausreichend hohe Proteinmenge fir die Segngnaie
erhalten. Es wurden nur die inneren Proteinbanden bei dieser D-GEBE-RAIsge-
schnitten. Die aufkonzentrierten Proteinmengen werden durch dieradulesstien
Banden markiert.
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Abb. 15 Auftrennung des Erdnussextraktes (EEx-k) mittels D1D-PAGE
in der Abfolge BN-PAGE/ LDS-PAGE
10 % Bis-Tris-Gel, Coomassie-Farbung

Tab. 7: Ubersicht der Ergebnisse der N-terminalen Seqaamzgen zur Bestimmung der Proteinbanden
aus Abb. 14 (Banden 13-18) und Abb. 15 (Bandeng)9-2

Molekular- Startpunkt in der
Nr. : Bestimmte Sequenz Proteinname Ara h 3/4-
gewicht S
equenz
_ Gly 1, Ara h 4, Ara h 3/4, Trypsin
13 45 kDa ISFRQQ Inhibitor 1
_ Gly 1, Ara h 4, Ara h 3/4, Trypsin
14 44 kDa ISFRQQ Inhibitor 1
15 ~ 40 kDa VTFRQG iso-Ara h 3 1
16 ~28 kDa GIEETIXTAS Gly 1, Ara h 3, Ara h 3/4 332
N Gly 1, Arah 3, Arah 4, Ara h
17 22 kDa GIEETI 3/4. iso-Ara h 3 332
_ Gly 1, Ara h 4, Ara h 3/4, Trypsin
18 12 kDa IXFRQQ Inhibitor 1
19 ~36 kDa ISFRQ Gly 1, Arah 4,.A_ra h 3/4, Trypsin 1
Inhibitor
20 ~ 35 kDa VTFXQQG iso-Ara h 3 1
N iso-Arah 3/ Gly 1, Ara h 3, Ara h
21 34 kDa VTFRQ / GIEET 4, Ara h 3/4. is0-Ara h 3 1/ 332
N Gly 1, Arah 3, Arah 4, Ara h
22 28 kDa GIEETI 3/4. iso-Ara h 3 332
_ Gly 1, Arah 3, Arah 4, Arah
23 22 kDa GIEET 3/4. iso-Ara h 3 332
_ Gly 1, Arah 3, Arah 4, Arah
24 21 kDa GIEET 3/4. iso-Ara h 3 332
o5 12 kDa IXFROXP Gly 1, Arah 4,.A.ra h 3/4, Trypsin 1
Inhibitor

Vergleicht man die D-1D-Auftrennung der Allergene aus der Siepéiaktion 1 (Abb.
14) mit dem Erdnussextrakt aus keimfahigen Erdnissen (EEx-k, Abb. 1é&kesmt
man in beiden Fallen einen gleichartigen Zerfall der AlleegeSo sollten die Banden
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13 und 19, 14 und 20, 15 und 21, 16 und 22, 17 und 23 sowie 18 und 25 jeweils
identische Untereinheiten darstellen, was mit der Protein-Sequamzidestatigt
werden konnte. Im Unterschied zu Bande 15 stellte die Bande 21 zwar ein iGaussc

von Ara h 3/4-Untereinheiten aus N- und C-terminalen Bereichen darale durch

die hohere Proteinkonzentration und dadurch nicht ganz so scharf abgegrenzte
Banden des Extraktes aus keimfahigen Erdnissen zu erklaren ist.

3.1.2.4  Zweidimensionale PAGE (2D)

Die Ergebnisse der D-1D-PAGE sollten nun mit zweidimensionalektr&phoresen

aus BN-PAGE und LDS-PAGE bzw. nicht reduzierender und reduzierend®f LD
PAGE bestatigt werden. Dazu wurde zunachst die Auftrennung derdgxfraktion 1
(Abb. 11) in der BN-PAGE verwendet. Es wurden nicht die acht einzelaedds,
sondern ein Streifen, der den gesamten Molekulargewichtsbereichsstefa
ausgeschnitten, reduziert und im 90°-Winkel in der zweiten Dimension nach
Molekulargewicht aufgetrennt (Abb. 16).
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Abb. 16 Auftrennung der Superkfraktion 1 in der Abfolge BN-PAGE / LDS-
PAGE zur Untersuchung der Untereinheiten der Allergene
10 % Bis-Tris-Gel nach Reduktion der BN-PAGE, Coesgie-Farbung
aus Abb. 11 als erster Dimension (oben angelegt),
Nummerierung der Proben fiir N-terminale Sequenaigru

In der Abb. 16 wird deutlich, dass die Bande 1 wieder in sieben Untetemkien 12,

22, 25, 33, 45, 54 und 66 kDa zerfiel. Auch die beiden Doppelbanden 2/3 und 4/5
zerfielen in die Untereinheiten (wie fur Abb. 11 beschrieben). lge@®atz zu der D-
1D-PAGE reichte die Proteinkonzentration der Banden 6-8 in dieserAnftng aus,

um Spots zwischen 12 und 25 kDa erkennen zu kénnen.

Bei dieser zweidimensionalen Auftrennung deutete sich eineobédg an, bei der die
Proteine nach Trennung in der 2. Dimension auf der Diagonale lagenctandusch
teilweisen Zerfall in kleinere Untereinheiten zerlegen liel3en. dieses zu bestétigen
und dabei zu klaren, ob dieser Zerfall durch eine unvollstandige Reduktion der
Disulfidbricken erfolgte, wurde eine weitere zweidimension&&tiophorese in der
Abfolge nicht reduzierende PAGE - reduzierende PAGE durchgefiihrt (A)bim
Unterschied zu der BN-PAGE / LDS-PAGE war hier in beiden Dsiwnen LDS als
Detergenz vorhanden, so dass die Proteine bereits in der Brstension denaturiert
wurden und in der zweiten Dimension eine Auftrennung in Untereinheiten erfolgte.
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Abb. 17 Auftrennung der Superdexfraktion 1 in derAbfolge
nicht reduzierende / reduzierendeS-PAGE
10 % Bis-Tris-Gel nach Reduktion der nicht redvznden
PAGE als erster Dimension (oben angelegt), Cosimdsirbung
Nummerierung der Proben fiir N-terminale Sequenaig

Die Abb. 17 zeigt einen deutlichen Zerfall der nach Auftrennung irldBimension
erhaltenen Allergene bei 45 bis 55 kDa. So zerféllt der Spot 32einktkinere
Untereinheiten von 33 bis 40 kDa (Spots 33 und 34) und 22 kDa (Spot 35). Einen
weiteren Zerfall zeigte der Spot 36 mit einem Molekulargewint 33 kDa in zwei
kleinere Untereinheiten mit Molekulargewichten von 10 kDa und 22 kipat$S37

und 38). Die Spots 35 und 37 wiesen jeweils das gleiche MW von 22 kDa auf.
Proteine, die kleiner als 30 kDa waren, wurden nicht weiter zerlegt.

In diesem Zusammenhang fiel die Tatsache auf, dass sich eine Deadorai das Gel
legen liel3, wobei auch ein Spot (Nr. 32) etwas oberhalb zu liegen &amnach
Reduktion ein scheinbar groReres MW zeigt.

Diese Ergebnisse wurden mit der N-terminalen Sequenzierungirdeinen Unter-
einheiten der Allergene Ara h 3/4 und Isoformen bestatigtund ifoigmden Tab. 8
zusammengefasst.

Tab. 8: Ubersicht der Ergebnisse der N-terminalen Seqaamzgen nach Trennung der Erdnuss-
allergene in der Abfolge BN-PAGE / LDS-PAGELD. 16, Spots 26-31) und nicht reduzierende
/ reduzierende LDS-PAGE (Abb. 17, Spots 3P-38

Molekular- Startpunkt in
Nr. ) Bestimmte Sequenz Proteinname der Ara h 3/4-
gewicht
Sequenz
VTFRQGGEE/ |iso-Arah3/Gly 1, Arah 3, Arah 4,
26 60 GIEETIC Ara h 3/4, iso-Ara h 3 17332
27 34 VTFRQ iso-Ara h 3 1
28 26 EEDQSQQQQ Arah4 113
N VTFRQGGEE / iso-Arah 3/Gly 1, Arah 3, Ara h 4,
29 34 kDa GIEETIC Ara h 3/4, iso-Ara h 3 17332
30 | ~21kDa GIEETIXTA | G 1L Arahs Arah4 Arah3fd, 53,
iso-Ara h 3
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N Gly 1, Ara h 4, Ara h 3/4, Trypsin
31 11 kDa ISFRQQPE Inhibitor 1
32 ~ 60 kDa VTFRQGGEEN iso-Ara h 3 1
Gly 1, Ara h 4, Ara h 3/4, Trypsin
33 40 kbDa ISFR/VTFR Inhibitor / iso-Ara h 3 !
VTFRQGGEE/ | iso-Arah3/Gly1, Arah 3, Arah 4,
34 | 34kDa GIEETIC Ara h 3/4, iso-Ara h 3 1332
35 | ~21kDa GIEETIXTAS | CWLAahs Araha, Arahsid) 455
iso-Ara h 3
VTFRQGGEE / iso-Arah3/Gly 1, Arah 3, Arah 4,
36 | 34kba GIEETIC Ara h 3/4, iso-Ara h 3 1332
37 ~21 kDa GIEETICTAS Gly 1, Ara h 3, Ara h 3/4 332
_ Gly 1, Ara h 4, Ara h 3/4, Trypsin
38 11 kDa ISFRQQPEEN Inhibitor 1

Die N-terminale Sequenzierung der einzelnen Spots in Abb. 17 konnte den
beschriebenen Zerfall der Proteinbanden 1, 4 und 5 sowie 6 aus der GE-{AAb.
16) bestatigen. Die Allergene Ara h 3/4 und ihre Isoformen zeigseshngt durch die
Spaltung an der Proteaseschnittstelle, einen Zerfall in deterwi2imension in ihre N-
terminalen und C-terminalen Bereiche. So lie3en sich die Spots 26d271 dem N-
terminalen Bereich von iso-Ara h 3 bzw. den anderen Isoformen zuondébrend
Spot 30 dem C-terminalen Bereich aller Isoformen und Spot 29 éhegnisch aus N-
und C-terminalem Bereich von iso-Ara h 3 entsprach. Auch hier konntepder28,
der aus der Bande 6 hervorgegangen war, als mittlerer Bereichraom A bestimmt
werden, mit einem Beginn bei Aminosaure 113 bezogen auf die Allegesisz von
Ara h 3/4.

Bereits die Gegeniberstellung beider Trennmethoden (BN-PAEdzierende LDS-
PAGE, nicht reduzierende / reduzierende LDS-PAGE) hatte groReibsEmmungen
in der Auftrennung der Proteine gezeigt. In beiden Auftrennungen kobBragonalen
durch die Gele gelegt werden. Auf dieser Geraden lagen Proteinsicti teilweise
noch in Untereinheiten zerlegen liel3en. Dieser Zerfall konnte milNelerminalen
Sequenzierung bestatigt werden. Die scheinbar differierenden Mag&ulichte der
einzelnen Untereinheiten bedingt durch die unterschiedliche Auftrennisngoten
trotzdem eine klare Zuordnung der Proteine und ihrer Untereinheiten.

In den vier Fallen (Tab. 8), in denen ein Gemisch aus N- und Cri@iemi Unterein-
heiten zu finden war, variierte das Molekulargewicht zwischen 34 60 kDa.
Insgesamt sieben Sequenzen lieRen sich als N-Terminus derResteime mehreren
Isoformen (Ara h 4, Ara h 3/4, Trypsin Inhibitor und Gly 1, nicht jedoch Ar3)
zuordnen. Die Molekulargewichte dieser Komponenten variierten dabei ganz drheblic
Zwei der Sequenzen konnten bei ~45 kDa, zwei zwischen 36-40 kDa urzkdca.
12 kDa gefunden werden.

Diese zweidimensionalen Gelelektrophoresen zeigten, dass siehotkene Ara h 3/4
und ihre Isoformen (Molekulargewichte von 58 bis 60 kDa) durch die Reduktion in
kleinere Untereinheiten zerlegen lie3en, nicht aber das Ara h 1 @8I\WWDa). Um
dieses Ergebnis zu bestatigen, wurde eine weitere zweidimemsidudtirennung
durchgefuhrt, wobei auch hier ein Vergleich zwischen den nativenemdeduzierten
Proteine erfolgen sollte. Dabei wurde die Trennung der Proteiok imaem iso-
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elektrischen Punkt mit der Auftrennung nach ihrem Molekulargewicht kaerhi
AulRerdem sollte Uberpruft werden, ob bei der Auftrennung des Gedands-
extraktes noch weitere Allergenkomponenten erhalten werden, die ihdsschluss-
volumen durch die Abtrennung kleinerer Fraktionen nicht mehr nachweisbar sind.

Fur eine optimale Auftrennung des Erdnussextraktes wurde zunachsis@éhek-
trische Fokussierung in einem pH-Bereich von 3-10 durchgefiihrt, um Eiesamt-
Uberblick Gber die Erdnussproteine zu erhalten. Die anschlieRende Dimiénsion
wurde in einem 4-20 %igen Tris-Glycin-Gel durchgefuihrt. Zunachstevardnuss-
extrakt in der 2D-PAGE (Abb. 18) aufgetrennt und die einzelnen Spotkliaffend
mit Immunoblots und N-terminaler Sequenzierung (Tab. 9) weiter analysiert.
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Abb. 18 2D-PAGE von Gesamterdnussextrakt
IEF im pH-Gradienten von pH 3-10, LDS au2@% Tris-Glycin-Gel
Coomassie-Farbung fur PVDF-Membranen

In der 2D-PAGE (Abb. 18) konnten zunachst funf Bereiche deutlich voneinander
abgegrenzt werden. Im sauren Bereich von 30-45 kDa bei einem glydieRen sich

vier einzelne Spots (1-4) finden, die jeweils ineinander Uberzugetmenen. Zudem
waren vier basische Spots bei ca. 28 kDa im pl-Bereich von 5-5@h&n, die aber
nicht vollstandig voneinander trennbar waren. Bei ca. 20 kDa konnte einenSpota
sammlung im pl-Bereich von 4-5 gefunden werden, die deutlich wenigeeif
enthielt. AuRerdem war bei 60 kDa eine Bande mit einem pl von 5&kannen,
deren Komponenten sich nicht weiter trennen lie3en .

Um die Trennscharfe zu erh6hen, wurde der pH-Bereich von 4-7egaspm diese
Spots trennen zu kénnen, ohne dabei die Trennung der anderen Spots zu verhindern.
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Abb. 19 2D-PAGE von Gesamterdnussextrakt
IEF im pH-Gradienten von pH 4-7, LDS at2@ % Tris-Glycin-Gel
Coomassie-Farbung
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Nach der Auftrennung von Erdnussextrakt unter diesen Bedingungen 18pliel
auf, dass eine erheblich bessere Trennung der sauren Spots in éch Beischen
30-45 kDa bei einem pl von 5-6 erzielt wurde und sich sogar ein e@izépot (Nr. 4

in Abb. 18) bei 4,5 pl / 30 kDa etwas weiter von dem Komplex getrenng. hatt
Insgesamt lie3en sich alle Bereiche eindeutig wieder zuordnen, wwaten Bereichen

< 20 kDa, 60 kDa bzw. einem pl > 6 keine bessere Trennung zu finden war.

Nun sollten die Superdexfraktion des Ausschlussvolumens ebenfalls zeesiomal
aufgetrennt werden, um diese mit der Auftrennung des Erdnussextraigischen zu
kénnen. Dabei wurde eine isoelektrische Fokussierung bei pH 4-7 durchgefdhrt
mit 4-20 %igen Tris-Glycin-Gelen in der 2D-PAGE kombiniert. Kantrolle, ob sich
die vier Spots noch deutlicher voneinander trennen lassen, wurden auchgeéhtera
von 3-6 und 4,5-5,5 verwendet, die aber keine verbesserte Auftrennung erbiaahten.
Abb. 20 zeigt die reprasentative Auftrennung der fur alle weitdérperimente
verwendeten Superdexfraktion 1.

kD! 410 7To

148

60
g 10
42 & -
28 kDa Spots
30
22
17

Abb. 20 2D-PAGE der Superdex-200-Fraktion 1
IEF im pH-Gradienten von pH 4-7, LDS 420 % Tris-Glycin-Gel
Coomassie-Farbung fur PVYDF-Membranen

Bei der 2D-PAGE der Superdexfraktion 1 (Abb. 20) liel3en sich nochBareiche
deutlich voneinander trennen. So waren nun erneut die sauren Spots (hier mit Spot 8-10
gekennzeichnet) in dem Bereich zwischen 30-45 kDa bei einemrpieBeson 5-6 zu
finden, wahrend der einzelne, gekennzeichnete Spot bei 30 kDa / 4,5 picsic
etwas weiter von dem Komplex getrennt hatte. Die strichformigeiranderreihung
der basischen Spots bei 28 kDa blieb ebenfalls erhalten, hier kochtkeine bessere
Auftrennung erreicht werden. Die streifenformige Bande bei 60 kDb ldrhalten,
trennte sich aber starker in einen pl-Bereich von 4-5 und 6,5 auf. DianSpotmlung
war durch die Abtrennung der Fraktion unter 200 kDa nicht mehr vorhandernwatie
also auch mittels der 2D-PAGE der Nachweis erbracht, dass wait&éndige
Trennung des Erdnussextraktes mit der Superdex-200-Saule erfolgte.

Die Zuordnung der einzelnen Spots sollte mit Hilfe der N-terram&equenzierung
erfolgen. Dazu wurde ebenfalls der direkte Vergleich aus dem Eehtuskt und der
daraus isolierten Superdexfraktion 1 gewahlt, um den gleichartdgfall der
Allergene Ara h 3/4 und ihrer Isoformen darzustellen. Die Ergebgissein der Tab.
9 zusammengefasst.
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Tab. 9: Ubersicht der Ergebnisse der N-terminalen Sedaamnzgen der Proteinspots aus 2D-PAGE von
Gesamterdnussextrakt (Abb. 18, Spots 1-7) und des&hlussvolumens der Gelfiltration (Abb.
20, Spots 8-10, 28 kDa-Spots)

Molekular- Startpunkt in
Nr. ) Bestimmte Sequenz Proteinname der Ara h 3/4-
gewicht
Sequenz
Gly 1, Ara h 4, Ara h 3/4, Trypsin
1 42 kDa ISFRQQPEE Inhibitor 1
Gly 1, Ara h 4, Ara h 3/4, Trypsin
2 42 kDa ISFRQQPEE Inhibitor 1
_ VTFRQGGEENECQ o
3 30 kDa FORLNAQ iso-Ara h 3 1
4 ~28 kDa EEDQSQQQQ Arah 4 113
5 GIEET] Gly 1, Ara .h 3, Arah 4, Ara h 3/4, 332
iso-Arah 3
6 28 kDa GIEET] Gly 1, Ara _h 3, Ara h 4, Ara h 3/4, 332
iso-Arah 3
7 GIEETI Gly 1, Ara _h 3, Arah 4, Ara h 3/4, 332
iso-Ara h 3
8 ~30kDa VTFRQGG iso-Ara h 3 1
_ Gly 1, Ara h 4, Ara h 3/4, Trypsin
9 36 kDa ISFRQQP Inhibitor 1
_ Gly 1, Ara h 4, Ara h 3/4, Trypsin
10 36 kDa ISFRQQP Inhibitor 1
28 kDa GIEETI Gly 1, Ara _h 3, Ara h 4, Ara h 3/4, 332
iso-Arah 3
28 kDa| 28 kDa GIEETI Gly 1, Ara .23 Aﬁ;ahh;’ Ara h 3/4, 332
Spots
28 kDa GIEETI Gly 1, Ara .h 3, Ara h 4, Ara h 3/4, 332
iso-Ara h 3

Die 2D-PAGE fiihrte zu einer Trennung der sauren (N-terminailed)basischen (C-
terminalen) Untereinheiten der Isoformen (Abb. 18 und 20). Die sauren BgioB5-

45 kDa waren IgE-reaktiv und durch den monoklonalen Antikorper PEI-7B2rals A

3/4 und Isoformen identifiziert. Die N-terminale Sequenzierung deisSpohd 2 bzw.

9 und 10 bestatigte diese Befunde, so war hier eine Zuordnung zu demiilen
Bereichen der Isoformen Ara h 3/4, Ara h 4, Trypsin Inhibitor undiGhyjicht aber zu

Ara h 3 moglich. Der Spot 3 bzw. 8 wurde als N-terminaler Berean iso-Ara h 3
identifiziert. Die basischen (C-terminalen) Untereinheitenr ddeformen wurden in

der Aneinanderreihung der 28 kDa-Spots gefunden. Sie wurden nicht von dem mAK
PEI-7B2 erkannt. Die Patientenseren (CAT, OB und weiterenet&a diese Bereiche

als IgE-reaktiv (3.1.3), das Patientenserum JG3 jedoch nur schwach.

Der durch die Wahl des engeren pH-Bereiches von 4-7 vereinzeltd&po28 kDa
konnte Ara h 4 zugeordnet werden, wobei der Sequenzstart bei Aminosaure 113
bezogen auf Ara h 3/4 war.

Auch in der zweidimensionalen PAGE aus isoelektrischer Fokussiemnhg DS-
PAGE konnte gezeigt werden, dass die Allergene Ara h 3/4 und risariom zwei
grof3e Untereinheiten zerfallen, wahrend das Ara h 1 als eiszZ@hoéein vorlag. Jetzt
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sollten die Proteine zunéachst unter nicht reduzierenden Bedingungen exufgeind
dann durch Reduktion der Disulfidbriicken in ihre Untereinheiten zerlegewebazu
wurden aus einer nicht reduzierenden IEF und einer folgenden LDS-PAGRE 21)
unter reduzierenden Bedingungen einzelne Spots ausgeschnitten, rtatuierneut
in einer LDS-PAGE aufgetrennt (Abb. 22).
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Abb. 21 2D-PAGE der Superdex-200-Fraktion 1
Nicht reduzierende IEF im pH-Gradienten wpbh4-7,
LDS auf 4-20 % Tris-Glycin-Gel
Spots wurden in red. LDS-PAGE aufgetremut gekennzeichnet
Coomassie-Farbung
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Abb. 22 LDS-PAGE der Superdex-200-Fraktion 1 auUberpriifung der
vollstandigen Reduktion der Erdnussallergene
IEF im pH-Gradienten von pH 4-7, LDS auf@% Tris-Glycin-Gel,
LDS auf 10 % Bis-Tris-Gel Kennzeichnung der Spo
aus der 2D (Abb. 21), Coomassie-Farbung

Die Abb. 22 zeigt deutlich, dass in den Spots 1-5, sowie 8 kein Zarféleinere
Untereinheiten mehr erfolgte. Spot 6 (36 kDa), der mittelerfihaler Sequenzierung

als iso-Ara h 3 charakterisiert worden war, zerfiel plirtre zwei kleinere Unter-
einheiten von 12 und 24 kDa. In den Bahnen 6, 7 (Ara h 3/4) und 9 (Ara h 1) konnten
daruber hinaus noch Banden bei Molekulargewichten von ca. 90 bzw. 150 kDa
gefunden werden. Die Ergebnisse der N-terminalen Sequenzierurdpadsb. 22

sind in der Tab. 10 zusammengestellt.
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Tab. 10 Ubersicht der Ergebnisse der N-terminalen Sedaanzgen der Proteine aus Abb. 22

Molekular- Startpunkt in
Nr. : Bestimmte Sequenz Proteinname der Ara h 3/4-
gewicht
Sequenz
Gly 1, Ara h 3, Ara h 4, Ara h 3/4,
1 GIEETI iso-Ara h 3 332
28 kDa Gly 1, Arah 3, Arah 4, Arah 3/4
y 1, Arah 3, Arah 4, Ara ,
2 GIEETI iso-Ara h 3 332
6 ~36 kDa VTFRQG iso-Ara h 3 1

In der Abb. 22 wird deutlich, dass der Spot 6 mit einem Molekulargewach86 kDa,

der Uber verschiedene Immunoblotanalysen und Sequenzierungen schon eaisgeutig
iso-Ara h 3 (N-terminal, selten Gemisch N- und C-terminalyalttarisiert war, unter
diesen Bedingungen noch weiter in zwei kleinere Spots von 12 und 24 ki zer
Leider konnten die kleinen Spots nicht sequenziert werden, da sich aucldi¢ibe
Kombination vieler Versuche nicht genug Protein gewinnen liel3. Aufgiend.age
und der Immunoblotanalysen war klar, dass hier die Abspaltung tenizalen und
N-terminalen Fragmente nicht vollstandig war und erst durch erneteasive
Reduktion der Probe erfolgte.

3.1.3 Immunologische Charakterisierung der nachgewiesenen Allergene

Die gefundenen Allergene sollten abschlieBend uber ihr Bindungsverhalie
Patientenseren, monoklonalen Antikbrpern und polyklonalen Kaninchenseren
beschrieben werden. Dazu waren Thermoblots im Anschluss an éieKaelphoresen
durchgefiihrt worden, um durch ihre Zuordnung zu einem Ausgangsgel etientis
Bedingungen zu schaffen. Dabei wurden die in ihrer Menge niiemstierten
Patientenseren fur die ersten Replicablots verwendet, anschlief@enmboklonalen
sowie die polyklonalen Antikdrper und zuletzt die Lektine eingesetitd®m Einsatz

von Lektinen trat oft eine starke und stérende Hintergrundfarbung auf, akx NC-
Membran auch Zuckerstrukturen vorhanden sind. Wurden diese nun auf den letzten
Blots eingesetzt, dann konnte diese Hintergrundfarbung reduziert werden.

Besonders gut konnten die Replicablots der zweidimensionalen Elektropmaes

der isoelektrischen Fokussierung und reduzierenden LDS-PAGE fir Immunoblot-
analysen verwendet werden, da die Proteinkonzentration (bis zu 200 pg) sehr hoch war.
Zum Nachweis, ob ein gleichmalliges Blotergebnis aller Protensgckdr werden
konnte, wurde zun&chst eine Proteinfarbung mit India Ink (Abb. 23) durchgefih
Dabei traten besonders deutlich die sauren Spots bei 30-45 kDa, diewa@ein-
andergereihten Spots bei 28 kDa hervor. Die anderen Bereichen vedwes
undeutlicher zu erkennen.
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Abb. 23 2D-PAGE des Gesamterdnussextraktes
IEF im pH-Gradienten von pH 4-7,
LDS auf 4-20 % Tris-Glycin-Gel
Proteinfarbung mit India Ink

In den folgenden sechs Abb. (Abb. 24-29) werden nun Replicablots der Geleraus
Abb. 19 und 20 gezeigt. Diese zeigen die IgE-Reaktivitat miefanseren und die
Bindung monoklonaler Mausantikorper fir den Erdnussextrakt und die resudiger
Superdexfraktion 1 des Ausschlussvolumens in einer direkten Gegenuberstellung.

pT 4.0 7.4 pl 4.0 7.0
kD |
kDa.

) 250
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Abb. 24 2D-PAGE der Superdex-200-Fraktion 1 Ab. 25 2D-PAGE des Erdnussextraktes

IEF im pH-Gradienten von pH 4-7, IEF im pH-Gradienten von pH 4-7,

LDS auf 4-20 % Tris-Glycin-Gel LDS auf 4-20 % Tris-Glycin-Gel

Immunoblot detektiert mit Patientenserua3J Immunoblot detektiert mit Patienten
poolserum JG3/ CAT/ OB

Bei dem Einsatz des Patientenserums JG3 (Abb. 24) wurde deutlichesladke
enthaltenen Proteine bis auf die strichformige Aneinanderreihur2g8ddda-Spots als
IgE-reaktiv erkennt. Interessant war die Tatsache, dass der datedeei Spots bei 30-
42 kDa im Verhaltnis schwéacher erkannt wird, obwohl dieser auf Prbaxmee
besonders deutlich war. Im Vergleich zum Gesamtextrakt, beileeiglich ¥ der
Proteinkonzentration der Superdexfraktion aufgetrennt wurde, wurde tedtiss das
eingesetzte Poolserum zuséatzlich weitere Proteine erkannt&eensatz zu JG3
erkannte das Poolserum auch die 28 kDa-Spots als IgE-reaktiv (Abb.i@5)ieDer-
molekularen Allergene Ara h 2 und Ara h 6 fehlten in der Superdexfrakioen,auch
diese Bereiche waren IgE-reaktiv.
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Abb. 26 2D-PAGE der Superdex-200-Fraktion 1 ~ Abb. 27 2D-PAGE des Erdnussextraktes

IEF im pH-Gradienten von pH 4-7, IEF im pH-Gradienten von pH 4-7,
LDS auf 4-20 % Tris-Glycin-Gel LS 4-20 % Tris-Glycin-Gel
Immunoblot mit mAK PEI-7B2o(-Ara h 3/4) Immunoblot mit mAKER7B2

(a-Ara h 3/4)

Das Bindungsverhalten des gegen Ara h 3/4 und Isoformen gencihtetsoklonalen
Antikorpers PEI-7B2 wurde in den Abb. 26 und 27 gezeigt. Dieser erkdimngauren
Spots bei ~40 kDa, wobei der untere Spot nur undeutlich, der vereinpettd 8afir
sehr deutlich erkannt wurde. Die 28 kDa-Spots wurden nicht von derkOAver
detektiert. Im Gesamtextrakt (Abb. 27) trat dariiber hinaus nuveiterer Spot auf,

der durch diesen Antikdrper erkannt wurde und bei ca. 16 kDa und einem pd.von ¢
5,0 lag. Dieser Spot trat auch bei der nicht vollstandigen Reduktion aticariEF in

der Superdexfraktion auf, konnte aber nicht genauer charakterisielnwésm Ara h

1 nachzuweisen wurde der monoklonale Antikoérper Pn-t verwendetolDende Abb.

28 zeigt nur die Reaktion mit der Bande von Ara h 1 bei 60 kDa in der
Superdexfraktion, da dieses Bild im Erdnussextrakt gleich aussah.
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Abb. 28 2D-PAGE der Superdex-200-Fraktion 1
IEF im pH-Gradienten von pH 4-7, LDS auf 49%0Tris-Glycin-Gel
Immunoblot mit mAK Pn-t@-Ara h 1)

Die Spotansammlung unter 20 kDa wurde mit dem polyklonalen Kaninchenserum
MAP3 (a-Ara h 2) nach der Auftrennung von Erdnussextrakt immunologisch als Ar
2 charakterisiert.

3.14 Verstarkung der Immunnachweise durch Chemilumineszenz

Mit der Charakterisierung der Erdnussmajorallergene (Ara h 1hAaAra h 3/4 und
Isoformen und Ara h 6) durch verschiedene Patientenkollektive mitteishitimines-
zenz sollten weitere Fragen zur Allergenitat der Erdnissatwedet werden. So
wurde die Pravalenz der verschiedenen Allergene untersucht, umagbheaNérgene
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der Erdnuss zu finden. Auf3erdem sollte untersucht werden, ob die Starabede
gischen Reaktion zu den gefundenen Erdnussallergenen korrelierteisStddke der
Allergie wurde Uber die Bestimmung des spezifischen IgE gegdfrdiriss als CAP-
Wert ermittelt. Dieser wurde in Korrelation zu den gefundenen usshilergenen
gesetzt und in Prozent angegeben. Schlie3lich sollte Gberpruft weldes,regionale
Unterschiede innerhalb des Patientenkollektives gibt und ob neue Alleggemalen
werden konnen.

Dazu wurde nach der Auftrennung des Erdnussextraktes mittels Sugésowohl
das Ausschlussvolumen als auch die Fraktion 3 mittels SDS-PA@Etarint und die
Proteine wurden auf NC-Membranen geblottet. Fur die VerstarkungAkergen-
detektion mit Chemilumineszenz wurden dann parallel Streifen berdeuhoblots in
einem Ansatz mit dem Patientenserum inkubiert, so dass identisctiegBngen flr
die beiden Versuchsansatze vorlagen. Damit wurde sichergestellali@aasiftreten-
den Unterschiede in der Immundetektion allergenspezifisch und keine versuchs
bedingten Artefakte waren. Es wurden jeweils einige Kontrollenderih Patienten-
serum JG3, einem Allergiker- und einem Nichtallergikersemngefuhrt, um die
Sensitivitdt und die Spezifitat der Methode zu uberprufen. AulRerderdew die
mono- und polyklonalen Antikdrper Pn-c, Pn-t (betdéra h 1), PEI-7B2 ¢-Ara h

3), MAP3 (@-Ara h 2),a-Ara h 6 und Sam 22ofAra h 8) sowie deren Zweit-
Antikdrper auf den Immunoblots eingesetzt, um die spezifischen reaktive
Proteinbanden darzustellen.

In den folgenden Abb. 29 und 30 werden nun die IgE-Reaktivititen danischer
Patientenseren sowie die Bindungen monoklonaler und polyklonaler Antikidiper
den Superdexfraktionen 1 und 3 gezeigt.
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Abb. 29 Vergleich der Immunreaktionen von Patientenseren ntihochmolekularen Proteinen
>200 kDa

mit Chemilumineszenz, Kontrollen der mAKs bzw. pAKs

Belichtungszeit der Rontgenfilme: 30 sec, 3 min Liidnin, 12 % SDS, 15 pg/ cm, LM mit kDa
Streifeh-50 Patientenseren aus Danemark und Deutschidndicht-Erdnussallergikerserum,

52 AK-Kontrolle, 53 mAK Pn-t,54 mAK Pn-c (beidex-Ara h 1),55 mAK PEI-7B2 (i-Ara h 3/4),
5@AK MAP3 (a-Ara h 2),57 pAK a-Ara h 6,58 pAK Sam22 @¢-Ara h 8),59 AK-Kontrolle

In der Abb. 29 wird deutlich, dass die Allergene Ara h 1, Ara h 3/4dihmedisoformen
Majorallergene sind. Immerhin 4,1 % der dénischen Patienten zeigsschliel3lich
IgE-Reaktivitdt gegen diese hochmolekularen Proteine. Die Bandéblddda (Ara h
1), die von den monoklonalen Antikorpern Pn-t und Pn-c detektiert wurde, erkannten
40,8 % der danischen Patienten. Die Banden von Ara h 3/4 mit Isoformen (32822,
und ~45 kDa), die der monoklonale Antikdrper PEI-7B2 teilweise anzeigtelen
von 46,9 % aller Patienten als IgE-reaktiv erkannt. Dabei wurde deutass die
Banden bei 22 und ~28 kDa sowie ~45 kDa von den meisten Patienters jaiseil
Einheit detektiert wurden. Es sollte Uberpruft werden, ob IgE-Reaktiniié auf
einzelne Untereinheiten der Allergene Ara h 3/4 und Isoformen gefurdrden kann.
Es war zu erkennen, dass nur eine Bande der jeweiligen Unteteiohéira h 3/4 mit
Isoformen erkannt wurde. Dabei variierte die IgE-Reaktivitdtbaieinzelnen Patien-
ten stark. Nur in einem Fall (Patient 39) konnte eine einzelnedgkive Bande in der
C-terminalen Region der Allergene Ara h 3/4 und Isoformen idemtifizverden. Bei
den anderen Patienten lagen einzelne IgE-reaktive Banden im NwaégmiBereich
von Ara h 3/4 und Isoformen.
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Abb. 30 Vergleich der Immunreaktionen von Paentenseren mit Erdnussproteinen <20 kDa
mit Chemilumineszenz, Kontrollen der mAKs bzw. pAKs
Belichtungszeit der Réntgenfilme: 30 sec, 3 mid @ min, 12 % SDS, 30 pg/ cm, LM mit kDa
Streifelr50 Patientenseren aus Danemark und Deutschidndicht-Erdnussallergikerserum,
52 AK-Kontrolle, 53 mAK Pn-t,54 mAK Pn-c (beidex-Ara h 1),55 mAK PEI-7B2 (i-Ara h 3/4),
56AK MAP3 (a-Ara h 2),57 pAK a-Ara h 6,58 pAK Sam22 ¢-Ara h 8),59 AK-Kontrolle

10 min

Abb. 30 zeigt, dass auch die in dieser Fraktion 3 enthaltenen Allekiggpeallergene
sind. 32,7 % der danischen Patienten zeigten sogar nur auf diese FrakGupeleex
200-Saule von unter 20 kDa, in der Ara h 2, Ara h 6, sowie Ara h 5, Ara lah 8r
und eine Untereinheit von Ara h 1 vorliegen sollten, IgE-Reaktivitét. rDamo-
klonalen Antikérper gegen Ara h 1 (Pn-t und Pn-c) detektierten eindeBagi ca. 12
kDa, die von den Patientenseren auch als IgE-reaktiv erkannt wurdeoppelbande
bei 20 kDa, die von dem polyklonalen Antikérper MAP 3 als Ara h 2 erkannt wurde
sowie die Bande bei 16 kDa, von dem polyklonalen KaninchenserAna h 6 als Ara
h 6 detektiert, wurden von den meisten Patienten als Einheit erkatiglich drei
Patienten zeigten ausschlief3lich IgE-Reaktivitdt gegen Ara Veinzelt konnten
Banden unterhalb von 10 kDa als IgE-reaktiv erkannt werden, die von keieem
Antikdrper nachgewiesen wurden und somit nicht zugeordnet werden konnten.
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Zusammenfassend konnte bei der Auswertung der déanischen Patienighwezten,

dass lediglich 14,3 % der insgesamt 49 Patientenseren mit egtemisdrigen CAP-
Wert von 0 bis 3 keines der getesteten Allergene detektiertemppkoha Halfte der
Patienten (49 %) zeigten auf alle Allergene deutliche IgE-Réid#itén. Um die Frage

zu klaren, ob die Starke der allergischen Reaktion mit den auslos@lidegenen
korreliert werden kann, wurden die gefundenen IgE-Reaktionen gegen digehk

Ara h 1, Ara h 2, Ara h 3/4 und Isoformen, sowie Ara h 6 mit einem hCAéhrWert

von 5-6 korreliert. Dabei zeigten 26,5 % bei Ara h 1 und 24,5 % bei Ara h 3/4 und
Isoformen eine Korrelation mit einem sehr hohen spezifischen \WAR~von 5-6. Bei

den niedermolekularen Proteinen Ara h 2 und Ara h 6 wiesen sogar 32& %
danischen Patienten einen vergleichbar hohen CAP-Wert auf. Dabei 2&6 % der
Falle die Kombination aus den niedermolekularen und hochmolekularen Allerfjgne
den hohen CAP-Wert entscheidend.

In der folgenden Tab. 11 wird die Auswertung der danischen Seren zusammengefasst.

Tab. 11 Vergleich der IgE-Reaktivitaten eines Patientenkobktivs aus Danemark
mit spezifischen CAP-Werten fur Erdsus
Spalte 1:Keine IgE-Reaktivitat2: Serum erkennt nur < 20 kD3, Serum erkennt nur Arah 1
und Ara h 3/44: Serum erkennt Ara h b; Serum erkennt Ara h 3/8; Serum erkennt alle
Allergene
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Zusatzlich zu den danischen Seren wurden auch Patientenkollektiverabshueiz
und ltalien analog auf ihre IgE-Reaktivitat bei hoch- und niedermolekulardnuss-
allergenen mittels Chemilumineszenz getestet. Die Auswerisinig der folgenden
Tab. 12 dargestellt. Die Ergebnisse dieser Seren waren oidihdeutig. 50 % der
Patienten zeigten keine IgE-Reaktivitat gegen die getestdiergéne. Somit waren
keine signifikanten Korrelationen madglich. Interessanterweise rwhier Gberhaupt
keine Patienten zu finden, die nur IgE-Reaktivitat bei den niedekmaken
Allergenen zeigten. Immerhin 20,6 % dieser Patienten erkannten ausschlifalin 1
und Ara h 3/4, wobei 38,2 % der schweizerischen Patienten Ara h 1 und #r£ 6
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3/4 und Isoformen detektierten. Dabei wurden die Banden bei 22, ~28 und ~45 kDa
erneut als Einheit erkannt. Im Gegensatz zu den danischen Patienten konntenéier ke
IgE-reaktiven Banden gefunden werden, die nur einer Untereinheit von Adaumd/
Isoformen zuzuordnen ware. 17,6 % der Patienten zeigten IgE-Rea&tivasf alle
Allergene, wobei hier keine zuséatzlichen Banden vorhanden waren. Bmeldfion
zwischen den gefundenen Allergenen und hohen CAP-Werten von 5-6 wurde
durchgefihrt, es konnten aber keine Unterschiede zwischen den Allergeméd 1,

Ara h 3/4 und der <20 kDa-Fraktion gefunden werden (alle 11,8 %).

Tab. 12 Vergleich der IgE-Reaktivitaten eines Patientenkobktivs aus der Schweiz, Italien
und Deutschlandnmit spezifischen CAP-Werten fur Erdnuss.
Spalte 1:Keine IgE-Reaktivitat2: Serum erkennt nur < 20 kD3, Serum erkennt nur Arah 1
und Ara h 3/44: Serum erkennt Ara h 5; Serum erkennt Ara h 3/8; Serum erkennt alle

Allergene
Nr | CAP 1 2 3 4 5 6 Nr | CAP 1 2 3 4 5 6
1 4 + + + 19 5 + + +
2 1 + + + 20 0 +
3 5 + + + 21 3 +
4 3 + + 22 2 + +
5 5 + + + 23 +
6 3 + + 24 +
7 1 + + 25 4 + +
8 0 + + 26 5 +
9 3 + + + 27 3 +
10 2 28 3 +
11 2 + 29 6 +
12 0 + 30 3 +
13 2 + 31 3 + + +
14 1 + 32 2 +
15 0 + + 33 3 +
16 5 + + + 34 2 +
17 2 + + + 35 5 + +
18 3 36 6 + + +

In Zusammenhang mit den Seren aus der Schweiz und lItalien rsmtlbedas Serum
mit der Nummer 36 besonders hervorgehoben werden.

Dieser deutsche Allergiker hat multiple hohe CAP-Werte gegele werschiedene
Allergene, die nur gegen die jeweiligen Zuckerstrukturen gerichiidt Bei vorher-
gehenden Immunoblotanalysen (Abb. 7, Abb. 8) konnten mit den Lektinen Con A und
PNA schon erste Hinweise darauf gefunden werden, dass die sauesmihaten
Bereiche von iso-Ara h 3 und Gly 1, sowie die basischen C-temnifBdreiche bei 22
kDa vermutlich Glykostrukturen enthalten. Das Bandenmuster des Serugnstiitate
diese Theorie .

Da alle vorhandenen Patientenkollektive mittels Chemilumineszenzsudiénwerden
sollten, um regionale Unterschiede analysieren zu kdnnen, wurden eRealliauch

die Heidelberger Patientenseren analog untersucht.

Bei der Auswertung der Heidelberger Seren fiel sofort auf, dssPatientenseren
IgE-Reaktivitat zeigten. Diese war immer gegen die Alleegéra h 1, Ara h 2, Ara h

3/4 und Isoformen, sowie Ara h 6 gerichtet. Somit lieRen sich keinerddhtede
finden, die einen Hinweis auf eine Korrelation zwischen der Schaesrallergischen
Reaktion und den gefundenen Allergenen gegeben hatten. Neue Igkerd&siden
konnten ebenfalls nicht gefunden werden.

Mit der Erhohung der Nachweisempfindlichkeit von Immunnachweisen mit der
Chemilumineszenz sollte geklart werden, ob und inwieweit die Majorallergene Bra
Ara h 2 Ara h 3/4 und Ara h 6 zusammen oder einzeln fir die attbegReaktion von
Bedeutung sind. Dazu wurden die IgE-reaktiven Banden ausgewertet und lebenfal
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prozentual mit den Allergenen korreliert. Dabei zeigte sichs deweils 1/3 der
Patienten mit einem hohen CAP-Wert Ara h 3/4 und Ara h 1 erkanbt@ira h 2

und Ara h 6 und fiir den Rest alle Allergene zusammen wichtig waren.

Schlief3lich wurde nach weiteren Allergenen wie Ara h 5, Ara h 7,hA8aLTP und

Oleosin gesucht, die ebenfalls zu der allergischen Reaktion deitlednnten, aber
bisher nicht detektierbar waren. Diese konnten nicht gefunden werdderdem

sollte auch fur die Erdnussallergie geklart werden, ob sich bei derngléich

verschiedener Patientenkollektive (Danemark, Schweiz, Italien unasdhand)

regionale Unterschiede in der IgE-Reaktivitat auf einzelnerddiee oder deren
Untereinheiten zeigen lassen, wie dieses fir andere Nahrurejaheitgien

beschrieben worden ist. Es wurde deutlich, dass bei den danischam Seige

Patienten IgE-Reaktivitat verstarkt auf Ara h 1, iso-Ara h 3 adeh Ara h 6 zeigten.
Bei den Schweizern oder Italienern war diese Tendenz ebestfiedisnbar, aber durch
die hohe Zahl der nicht IgE-reaktiven Seren gegen die getestelemyeile nicht

eindeutig zu belegen.

3.1.5 Massenspektrometrische Bestimmung der Allergene mitteldALDI-
TOF

Mit Hilfe der MALDI-TOF-Analyse sollten die Uber monoklonale Adirper und N-
terminale Sequenzierung bestimmten Allergene Ara h 1, sowie Ad Imit ihren
Isoformen auf molekularer Ebene untersucht werden. Aufgrund deraNielér
Isoformen (Gly 1, Ara h 3/4, Ara h 3, Ara h 4, iso-Ara h 3 und Trypsiibitor) und
dem Zerfall in saure N- und basische C-terminale Untereinhgaiéte zudem Klarheit
Uber die Zugehoérigkeit der einzelnen Untereinheiten zu einemiPrgéschaffen
werden. Dabei wurde die Kombination verschiedener zweidimensionaletekce
trophoresen (BN-PAGE/ SDS-PAGE, IEF/ SDS-PAGE) gewahlt, unhduyptischen
In-Gel-Verdau der aufgetrennten Proteine den molekularen Aufbaurein2dlergene
und Allergenuntereinheiten zu bestimmen. Die online Auswertung der @gefeind
Massenspektrogramme erfolgte mit den Programmen von MASCOT .fwatvix
science.com) und EXPASY (www.expasy.org).

In der folgenden Abb. 31 wird die zweidimensionale Auftrennung der Superdex
fraktion 1 mit der Nummerierung der massenspektrometrisch besimSpots ge-
zeigt, da hier alle im Ausschlussvolumen enthaltenen Proteinegartiert dargestellt
sind.

DaP! 410 710

148

60

42
30
p
17

Abb. 31 2D-PAGE der Superdex-200-Fraktiot
IEF im pH-Gradienten von pH 4-7, LDS at2@ % Tris-Glycin-Gel
Coomassie-Farbung fir PVDF-Membranen
Spots 1-6 wurden fur die MALDI-Bestimmueiggesetzt
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Nach tryptischem In-Gel-Verdau der Spots 1-6 (Abb. 31) und anschliel}dAd®|-
TOF-Analyse konnte der bei der N-terminalen Sequenzierung erkaentall der
Proteine in die jeweiligen N- und C-terminalen Untereinheiteshvallzogen werden.
Die sauren N-terminalen Untereinheiten konnten den drei Proteinérasio-3 (Spot

1), Gly 1 (Spot 2) und Ara h 3/4 (Spot 3) zugeordnet werden. Die entspdeche
basischen C-terminalen Untereinheiten dieser Proteine konnten in s &6
gefunden werden. So handelte es sich bei Spot 4 um die C-terminateibimit von
iso-Ara h 3, bei Spot 5 um Ara h 3/4 und bei Spot 6 um Gly 1. Mit der
massenspektrometrischen Analyse konnte die N-terminale Sequegziamd
immunologische Charakterisierung der Allergenuntereinheiten von hA&4 und
Isoformen bestatigt werden.

Die folgende Tabelle 13 zeigt die in Sequenzen umgeschriebenerendpsktro-
gramme nach der Auswertung mit Mascot. Dabei wurden ineinander bHbeadge
Sequenzen durchgehend gezeichnet, um die Uberlappung der gefundenen Massen-
Peaks und damit die Abdeckung der ganzen Sequenz zu verdeutlichen.

Tab. 13 Ubersicht der massenspektrometrischen Analyseb.(381), Kennzeichnung der gefundenen
Peptide durch graue Flachen (Uberlappend darggskaihnzeichnung der Giber N-terminale
Sequenzierung bestimmten Bereiche (sintehen).

Saurer N-terminaler Part der Proteine (Ara h 3/4 AS 1-331):

1. VTFROGGEENECQFOQRLNZRDNRIESEGGYIETWNPNNQEFQCAGVANMERRNALRRPFYSNAPLEIYVQQGSGYF
2. ISFRQOQPEENACQ@IRLNAQRPDNRLESEGGYIETWNPNNQEFEAIBRVVLRRNALRPFYSNAPQEIFIQQGRGYF
3: ISFRQQPEENACQFRNAQRPDNRESEGGYIETWNP-NQEFECAGVALSRLVLRRNZRRYSNAPQEIFIQQGRYF

1: GLIFPGCPSTYEEPAQEGRRSQKPSRFQVGQDDPSQQQQDSHQKVHRFDEGDLIAVPTGVAFWMYNDEDTBVVTVTL
2. GLIFPGCPSTYEEPAQQEBRQSQRARFFEGEDQSQQQQQDSHYRRFDEGDLIAVPTGVALWMFNDHDTDVVAVSLTH-
3: GLIFPGCPSTYEEPAQQGRRSQRPPRRYGQDQSQQQQ-DSHQKVHRFDEGDLIAVPTGVAFWMYNDHDTDVVAVSLT

1: DTSSIHNQLDQFPRRYLAGNQEQEFLRYQQQQGESR PHY-------- RQISPRVR------GDEQENEGSN

2: DTNNNDNQLDQFAFFNLAGNHEQEFLRYQQS RRRSLPYSPYSPQSQRFEEREFSPRGQHSRREFQEEENEGGN
3: DTNNNDNQLDQFARENLAGNHEQEFLRYQQQ---SHRSLPYSP-SPQ—-PKQEDREFSPRGQHGRBEEQENEGGN
1: IFSGFAQEFLQHAFQVD-@TVENLREENEREEQGAIVTVKGGLRILSPDEEDESSRSHREEFDEDRRPQQRGKY--
2. IFSGFTPEFLAQAFQVDDRIVQNLRGENESEEEGAIVTVAGLRLSPDRKRGAD-----EEEEYDEDEYEYDEE----D
3: IFSGFTPEFLAQAFQVDDRILQNLRGENESDEQGAIVTEGLRLSPDRKRRYQYERPDEEEEYDEDEYEYDERED
1: ---DENRRGYKN

2: RRRGRGSRGRGN

3: RRRGRGSRGSGN

Basischer C-terminaler Part der Proteine (Ara h 3/4 AS 332-517):

4: GIEETIC SASVKKNLGBSNPDIYNPQAGSLRSWYNELDLPILGWLGLSAQHGTIYRNAMFVPHYTLNAHTIVVALANGR
5: GIEETICTASFKKNIGRNRSPDIYNPQAGSIKANELQLNLLILRWLGLSAEYGNLYRNALFVPHYNTNAHSIIY ALR
6: GIEETICTASVKKNIGRNRSPDIYNPQAGSLKTAN—DLNLLILRWLGLSAEYGNLYRNALFVPHYNSMINAALR GRA

4: HVQVVDSNGNRDEELQEGHVLVVPOQNFAVAAKAQSENYEYLAFKTDSRPSIANLAGENSEEVVANSYRPREQ
5: HVQVVDSNGDRVFDEELQEGHVLVVPQNFAVAGKSQSENFEYVAFRKANERBENSFIDNLPEEVANSYGLPREQ
6: HVQVVDSNGNRVYDEELQEGHVLVVPONFAQSIMNFEYVAFKTDSRPNIANFAGENSIIDNLPEEVVANSYGLPREQ

4. ARQLKNNNPFKFFVPPFDHQSHERA
5: ARQLKN-NPFKFFVPPSEQISLRAVA
6: ARQLKNNNPFKFFVPPSQQ-SLRAVA

Spot 1 und Spot 4 iso-Arah 3 ACCESSION Nr AAT394 30
Spot 2 und Spot 6 Gly 1 ACCESSION Nr AAG01363
Spot 3 und Spot 5 Ara h 3/4 ACCESSION Nr AAM469 58

Aufgrund dieser ersten Ergebnisse sollten weitere N-termirelae®izierungen und
immunologische Charakterisierungen der gefundenen Allergene Aranld Ara h
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3/4 mit den Isoformen bestatigt werden. Dazu wurden insgesamt R8rewe
tryptische in Gel-Verdauansatze hergestellt und im MALDFT&halysiert. Auch in
diesem Fall erfolgte die weitere Auswertung online mit Masmd Expasy. Dabei
werden bei Mascot Ergebnisse dann als signifikant angegeben, weamatinete
Score Uber 61 liegt. Das Programm kann dabei nur das gesandm Rruaiches in
der Datenbank eingegeben worden ist, als Grundlage fir diese Bergcetehunen.
Dazu korreliert die Sequenz Coverage, bei der die Abdeckung dern3emiteden
gefundenen Peptide angegeben wird, sowie deren Anzahl insgesamt.

Zunéchst sollte eine 2D-PAGE kombiniert aus Blue-Native PAGEtHdt von

Prof. Braun, Hannover) und reduzierender Tricin-PAGE durchgefuhrt werden und
den Zerfall der Allergene in N- und C-terminale Bereichgea®i Dazu wurde das
Ausschlussvolumens der Superdex-200-Saule zunachst nativ und dann nach
Reduzierung in der Tricin-PAGE erneut nach Molekulargewicht #nafiget. Fur
diese zweite Dimension mit dem verwendeten Puffersystenkéay geeigneter
Molekulargewichtsmarker vor, so dass Uber eine vergleichende Zuordmaleger
zweidimensionaler Auftrennungen eine Auswahl der Proteinspots flrygis¢hen
In-Gel-Verdau getroffen wurde. In der Abb. 32 sind die analgsieRroteinspots
eingezeichnet. Aufgrund der Lage zueinander sollten die Spots 14 Anand die
Spots 4-7 Ara h 3/4 und Isoformen sein. Die Auswertung der Massemgpakime

ist in Tabelle 14 dargestellt. Dabei sind jeweils alle Mdtdeaten fir die Zuordnung

der Massenpeaks zu Ara h 1 bzw. Ara h 3/4 und Isoformen angegeleen. Di
Auswertung der einzelnen Peptide wird im Anhang (Tab. 20) exengblaais max.

zwei Isoformen dargestellt.

2;00 =‘|+9(J :'TﬁU 1I Q0 kDa

\

Abb. 32 2D-PAGE der hochmolekularen Fraktior>200 kDa
Kombination aus BN-PAGE und reduzierendecifi-PAGE
Blue-Native PAGE auf 4,5-16 % Tris-GlycirelG
Tricin-PAGE auf 16,5 % Tricin-Gel

Tab. 14 Ubersicht der massenspektrometrischen AnalyseRmddeine, die aus dem Gel (Abb. 32)
verwendet wurden. Angabe der gefundenen Sequenzr&@ge in %, der Peptidanzahl und
des Mascot Scores. Hinweis auf das GesamtprotgibZ@. die nur bei Ara h 3/4 und

Isoformen vorliegenden N- (N) und C- (C) termimaléntereinheiten.
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Angabe Sequenz-Coverage in % / Peptidanzahl / Maseot| Gesamtprotein
Score (G)
Spot Arah | Arah 150 Arah | Arah | Trypsin N-term. (N) /
1 3/4 Glyl| Arah 3 4 Inhibit C-term. (C)
3 ANIBIOT 1 Yntereinheit
21%
1 11 G
72
17 %
2 9 G
83
35 %
3 23 G
93
34 %
4 17 G
116
17 % 19 %
5 5 5 G
45 45
17% | 23%
6 6 6 G
45 52
18% | 17% 8% 8%
7 4 5 3 3 C
30 34 31 30
13% | 16% | 14% 11 %
8 4 6 5 4 G
25 34 46 38
13% | 16% | 10% 11 %
9 4 6 3 4 G
25 34 32 41
14 % 8 % 12 %
10 5 3 4 C
68 33 50

Wie die Auswertung der Spots 1 bis 3 ergab, konnten diese eindesitfgaah 1
identifiziert werden. Dabei wurde neben der in der GenBank-Datenbamkndenen
Sequenz fir Ara h 1 von MASCOT auch eine um 41 Aminosauren verkirzte Sequenz
von Ara h 1 mit angegeben. Diese wurde unter dem Namen ConarachienBank
gestellt. Da keine Unterscheidung in den gefundenen Peptiden zu fimdebleb

diese neue Sequenz unbericksichtigt. Auch Spot 4 wurde als Araemtifizeert,

was durch die Lage in direkter Nachbarschaft mit den Isoformen vanhA3/4
unerwartet war.

Die Spots 5 bis 10 wurden als Allergene und Allergenuntereinheiter\rzoh 3/4

und Isoformen (iso-Ara h 3, Gly 1 und Ara h 4) identifiziert. Die Sfot6, 8 und 9
konnten dabei jeweils Sequenzabschnitten, die Uber das gesamte Pradwlh ver
waren, zugeordnet werden. Dabei wurden Massen-Peaks gefundenhdimmir
mehreren Sequenzen der einzelnen Isoformen zuordnen lieBen. Somit kénnten
Gemische der Isoformen in den einzelnen Spots vorliegen. In den Prabeh 10
wurden mit den basischen C-terminalen Bereichen auch Allergaeiuntieiten der
Isoformen gefunden, so dass die Ergebnisse aus Tab. 13 auch mritatiéseen
Probenaufbereitung bestatigt werden konnten. Im Anhang sind die gefundenen
Peptide auf den Sequenzen der Isoformen exemplarisch eingezeiwwbbet hier
jeweils die zwei bei der Mascot-Auswertung erstgenannten ngegegestellt
wurden. AufRerdem wurde bei der Auswertung nicht bericksichtigt, dadsrin
GenBank-Datenbank ca. 20 ,neue” Erdnussproteinen eingefiigt wurde, dieusich
durch Aminosaureaustausche in einzelnen Aminoséuren unterschiedenr&detstve
waren.

Um den Zerfall der Allergene Ara h 3/4 und Isoformen in ihre salterund
basischen C-terminalen Untereinheiten gezielt verfolgen zu kdénnen, wueilene
zweidimensionale Elektrophoresen mit anschlieRendem tryptischenl-Me@au
durchgefuhrt. Dazu wurde die isoelektrische Fokussierung deririRrgésveils nicht
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reduzierend durchgefuhrt. In der anschlieBenden PAGE erfolgte dieeuiing
dann nativ oder reduzierend. Somit konnte im direkten Vergleich vevielgten, ob
und wann die Auftrennung der Allergene in ihre N- und C-terminalen &lnteziten
erfolgte. Dieses ist in den Abb. 33a und 3@argestellt. Die Auswertung der
Massenspektrogramme ist in der Tabelle 15 zusammengefasst wathang Tab.
21 graphisch dargestellt.

kpa gl 4I._0 'f'l._O kDa pl 40 7.0
148 1 i t ‘ 148 - 7
60 * 2 I 8 -y

4 10.2
42 S - 2 B 11 e
an — 6 LI - 12 =
22 — 2 i o ol

Abb. 33 2D-PAGE der Superdex-200-Fraktion 1 Bb. 34 2D-PAGE der Superdex-200-Fraktion 1

Nicht reduzierende IEF im pH-Gradienten Nicht reduzierende IEF im pH-Gradienten
von pH 4-7, native PAGE auf von pH 4:DS-PAGE auf
4-20 % Tris-Glycin-Gel 4-20 % Tris-Glycin-Gel

Tab. 15 Ubersicht der massenspektrometrischen AnalyseRdgeine, die aus den Gelen
verwendet wurden (Abb. 33 und 34). Argyder gefundene®equenzCoverage in %,
der Peptidanzahl und des Mascot Scéfiesveis auf das Gesamtprotein (G) bzw. die nur
bei Ara h 3/4 und Isoformen vorliegendenN) und C- (C) terminalen Untereinheiten.
Die Proben 5 und 11 konnten nicht bestiwetden.

Angabe Sequenz-Coverage in % / Peptidanzahl / Maseot| Gesamtprotein
. Score (G)
MW in -
Spot kDa | Arah | Arah 50" | Arah | Arah Trypsin N-term. (N) /
1| g |GV ARETST T nhibior | Cterm- (C)
3 Untereinheit
22%
1 100 7 G
40
25% | 30% 16 % 21%
2 60 11 14 7 4 G
80 111 38 30
18 %
3 50 9 G
39
34 %
4 50 11 G
88
23%
6 30 6 G
52
32%
7 65 19 G
61
26 % 40 %
8 45 10 9 N
79 64
40 %
9 45 9 N
35
7%
10 42 4 N
34
19 %
12 22 4 C
46
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In den Proben 1, 3 und 4 konnten die Massen-Peaks allein der SequerezAmhs

3 zugeordnet werden. Fur Probe 2 war ein Gemisch aus den beiden ésofaiynl

und Ara h 3/4 erkennbar, wobei die gefundenen Peptide Uber die vollstandige
Sequenz verteilt vorlagen. FlUr den Spot 6 zeigten die Massen-Praksirgieren
Bereich von Gly 1, der weder dem N- noch dem C-terminalen Bereigbordnet
werden konnte. Dieser startete wie die N-terminale Sequenzidasgra h 4 in der
Mitte des Proteins ab AS 113. In den funf Spots (Abb. 33) wurden Masa&s-Rn
Peptiden gefunden, die Bereiche der gesamten Proteine abdeckteed@datuktion

der Disulfidbriicken erfolgte.

Die Probe 7 ergab das vollstéandige Ara h 1, da es keine postiaralgespaltene
Sequenz enthalt, die tber Disulfidbricken zusammengehalten wird. B&rdeen

8-12 sollte durch die Reduktion die Spaltung der Disulfidbriicken erfolgt sein, so dass
N- und C-terminale Untereinheiten von Ara h 3/4 und Isoformen gefunden werden.
Fur die Spots 8 bis 10 konnten die Ergebnisse aus Tab. 13 (IEF komiminieRS-

PAGE unter reduzierenden Bedingungen) bestatigt werden. Ber di@ftrennung
konnten die Spots den N-terminalen Bereichen von Ara h 3/4 (Spot 8),(Spofl.9)

und iso-Ara h 3 (Spot 10) ebenfalls zugeordnet werden. Fir die Prolmai@k@uch
einige Massen-Peaks dem Trypsin Inhibitor zugeordnet werden, ddrtdeminalen
Untereinheit der beiden Isoformen homolog ist. Die Probe 12 konnte dem C-
terminalen Bereich von iso-Ara h 3 zugeordnet werden und besidaigtd ebenfalls

die bisherigen Ergebnisse. Die Proben 5 und 11 konnten nicht bestimmhweade

Zu wenig Protein nachweisbar war.

Zum Abschluss der Untersuchungen sollten diese Ergebnisse mit Exinalsisaus
keimfahigen NuUssen verglichen werden, um zu kontrollieren, ob die gefundenen
Allergenuntereinheiten durch den ROstprozess direkt nach der Ernielusse
werden.

Zu diesem Zweck wurden einzelne Banden aus dem BN-PAGE-GelrdassE-
extraktes (EEx-k) ausgeschnitten, gepoolt, reduziert und in deresw2imension,

der LDS-PAGE, erneut nach Molekulargewicht getrennt (siehe auch 3.Alh3,

15). Aufgrund der bisherigen Erkenntnisse wurden dann gezielt Banden aus-
geschnitten, die den einzelnen Isoformen von Ara h 3/4 zugeordnet vkemlgen,

was in der folgenden Abb. 35 gezeigt wird. Die Auswertung wird af. T16
dargestellt. (Auch in diesem Fall ist die exemplarischest@fung im Anhang (Tab.

22) gezeigt, wobei die gefundenen Massenpeaks Uberlappend in die Sequenzen der
Isoformen von Ara h 3/4 eingezeichnet wurden.)

kDya
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Abb. 35 Auftrennung des Extraktes aus keimfahigen Erdniissen
(EEx-k) mittels D-1D-PAGE (BN-PAGE / LDS-PAGE):
10 % Bis-Tris-Gel, Coomassie-Farbung
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Tab. 18 Ubersicht der massenspektrometrischen AnalyseRdeine, die aus dem Gel verwendet
wurden (Abb. 35). Angabe der gefundenen Sequeoverage, der Peptidanzahl und des
Mascot Scores. Hinweis auf das Gesartepr (G) bzw. die nur bei Ara h 3/4 und
Isoformen vorliegenden N- (N) und C) (&minalen Untereinheiten. * Mascot-Score
wurde nicht bestimmt

Angabe Sequenz-Coverage in % / Peptidanzahl /| Gesamtprotein
MW in Mascot-Score (G)
SPOt | yba | Arah | IS0 | Arah | Arah | Trypsin l\(l:—term. (’\g /
3 |GV ARR ST inhibitor term. (C)
3 Untereinheit
24 % )
Mittlerer
12 )
! 25 61 Bereich
> o8 198% Mittlerer
n best* Bereich
11 %
3 34 5 C
20
17 %
4 36 9 N
65
14 %
5 42 8 N
49
29 %
6 52 17 G
89

Bei der Auswertung der Massenspektrogramme wurde deutlichdaasssherigen
Ergebnisse auch mit der Analyse des Erdnussextraktes aus kgenfdhidnissen
bestétigt werden konnten. So wurden in den Proben 1 und 2 Massen-Peaks von iso-
Ara h 3 bzw. Gly 1 gefunden, die sich in dem mittleren Bereich Rteteine
befanden, der bereits in der Tabelle 18 beschrieben wurde. Die Prelgte die C-
terminale Untereinheit von Gly 1, fur die Banden 4 und 5 konnte eiael@ung zu

den N-terminalen Untereinheiten von iso-Ara h 3 bzw. Gly 1 gefundetiewebDie
Massen-Peaks der Probe 6 deckten weitgehend die gesamte SequenzAvarhiS8o-

ab. Es konnte somit keine Veranderung durch den Réstprozess gefunden werden.

3.2 Charakterisierung der Erdnussallergene Ara h 3/4 und ihrer Isoforren
mittels Epitopmapping

Um die Erdnussallergene Ara h 3/4 und die Isoformen Gly 1, Ara h 3hAta
Trypsin Inhibitor und iso-Ara h 3 direkt miteinander vergleicherk@anen, sollten

die Bindungsstellen von Patientenseren und monoklonalen Antikorper auf den
einzelnen Sequenzen bestimmt und verglichen werden. Dazu wurden zun@cehst di
der Datenbank GenBank verotffentlichten Sequenzen der Isoformen (Glyl
AAGO01363, Ara h 3 AAC63045, Ara h 4 AF086821, Ara h 3/4 AAM46958, iso-Ara
h 3 AAT39430, Trypsin Inhibitor AF487543) zusammengestellt und mit Literatur
vorgaben (IgE-Epitope von Ara h 3, Rabjo#inal, 1999) verbunden. Dabei wurde
die konservierte Proteaseschnittstelle: NGLEET ebenso berlclsichtie der
Zerfall der Isoformen in saure N- und basische C-termibalereinheiten und mit

den immunologischen Nachweisen erkannte neue IgE-reaktive Bereiche.
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3.2.1  Alignment der veroffentlichten Sequenzen von Ara h 3/4 und ihren
Isoformen und Konstruktion der Filter fir das Epitopmapping

Die notwendigen Alignments wurden online mit dem frei verwendbarest&lv-
Programm der Universitat Heidelberg (www.bork.embl-heidelbergldephgefiihrt
und sind im Folgenden dargestellt. Dabei soll die Markierung duremestdie
Homologie der Isoformen verdeutlichen. Abnehmende Homologie der Aminaséaure
wird durch Doppelpunkte, Punkte und Liicken gekennzeichnet.
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Prosequenzen \ N-Terminus der reifen Rretesaure Untereinheit)

-MIRGRLALSVCFCFLVLGASSISRQRFEENACQFQRLNAQRPDNRSEGGYIETWNPNNQEFAGVALSRVLRRNALRRP
------------------------- RQFEEENACQFQRLNAQRPDNRSEGGYIETWNPNNQEFAGVALSRVLRRNALRRP
--MAKLLELSFCFCFLVLGASSISRRQAEENACQFQRLNAQRPDNRSEGGYIETWNPNNQEFAGVALSRVLRRNALRRP
--MGKLLALSVCFCFLVLGASSISRQ@QFEENACQFQRLNAQRPDNRSEGGYIETWNPNNQEFAGVALSRVLRRNALRRP
---------------------- VTF RQ@GGEENECQFQRLNAQRPDNRSEGGYIETWNPNNQBFAGVALSRVLRRNALRRP
NYLHMLLALSVCFCFLVLGASSISKRFEENCQFQRLNAQRPDNRSEGGYIETWNPNNQEFAGVALSRVLRRNALRRP

*k  kkk *k kkkkkkkkkk

FYSNAREIFIQQGRGYFGLIFPGPSTY EEFAQ@GRAIQSRAFRRFEG--E DGSQQQMSHQKRRFDEGDLIAVPTGVAW
FYSNARXEIFIQQGRGYFGLIFPGPRHY EEFH T@GRBQS@®PARRLQG--E DGSQQ®- DSHQKWRFDEGDLIAVPTGVAW
FYSNAREIFIQQGRGYFGLIFPGPSTYEERAQ@GRRQS®RPFRRLQE--E DGSQQQ-DSHOKHMRANEGDLIAVPTGVAW
FYSNAREIFIQQGRGYFGLIFPGPSTY EERAQ@RRIQSRPARREQG--QDISQQQ- DSHOKHRFDEGDLIAVPTGVAW
FYSNAREIYVQQGGYFGLIFPGPSTY EERFAQESRRYQSEKPRRFQVGQDPSQQQ- DSHQKWRFDEGDLIAVPTGVAW
FYSNAREIFIQQGRGYFGLIFPGPSTY EERFAQ@GRAIQSRPRRFQG--QDASQQQ- DSHQKWRFDEGDLIAVPTGVAW
.:*** *kkk - *kk ***:“**:: :* ****: ******:**:************:*
MANDHDTDVAVSL TDTNNNDIQLDQFPRR¥EAGNHEQEFLRY QQR--RRRSLPYSPYSPQS®RQEREFSPRGQHSRRER
LYNCHDTDVMAVSL TDTNNNDQLDQFPRR¥EAGNTEQEFLRY QQERQSRRRSLPYSPY SP IS EREFSPRGQHSRRER
LYNCHDTDVMAVSL TDTNNNDIQLDQFPRR¥EAGNHEQEFLRY QQERQSRRRSLPYSPY SPHIRREREFRPRGQHSRRER
MYNCHDTDVMAVSL TDTNNNDIQLDQFPRR¥EAGNHEQEFLRY QQ&--RRRSLPYSPY SPQT@KQEMREFSPRGQHGRRER
MYNCEDTDVMVTL SDTSSIHNQLDQFPRRAAGNEQEFLRY QQQG----------n-- SR P--HY RQISPRVR------
M\ND-IDTDV\AVSLTDTNNNIZNQLDQFPRFNLAGN-|EQEFLRYQQ$3--RRRS ------- Ende Trypsin Inhibitor

** ***** * * ** *kkk ek koo kk

AGQEEENEGGNIFSGFTPEFLAQAFQVIDRQVQNLRGENESEEEGAIVTVKGGLRILSPIRKRG-----ADEE EEYDELEYEYD
AGQEEENEGGNIFSGFTPEFLEQAFQVIDRQVQNLRGETESEEEGAIVTVRGGLRILSPIRKRR-----ADEE EEYDELEYEYD
AGQEEEDEGGNIFSGFTPEFLEQAFQVIDRQVQNLWGENESEEEGAIVTVRGGLRILSPOGTRG-----ADEE EEYDEDQYEYH
AGQEQENEGGNIFSGFTPEFLAQAFQVIDRALQ NLRGENESIEQGAIVTVRGGLRILSPIRKRRQQYERPDEEYDELEYEYD
- GDEQENEGSNIFSGFACEFLQFAFQVDB RQT'VENLRGENEREEQGAIVTVKGGLRILSPIEEDESSRSPPSRHEFDEIRSRPQ

Kkekekekk hkkkhkke hkk kkkkk kk cokk hk ok ckekkkkkk shkkkkkkkkk *kkkk

EE----DRRRGRGSRR&\
EE----DRRRGRGSRR&\
EQ----DGRRGRGSRRGGQGN Proteaseschnittstelle
EEERQQDRRRGRBHBGN
QR-----GKYDENR RGYKN

. *%x %

N-Terminus der basischen C-terminalen Untereinheite

GIEETI CTASWKKN GRNR®DIY NPQAGSLKTANDLN-LLIL RWLE&SAEYGNLYRNAFVPHYNTNAKSI IYA LRGRAHV
GIEETI CTASAKKN CRNR®DIY NPQAGSLKTANDLN-LLIL RWLESAEYGNLYRNA FVAHYNTNAKSI IYR LRGRAHV
GIEETI CTACVKKN GGNR®&HY DPCRWFTQGSHDLN-- LLIL RWLGSAEYGNLYRNA FVPHYNTNAKSI IYA LRGRAHV
GIEETI CTASFKKN CRNR®DIY NPQAGSLKTANELQLIN IL RWLGSAEYGNLYRNA FVPHYNTNAKSI IYA LRGRAHV
GIEETI CSASVKKN_GRSSNPDIY NPQAGSLRSVNELD-LPIL GWLG&SAQHSTI YRNAVFVPHYTLNAHTT VVALNGRAHV

*kkkkkke * *** * * ** ** Y * k% kkk ** * **** ** ** *** * * *kkkk

QVVDSNBRVYDEELQEGHVLVVPQNFASSQIDNFEYWAFKTDSRRIAN FAGENS IDNLPEEVVANSGE PREQARQL

QVVDSNBRVYDEELQEGHVLVVPQNFASSQENFEYVAFKTDSRBIAN LAGENSIDNLPEEVVANSGE QREQARQL

QVVDSNBRVYDEELQEGHVLVVPQNFASSQENFEYWAFKTDSRBIAN FAGENEIDNLPEEVVANSGE PREQARQL

QVVDSNBRWDEELQEGHVLVVPQNFASSQENFEYVAFKTDSRBIAN LAGENE&IDNLPEEVVANSGE PREQARQL

QVVDSNBRVYDEELQEGHVLVVPQNFAMBQIENYEYLAFKTDSRBIAN LAGENS IDNLPEEVVANSRLPREQARQL
* *

KNNNPFKFFVPE-QQI RAVA Gly 1
KNNNPFKFFVPE-QQSPRAVA Arah3
KNNNPFKFFVPP-Q QSPRAVA Arah4
KNNNPFKFFVPE-E Q3. RAVA Ara h 3/4
KNNNPFKFFVPPDHQSVREVA iso-Ara h 3
Trypsin-Inhibitor

Kkkkkkkkkkkkk. *k * kk

(*) Identische AS in allen Sequenzen, (:) hkohservierter Bereich, (.) schwach konservierter
Bereich.

Aus diesem Alignment wird deutlich, dass die Sequenzen der Isafanmeeiten
Bereichen vollstandig identisch sind. Nur durch die Eingabe deaBaduenz von

Ara h 3 konnten nicht noch weitere Sequenzidentititen am Anfangeden r
Proteine gefunden werden, da hier nicht die vollstandige Sequenz vorliegt.
Zusammen mit bisherigen Ergebnissen dieser Arbeit und den Liieajaben
wurde dieses Alignment verwendet, um die Filter fir das Epitopmgppit den
synthetischen Peptide zu konstruieren.
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Die wichtigsten Sequenzbereiche sind in der folgenden Tabelle fjéstealit und
dienten als Grundlage der Filterherstellung.

Tab. 17 Alignment der wichtigsten Sequenzbereiche der Isoém von Ara h 3/4. IgE-Epitope von
Rabjohet al (1999) grau, Proteaseschnittstelle durch Pfeikiag in kursiv, mittlerer
Bereich ab AS 113 kursiv, Fettigickte schwarze AS synthetisiert, grau gedrualge
nicht synthetisiert

N-Terminus der reifen Proteine

|
ISFRQQPEEMCQFQRLNAQRPDNRLESEGGYIETWNPNNQEFECAGVAESRIAM RRPFYSNAPQEIFIQQGRGYFGLIFPGCNEEP
---RQQPEENACQFQRLNAQRPDNRIESEGGYIETWNPNNQEFECARYXLBRNALRRPFYSNAPQEIFIQGRGYFGLIFPGCPRHYEE
ISFRQQPEENACQFQRLNAQRPDNRIESEGGYIETWNPNNQE FECAREVARRNALRRPFYSNAPQEIFIQQGRGYFGLIFCRSTYEEP
ISFRQQPEENACQFQRLNAQRPDNRIESEGGYIETWNPNNQEFECAREVARENALRRPFYSNAPQEIFIQQGRGYFGLIFPGCPSTYEEP
VTFRQGGEENECQFQRLNAQRPDNRIESEGGYIETWNPNNQEFQURGNREINALRRPFYSNAPLEIYVQQGSGYFGLIFPGCPSTYEEP

)

AQQGRRHQSQRAFRE- EDQSQQQQQDHKVRRFDEGDLIAVPTGVALWMFNDHDTDVVAVSKRDDNQLDQFPRRFNLAGNHEQHEFL
HTQGRRSQSQRPARKS- EDQSQQOMSHEXVHRFDEGDAVPTGVAFWLYNDHDTDVVAVSLTDTNNNDNQLDQFPRRFNLAGNTHQEF
AQQGRRYQSQRPRRE - EDQSQQQM@SH®VHRFNEGDLIAVPTGVAFWLYNDHDTDVVAVSNINDNQLDQFPRRFNGNHEQEFL
AQQGRRHQSQRPHFRR- QDQSQQQQSHKVHRFDEGDLIAVPTGVAFWMYNDHDTDVVAVSLTDTNNNDNQLDSERGRAEQEFL]
AQEGRRYQSQKPSRR/GQDDPSQQ@SH®VHRFDEGDLIAVPTGVAFWMYNDEDTDVVTVTLSDTSSIHNQLDQFPRRRQEQEFL]

RYQQQS--RRRSLPYSPYSPQSQPRQEEREFSPRGQHSRRERAG QERERECE PEFLAQAFQVDDRQIVQNLRGENESEEEGAIVTVK
RYQQQSRQSRRRSLPYSPYSPQSQPRQEEREFSPRGQHSRRERAGEREESEETPEFLEQAFQVDDRQIVQNLRGETESEEEGAR/ TV

RYQQQSRQSRRRSLPYSPYSPHSRPRREEREFRPRGQHSRRERAGGEESETPEFLEQAFQVDDRQIVQNLWGENESEEEGAIVTVR
RYQQQS RRRSLPYSPYSPQTQPKQEDREFSPRGQHGRRERAGQEQENEGGNIFESBAFQVDDRQILQNLRGENESDEQGAIVTVR
RYQQQQG------------ SRP- HYRQISPRVR----- GDEQQEGSNIFSGFAQEFLQHAFQR’QTVENLRGEEIREEQGAIVTVK

GGLRILSPDRKRG-- ADEEEEYDEDEYEYDEE DRRRGRGSRGRGIEETICTASVKKNIGRNRSPDIYNPQAGSLKTANDLNLLI
GGLRILSPDRKRR--- ADEEEEYDEDEYEYDEE DRRRGRGSRGRGIEETICTASAKKNIGRNRSPDIYNRAGSLKTANDLN--LLI
GGLRILSPDGTRG-- ADEEEEYDEDQYEYHEQ DGRRGRGSRG®EEETICTACVKKNIGGNRSPHIYDPQRWFTQNCHDLUNI
GGLRILSPDRKRRQQYERPDEEEEYDEDEYEYDEEERQQDRRRGRESREBGTASFKKNIGRNRSPDIYNPQAGSLKTANELQLNLLI
GGLRILSPDEEDESSRSPPSRREEFDEDRSRPQQR GKYDENRRGXIGIEETICSASVKKNIGRSSNPDIYNPQAGSLRSVNELDRPI

LRWLGLSAE®NLYRNALFVPHYNTNAHSIIYALRGRAHVQVVDSNGNRVYDEELQ¥FEHYNFAVAGKSQSDNFEYVAFKTDSRPNIANFA
LRWLGPSAEGNLYRNALFVAHYNTNAHSIIYRLRGRAHVQVVDSNGNRVYDEELQAGHINFAVAGKSQSENFEYVAFKTDSRPSIANLA
LRWLGLSAEYGNLYRNALFVPHYNTNAHSIIYALRGRAHVQVVDSNOGERMYEGHVLVVPQNFAVAGKSQSENFEYVAFKTDSRPSIANFA
LRWLGLSAEYGNLYRNALFVPHYNTNAHSIIYALRGRAHVQVVDSNGERMBEGHVLVVPQNFAVAGKSQSENFEYVAFKTDSRPSIANLA
LGWLGLSAQHGTIYRNAMFVPHYTLNAHTIVVALNGRAHVQVVDSNIRRWDEGHVLVVPQNFAVAAKAQSENYEYLAFKTDSRPSIANLA

GENSIIDNLPEEVVANSYGLPREQARQLKNNNPFKFFVPPS-QQSLRAIYAL
GENSVIDNLPEEVVANSYGLQREQARQLKNNNPFKFFVPPS-QQSPAra/h 3
GENSFIDNLPEEVVANSYGLPREQARQLKNNNPFKFFVPPF-QQSPAta A 4
GENSFIDNLPEEVVANSYGLPREQARQLKNNNPFKFFVEP@SLRAVAAra h 3/4
GENSIIDNLPEEVVANSYRLPREQARQLKNNNPFKFFVPPFDHQSMR®BVAra h 3

Dabei sind die IgE-Epitope des Ara h 3 auf allen Sequenzen markiediesia
Bereiche durch ihre hohe Homologie auf ihre IgE-Reaktivitat hin suntbt werden
sollten. Ebenfalls markiert ist die Proteaseschnittstelle un8eleich in der Mitte der
Proteine ab AS 113, der uber N-terminale Sequenzierungen und massenspektro-
metrische Analysen ermittelt und mit Patientenseren beaéstdgE-reaktiv erkannt
wurde.

Fur den Aufbau der Membranen waren vor allem die bereits von Radj@hn(1999)
fur das Ara h 3 beschriebenen IgE-Epitope (in Tabelle 20 grauegtjesehr wichtig,
da es sich bei diesen Bereichen zwar um konservierte Sequenzabsicandelt, es
aber durchaus bei den einzelnen Isoformen der Ara h 3/4-Allergen&figige
Unterschiede durch den Austausch einzelner Aminoséuren gibt. An dew kursi
dargestellten Protease-Schnittstelle (ebenfalls grau un)eridigt bei allen Legu-
minosen konserviert vorliegt, folgt die posttranslationale Spaltungrdéeine in saure
N- und basische C-terminale Bereiche, so dass diese nach tten&§par noch durch
die Disulfidbriicke innerhalb der Proteine zusammengehalten werdemt &urde
dieser Bereich ebenfalls als sehr wichtig eingestuft, dadibe3paltung selbst und die
daraus resultierenden Besonderheiten der Leguminosen noch wenig bekannt war.
Die Frage sollte geklart werden, ob und in welchem Umfang dierr@inalen
Untereinheiten der Allergene IgE-Epitope tragen. Auf3erdem sollteddesh N-
terminale Sequenzierungen und Massenspektrogramme bestimmihBerder Mitte
der Proteine ab AS 113 (grau unterlegt mit kursiver Schrift) néhtersucht werden,
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da dieser Bereich IgE-Reaktivitat aufwies, was ebenfalls nocht mieschrieben
worden war. Fir die Synthese wurde zunéachst die Sequenz des3Maals Matrix
verwendet und komplett mit 16er Peptiden im 2er Versatz synthetidig3erdem
wurde die Sequenz des iso-Ara h 3 mit der hdchsten Variabilitathalbeder
Isoformen analog komplett synthetisiert. Die drei anderen Is@formurden dann
entsprechend in Teilen hergestellt, wobei auf die IgE-Epitope, dteren Bereich,

die Protease-Schnittstelle und die C-terminalen Bereichéggagurde. Eine Anzahl
von Kontrollpeptiden, die ein Computerprogramm von Dr. Frey nach dem
Zufallsprinzip  erstellte, wurden zur Bestimmung des Hintergrundas
Negativkontrolle hergestellt. Es wurden jeweils zwei Membraneallphhergestellt,

um gleichwertige Untersuchungen durchfiihren zu kdnnen. Die Peptidkonzentration der
Filter lag bei 257 nmol / cm? Filterflache.
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Abb. 36

Synthese Uberlappender Peptide von Ara h 3/4 (Pepi 1 bis 250, schwarz) und
Ara h 4 (Peptide 305 his 425, schwarz) mit 2er Veasz, sowie von Kontrollpeptiden

(276-304 schwarz unterlegt) fir das Epitopmapping
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Abb. 37

Synthese Uberlappender Peptide von iso-Atta3 (Peptide 1 bis 239, schwarz), Arah 3
(Peptide 266 bis 316, kursiv schwarz) und Gly 1 (pade 329 bis 425, schwarz) mit 2er
Versatz und von Kontrollpeptiden (317-328 schwarz nterlegt) fur das Epitop-

mapping

Beschriftung der Achsen, Schnittflache (grau), Auflder Filter Il und IV
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Die Auswertung der Filter nach der Inkubation mit den monoklonalerk@mpern

oder den Patientenseren erfolgte durch visuellen Abgleich des.Spit die Aus-
wertung dieses Screening-Verfahrens nach Reaktionsintensitde wune zweistufige
Farbkodierung gewahlt.

Dabei galten die Peptide mit einer Markierung in mittelgrksutiber dem Hintergrund
liegend und wurden fir die Auswertung ebenso herangezogen, wie diantea
Peptide, die mit dunkelgraueBchattierungen markiert wurden. Diese markierten die
als Hauptepitope angesehenen Sequenzbereiche. Zusatzliche Kontrollen der
Farbereaktion wurden auf den Filtern durchgefiihrt. Dabei wurdefilthe jeweils im
Wechsel mit monoklonalen Antikérpern und ZweitantikorperMaus 1gG) sowie
Patientenserum und Zweitantikdrpeo-luman IgE) untersucht, um Wechsel-
wirkungen untereinander auszuschlieen. Aul3erdem wurde das Serum I6AB) a
Negativkontrolle eingesetzt. Zusatzlich wurde eine Kontrolle nmih deonoklonalen
Antikbrper Pn-t @-Ara h 1) durchgefihrt, der in den immunologischen
Voruntersuchungen keine Bindung an Ara h 3/4 und Isoformen zeigte. Diese
Kontrollen zeigten lediglich Hintergrundfarbung, die bei der Ausweriaingezogen
wurde.

3.2.2 Bestimmung der Epitope von monoklonalen Antikdrpern

Zunachst sollten die Epitope des monoklonalen Antikorpers PEI-7B2, der die
Erdnussallergene Ara h 3/4 und zwei Isoformen (Gly 1 und Ara h dktdeat, genau
bestimmt werden. Auffallig war, dass die N-terminale Untdreit von iso-Ara h 3 in

der 2D-PAGE immer nur in den Randbereichen des Spots markiert Wianddiesem
Hintergrund waren die Fragen zu klaren, welche Epitope generell vierB2Eauf den
einzelnen Sequenzen erkannt werden und ob es sich dabei um lineare
Sequenzabschnitte handelt. Die folgende Abb. 38 zeigt die Detektion emRepiae

von Ara h 3/4 und Isoformen auf den Filtern Il und IV mit PEI-7B2. grn@phische
Auswertung Abb. 69 wird im Anhang gezeigt.
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Abb. 38 Epitopmapping mit dem mAK PEI-7B2 (gege Ara h 3/4), Farbung der Filter Il und IV

Schon bei einem ersten Vergleich der Filter in Abb. 38 fiel auf das Hauptepitop
dieses monoklonalen Antikorpers auf der Sequenz von Ara h 4 (Filtexpiide 342-
347, schwarz) lag. In dem folgenden Bild soll schematisch dargestetien, wie aus
den gefundenen Peptiden das Epitop bestimmt wurde.
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=Peptid342 RQ SRRRSLPY SPYSPH
=Peptid343 SRRRSLPY SPYSPH SR
< .Peptid344 RRSLPY SPYSPH SRPR
giPeptid?AS SLPY SPYSPH SRPRR E
EPeptid346 PY SPYSPH SRPRR EER
=Peptid347 SPYSPH SRPRR EEREF

Der ubereinstimmende Sequenzbereich (AS 195-220) aller dunkelgrau nearkie
Peptide (Filter 1l, Peptide 342-347) ergab die unterstrichene Se@RW3PH als
Hauptepitop von PEI-7B2. Diese Sequenz findet sich in Teilen bei dennsofokra

h 3/4 (AS 186-209) und iso-Ara h 3 (AS 193-210) und zeigte hier eine deutlich

geringere Antikdrperbindung. Die flankierenden homologen Aminosauren sgreun
markiert.

Peptid93 FLRYQQQ SRRR SL PYS
Peptid94 RYQQQ SRRR SL PYS PS

% Peptid 95 000 SRRR SL PYS PSP Q

£ Peptid 96 Q SRRR SL PYS PSP QPK
Peptid 97 RRR SL PYS PSP QPKQE

Die schwachere Farbung des Peptids 93 verdeutlicht, dass die folyenmaasaure P
fur die Antikdrperbindung wichtig ist.

Peptid97 QQQG SR PHY RQI SPR V

Iso-Ara
h3

Peptid 98 QG SR PHY RQI SPR VRG

Die Reaktivitdt des iso-Ara h 3 ist geringer als bei Ara h Bi# Peptide der
homologen Sequenzen von Ara h 3 und Gly 1 wurden nicht synthetisiert.

Weiterhin sollten die Bindungsstellen des monoklonalen Antikorpers RgengAra h
3/4 und Isoformen bestimmt werden. In der folgenden Abb. 39 wird die sehcleutl
Farbung dieses mAKs gezeigt, dessen graphische Auswertung iAbbde 70 im
Anhangdargestellt wird.
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Abb. 39 Epitopmapping mit dem mAK Pn-x (gegen Aréh 3/4), Farbung der Filter 1l und IV
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Bei einem ersten Vergleich der Filter in Abb. 39 fallt auf, diess Hauptepitop dieses
monoklonalen Antikorpers auf den Sequenzen von Ara h 3/4, Ara h 4 (Filaptide
143-148, schwarz und 389-394, schwarz), Ara h 3 und Gly 1 (Filter IV, P&8itie
297, kursiv und 393-398, schwarz) lag. In dem folgenden Bild soll sclesimati
dargestellt werden, wie aus den gefundenen Peptiden das Epitop lestingi®. Die
flankierenden homologen Aminoséauren sind grau markiert.

=Peptid143 RKRRQQYERP DEEEEY
.Peptid144 RRQQYERP DEEEEY DE
= iPeptid145 QQYERP DEEEEY DEDE
EEPeptldMG YERP DEEEEY DED EYE
=Peptid147 RP DEEEEY DED EYEYD
.Peptid148 DEEEEY DED EYEYDEE

.Peptid389 LSPDGTRGA EEEEYD

-Peptid390 PDGTRGA EEEEYD ED

=Peptid 391 GTRGA

= Peptid 392 RGA
. Peptid 393 A

-Peptid394 EEEEYD ED QYEYHEQD

EEEEYD ED QY
EEEEYD ED QYEY

Arah 4
U U U U O

EEEEYD ED QYEYHE

-Peptid292 LSPDRKRRA EEEEYD

=Peptid293 PDRKRRA EEEEYD ED

=Peptid 294 RKRRA

- Peptid 295 RRA
- Peptid 296 A

=Peptid297 EEEEYD ED EYEYDEED

EEEEYD EDEY
EEEEYD ED EYEY

Arah 3
U U U U ©

EEEEYD ED EYEYDE

=Peptid393 LSPDRKRGA DEEEEYD

.Peptid394 PDRKRGA DEEEEYD ED
HiPeptidSQS RKRGA DEEEEYD EDEY
gEPeptldSQG RGA DEEEEYD ED EYEY

=Peptid397 A DEEEEYD ED EYEYDE

.Peptid398 EEEEYD ED EYEYDEED

Somit konnte die SequenZHBEEY D als Hauptepitop der Isoformen Ara h 3/4, Ara h
3, Ara h 4 und Gly 1 bestimmt werden. Diese Sequenz liel3 sich numgbedif das
iso-Ara h 3 Ubertragen, das eine deutlich schwéachere Reaktivitdtdbeiufeinander-
folgenden Peptiden zeigte. Hier ergab sich ein Epitopbereich mit DENRR.

| |Peptid144 DRSRPQQRGKY DENRR
.
$20 Pepid14s  SRPQQRGKY DENRR G Y
o
2 Peptid 146 PQQRGKY DENRR G YKN

Bei der Farbung mit Pn-x waren weitere Bereiche mit sches@r Reaktivitat gezeigt
worden, die nicht weiter verfolgt wurden.
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3.2.3 Bestimmung der IgE-Epitope von Patientenseren

Um eine Charakterisierung der Patientenseren mit allerorteeh von Ara h 3/4
vornehmen zu koénnen wurden zwei Patientenseren (JG3 und CAT) getestet. In d
folgenden Abb. 40 wird die Farbung der Filter mit JG3 gezeigt,ndgraphische
Auswertung in Abb. 71 im Anhang dargestellt ist.
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Abb. 40 Epitopmapping mit dem Patientenserum JG3Farbung der Filter | und 111

In der Abb. 40 ist die IgE-Bindung von dem Patientenserum JG3 dargesSelist
deutlich erkennbar, dass die Bindung der Patientenseren eine schnéialocheg als die
der monoklonalen Antikorper ergab. Die Auswertung wird in Tab. 18 zusammten m
dem Patientenserum CAT dargestellt.

Das Patientenserum CAT aus dem FAREDAT-Projekt wurde ebegéibstet. Dieses
zeigte im Unterschied zu JG3 IgE-Reaktivitdt im Immunoblot auchdea C-
terminalen Untereinheiten von Ara h 3/4 und Isoformen. Daher sollteAlit vor
allem die IgE-reaktiven Epitope der C-terminalen Untereinhdiestimmt werden.
AulRerdem wurde Uberprift, ob und welche linearen Epitope von diesem zhsstzli
Patientenserum erkannt werden. Die Filter sind in der Abb. 41 und (bigphe
Auswertung ist in der Abb. 72 im Anhang dargestellt.
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Abb. 41 Epitopmapping mit dem Patientenserum CAT Farbung des Filter Il und IV

In der Abb. 41 fiel auf, dass eine ganz andere Verteilung der Epitopdidsem
Patientenserum im Vergleich zu JG3 zu finden war. Die Auswgrtuind in der
Tabelle 18 fur beide Patientenseren zusammengefasst.

93



Ergebnisse

Tab. 18 Ubersicht der detektierten Peptide der Patiesstesn JG3 und CAT mit den
Aminosauresequenzen der Isoformen, der Reaktiritéine Reaktivitat, + schwache und ++
starke Reaktivitat) und der Angdee wichtigsten Aminosauren fur die Bindung der-IgE

Antikérper
. . . . Reak-
. Aminosauren Antikdrper-bindender Bereich
Peptide ) ) tivitdten der
Nr. Allergen JG3/ (schwarz von beiden Patientenseren, )
JG3 /CAT ) ) beiden PS
CAT grau nur von einem PS detektiert)
JG3 /CAT
Ara h 3/4 21, 23-28 42-71 EFECAGVALSRVLRRNALRRPFYSNAPQE - +
1 Gly1 343 41-70 NNQEFEAGVALSRV - -
Iso-Arah 3 22-28 43-70 FQCAGVALSRVLRRNALRRPFYSNAPL - +
Ara h 3/4 45,4752 90-119 STYEEFAQQGRROS®RFPPRFFQGQDSQQ
ra + +
48-50 90-119 -
Gly1 346 96-109 AQQG SRAPRRFEGED
+ ++
Y 346-348 96-113 QRERAQSRAPRE
2 Arah 4 307-312 94-115 EPAQQGRROS@®FPRR.QEE)S
ra QQGRRQ + +
308-311 94-115 -
Arah 3 276-278 92112 HTQGRBQS®PPRR.QGED
ra QGRB ++ +
276 92-107 QS@FERF
Iso-Ara h 3 48-51 95-116 PACEGRR QS®PSRRFQVGQD
so-Ara + ++
48-51 95-116 CRIVQSQESRR
Ara h 3/4 92:98 184-201 QEFLRYQQQSRRI. PYSPSRPKQEDR
ra + ++
93-94 186-201
105-106 200-217
Ara h 3/4 DREFSPROQHGRRRAGQ + +
105-106 200-217 - -
3| Aah4 336-344, 346 162-218 HEQEFLRYQQQSESRRRS PYSPY SPHSRPREER
ra + ++
337-343, 346 184-218 - T
349-354 209-236
Arah 4 PHSRPRREIREFRRPRGHSRRERAGQ ++ +
351, 353-354 213-236 - - -
Iso-Arah 3 9 195-210 EFLRYQOQGRPHYRI SPRVRG®EQENE
so-Ara + +
94-95, 97-99 195-210 - -
Ara h 3/4 136-140 275-298 RILSPDRKRRQQYERP - +
Gly 1 388-389 276-293 IVTVKGGLRILSPIRKRG - +
4
Arah3 289 279-294 RGGLRILSPIRKRRAD - +
Iso-Ara h 3 130 255-270 IVTVKGGLRILSPLEE - -
154-159 311-336
Ara h 3/4 YDEEERQDQRRRGRGSRGSGMGI + +
155-158 313-334
402-406 306-327
Gly 1 EYEYDEBDRRRGRGSRGRGHEI ++ |+t
402-406 306-327
398-402 306-330
5 Arah 4 QYEYHEDGRRGRGSRGGGNEI + +
401 300-315
301-305 303-326
Arah 3 EYEYDEBRRRGRGSRGRGIEGI ++ ++
302-305 305-326
144-147 285-306
Iso-Arah 3 DRSPQ@RAYDENRREKNGI + +
144-147 285-306 -
Arah 3/4 166-169 335-356 ETICTASFKKNIGRNR$DIYN - +
6 Gly1 414 328-343 TICTASVKKNGRNRS - +
Arah 4 415-419 340-363 1G GNRSPHIYDPQRWFTQNCHDLN - +
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Arah3 313 327-346 TICTASAKKNGRNRS - +

° Iso-Ara h 3 156 311-326 TICSASVKKNIGRSSN
Ara h 3/4 181-187 365-392 KTANEL@NLLIL RWLGBAEYGNLYRNAL | - +
Gly 1 423-425 363-382 KTANNLLIL RWLGBAEY - +
! Arah 4 424-425 359-375 NCHIRNLLIL RWLGBAE S
Iso-Ara h 3 169-174 335-360 LDLPIL GWLGSAQHGTIYRNA - +

In der Tab. 18 wird gezeigt, dass beide Patientenseren insgesanahdrzu identische
IgE-reaktive Bereiche erkannten und das Patientenserum CAT evaiter IgE-
reaktive Bereiche detektierte.

Im Vergleich zu den Bindungsstellen der monoklonalen Antikdrper sind giie |
Epitope gréRRer, d. h. sie umfassen eine langere Aminosauresequers.iaesn dem
IgE-reaktiven Bereich 3 besonders deutlich. So zeigten die Peptide 336-343)d346
349-354 fur das Ara h 4 IgE-Reaktivitaten an, also in einem Bereich von 52
Aminosauren.

Das Patientenserum JG3 zeigte drei IgE-reaktive Bereichejnderhalb der N-
terminalen Untereinheiten der Isoformen lagen. Die mit demerahserum CAT
zusatzlich detektierten Bereiche lagen je zur Halfte aufMleund C-terminalen
Untereinheit der Isoformen, so dass es insgesamt eine gleigemd&iteilung Uber
die gesamte Sequenz von Ara h 3/4 und Isoformen zeigte.

In den Epitopen 1 (AS: 41-71), 2 (AS: 90-119), 3 (AS: 182-236), 5 (AS328%und

7 (AS: 335-392) wurden jeweils alle Isoformen erkannt, wahrend sich ikpgiespen

4 (AS: 255-298) und 6 (AS: 311-363) das iso-Ara h 3 nicht detektieren liel3.

Mit einem weiteren Patientenserum TVJ konnten die sieben IgE-reaktiveitlBedes
Patientenserums CAT verteilt Gber die gesamte Sequenz von Adaund@isoformen
bestétigt werden (Daten nicht gezeigt). Damit konnte fir dier@ibalen Unter-
einheiten eindeutig gezeigt werden, dass diese IgE-reaktive Epitopeemnthalt

3.3 Charakterisierung der Erdnussallergene nacln vitro Simulation des
menschlichen Gastrointestinaltraktes

Fur die Charakterisierung der Erdnussallergene sollte iaingtro Simulation des
menschlichen Gastrointestinaltraktes durchgefuhrt werden, um die Ewaklaren, in
welcher Form die Erdnussallergene vom Darmepithel aufgenommen rwerde
AulRerdem sollte Uberprift werden, ob bei der Passage durch den Karpergieich-

barer Zerfall der Allergene in ihre N- und C-terminalen Untdreiten beobachtet
werden kann. Zusatzlich galt es die Frage zu klaren, ob die fualdbechemische
Extraktion beschriebenen Proportionen von 90 % hochmolekularen Komplexen zu 10
% niedermolekularen Erdnussproteinen auch beiimevitro Simulation gefunden
werden kdnnen und ob diese eine Rolle bei der Allergenaufnahme spielen kénnten.

Vor Beginn der eigentlichen Passage durch den Gastrointestitalirurde den
Versuchspersonen Speichel abgenommen, um mdogliche Variabilititesthewi
verschiedenen Versuchspersonen aufzudecken. Damit konnte eine gtpchars-
gangsbasis fur den folgenden Versuch geschaffen werden. Dazueingd@N-PAGE
durchgefuhrt, die die native Zusammensetzung der Speichelprobélltiamnd damit
einen Uberblick tber die Speichelproteine vor dem folgenden ExperimenDgsses
wird in der folgenden Abb. 4@ezeigt.
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Abb. 42 Vergleich von Speichelproteinen im BN-PAGE-Gel zuDarstellung
der Variabilitat bei verschiedenen Probanden viodem geplanten
Experiment
10 % BN-PAGE, 10 pg Speichel, Silber-Farbung
1, 7:AB vor Kauvorgang2: AB nach Kauvorgand3, 8: AP; 4: WMB;
5:SF;6: KL; 9: AK; 10: SM

Bei der ersten Versuchsdurchfihrung (Abb. 42, Bahn 1 und 2) wurde zuséataiith
eine halbe Stunde nach dem Kauvorgang eine Speichelprobe untersuchheom e
Vergleich zu erhalten, ob durch die Erdnussextraktion eine Verarmgdasnnormalen
Milieus im Mundraum erreicht wird. Da lediglich eine Intensitatstg&kung der
bereits vorhandenen Proteinbanden, aber keine qualitative VerandariéiyPAGE-
Gel in der Proteinzusammensetzung erkennbar war, wurde dieseolioibiei den
weiteren Versuchen nicht mehr durchgefiihrt werden. AulRerdem ofteleine
geringfugige Variabilitdt der Bandenintensitaten auf, da in dem@&a 1, 2 und 7
sowie 3 und 8 jeweils Speichelproben einer Versuchsperson aufgeieden, die zu
unterschiedlichen Zeitpunkten vor der Versuchsdurchfihrung abgenommen worden
waren.

3.3.1 Untersuchung der Passage von gergsteten Erdniissen

Zunachst wurde die Passage der Erdnussallergene durch den menschlistien Ga
intestinaltrakt mit natur gerosteten Erdnissen parallel zu detabor Ublichen
Extraktionsmethode mit verschiedenen Probanden simuliert und vergliDiadyei

sollte die Frage geklart werden, ob eine gleichmafiige Allexgekéion allein durch

den Kauprozess erfolgen kann oder ob es individuelle Unterschiede zwischen
verschiedenen Versuchspersonen gibt, die fur die Entstehung von Alleetpgant

sein konnten. Dazu wurden eine BN-PAGE und eine reduzierende SDS-PAG&M
direkt nach dem Kauen abgenommenen Erdnussprotein enthaltenden Speichel-Probe
der einzelnen Probanden durchgefiihrt, um die einzelnen Erdnussallergenemin ihr
noch weitgehend nativen Aufbau und nach Zerfall in ihre Untereinheitefeiokiend
darstellen zu konnen.
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Abb. 43Vergleich von Erdnussextrakten der verschiedenen ¢auten Proben im
BN-PAGE-Gel
10 % BN-PAGE mit Extrakten (EEx-gek), Probenkgezl5 pg/cm, Coomassie-
FarbungBahnen 1-5natur gerdstete Erdniisse von folgenden
Versuchspersonen gekaut (AB, AP, WMB, SF, K&:)Erdnuss gekocht (AB),
7: Erdnuss fritiert (AB)8: Erdnussbutter (APY: Erdnuss Snickers-Riegel
(AK), 10: Erdnuss Peanut-Cracker (SM)
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Abb. 44 Vergleich von Erdnussextrakten der verscleidenen gekauten Proben im
SDS-Gel

12 % SDS-PAGE mit Extrakten (EEx-gek), Probenkga4.5 pg/cm,
Coomassie-Farbungahnen 1-5natur gerdstete Erdniisse von
folgenden Versuchspersonen gekaut (AB, AP, WMRB, I35, 6: Erdnuss
gekocht (AB),7: Erdnuss fritiert (AB)8: Erdnussbutter (AP®: Erdnuss
Snickers-Riegel (AK)10: Erdnuss Peanut-Cracker (SM)

Die Abb. 43 und 44 zeigen zum Vergleich alle gekauten Erdnussprodukte neben-
einander in der BN-PAGE bzw. in der reduzierenden SDS-PAGE. Schderbersten
mechanischen Zerkleinerung der Erdntsse durch das Kauen wurdehdeldls es
neben einer weitgehend gleichen Extraktion individuelle Unterschiredier Kon-
zentration der einzelnen Erdnussproteine gab (Abb. 43). In den Bahneh Winiden
jeweils natur gertstete Erdniisse gekaut, wobei alle beschrieBamelen (s. auch
3.1.1) der Majorallergene Ara h 1 (SDS-PAGE bei 65 kDa), Ara h 2 (Diogpae <20

kDa), Ara h 3/4 und Isoformen (12, 25, 30-45 kDa) und Ara h 6 (14 kDa) in
unterschiedlicher Konzentration vorhanden waren. Dieses Ergebnis wutrd#em
spezifischen Antikérpern (Pn-t (Ara h 1), MAP 3 (Ara h 2), PER{Bra h 3/4 und
Isoformen) sowiea-Ara h 6) immunologisch detektiert und konnte auch bei den
anderen Kauproben mit verarbeiteten Erdniissen und Erdnussprodukten gefunden
werden.
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Um einen Vergleich bezuglich der IgE-Reaktivitat zu erhaltendevein Immunoblot
der SDS-PAGE aus Abb. 44 mit einem Poolserum aus JG3, CAT und ORyefirart

und uber die Chemilumineszenz nachgewiesen, um neben den Erdnussallergemen A
1, Ara h 2 und Ara h 6 auch die Untereinheiten der Allergene Ard briél Isoformen
bestimmen zu kdnnen.
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Abb. 45Vergleich von Erdnussextrakten der verschiedenen gauten Proben aus Abb. 44
im Immunoblot mittels eines Patientenpoolserum (JG3/ CAT/ OB) und
Chemilumineszenzdetektion
12 % SDS-PAGE mit Extrakten (EEx-gek), Prolm ik je 15 pg/cm
Bahnen 1-5natur gerdstete Erdniisse von folgenden Versucbmpen gekaut
(AB, AP, WMB, SF, KL),6: Erdnuss gekocht (ABY,: Erdnuss fritiert (AB),
8:Erdnussbutter (APY: Erdnuss Snickers-Riegel (AK)Q: Erdnuss Peanut-
Cracker (SM)

In der Abb. 45 wird gezeigt, dass alle Allergene und Allergenuntesgen, die in der
Abb. 44 erkennbar waren, auch IgE-reaktiv sind. Darlber hinaus wurden zhsitzli
Banden oberhalb von 97 kDa identifiziert, die nach der Reaktivitat mitroheKs PEI-
7B2 und Pn-t vermutlich durch eine Dimerisierung der Glycininea (Ar3/4 und
Isoformen) oder des Vicilins (Ara h 1) entstanden sind. Bei dembesteten Produkt,
den Peanut-Crackern, ist eine erhebliche Zunahme an IgE-Reakdivit@rzeichnen,
was durch die Uberstrahlung in dieser Bahn 10 deutlich wird. Die Exinakbn
Erdnussproteinen durch die mechanische Zerkleinerung beim Kauen und die
enzymatische Bearbeitung der Proteine durch den Speichel fuhrieern gleichen
Bandenmuster wie bei den laborchemisch hergestellten ErdnussextEikteiirekter
Einfluss von Speichel konnte somit nicht gefunden werden.

Als Folge dieser ersten Gegenuberstellung von verschiedenen Erdraldsexnach
dem Kauvorgang sollte nun mit Hilfe der zweidimensionalen Gelelgorese Uber-
pruft werden, ob sich auch die weitere Auftrennung der Allergewleder Zerfall der
Ara h 3/4-Isoformen analog den laborchemischen Extraktionsverfahren verhalt.
Dazu wurden die Proteine des Extraktes (EEx-gek) zunéchst Ubesodiekirische
Fokussierung nach ihren isoelektrischen Punkten separiert und ansiglie3enden
LDS-PAGE nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt.
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Abb. 462D-PAGE des Erdnussextraktes einer gekauten Prob&B)
zur Darstellung der Erdnussallergene aus natugerésteten Nissen
IEF im pH-Gradienten von pH 4-7,
LDS-PAGE auf 4-20 % Tris-Glycin-Gel, Coomassiebtiirg

Direkt nach dem Kauen lie3en sich in der 2D-PAGE (Abb. 46) die gleiéliergene

und Allergenuntereinheiten finden, wie in dem laborchemisch hergest@&hdnuss-
extrakt (s. 3.1.2.4, Abb. 19). Auch hier konnten die strichférmigen Bandeé0 béda

als Ara h 1, die sauren Proteine zwischen 30 und 42 kDa als hhadem
Untereinheiten von Ara h 3/4 und Isoformen und die dazugehodrenden basischen
Proteine bei 28 kDa als die C-terminalen Untereinheiten ebenso gefwedden wie

die Ansammlung von Spots unterhalb von 20 kDa aus Ara h 2 und Ara h 6. Auch die
Proportionen aus 90 % hochmolekularen Komplexen zu 10 % niedermolekularen
Proteinen scheinen weitestgehend gleichgeblieben zu sein bei gegelbeiféentp

Im weiteren Versuchsverlauf der simulierten Passage durch derchtfielnsn Gastro-
intestinaltrakt wurde die biochemische Zerkleinerung der Erdnusspratancd die
Inkubation mit einem Magensaftaquivalent (Enzynorm) bei einem m@f-Won 2
untersucht. Nach dem Neutralisieren folgte die Inkubation mitneifankreas-
saftaquivalent (Kreon) bei einem pH-Wert von 7. Proben wurden nazh3lund 24
Stunden genommen. Dabei sollten dann die Fragen geklart werdenngeesiah die

in der BN-PAGE gefundenen hochmolekularen Proteinkomplexe wéhrend dsiVer
ungsprozesses nachweisen lassen und wann bzw. wodurch diese zersdgnt we
AulRerdem sollte Uberprift werden, ob die bereits beim Kauen aetiyetn indivi-
duellen Unterschiede in der Allergenextraktion Gber den gesamisndhehinweg zu
verfolgen sind oder sich durch die Inkubation mit Magensaft bzw. Paskfeas
aufheben.

Dazu wurde zunachst mit der BN-PAGE verfolgt, ob die hochmolekulareteifrr
komplexe wahrend der simulierten Passage durch den Gastrointeskinatnalten
bleiben oder ob und wann diese zersetzt werden. Der Versuchsaufbaujeweie

mit den vier Proben durchgefihrt:

1. Uberstand Erdnussextrakt gekaut aufgenommen in Aqua bidg®). (H

2. Uberstand Erdnussextrakt gekaut aufgenommen in Probenpuffer (PP)
3. Matrix Erdnussextrakt gekaut aufgenommen in Aqua bidesR)(H

4. Matrix Erdnussextrakt gekaut aufgenommen in Probenpuffer (PP)
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Die Aliquots wurden nach 1 Stunde (1-4), 2 Stunden (1a-4a), 3 Stunden (1b-4b) und 24
Stunden (1c-4c) entnommen. Die Abb. 47 und 48 zeigen die BN-PAGE nach der
Inkubation mit Enzynorm und Kreon fir die Versuchsperson AB.

(Die Probe 1 fehlte in diesem Fall, da die Proteinkonzentration hafiberder
Nachweisgrenze mit der Coomassie-Farbung lag.)

1F 2 3r 24t
kDa
150
100 —
50—
2 3 4 2a Ja 4a b 3b b 2e 3¢ 4
Abb. 47Vergleichende BN-PAGE des Verdaus mit Enzynorm (ABxur
Darstellung der Erdnussallergene von natur gerésten Erdniissen
BN-PAGE auf 8 % ProSieve-Gel, Coomassie-Hégbu
Probennahme nach 1 h (2-4), nach 2 h (2a-4a) 8 h (2b-4b)
und nach 24 h (2c-4c) 1. Uberstand EEx-gek @ H. Uberstand
EEx-gek in PP, 3. Matrix EEx-gek in@, 4. Matrix EEx-gek in PP
1lh 2 3h 24 h
kDa
150
100
50—

1~

3 il 2a 3a 44 20 3 4b 2 3¢ de

Abb. 48Vergleichende BN-PAGE des Verdaus mit Kreon (AB) zu
Darstellung der Erdnussallergene von natur grdsteten Erdnissen
BN-PAGE auf 8 % ProSieve-Gel, Coomassie-Fégbu
Probennahme nach 1 h (2-4), nach 2 h (2a-4aj 8 h (2b-4b)
und nach 24 h (2c-4c) 1. Uberstand EEx-gek @ H. Uberstand
EEx-gek in PP, 3. Matrix EEx-gek in®, 4. Matrix EEx-gek in PP

Besonders deutlich ist in den Abb. 47 und 48 zu erkennen, dass auch nach 24stindiger
Inkubation mit dem Magensaftaquivalent immer noch hochmolekulare Prateine
messbaren Bereich vorlagen und sogar immer noch eine Freisetzurijlergenen

aus der Matrix des Kaugutes (Bahnen 3 und 4) stattfand. Dieses kbang® élr den
Verdau mit Pankreassaftaquivalent gezeigt werden. Interessaigetiel’ sich mit der
BN-PAGE und immunologischen Nachweisen eindrucksvoll bestatigen, dass di
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Allergene Ara h 1 und Ara h 3/4 in hochmolekularen Komplexen von tber 200 kDa
vorliegen und wahrend der Passage durch den menschlichen Gastrointastinalt
erhalten blieben. Trotz der fortwdhrenden Verdauung und des Aufsebluder
Erdnisse in kleinere Bruchstlicke der Allergene, waren auch nachuradeStsowohl

mit Enzynorm als auch mit Kreon noch hochmolekulare Proteinkomplexe nachweisbar.
Neben der BN-PAGE wurde der gesamte Verdauprozess auch mit delinzen-
sionalen Elektrophorese verfolgt, um den Zerfall der Erdnussallergené 8/4 und
Isoformen zu untersuchen. Dazu wurden die Probe 3 nach 3stindiger Inkubation mit
Magensaft bzw. nach 24stindiger Inkubation mit Pankreassaft gewaihigrdwieder

eine hohe Proteinkonzentration nachweisbar war. Diese Proben wurden dann
zweidimensional mittels IEF und anschlieRender LDS-PAGE aufgetrennt.

pl 4.0 7.0 kDaP! 410 7TO

1;?5‘ o 1 148—

148—W 0

50—

60 - 42 —

42 —' - 10

30 —™ r . " 22

22 = 17

17 W

Abb. 49 2D-PAGE des Erdnussextraktes einer  Abb. 50 2DPAGE des Erdnussextraktes einer

gekauten Probe (AB) nach 3 h Inkubatio gekauten Probe (AB) nach 24 h
mit Enzynorm Inkubation mit Kreon
IEF im pH-Gradienten von 4-7, IEF itd{®Gradienten von 4-7,
LDS-PAGE auf 4-20 % Tris-Glycin-Gel LDS-PAGE auf 4-20 % Tris-Glycin-Gel
Coomassie-Farbung Coomassie-Farbung

In den Abb. 49 und 50 der 2D-PAGE konnte gezeigt werden, dass auclderach
3stundigen Inkubation mit Magensaft noch eindeutig eine Bande bei 60%kBaaah

1, die sauren Proteine bei 42-45 kDa als N-terminale Untereenhein Ara h 3/4 und
Isoformen und die dazugehdrenden basischen Proteine bei 28 kDatalwile
Untereinheiten nachzuweisen waren. Unterhalb von 20 kDa waren keins Spot
nachweisbar, so dass Ara h 2 und Ara h 6 (auch nach Einsatz von p#&Ks)
gefunden wurden. Nach der 24stindigen Inkubation mit Pankreassaft lieRBamusi
noch die C-terminalen Untereinheiten von Ara h 3/4 und Isoformen eigdeut
nachweisen. Unterhalb von 20 kDa waren nun neue Spots erkennbar. Es konnten weder
die N-terminalen Bereiche von Ara h 3/4 und Isoformen noch Ara h Geimbzw.
immunologisch nachgewiesen werden.

Um eine Kontrolle zu erhalten, ob es durch die Inkubation bei 37 °C oder dé&/epH
von 2,0 bereits zu Veranderungen in der Proteinzusammensetzung komnmen ka
wurde laborchemisch hergestellter Erdnussextrakt mit Aqua bidestSadzsaure (pH
2,0) versetzt und unter leichtem Schitteln bis zu 24 h parallel inkubadsei konnte
weder eine Degradation der hochmolekularen Proteinkomplexe noch eisetdtneg

von Allergenen gefunden werden.

Zusatzlich wurde uberpruft, ob durch Zugabe von Gallenséuren diludsirauf die
Proteinkomplexe oder die Freisetzung von Allergenen erkennbar wird.iAgddsem

Fall konnte kein Unterschied in der Proteinzusammensetzung oder eieraAdlauf

des Verdaus gefunden werden (Daten nicht gezeigt).
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Zusatzlich zu den Gelelektrophoresen wurden die Proteinkonzentrationsinzédnen
Proben bestimmt, um mogliche Anderungen durch den Verdau zu erfassen. Di
Probennahme der I6slichen Proteinen erfolgte immer direkt aus destéisEn, die
durch die Inkubation mit Aqua bidest. oder Enzynorm bzw. Kreon gebildetewur
Nach dem Ende des jeweiligen Versuchs wurde die Proteinkonzemtfét alle
Proben gleichzeitig bestimmt.

Enzynorm Erdnuss natur

20000

18000 1

16000

14000 -

12000 -

10000 +

8000

6000 -

Konzentration in pg/ml

4000 -

2000 A

il

Abb. 51Diagramm zum Vergleich der Proteinkonzentrationen matur gerdsteten Erdniissen
nach Verdau mit Magensaft (Enzyndonte). Vergleich der EEx-Proben von finf Verssich
personen (Saulen unterschiedlich gemustert), Rraiene nach 1 h (Proben 1-4), 2 h (1a-4a),
3 h (1b-4b) und 24 h (1c-4c) 1. Uberstand EExige#,;0, 2. Uberstand EEx-gek in PP, 3.
Matrix EEx-gek in HO, 4. Matrix EEx-gek in PP

Kreon Erdnuss natur

Konzentration in pg/ml

"'i!ﬂrl
4b 1c 2c

Abb. 52Diagramm zum Vergleich der Proteinkonzentrationen matur gerdsteten Erdniissen
nach Verdau mit Pankreassaft (Kreon 25000). Vaiglder EEx-Proben von finf Versuchs
personen (Saulen unterschiedlich gemustert), Braiane nach 1 h (Proben 1-4), 2 h (1a-4a),
3 h (1b-4b) und 24 h (1c-4c) 1. Uberstand EExigdhk,O, 2. Uberstand EEx-gek in PP, 3.
Matrix EEx-gek in HO, 4. Matrix EEx-gek in PP
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Die Proteinkonzentrationen der Extrakte aus natur gerdsteten Erdndigsean funf
Versuchspersonen gekaut worden waren, sind in den Diagrammen (Abb. 51 und 52) fur
den Verdau mit Enzynorm bzw. Kreon gezeigt. Insgesamt wurdegé&iehmaiige
Proteinextraktion gefunden, aber auch individuelle Unterschiede iKaterentration
einzelner Proteine sichtbar. Es liel3 sich eine vergleichbare ieshe Proteinen wie

bei der laborchemischen Extraktionsmethode gewinnen. So betrugemrti@thisse

von Ara h 1 und Ara h 3/4 mit Isoformen zu den anderen Allergenam 2&; Ara h 5,

Ara h 6, Ara h 7 und Ara h 8 wieder ca. 90 % zu 10 %. Somit konnte gyemsiden,

dass die Extraktion mittels Gelfiltration und die Extraktion von Ergipieteinen durch

die mechanische Zerkleinerung beim Kauen vergleichbar sind.tDeniauch eine
wichtige Frage beantwortet, denn die Proportionen der Erdnussallezgemander

sind unabhangig von der Extraktionsart immer ca. 90 % zu 10 %, bei gegebenem
neutralem pH-Wert.

Durch die Ergebnisse der gastrointestinalen und laborchemischektiexiea waren

alle bisherigen Immunoblotanalysen und N-terminalen Sequenzierueg&ndelnen
Allergene und ihrer Untereinheiten vergleichbar. Auch die Lektinbinelurigieben

bei den durch biologische Abbauprozesse gewonnenen Allergenen mit denen der
biochemischen Extraktionen vergleichbar, so dass auch hier von Glykogjea bei

Ara h 1, iso-Ara h 3 und Gly 1 ausgegangen werden konnte. Fir die msEdigmen

von Ara h 3/4 konnten erneut keine Hinweise auf mdgliche Glykostrukturendgst
werden.

3.3.2 Untersuchung der Passage von keimfahigen gekochten und fritierten
Erdnissen

Wahrend dieser Arbeit war die Frage aufgeworfen worden, inwiglgeiRostprozess
der Erdniusse einen Einfluss auf die Allergenitdt und moglichervarisd auf die
Konzentration der einzelnen Allergene zueinander ausuben konnte (@huaslg
2003). Keimfahige Erdnusse, die nach der Ernte direkt als Samemeiféren Feldbau
verwendet werden kdnnten, wurden auf ihre einzelnen Proteine hin untersuctie U
Passage durch den menschlichen Gastrointestinaltrakt darstelldgmmzen, mussten
diese keimfahigen Erdnisse fir den menschlichen Verzehr wenigbtshegt
geeignet sein. Sie wurden in Wasser gekocht oder aber in Erdnussal fritisie, ume
es im asiatischen Raum ublich ist, zu bearbeiten. Damit soBetingungen
geschaffen werden, um kulturelle Unterschiede in der Nahrungsawgnadchstellen
und untersuchen zu konnen.

AnschlieRend wurden diese so behandelten Erdnisse jeweils gadeilte eine Halfte
wurde flr die Kauversuche und die andere Halfte fur die beschrielireHamische
Extraktion herangezogen. Um die simulierte Passage dieser Erddisse den
Gastrointestinaltrakt direkt verfolgen zu kénnen, wurde wieder diePBSE ein-
gesetzt. In den folgenden vier Abb. 53-57 sind jeweils die InkubatiofEmaignorm
und Kreon fur die gekochten bzw. fritierten Erdnisse gegenubergestddtj nur die
Probennahme nach 3 bzw. 24 h gezeigt wird.

103



Ergebnisse
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Abb. 53 BN-PAGE des Verdaus mit Abb. 54 BN-PAGE des Verdaus mit
Enzynorm (AB) nach Kochen Enzynorm (AB) nach Fritieren
BN-PAGE auf 10 % Tris-Glycin-Gel, BRAGE auf 10 % Tris-Glycin-Gel,
Coomassie-Farbung, Probennahme Caenakérbung, Probennahme
3 h (1b-4b) und 24 h (1c-4c) 3 b-¢b) und 24 h (1c-4c)
1. Uberstand EEx-gek in® 2. Uberstand 1. Uberstand EBxigeH,0, 2. Uber-
EEx-gek in PP, 3. Matrix EEx-gekHgO, stand EEx-gek in PP, 3. MaEEx-gek
4. Matrix EEx-gek in PP in®, 4. Matrix EEx-gek in PP
3h 24 h
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Abb. 55 BN-PAGE des Verdaus mit Abb56 BN-PAGE des Verdaus mit
Kreon (AB) nach Kochen KreofAB) nach Fritieren
BN-PAGE auf 10 % Tris-Glycin-Gel BN-PAGEfdlD % Tris-Glycin-Gel
Coomassie-Farbung, Probennahme Silber-Férbung, Probennahme
3 h (1b-4b) und 24 h (1c-4c), 3 h (1b-dhgl 24 h (1c-4c),
1. Uberstand EEx-gek in.B, 1. Ustand EEx-gek in D,
2. Uberstand EEx-gek in PP, 2. Uberstdrmx-gek in PP,
3. Matrix EEx-gek inJ@, . Natrix EEx-gek in HO,
4. Matrix EEx-gek in PP 4. MatiEx-gek in PP

In den Abb. 53 bis 56 wird deutlich, dass die Allergenzusammensetzunghewisc
gekochten und fritierten Erdnissen keine Unterschiede aufweistG&amtprotein-
menge der fritierten Erdnisse schien insgesamt im Vergteigierosteten Erdnissen
(Abb. 47 und 48) reduziert, bei den gekochten Erdntissen war dies jedoch unerheblich.
Das Verhdltnis von Ara h 1 und Ara h 3/4 mit Isoformen zu den andetergéien

blieb ebenfalls konstant. Somit konnte kein Einfluss des ROstprozessegieauf
Allergenzusammensetzung nachgewiesen werden. Eindeutig war hingegeaudas

in dieser Zubereitungsform die Allergene Ara h 1 und Ara h 3/4lsoformen in

104



Ergebnisse

hochmolekularen Komplexen vorlagen, die bei ihrer Passage durch den nofeschli
Gastrointestinaltrakt trotz enzymatischer Behandlung erhalten blieben.

Enzynorm Erdnisse gekocht/

= pg/mi

Konzentration ¢

1 2 3 4 la 2a 3a 4a 1b 2b 3b 4b 1c 2c 3c 4c

Abb. 57 Diagramm mit Vergleich der Proteinkonzentrationen gekochten (Séulen in schwarz)
und fritierten (grau) Erdnussen nach VerdauMapensaft (Enzynorm forte). Probennahme
nach 1 h (Proben 1-4), 2 h (1a-4a), 3 h (1buio) 24 h (1c-4c) 1. Uberstand EEx-gek in
H,0, 2. Uberstand EEx-gek in PP, 3. Matrix EEx-geklj®, 4. Matrix EEx-gek in PP
*Proteinkonzentration der Proben 2, 2a, 2b un#a@r nicht messbar

Kreon Erdnisse gekocht/

1200

1000

= pg/ml

400

Konzentration ¢

Abb. 58 Diagramm mit Vergleich der Proteinkonzentrationen gekochten (Séulen in schwarz)
und fritierten (grau) Erdniissen nach VerdauRmaitkreassaft (Kreon 25000). Probennahme
nach 1 h (Proben 1-4), 2 h (1a-4a), 3 h (Lbeio) 24 h (1c-4c) 1. Uberstand EEx-gek in
H,0, 2. Uberstand EEx-gek in PP, 3. Matrix EEx-gekl®, 4. Matrix EEx-gek in PP
*Proteinkonzentration der Proben 2, 2a, 2b, it 4c war nicht messbar
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In den Diagrammen (Abb. 57 und 58) sind die Proteinkonzentrationen dememzel
Probennahmen dargestellt. Insgesamt war die Proteinkonzentrationereduw lag

bei den Uberstanden der fritierten Erdnusse teilweise unterhalNaddbweisgrenze.
Allerdings waren auch hier noch Matrixeffekte nachweisbaraind Freisetzung von
Allergenen nach 24stindiger Inkubation mit Enzynorm und Kreon konnte vor allem fur
die gekochten Erdnisse gezeigt werden.

3.3.3 Untersuchung der Passage von verschiedenen Erdnussprodukten

Erdnisse werden nicht nur in Form gerosteter Ware oder in gekocttefritierter
Variante verzehrt, sondern auch in fertig verarbeiteten Produkteau€yadurch ver-
arbeitete Lebensmittel Allergien gegen Erdnisse entwickeltlemekdnnen, sollten
nun im Rahmen dieser Arbeit auch verschiedene Erdnussprodukte unterstadm.w
Die Frage nach einer Veranderung in der Allergenzusammensetiiung unter-
schiedliche Herstellungsverfahren wurde in diesem ZusammenhadangemPassage
durch den Gastrointestinaltrakt wieder aufgenommen und geklart.

Weiterhin wurde untersucht, ob sich durch die oft geringe Endkonzentvatiokrd-
nassen in den fertigen Produkten eine schnellere Verdauung und dangegeAller-
genitat ergibt. Dazu wurden vier bekannte Erdnuss-Produkte ausgewahlt.

3.3.31 Peanut-Cracker

Fur die Untersuchungen der Passage von Erdnussprodukten durch den menschlichen
Gastrointestinaltrakt sollte zunachst ein neuartiges Produkt veeivevetden, dass
neben Erdnissen auch Sesam enthalt. Es wurden keine Angaben Uber die-Menge
verhaltnisse der einzelnen Zutaten auf der Verpackung angegsbsam konnte
jedoch homologe Proteinstrukturen aufweisen, da es auch VicilindtgBbyeret al,

2002). Dadurch wirde sich méglicherweise die Allergenitat erhéhen.

Bei den Peanut-Crackern wurde im Vergleich zu der bisherigesudtesdurchfiihrung
noch ein zusatzlicher Versuchsablauf eingefiigt. Damit solltgeauklossen werden,
dass bei einer bis zu 24stiindigen Inkubation mit Magensaft einerke Beagradation

der Proteine erfolgt, die moglicherweise den folgenden Kreonverseafflbest hatte.
Deshalb wurde bereits nach 1 Stunde die Inkubation mit Enzynorm unterbrouhen

die Inkubation mit Pankreassaft angeschlossen, wahrend paralkeldauanormale
Versuchsablauf durchgefuhrt wurde. Damit konnte nun im direkten Vdigleic
untersucht werden, ob Unterschiede in der Proteinkonzentration oder demn-Prot
zusammensetzung auftraten. Zunachst wurde eine SDS-PAGE durchgeiitaen
Enzynormverdau zu bestimmen.
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Abb. 59 Vergleichende SDS-PAGE des Verdaus ntiinzynorm von Peanut Crackern
zur Darstellung der Erdnussallergene
12 % SDS-PAGE, 15 pg/ cm, Coomassie-Farbung
Probennahme nach 1 h (1-4), nach 2 h (1anéaj 3 h (1b-4b)
und nach 24 h (1c-4c), 1. Uberstand-g&kin HO, 2. Uberstand EEx-gek in PP,
3. Matrix EEx-gek in bD, 4. Matrix EEx-gek in PP, Peanut Cracker-Extrakt

Die vorhergehenden Versuche der natur gerosteten Erdnissen dtetseru einem
vollstandigen Abbau der Allergene Ara h 2 und Ara h 6 gefuhrt, wahrentd Arand

Ara h 3/4 mit Isoformen grundsatzlich auch nach dem nachgestellten Verd&reont
nachweisbar blieben. Der Verdau der Peanut Cracker nach der Inkubaiti&m-m
zynorm im Vergleich zu dem laborchemisch hergestellten Pe@ratker-Extrakt
(Abb. 59) zeigte diesen schnellen Abbau trotz der zunachst héheren Ausyesys
tration dieser Allergene ebenfalls.

Die Inkubationen mit Kreon im Anschluss an die Inkubation mit Enzynorndevionit
einer SDS-PAGE verglichen, wobei nur die Probennahme nach 24 h dargestellt wird.

24 h 24 h

kDa
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Abb. 60 Vergleichende SDS-PAGE des Abb. 61 Mdeichende SDS-PAGE des
Verdaus mit Kreon nach 1 h Ink. Verdaus niiKreon nach 24 h
mit Enzynorm Ink. mit Enzynorm
12 % SDS-PAGE, 5-10 pg/ cm, 12 % SDS-PA&HEQ pg/ cm,
Silber-Farbung, Probennahme nach Silber-Farbung, Probennahme nach
24 h (1c-4c) 1. Uberstand EEx-gek 24 h (1c-4c) 1. Uberstand EEx-gek
in H,O, 2. Uberstand EEx-gek in in O, 2. Uberstand EEx-gek in
PP, 3. Matrix EEx-gek in 4O, PP, 3. Matrix>Egek in HO,
4. Matrix EEx-gek in PP, Peanut 4. Matrix EEx-gek in PP, Peanut
Cracker-Extrakt Craclksxtrakt
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In den Abb. 60 und 61 wird gezeigt, dass sich nur eine Abnahme der Protein
konzentration bei beiden Versuchsansatzen feststellen lie3. In beitlen konnte
erneut eine Freisetzung von Proteinen nach 24stindiger Inkubation mit &salkre
nachgewiesen werden. Auch die gefundenen Proteine und Allergenuntéeginhei
lieRen keinen Einfluss des langeren Verdaus mit Magensaft erkennaltelFk@annten

mit der BNP abermals die hochmolekularen Komplexe aus Ara h 1 tt 8/4 und
ihren Isoformen gefunden werden, die in beiden Versuchsansatzen hdeuilic
erkennen waren. Auch die IgE-Reaktivitdt der Patientenseren odeknti@rper-
bindung liel3 keine Unterschiede erkennen (nicht dargestellt).

Peanut Cracker

Konzentration pgml

Abb. 62 Diagramm mit Vergleich der Proteinkonzentrationes Beanut-Cracker-Verdaues nach
Verdau mit Enzynorm (Saulen in schwarz), sovdemVerdau mit Kreon nach 24 h
(grau) bzw. nach 1 h Inkubation mit Enzynormi@yeProbennahme nach 1 (Proben 1-4), 2 h
(la-4a), 3 h (1b-4b) und 24 h (1c-4c)Uberstand EEx-gek in @, 2. Uberstand EEx-gek in
PP, 3. Matrix EEx-gek in J@, 4. Matrix EEx-gek in PP

Bei der Untersuchung der Proteinkonzentrationen in dem Diagrarbim G®) wurde
deutlich, dass bis auf eine starke Abnahme in der Proteinkonzenkaimeversuchs-
bedingten Unterschiede festgestellt werden konnten.

3.3.3.2 Corny-Riegel

Um das morgendliche Frihsttick von Kindern und Jugendlichen zu simulierseade w
ein handelsublicher Corny-Riegel mit Schokolade verwendet. Dieser \mafdeert,
wobei die eine Halfte fir den Kauversuch und die andere Halfgiddaborchemische
Extraktion verwendet wurde. Bei der gekauten Halfte blieb die Schokoladeseite
erhalten, wahrend sie fur die Extraktion zundchst von der Musliseitengt und
einzeln zerkleinert wurde. In der Inhaltsangabe der RiegekamrHinweis enthalten,
wie viel Prozent des fertigen Produktes aus Erdnissen bestehiaar. idarden auch
Vergleichsextrakte von Weizen-, Hafer-, Gerste-, Reis-, und Muwaken analysiert,

um die einzelnen Banden anschlieRend zuordnen zu kdénnen. Bei der Auswertung der
BN-PAGE und SDS-PAGE zeigte sich dann allerdings, dass keing&tzlicisen
Proteinbanden nachweisbar waren, die den weiteren Zutaten wied&etred Milch-
proteinen zugeordnet werden kdnnten. Somit konnte auch bei diesem Kauvarsuch e
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eindeutige Zuordnung der Banden zu den Erdnussallergenen erfolgen. Zunédest
wieder eine BN-PAGE durchgefiihrt, um die Inkubation mit Magensafi Pankreas-
saftaquivalent direkt verfolgen zu konnen. Dieser Vergleich wirden Abb. 63 und
64 dargestellt, wobei hier zunéachst die Probennahme nach 1 und 2 mgsifdgezw.
nach 3 und 24 h (Pankreassaft) exemplarisch gezeigt wird.

1F 2h 3r 24 h
kDa kDa ‘ .
250 250— '
143 148
[T L
60 : 60 ' 4 “ J—
42 . 42
1 2 3 4 la 2a 3a 4a Ib 2b 3b 4b  le 2¢ 3¢ 4e
Abb. 63 BN-PAGE des Verdaus mit Ab 64 BN-PAGE des Verdaus mit Kreon
Enzynorm des Corny-Riegels des Corny-Rielge
BN-PAGE auf 10 % Tris-Glycin-Gel, BN-PAGHf 10 % Tris-Glycin-Gel,
Coomassie-Farbung Silbebbag
Probennahme nach 1 h (1-4) Probennahme nach 3 h (1b-4b)
und nach 2 h (1a-4a), Proband AB und nach 24 h (1c-4c), Proband AB
1. Uberstand EEx-gek in D, 1. Uberstand EEx-gek in 9,
2. Uberstand EEx-gek in PP, 2. Uberstand EEx-gek in PP,
3. Matrix EEx-gek in HO, 3. Matrix EEx-gek in HO,
4. Matrix EEx-gek in PP 4. Matrix EEx-gek in PP

Aus den Abb. 63 und 64 wird deutlich, dass zunéchst noch eine Proteinbande bei ca. 42
kDa vorhanden war, diese aber bereits nach 2 Stunden Inkubation mit Madgstsaf
verschwunden war. Die hochmolekularen Komplexe aus Ara h 1 und Ara h&diérbli
auch in diesem verarbeiteten Produkt erhalten. Auch das Verhéltnisnzanderen
Allergenen war trotz der Tatsache, dass dieses Produkt im dHasféderstellungs-
prozesses vielfaltigen thermischen und chemischen Einflissen antgeaseen war,
unverandert. Dieser unerwartete Befund wurde noch erweitert, denrdeuderfall

der Allergene Ara h 3/4 und Isoformen in ihre N- und C-terminalen reinteeiten
konnte nachvollzogen werden. Aufl3erdem war der Abbau der Allergene tmotz de
anderen Bestandteile des Riegels unverandert, so dass keine fféktiexdurch die
weiteren Nahrungsmittelbestandteile auftraten. Allerdings bilielie hochmolekularen
Erdnussallergene erhalten, so dass Matrixeffekte durch die Erdotessermessbar
und eine Freisetzung von Allergenen nach 24stundiger Inkubation mitnktfge
gezeigt werden konnte.

3.3.3.3 Erdnussbutter

Als ein weiteres wichtiges Erdnussprodukt sollte die Erdnussbuttasucié werden,
die einen wichtigen Bestandteil der amerikanischen Ernahrungplttarsufgrund der
Konsistenz dieses Produktes konnte es nicht alleine gekaut werdedgssoals
Unterlage ein Roggenknéackebrot gewahlt wurde, dass nur Roggenpatsteiusatz-
lichen Anteil aufwies. Dadurch war eine eindeutige Zuordnung mdgliEnetein-
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banden gewahrleistet. Schon bei der ersten Proteinbestimmung diréktdeac
Kauvorgang fiel auf, dass nur sehr wenig Protein nachzuweisen Weder das
Verhaltnis der Allergene zueinander noch die Konzentration der earzélllergene
war verandert. Die hochmolekularen Komplexe aus Ara h 1 und Aré leBkn sich
nachweisen. AulRerdem konnte bestatigt werden, dass auch hier noch nachd2h S
Inkubation mit Enzynorm oder Kreon Proteine freigesetzt wurdendaites deutlich
weniger als bei den anderen Produkten bzw. gertsteten Erdnissen.

3.3.34 Snickers-Riegel

Im Unterschied zu den bisher untersuchten Erdnussprodukten war die afleklar
dieses Produktes eindeutig und sprach flr einen reinen Erdnussprotevamésl %.
Dieser Artikel wurde ausgewahlt, um einen von Kindern und Jugendlibbegor-
zugten Schokoladenriegel zu testen und um zu prifen, inwieweit die &teklamit
den tatsachlichen Inhaltsstoffen Ubereinstimmte.

Dazu wurde zunachst eine SDS-PAGE (Abb. 65) durchgefuhrt, die démui/der
Inkubation mit Magensaft darstellt. Immunoblots (Abb. 66) aus diesehzéigten
dann die Erdnussallergene Ara h 3/4 mit Isoformen (MAK PEI-7B2) diedgE-
Reaktivitaten dieser Allergene mit einem Patientenpoolserum (JG3, CAT, OB)

1F 2F 3F 24 ¢

LM 1 2 3 4 la Z2a 3a 4a b 2h b 4h le 2ec 3¢ 4de

Abb. 65Vergleichende SDS-PAGE des Verdaus mit Enzynorm e@s Snickers-Riegels
zur Darstellung der Erdnussallergene
12 % SDS-PAGE, 15 ug/ cm, Coomassie-Farburapahd AB
Probennahme nach 1 h (1-4), nach 2 h (1a-4al 8 (1b-4b)
und nach 24 h (1c-4c) 1. Uberstand EExigé#O, 2. Uberstand EEx-gek
in PP, 3. Matrix EEx-gek in,B, 4. Matrix EEx-gek in PP
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Abb. 66Vergleichende Immunoblots des Verdaus mit Enzynorneines Snickers-Riegels
zur Darstellung der Antikérperbindung gegen Ara h 3/4 und Isoformen und
der IgE-Reaktivitat dieser Banden
12 % SDS-PAGE aus Abb. 65, 15 ug/ cm, Proband AB
links: mAK PEI-7B2 rechts: Patientenpoolserum3JGAT, OB) Probennahme nach
1 h (1-4), nach 2 h (1a-4a), nach 3 h (1b-4b)naxh 24 h (1c-4c)
1. Uberstand EEx-gek in,B, 2. Uberstand EEx-gek in PP, 3. Matrix EEx-geki@,
4. Matrix EEx-gek in PP

In den Abb. 65 und 66 wird deutlich, dass eine Freisetzung von Erdnussalerge
Ara h 3/4 und Isoformen auch nach 24stundiger Inkubation mit Enzynorngtesfad
diese Freisetzung mittels des monoklonalen Antikorpers PEI-7Bggemrden kann.
AulRerdem wurde mit einem Poolserum von Erdnussallergikern gezesst, dilsse
Banden IgE-reaktiv sind.

Auch hier fiel auf, dass alle Banden in den Gelelektrophoresennbehenur die
Erdnussproteine zeigten und alle weiteren Bestandteile zu verssigeld waren,
obwohl zum Beispiel auch Soja- und Milchproteine vorhanden sein solkewaken
auch hier die hochmolekularen Komplexe aus Ara h 1 und Ara h 3/4 nachlddssc
aller Inkubationsschritte noch eindeutig nachweisbar. Der laborchermegestellte
Extrakt aus einem zweiten Snickers-Riegel zeigte ebenfallEErdmussproteine (s.
3.1.2.1, Abb. 4). Fur den Vergleich mit den bisherigen Verdauexperimente reir
die Proteinkonzentration des Corny-Riegels, Snickers-Riegels undrdiensSbutter
jeweils fur den Verdau mit Enzynorm und Kreon zusammengefasst.

Enzynorm Corny-Riegel, Snickers-Riegel, Erdnussbutt  er

28

24 A

mg/ml

Konzentration ¢

| |1 0T

1 H|
4 la 2a 3

3

Abb. 67 Diagramm mit Vergleich der Proteinkonzentrationes €orny-Riegel (Saulen in schwarz),
des Snickers-Riegel- (grau) und des Erdnussbuttedaties (weil) nach Magensaftverdau
(Enzynorm forte) Probennahme nach 1 h (Probéh 2 h (1a-4a), 3 h (1b-4b) und 24 h
(1c-4c) 1. Uberstand EEx-gek in®1, 2. Uberstand EEx-gek in PP, 3. Matrix EEx-gek
in KO, 4. Matrix EEx-gek in PP
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Kreon Corny-Riegel, Snickers-Riegel, Erdnussbutter
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Abb. 68 Diagramm mit Vergleich der Proteinkonzentrationes €orny-Riegel (Saulen in schwarz),
des Snickers-Riegel- (grau) und des Erdnussbhuttedadties (weil) nach Pankreassaftverdau
(Kreon 25000) Probennahme nachRrol{en 1-4), 2 h (1a-4a), 3 h (1b-4b) und 24 h4d)-
1. Uberstand EEx-gek in,8, 2. Uberstand EEx-gek in PP, 3. Matrix EEx-geki0, 4.
Matrix EEx-gek in PP

In den Diagrammen (Abb. 67 und 68) wird deutlich, dass bei dem CoegglRund

der Erdnussbutter eine verminderte Proteinkonzentration in Bezug zu dem nat
gertsteten Erdnissen vorlag, aber keine Veranderung in der prozeZusdégnmen-
setzung im Versuchsablauf gefunden werden konnten. Uberraschend wetirdietse
Proteinkonzentration des Snickers-Riegels, die wahrend der geshrktdation mit
Enzynorm Uber 10 mg/ml betrug, um dann ebenso wie in den anderebeitetan
Produkten bei dem Verdau mit Kreon rapide zu sinken, so dass keinecUiaees
innerhalb dieser drei Produkte mehr erkennbar waren.

Insgesamt konnte bei den simulierten Passagen durch dem menscl@iabioin-
testinaltrakt gezeigt werden, dass bereits direkt nach ddramischen Zerkleinerung

der Erdnussproteine durch das Kauen eine Freisetzung von Allergenereisbaelnw
wurde. Diese Freisetzung konnte auch noch nach 24 h Inkubation mit Enzynorm und
Kreon gefunden werden und war unabhangig davon, ob natur gerdstete, gekochte oder
fritierte Erntsse oder aber Erdnussprodukte eingesetzt wurden. é&haltdis von
hochmolekularen zu niedermolekularen Erdnussproteinen betrug jeweils #01% z

%, wobei die niedermolekularen Allergene bereits nach dem VerdaMagiensaft

nicht mehr detektierbar waren. Auch in den verarbeiteten Produktenekonnt
Erdnussproteine nachgewiesen werden, die anderen Zutaten zeigeeN&aslauungs-
resistenz.
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4. Diskussion

4.1 Isolierung der Allergene Ara h 1, Ara 3/4 und ihrer Isoformen aus dem
Erdnussextrakt

Das Ziel dieser Arbeit war die Isolierung und Charakteisig der Erdnussallergene
Ara h 1, Ara h 3/4 und Isoformen (Ara h 3, Ara h 4, iso-Ara h 3, Gly 1 ugpsin
Inhibitor) unter natirlichen, nicht denaturierenden Bedingungen. Daben ssie in
ihrer natrlichen Form untersucht werden, in der sie auch demchtiehen Korper
zugefuhrt und Allergien auslosen konnen. Im Gegensatz dazu stehen bisherige
Untersuchungen (Sampson, 1996, 1998, 2002; Eigenmtanh, 1996, Burkset al,
1998, Koppelmanmet al, 2003) Uber die Erdnuss und ihre Allergene, bei denen diese
immer unter den denaturierenden Bedingungen der SDS-PAGE analysiert wurden.
Es wurden unterschiedliche Anséatze gewahlt, um eine Isolierungr ddlsergene aus
dem Erdnussextrakt zu ermoglichen. Die beschriebenen Isolierutigsiae (Koppel-
mannet al, 2003), wie die Auftrennung von Erdnussextrakt mit einer Anionenaus-
tauschchromatographie tUber Source Q- oder Mini Q-Saulen an der EiRi€sen
sich als ungeeignet, um eine Isolierung von Ara h 1 und Ara h 3/kofirmen aus
dem Extrakt zu erreichen. Bei der Durchfiihrung unter den angegebediegBaen
wurden alle Proteine des gesamten Extraktes gemeinsam eéim&tTrennung in
einzelne Fraktionen und Allergene fand nicht statt. AuRerdem wurdd?ratieine bei
diesen Extraktionsmethoden durch enthaltenen Harnstoff und Imidazol dematur
Daher wurde nach geeigneteren Methoden fir eine Auftrennung dektEstunter
nicht denaturierenden Bedingungen gesucht. Dabei erwies sich diltradtieh als
besonders geeignet

Bisherige Untersuchungen zur quartaren Struktur der Viciline, manddas Ara h 1
gehort, und der Glycinine (Ara h 3/4 und Isoformen) innerhalb der Leguemnasd
der Erdnuss hatten gezeigt, dass diese in komplexen hexameren Famesgen
kénnen (Wanget al., 2003). Diese hochmolekularen Proteinkomplexe mit einem
Molekulargewicht von Uber 200 kDa konnten daher erfolgreich im Ausss¥lumen
einer Superdex-200-Saule isoliert werden (Koppelmetnal, 2003), da die Proteine
nicht mit der Matrix der Saule interagieren konnten. Ein weité/orteil dieser
Gelfiltrationsmethode liegt darin, dass die Proteine dabei nictatdeert wurden und

in ihrer komplexen Struktur erhalten blieben, die genauer untersucbenvsollte.
Diese Struktur beruht auf der Aneinanderlagerung verschiedenerkiNMoleurch
hydrophobe Wechselwirkungen zu grol3en Komplexen.

Das Ara h 1 ist innerhalb der Viciline am besten untersucht, @enedajorallergen
der Erdnuss ist (Shiet al, 1998). Drei Ara h 1 Monomere von je 65 kDa lagern sich
zu einem sehr stabilen Trimer zusammen, das resistent gegegmidtbeolytischer
Spaltung die Passage durch den Gastrointestinaltrakt des Merashkomplexes
Molekil Uberstehen kann (Breitenedet al, 2004). Die Viciline haben in der
prozessierten Form jeweils nur einen Cysteinrest und enthalbemt skeine
Disulfidbrickenbindungen.

Die hexameren Legumine bilden ebenfalls Trimere aus, die posttional
prozessiert werden. Legumine sollen als intakte Precursor-Prqtn@0 kDa), als
prozessierte saure (30-40 kDa) und basische (20 kDa) Untereinheiteegemworli
kénnen, die Uber Disulfid-briicken verbunden sind (Wetngl.,, 2003). Alle Legumine
sind sich strukturell sehr &hnlich und sollen mit den Vicilinen gesamne
Vorlaufermolekile haben.
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Aufgrund dieser Vorinformationen wurde zunachst Uberprift, ob sich diespldeuan
Struktur sowohl nach der Isolation dieser grofien Komplexe mittdfdti@eon als
auch in dem Standarderdnussextrakt aus natur gerdsteten Erdnissdrglitert aus
keimfahigen Erdnussen, die teilweise gekocht oder fritiert wurden, uadbegeten
Erdnussprodukten nachweisen lief3. Zum Vergleich wurden diese Extralderr&8lue
Native PAGE untersucht. Dies ist eine schonende Methode zur weithetadiven
Darstellung der Struktur groRer Proteinkomplexe (Eudtell., 2003). Durch die
Beladung mit dem sauren Coomassie-Farbstoff werden die Proegagwngeladen,
dabei nur leicht beeinflusst, so dass sie bei der Elektrophorese wandern kénnen.

Bei der BN-PAGE der Extrakte fiel auf, dass in den keingi@hiErdnissen und einem
verarbeiteten Produkt (Peanut Cracker) sehr viel hohere Molekuiahgew(>150
kDa) nachweisbar waren, als in den anderen Extrakten (Abb. 49jleMreduzieren-
den SDS-PAGE konnten ebenfalls Banden in einem MolekulargewichtlObekDa
gefunden werden (Abb. 50), die Uber den immunologischen Nachweis als Ara
bestimmt wurden. Damit war klar, dass hier die beschriebenemei&ider Viciline
nachgewiesen wurden. Aul3erdem konnte eine Zunahme der Ara h 1-Komzentrat
gezeigt werden. Darliber hinaus konnte in den Extrakten der keimfahigaiske
eine Intensitatsverstarkung bei einer Isoform von Ara h 3/4Afaoh 3) und einem
niedermolekularen Allergen (Ara h 2) gefunden werden.

Zur Untersuchung der Komplexbildung aus zusammengelagerten Ara h 1-k@mom
und hexameren Glycininen (Ara h 3/4 und Isoformen) war eine Extraktheng
unter Zugabe von 10 % Laktose durchgefuhrt worden. Laktose ist der fRrdfasss-
Lektin inhibierende Zucker. Somit sollte eine Komplexbildung unterbheiasenn die
gefundenen Komplexe nur aufgrund der Vernetzung der Lektine entsteheanwird
(Hird et al., 2000). Es konnte kein Unterschied in der Komplexbildung festgestellt
werden (Abb. 12). Die groflen Komplexe waren somit eindeutig ohne Wechse
wirkungen Uber die Lektine entstanden.

In einem anderen Extrakt aus danischen gerdsteten und gesalzdnéssén konnte
eine Zunahme von Ara h 3/4 mit den Isoformen gefunden werden, wobei hikchde
weniger Ara h 1 vorzuliegen schien.

Dieses steht in direktem Widerspruch zu der Veré6ffentlichung \eyeit al (2001),

in der beschrieben wurde, dass durch den Ro&stprozess eine Verschiebdgrg in
Allergenzusammensetzung zu einer deutlich erhdhten Ara h 1-Konzentmtion
verzeichnen sei. Unbertcksichtigt blieb dabei auch, dass sehr wolralia 3/4-
Konzentration (Banden in der SDS-PAGE bei 14, 21 und 30-40 kDa) varilerte

der Publikation lediglich eine 14 kDa-Bande als Ara h 3 beschriebedewiese
entspricht einem Teil der N-terminalen Untereinheit der Erdiiesgene Ara h 3/4
und Isoformen, kann aber nur einen sehr oberflachlichen Eindruck diesdigen
LAllergengruppe” vermitteln. Diese mussen immer als intaktdéedthe oder zusammen
als saure und basische Untereinheiten (Wetraj., 2003) betrachtet werden. Beyedr

al. (2001) diskutierten, dass Menschen aus dem chinesischen Kulturkreis keine
Erdnussallergien bekommen, da sie ihre Erdnusse in gekochter ugrdefriEorm zu
sich nehmen. Diese Verarbeitungsformen sollen das allergene ilotiemtErdniisse
reduzieren, indem die Proteinkonzentrationen der Allergene Ara h 1, ZAumt Ara h

3 (14 kDa-Bande) abnehmen.

Die Untersuchungen in dieser Arbeit bestatigten diese Hypothieb¢ Bei den
gekochten Erdnissen konnten im Vergleich zu den natur gerdsteten undhideheatil
gesalzenen und gerdsteten Erdnissen nur sehr geringe Intensitstbisdergefunden
werden, die weder eine Abnahme der IgE-Reaktivitdt der Patiembeh eine
verminderte Antikorperbindung zur Folge hatte (Abb. 5). Lediglich beifd#gerten
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Nussen konnte eine deutliche Reduktion der Proteinkonzentration und eine damit
verbundene Abnahme der IgE-Reaktivitat und Antikérperbindung gefunden werden.

In Zusammenhang mit einer moglichen Veré&nderung der Erdnugsalée bei der
Verarbeitung mussen noch weitere Vero6ffentlichungen (Maleki al, 2003,
Koppelmannet al, 1999, Wal, 2003, Koppeet al, 2005) gesehen werden. So
beschreiben Maleket al., dass Rostprozesse die Proteinkonzentration von Ara h 2
zwar senken, in gleichem Umfang aber dessen Funktion als Trppgoitdr gesteigert
wird und somit moglicherweise auch eine Steigerung der Alleggeherbeifihrt.
Koppelmanret al sehen zwar eine Denaturierung von Ara h 1 bei Hitzeeinwirkungen
von 80 - 90 °C, aber keinen signifikanten Unterschied in der IgE-Bindung. Wal
schlieBlich wirft im Zusammenhang mit der thermischen Prezess von
Nahrungsmitteln allgemein die Frage auf, ob sich damit die zumatene
Allergiepravalenz gegenuber immer neuen Nahrungsmitteln erklixssen konnte.
Und Kopperet al stellen fest, dass mit der Zugabe von Amylase durch didaktkil
Reaktion eigentlich unlésliche Proteine in Losung gebracht werden konnen.

In dieser Arbeit konnte eine Veranderung der Allergenproportionen naginaei den
Extrakten aus verarbeiteten Erdnissen beobachtet werden. So vd@nb&nickers-

und Corny-Riegel eine Zunahme von Ara h 3/4 und eine Abnahme von Arauh 2 z
finden, wéhrend bei den Peanut Crackern ein signifikanter Anstieg i Arund

Ara h 2 beobachtet werden konnte. Somit kdnnte alleine die weiterbeldaag der
Erdnisse nach der Ernte fur ein schwacheres oder starkesegemdls Potential
verantwortlich sein.

Insbesondere fiur die Entstehung von Nahrungsmittelallergien und fimdiNeduell
unterschiedliche Schwere der allergischen Reaktion gegen Erdngiséen sviele
Faktoren eine Rolle. So sollten drei Patientenkollektive genau urttensecden, um

die Erdnussallergie und die dafir verantwortlichen Allergene cteaisieren zu
kénnen. In der Literatur sind vor allem Ara h 1 (Becker, 1997, Busametaad., 1996,
Koppelmannet al., 2001) und Ara h 2 (Chatadt al, 2003, Gruberet al, 2004,
Koppelmannet al., 1999, Malekiet al, 2003) als Majorallergene beschrieben.
Komplizierter und kontroverser wird mit dem Allergen Ara h 3/4 undolsnén (Ara h

3, Ara h 4, iso-Ara h 3, Gly 1 und Trypsin Inhibitor) umgegangen. In deistem
Veroffentlichungen werden diese Isoformen gar nicht erwahnt, oder Bl kDa-
Bande wird als Ara h 3 dargestellt (Beyetr al, 2001, Koppelmanret al, 2003,
Rabjohnet al, 1999, 2002), ohne dem komplexen Aufbau der Glycinine Rechnung zu
tragen. Weitere Erdnussallergene wie Ara h 5 (Kleber-Janké, 1999, 2001), Ara h

6 (Suhret al.,2004), Ara h 7, Ara h 8 (Mittagt al, 2004), LTP und Oleosin (Poer$

al., 2002) werden nur selten erwahnt und sind nur Gber rekombinante Proteinetdefinie
(Ara h 7) oder indirekt (LTP) und nicht als native Proteine gefunden worden.

Aber welche Erdnussallergene sind nun fur die Bildung spezifisgfieAntikorper

bei den Patienten entscheidend?

Um diese Frage vor allem in Hinblick auf das Ara h 3/4 und Isoformeklaren,
wurden Patientenkollektive aus Danemark, der Schweiz, Italien unddbétd mit

der verstarkten Immundetektion mittels Chemilumineszenz get&si den danischen
Patienten zeigten immerhin 46,9 % IgE-Reaktivitdt gegen Ara huidd4isoformen,
wobei alle Banden (14, 22, ~28 und ~45 kDa) erkannt und die Untereinheiten der
Isoformen meistens gemeinsam detektiert wurden. Ara h 1 wunde4@@ % der
Patienten erkannt. 32,7 % der Allergiker erkannten ausschlieBlich die
niedermolekularen Allergene wie Ara h 2 und Ara h 6. Dabei dasfdatigs nicht
vernachlassigt werden, dass die geblottete Proteinkonzentrati®0 mig/cm bei der
niedermolekularen Superdexfraktion doppelt so hoch war, wie bei der hoch-
molekularen Fraktion des Ausschlussvolumens (15 pg/cm), um die Bindungeder
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Antikorper Uberhaupt zeigen zu kénnen. Diese Beobachtungen konnten auch mit den
beiden anderen Patientenkollektiven bestatigt werden. Dabei wardkch, dass Ara
h 3/4 zusammen mit seinen Isoformen als Majorallergene defimézden missen, da
diese hier von knapp 50 % der Patienten als IgE-reaktiv erkannt und hmn@&r
Seren getestet wurden. Sowohl die sauren N-terminalen Unteremkieite~45 kDa
als auch die basischen C-terminalen Untereinheiten von 22 und ~28ridem slen
meisten Féllen als Einheiten von den Patienten erkannt worden (AbbS&gn
zeigten aber auch nur einzelne Isoformen wie das iso-Ararfd deren Untereinheiten
eine Reaktivitat.

Die in der Literatur (Beyeet al, 2001, Koppelmanet al, 2003, Rabjohet al, 1999,
2002) als Ara h 3 beschriebene 14 kDa-Bande wurde nur vereinzeltizhsatzer nie
ausschlieBlich als IgE-reaktiv detektiert. Insgesamt ergab sichindividuelles
Bandenmuster bei den Patienten, wobei die seltenen Allergene RArara h 7, Ara h
8, LTP und Oleosin) nicht gefunden werden konnten. Eine Erklarung dafir ldamte
geringe Molekulargewicht dieser Allergene (<15 kDa) sein. Saea@gch Schocker
(2003), dass niedermolekulare Proteine schlechter zu detektieren sind.

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass 90 % der Proteinkomplexergats3@00 kDa
waren und bei der Gelfiltration mit der Superdex-200-Saule im chlisssvolumen
vorlagen. Lediglich 10 % aller Erdnussproteine konnten nach der Interakiiaiem
Saulenmatrix gefunden werden. Diese Proportionen konnten in allendsektrakten
wiedergefunden werden. Wahrend Ara h 1 und Ara h 3/4 mit Isoformén a0er
Proteine bilden, stellen die sieben anderen Allergene zusammeestliehen 10 %.
Dabei sind die Allergenproportionen innerhalb dieser niedermolekular&tidrraicht
gleichmaliig verteilt, sondern das Ara h 2 und auch das Ara h 6 badsn signifikant
hoheren Anteil an dieser als Allergene wie Ara h 5, Ara h 7h/8aLTP und Oleosin.
Somit wird auch erklarbar, dass keine zusatzlichen Allergene dgfunverden
konnten. Da diese mdglicherweise weniger als 4 % aller Erdnuss@aimfassen,
lagen sie unter den gegebenen Extraktionsmethoden unterhalb der Nachweisgrenz

Wie in dieser Arbeit gezeigt wurde, erkannten die Patientesalieen und basischen
Untereinheiten der Isoformen von Ara h 3/4. In der Literatur (Beyeal, 2001,
Rabjohnet al.,2002) wird oft nur das rekombinant herstellbare 14 kDa-Protein als Ara
h 3 definiert, das einem Teil der sauren Untereinheit der Iseforentspricht. Dieses
Protein wird von den Patienten nur vereinzelt erkannt. Bei der Herstellunghieleom

ter Proteine fur das Anfertigen von Skin-Prick-Testldsungen zwstirBewung vor-
handener Allergien waren im Rahmen eines européaischen Projektésrbesserung
diagnostischer Moglichkeiten grof3e Unterschiede in der Allergammensetzung
dieser Losungen aufgefallen (van Ree, 2004). Ein Vergleich komher 8&in-Prick-
Testlosungen fur die Detektion von Haselnussallergie ergab einébRste in der
Proteinkonzentration von 0,2-14 mg / ml (Akkerdagis al, 2003). Auch bei
berufsbedingten Sensibilisierungen gegen Mehlstaub und andere Allerggmmque
konnten mit kauflichen Allergenextrakten oft nicht alle Allergien hugwiesen
werden, da diese nicht den natirlichen Molekulstrukturen entsprachen und grofe
Unterschiede in der Proteinkonzentration aufwiesen (van Kaetpedn 2005).

Wenn eine Testlésung aus gleichen Anteilen von Ara h 1, Ara inénekleinen Teil

von Ara h 3 und Ara h 6 hergestellt wird, so werden viele Erdnussi#erkeine
Reaktionen zeigen und als falsch negativ gelten. Dieses kann dieinizelnen
Patienten aber zu Komplikationen fihren, da bereits kleinste Mengemidsprotein
(100 pg) (Wensingt al, 2002) allergische Reaktionen wie OAS auslosen kénnen. Die
einzige Therapie bei Erdnussallergie ist bisher die Vermeidundekrissverzehrs.
Bei einer falsch negativen Einteilung als Nichtallergikeribbledas Risiko eines
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Erdnussverzehrs. Somit sollten die Skin-Prick-Testlosungen auch deseliheiten
von Ara h 3/4 und iso-Ara h 3 enthalten, um die Bandbreite der in diebeit als
wichtig und haufig gefundenen IgE-Reaktivitaten abzudecken.

Ein weiteres Problem bei der rekombinanten Proteinexpressior isghldende Glyko-
silierung der Proteine. Immunologische Nachweise mit Con A und Raéifen die
beschriebene Glykosilierung des Ara h 1 (Kolargthal, 2000) bestatigt, aber auch
gezeigt, dass die sauren und basischen Untereinheiten von iso-Amandh Gly 1
lektinbindende Strukturen tragen (Abb. 7 + 8).

Auch fur die Patienten kdnnen Zuckerstrukturen von klinischer Relevanz ssin. B
Immunnachweisen konnte bei dem Patienten PG, der nur auf Zuckerstrulz@iren
verschiedenen Nussen und Leguminosen mit einem sehr hohen spezifigghen |
reagiert, aber keine klinischen Symptome bei einem Verzeberdiahrungsmittel
zeigt, ein Bandenmuster gefunden werden, dass ebenfalls eine Gdykasilbei iso-
Ara 3 und Gly 1 vermuten lasst.

Bei den anderen Isoformen (Ara h 3/4, Ara h 3 und Ara h 4) konnten hingeigen ke
Hinweise auf eine Glykosilierung gefunden werden, obwohl das Arartd 4las Ara h
3/4 im Unterschied zu dem Ara h 3 zwei N-Glykanbindungsstellen inf@m
saureabfolge NES oder NRS) aufweisen. Somit miussen auch Zudkteren fur die
Entstehung oder Verstarkung von allergischen Reaktionen bertckisivktiden. Da
diese die IgE-Reaktivitat auch maskieren kdénnen, ware es sinnvollS&inePrick-
Testlésung ohne und eine mit Zuckerstrukturen jeweils parallel mntdgdglicher-
weise sind auch Arabinogalaktane tber O-glykosidische Bindungetefiuslosung
von allergischen Reaktionen verantwortlich (van Begl, 2005)

Im Laufe dieser Arbeit wurde mehrfach bestétigt (Abb. 14, 16-20),dladsegumine
durch die posttranslationale Spaltung an der Proteaseschnittitgil®zessierte saure
(30-40 kDa) und basische (20 kDa) Untereinheiten vorliegen kdnnen, die nermaler
weise Uber Disulfidbricken verbunden sind (Wah@l, 2003). Bei der N-terminalen
Sequenzierung und auch der Analyse der Untereinheiten von Ara h 3/dofionien
mittels MALDI-TOF konnte darlber hinaus aber noch eine welthrereinheit von
Ara h 4 gefunden werden, die bei der Aminosaure 113 (bezogen auf digehH
sequenz des Ara h 3/4) startet. Dafur konnte keine Erklarung gefunden werden.
Bisher gibt es keine Untersuchungen Uber die an der Disulfidbrickengindun
beteiligten Cysteine der Erdnuss, die die Entstehung dieser Uihigiteerklaren
koénnte. Lediglich fur die Sojaglycinine ist die Struktur der Disulfidiven bestimmt
worden (Staswick, 1984). Dabei wurde festgestellt, dass zwischesadezn und
basischen Untereinheit nur eine Disulfidbricke gebildet wird. DabdasCystein an
Position 7 direkt hinter der Proteaseschnittstelle und unmittetbaginem beteiligten
Methioninrest auf der basischen Untereinheit mit einem Cystefoaition 86 direkt
hinter einem Methioninrest auf der sauren Untereinheit verbunden.

Das folgende Alignmentc(ustaL w (1.82)) verschiedener Glycinine (Walnuss (Ber e
2), Reis, Cashew (Ana o 2), Mandel, Erdnuss (Gly 1, Ara h 3/4, iso-AB} h
Springbohne und Soja) soll die hohe Sequenzhomologie verdeutlichen und
unterstreichen, dass die Ausbildung der Disulfidbriicke bei den Glgartiomolog
erfolgen sollte.
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Prosequenz Reifes Protein

1 g84nd2 Ber e 2 -MAKL----FLLSLGIFLLFHCC LAIEYE------- QEE----LYE CRIQRLTAQEPQYRLEAE
2 940685 Reis -MASINRPIVFFTVCLFLLCNG$AQQLLGQSTSQWQSSRRGEHHRDRLQAFEPIRSVRSQ
308gzp6 Ana02 e LSVCFLILFHGC LASRQE CQIDRLDALEPDNRVEYE
4 943607 Mandel -MAKA----FVFSLCLLLVFNGC LAARQS CQLNQLQAREPDNRIQAE
509fz11 Gly 1 MIRG-RLALSV-CFCFLVLGASS | SFRQQ CQFQRLNAQRPDNRLESE
6 g8lknl Arah 3/4  -MGK-LLALSV-CFCFLVLGASS | SFRQQ CQFQRLNAQRPDNR-ESE
7 g6iwg5 iso-Arah 3 ---K-LLALSL-CFCVLVLGASS VTFRQG-- CQFQRLNAQRPDNR-ESE
8 941702 Springbohne  -MAK-LLALSL-SFCFLLF-SSC FALREQ-- CQLERINALEPDNRIESE

9 p93707 Soja -MGKPFFTLSLSSLCLLLLSSAEAITS CQLNNLNALEPDHRVESE

Keer o Kk *

AGVSEVWDYTDQQF(EAGVAALRNTIRPQGLLLPVYTNAPKLYYVTQGRGILGMI:PETFQSMSQF ---------------
VGTTEFFDVSNEQF@TGVSVVRRVIEPRGLLLPHYTNGASLVYIIQGRGITGPTRERESY QQQFQQ
AGTVEAWDPNHEQFREAGVALVRHTIQPNGLLLPQYSNAPQLIYVVQGEGISYPGCPETY QAPQQ-------n-enenens
AGQIETWNFNQGDFQAGVAASRITIQRNGLHLPSYSNAPQLIYIVQGRGVLGAVEBETFEESQQSSQQGRQQEQEQERQQ
GGYIETWNPNNQEFEAGVALSRLVLRRNALRRPFYSNAPQEIFIQQGRGYFGLIEPETY EEPAQQGR-+--------=-
GGYIETWNPNNQEFEAGVALSRLVLRRNALRRPFYSNAPQEIFIQQGRGYFGLIEPSTYEEPAQQGR--

©CO~NOUAWNE

GGLIETWNSQHPEL@AGVTVSKRTLNRNGSHLPSYSPWWQGKGAIGFAFPCCPETFEKPQQQ ---------------
* Kk e .. . . * * *** .
QG° REQEEERG------- ---RFQDQHQKVHHLKKGDIIAIPAGVALWWYNDGD
SGQ AQLTESQSQSQ----- ---KFKDEHQKIHRFRQGDVIALPAGVAHWYNDGE
RQQGQSG ----FQDRHQKIRRFRRGDIIAIPAGVAHWCYNEGN
QQGEQGRQQGQQEQQQERQGRQQGRQQQEEGRQQEQQQWQKTRRREGDWNPAGVAYWSYNDGD
RHQ SQRAPRRFE GEDGQQ-—QQQDSHQKVRRFDEGDLIAVPTGMANBHD
RHQ SQRPPRRFQ-GQDQSQ Q--QQ-DSHQKVHRFDEGDLIAVPTGVARMNDHD
RYQ SQKPSRRFQVGQDDPS Q—-QQQDSHQKVHRFDEGDLIAVPTGWKRIED
EQGEGRRYR----- e DSHQKVNRFREGDIIAVPTGIAFW MYNDQD
SSRRGSRSQ------ -Q—QLQDSHQKIRHFNEGDVLVIPLGVPYWTYNTGD
* kkk ':. .**::.:* *:. * :* .
EDLVTVLVQHTASDLNQLDQNPRHFFLAGN----IQRSQKQRGERY.G---LRGG Q
VPVVAIYVTDLNNGANQLDPRQRDFLLAGN----KRNPQAYRREVE—----ER
SPVVTVTLLDVSNSQNQLDRTPRKFHLAGN----PKDVFQQQQQHG----SR---rmrmemmmemmmemenmecee
QELVAVNLFHVSSDHNQLDQNPRKFYLAGN----PENEFNQQGQSQPRGEQGRPGQHQQP---------- FGRPRQQEQ
TDVVAVSLTDTNNNDNQLDQFPRRFNLAGN---HEQEFLRYQQQSRRR SPYSPQSQPRQEEREFSPRGQHSRRERAGQEE
TDVVAVSLTDTNNNDNQLDQFPRRFNLAGN---HEQEFLRYQQQSRRR SPYSPQTQPKQEDREFSPRGQHGRRERAGQEQ
TDVVTVTLSDTSSIHNQLDQFPRRFYLAGN---QEQEFLRYQQQQGSFPHYRQISPRVR---n-mrmemmee GDEQ
TPVIAISLTDTGSSNNQLDQMPRRFYLAGN---QEQEFLRYQHQQGGK ---wrwmememememamecs oo QEQ
EPVVAISLLDTSNFNNQLDQNPRVFYLAGNPDIEHPEIEQQQQQKSHG----~GRKQGQ----r--r-wrrwwnes HQQQ

kkkk Kk Kk kkkk

QILADNVFKGFN IVEALADVLGFGNDTETARKVRGEDDQRGHIVRVEQG-LKVIRPPRIRE ------- ELEQ---- --------
---SQONIFSGFSTELLSEALG---VSSQVARQLQCQNDQRGEIVRVEK-LSLLQPYASLQ-------
---GRNLFSGFDTELLAEAFQ---VDERLIKQLKSE-DNRGGIVKVKD DELRVIRPSRSQS
QGNGNNVFSGFNTQLLAQALN---VNEETARNLQGQNDNRNQIIQMRBGFVQPPRGRQ------- EREHEER---------
ENEGGNIFSGFTPEFLAQAFQVDDRQIVQNLRGENESEEEGAIVTGHKRILSPDRKRG-----ADEEEEYDE---------
ENEGGNIFSGFTPEFLAQAFQVDDRQILQNLRGENESDEQGAIVTRRILSPDRKRRQQYERPDEEEEYDE
ENEGSNIFSGFAQEFLQHAFQVD-RQTVENLRGENEREEQGAIVTAKRILSPDEEDESSRSPPSRREEFDE---------
DNDGNNIFSGFKRDFLEDAFNVN-RHIVDRLQGRNEDEEKGAIVKBHGIIAPPERQARHERGSRQEEDEDEK---EERQP
EEEGGSVLSGFSKHFLAQSFNTN-EDTAEKLR--SPDDERKQIVTVE&ESVISPKWQEQEDED-EDEDEEYEQTPSYPPRRP
. okk * . . ke k% * %k

©oO~NOOAWNPR

©CO~NOOUTRAWNE

O©CONOURAWNEPR

331
QEG GGY NGLEETICSATFIQNIDNPAEADFYNPRAGRLTTVN—-SLK
------- QSRERYQEGQ-------------YQQSQYGS--GCS NGLDETFECTLRVRQNIDNPNRADTYNPRAGRVTNLN—TQN
ESEEESE DEKRRWG---QRD NGIEETI CTMRLKENINDPARADIYTPEVGRLTTLN—-SLN
------------- QQGEQ----LMA NGLEETRCSLRLKENIGNPERADIFSPRAGRISTLN—SHN
-- DFRRGRGSRGR----GNGIEETI CTASVKKNIGRNRSPDIYNPQAGSLKTAN—-DLN
DRRRGRGSRGS----- NGIEETI CTASFKKNIGRNRSPDIYNPQAGSLKTANELQLN
------- DRSRPQQR-------------GKYDENRRGY----K NGIEETI CSASVKKNLGRSSNPDIYNPQAGSLRSVN—-ELD
SHHKSRRDEDEDDKEKR---------- HSQKGQSRRQG----D  NGLEET\CTAKLRANIGSSPSPDIYNPQAGRIKTVT-—SLD
SHGKHEDDEDEDEEEDQPRPDHPPQRPSRPEQQEMR@VEENCTI\/KLHENIARPSRADFYNPKAGRISTLN—-SLT
** * *- * . * * .
VPILTFLQLSA M(GVLYENMVAPLWRLNANSWYAVRGEARVQIVDHRGETVFDDNINWE’GQQNFVWKQAGSRGFEWV
FPILSLVQ MSAVKVNLYQNALLSPFWNINAHSVVYITQGRARVQVVNNNGKTVFNGRLRR/PQHYAVVKKAQREF|
LPILKWLQLSVEKGVLYKNALVLPHWNLNSHSIIYCKGKGQVQVVDNFGNRVFDGEVREGQMLVVPQNFAVVKRAREERFEWI
LPILRFLRLSAERGFFYRNGIYSPHWNVNAHSVVYVIRGNARVQWGBAILDQEVQQGQLFIVPQNHGVIQQAGNQGFEYF
LLILRWLGLSAEYGNLYRNALFVPHYNTNAHSIIYALRGRAHVQV\NIENRVYDEELQEGHVLVVPQNFAVAGKSQSDNFEYV
LLILRWLGLSAEYGNLYRNALFVPHYNTNAHSIIYALRGRAHVQV\NIEDRVFDEELQEGHVLVVPQNFAVAGKSQSENFEYV
LPILGWLGLSAQHGTIYRNAVVPHYTLNAHTIVVALNGRAHVQVVDSNGNRVYDEELQEGHVLVVRXAKAQSENYEYL
LPVLRWLKLSAEHGSLHKNKFVPHYNLNANSVIYALKGRARLQVINGNTVFDGELEAGRALTVPQNYAVAAKSLSERFTYV
LPALRQFGLSAQYWLYRNGIYSPHWNLNANSVIYVTRGKGRVRXD@NAVFDGELRRGQLLVVPQNFVVAEQGGEQGLEYV

ok Koo ko Keeens Koo kkke k-

VFNTNDNALFSTAAGRTSPLRGIPVGVLANAYRLSQEEARRIKLNEFD/LFQP---GSRSRGRASA---
AFKTNPNS WSHIAGKSSIFRRLPTDVLANAYRISREEAQRLKHNRGDEFGAFTPIQYXSB/YNAAESS
SFKTNDRAMISPLAGRTSVLG@&EEVLANAFQISREDARKIKFNN-QQTTLTSG---ESSHYWRDDA---
AFKTEENAFINTLAGRTSFLRALPDEVLANAY QISREQARQLKYNETALSS-----SQQRRAVV---
AFKTDSRPNIANFAGENSIIDNLPEEVVANSYGLPREQARQLKNNRKFEFVPPSQ----QSLRAVA---
AFKTDSRPSIANLAGENSFIDNLPEEVVANSYGLPREQARQLKNNRKPFVPPSE----QSLRAVA---
AFKTDSRPSIANLAGENSIIDNLPEEVVANSYRLPREQARQLKNNFHFFVPPFDH---QSMREVA---
AFKTDDRASIARLAGTSSVIDDLPLDVVAATFNQRNEARQLKSNN-PFKFLVPPRQ----SERASA---
VFKTHHNAVSSYIK--D-VFRAIPSEVLSNSYNLGQSQVRQLKYQGSGPLVYNP----------------

ok © ek e e e ek s

©CONOUTA WN K O©CO~NOOURAWNE
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Clustalw Alignment verschiedener Glycinine (WalnBer e 2), Reis, Cashew (Ana o 2), Mandel,
Erdnuss (Gly 1, Ara h 3/4, iso-Ara h 3), Springbehmd Soja) mit kursiv markierten Methioninresten,
fettgedruckten Cysteinen und die Lage der Disutidke ist mit schwarzen Pfeilen angedeutet. AS 311
von Koppelmann und AS 113 in dieser Arbeit sindugunaterlegt, den Start des reifen Proteins und die
Proteaseschnittstelle zeigen graue Pfeile undyésttuckieAS. (*) Identische AS in allen SequenZgn,
hoch konservierter Bereich, (.) schwach konsersieBereich.

Dieses Alignment zeigt die hohe Homologie vor allem der furAlisbildung der
Disulfidbricken wichtigen Bereiche, so dass die Ergebnisse von Sogheaanderen
Glycinine Ubertragbar sein sollten. Somit sollte zwischen deste®yen 88 (saure
Untereinheit) und 332 (basische Untereinheit) eine Disulfidbrinkstehen, wie dies
auch bereits vermutet wurde (Koppelmamt al, 2003). Koppelmannet al.
beschrieben aul3erdem, dass ein mittlerer Bereich ab Amin@&HBustarten und durch
eine nicht vollstandige posttranslationale Spaltung entstehen wimbej auch er bei
der N-terminalen Sequenzierung die Aminosaureabfolge EEDQ gefundeDiése
Sequenz ist bei dem rekombinanten Ara h 3 jedoch nicht vorhanden, higrsiciue
wie bei Gly 1 EEDR. Sie liegt nur auf der Sequenz von Ara h 4 amgebereits bei
Aminosaure 113 (in dem Alignment eingezeichnet wurde die homologeeBe bei
Gly 1). Das Alignment der Isoformen von Ara h 3/4 wird in Tab. 20 igezBiese
Aminosaureabfolge konnte Uber N-terminale Sequenzierungen sowohl ininder e
dimensionalen SDS-PAGE als auch in der zweidimensionalen PAGE /(IEDS-
PAGE bzw. BN-PAGE / LDS-PAGE) gefunden werden. Dieses Prdtémnte
tatsachlich durch unvollstandige Prozessierung entstanden sein, Seinmihus
startet aber anders als von Koppelmautral (2003) postuliert, was auch durch die
unmittelbare Nachbarschaft mit den anderen sauren Untereinheitdsoformen im
2D-Gel deutlich wurde. Wirde die Sequenz dieses Proteins tatséchfidttelbar vor
der Proteaseschnittstelle starten, so sollte es nach thdwogetifbleitung einen
basischen pl von 9,27 aufweisen (www.expasy.org/cgi-bin/protparam}etSts
hingegen bei Aminosaure 113, dann wirde es einen theoretischen pl von 4,78
aufweisen. Dieses stimmt mit der Lage des Proteinspots ime2Ddgben den anderen
sauren N-terminalen Untereinheiten der Isoformen Uberein (Abb. 18).

Bei einer zunachst zweidimensionalen Auftrennung (IEF / LDS-PA®E iso-Ara h

3 (Spot 6, siehe 3.1.2.4), einer erneuten Reduktion und Auftrennung in der LDS-PAG
erfolgte ein weiterer Zerfall in zwei kleinere Untereinri{~21 kDa) und (~12 kDa).
Auch dies widerlegt die Hypothese von Koppelmatnal (2003). Die kleinere
Untereinheit konnte einem Teil der sauren N-terminalen Unterei@hisprechen. Sie
kann aber nicht nur aus 15 Aminosauren gebildet werden (theoretisch&é9M®a,

pl 9,99). Hingegen ware es mdoglich, dass sie dem N-termiBdesich von iso-Ara h
3 bis zur Aminosaure 112 (theoretisches MG 13 kDa, pl 8,57) eritsdbiann ware
die groRere Untereinheit der Bereich ab Aminosaure 113 bis zur Rr&ehsittstelle
(theoretisches MG 22,5 kDa, pl 4,83) und zusammengesetzt wirde sichi deede
saure N-terminale Bereich von iso-Ara h 3 ergeben (theoretiddze85,5 kDa, pl
5,14). Weitere N-terminale Sequenzierungen sind somit notwendig, uzedaf von
iso-Ara h 3 abschliel3end erklaren zu kénnen.

Mit dem gezeigten Alignment wird aber noch eine weitere Besbadaler Glycinine
und Viciline deutlich. Innerhalb der Leguminosen und der Nisse sind viele kak-
tivitaten beschrieben worden (Moneret-Vauiinal, 1999, Teubeet al., 1999, Leon
et al, 2003, Rouxet al, 2003, Wanget al, 2003, Wensinget al, 2003). Wenn nun
nicht nur eine sehr hohe Sequenzhomolgie mit grof3er Aminosaureidsotiiddrn
auch eine vergleichbare 3D-Struktur vorhanden ist, dann ware eiterengerklarung
fur die Kreuzreaktivitaten Uber konformationelle Epitope innerhalb dguréosen
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und Nusse gefunden. Patienten konnen IgE-Antikorper besitzen, die mit anderen
Leguminosenspezies immunologische Kreuzreaktivitdten aufweisgenfBanret al.,

1996). Auch im Rahmen dieser Arbeit konnten derartige Beobachtungen gemacht
werden: bei vier Patientenseren aus Heidelberg (Sojaallergik&AP-Klassen von 0

- 2) konnten im Immunoblot Erdnussbanden detektiert werden, obwohl kein spezi-
fisches IgE gegen Erdnuss nachweisbar war. Umgekehrt zeitgefrahussallergiker

auch immunologische Reaktionen gegen Soja, teilweise auch gegen lLopiegveit

diese immunologischen Kreuzreaktionen auch klinische Relevanzdresiiass sicher

fur jeden Patienten getrennt bestimmt werden. Die vielen homologektusén
innerhalb der Leguminosen und Nusse sollten aber aufgrund der Schwexdeder
gischen Reaktionen gerade auf diese Nahrungsmittel bei entsprath&idle
vorschlagen fur diese Patienten berlcksichtigt werden.

4.2  Charakterisierung von Ara h 3/4 und Isoformen durch Epitopmapping

Um die Erdnussallergene Ara h 3/4 und Isoformen Gly 1, Ara h 3, AraTmypsin
Inhibitor und iso-Ara h 3 direkt miteinander vergleichen zu kodnnen, sollten di
Bindungsstellen mittels Epitopmapping von zwei Patientenseren (J33,d zwei
monoklonalen Antikérpern (PEI-7B2, Pn-x) auf den einzelnen Sequenzen bestimmt
und verglichen werden. Dabei sollte tUberprift werden, ob die mit dezsda-Wolf-
Vorhersage als antigene Bindungsstellen vorhergesagten lBeraiech bei den
Erdnussallergenen gefunden werden kénnen.

Im Unterschied zu den meisten Veroéffentlichungen, bei denen Igiagepfir ein
Allergen (Cardabat al, 1998, Garcia-Casadz al., 2003) oder Antikorperbindungs-
stellen eines Antikorpers (Gruber al, 2004) charakterisiert wurden, wurden in dieser
Arbeit funf Isoformen eines Erdnussproteines parallel untersuchKd@istruktion der
synthetischen Peptide fir das Epitopmapping erfolgte Uber eine Kombirmsion
heriger Ergebnisse (IgE- und Antikdrperbindung im Immunoblot an die N- und C-
terminalenUntereinheiten aller Isoformen mit unterschiedlichen Intensitéteftreten
einer weiteren Untereinheit ab AS 113) mit den verdéffentlichenBgiepen fur das

Ara h 3 (Rabjohret al, 1999). Da der Platz auf den vier Membranen auf je 425 Peptide
begrenzt war und die Inkubation mit Patientenserum bzw. monoklonalem Antikdrpe
jeweils parallel erfolgen sollte, mussten je zwei identis€lieer mit einer aus-
reichenden Anzahl von Kontrollpeptiden als Hintergrundkontrolle herffestsiden.
Somit wurden die beiden langsten Sequenzen (Ara h 3/4 und iso-Ara h 8gmit
hochsten Variabilitdt innerhalb der Isoformen (76 % Sequenzidg@nktinplett
synthetisiert und von den anderen Isoformen mit einer 92 bis 94 %igemrr2equ
identitat (Ara h 3, Ara h 4 und Gly 1) jeweils die ausgewahltereiBhe mit Amino-
saureaustauscheAuf die Synthese des Trypsin Inhibitors wurde verzichtet, da dieser
bisher nur Gber eine rekombinante Expression als moégliche Isofontifidert wurde

und zu der N-terminalen Untereinheit von Ara h 4 eine Homologie von a6féeist
(Dodoet al, 2004).

Bei der Auswertung der Reaktivitditen der monoklonalen Antikdrper unéniBat-
seren wurde deutlich, dass der Aufbau der Filter einige bis dahin onerka
Schwierigkeiten enthielt. So war bei der Synthese der Teillnerader anderen Iso-
formen nicht aufgefallen, dass sich das Aminosaureabfolge derer@ssu durch
Aminosaureeinschilbe oder -deletionen erheblich verschieben wirde.deéBei
Alignment der Sequenzen wurden die homologen Bereiche durch sBicte
zusammengestellt, die bei der Synthese der Peptide dann entfelelass auch die
beiden langstenvollstdndig synthetisierten Sequenzen eine erheblich verschobene
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Aminosaureabfolge zeigten. Dieses erschwerte die gezieltemBastg einzelner
homologer Epitope innerhalb der finf Isoformen vor allem bei den Ratgaren, die

im Unterschied zu monoklonalen Antikdrpern polyklonale IgE-Antikorpethalten

und dadurch mehrere Aminosaurebereiche als IgE-reaktiv erkennen kénnen.

Es wurde deutlich, dass mit der Auswertung unterschiedlicher Ri¢diein bei den
einzelnen Isoformen von Ara h 3/4 gleichzeitig ein Alanin-Scan éedi System
vorlag (Rabjohret al, 1999, Ayuscet al, 2002). Dabei werden einzelne Aminosauren
eines reaktiven Bereiches durch schrittweisen Austausch mitnA&msetzt und die
Reaktivitatsunterschiede ausgewertet, so dass fir die Bindungielgsé@minosauren
erkannt werden. In dieser Arbeit wurden erstmalig die natirlicheewgrkommenden
Sequenzunterschiede der einzelnen Isoformen untersucht, so dass beobadatet
konnte, ob diese fiir die Patienten wichtig oder vernachlassigbar sind.

Zunéchst wurde die Bindungsstelle des monoklonalen Antikdrpers PEb&REnmt.

Das gefundene Hauptepitop SPYSPH lag auf der Sequenz von Ara h 4 und konnte
teilweise auf die Isoformen Ara h 3/4 und iso-Ara h 3 Ubertragen weadlerdings
zeigte der Antikorper in beiden Fallen eine deutlich geringémbung. In diesem
Bereich (Tab. 17) zeigen die Isoformen Gly 1 und Ara h 3 eine 100 %ige
Sequenzidentitat, das Ara h 3/4 eine Deletion des zweiten Tyros;éyad 4 einen
Aminosaureaustausch (Histidin an Stelle von Glutamin) und das isdé+A3aeine
vollstandig andere Aminosaureabfolge, die lediglich ein ahnlichesvMatthielt.
Dieses Epitop liegt genau zwischen zwei Bereichen, die durch bBoleen antigenen
Index gekennzeichnet sind. Dabei liegen diese fur das Ara his¢hem 1,87-3,4 (11
AS) vor und 1,4-3,4 (23 AS) hinter dem Hauptepitop. Bei den anderen Isoformen sehen
diese Zahlen etwas anders aus: Ara h 3/4 1,84-3,4 (7 AS) bzw. 1,33-3,4 (3DCAS)
iso-Ara h 3 1,25-3,4 (9 AS) bzw. 1,45-3,4 (13 AS). Somit kdnnte eine verandert
Aminosaureabfolge und ein nur ahnliches Motiv bei iso-Ara h 3 flankimmt sehr
kurzen antigenen Bindungsstellen zu einer schwacheren Bindung von PEIR/BR2.
Diese schwachere Reaktivitat wurde bereits bei den immunologiddhehweisen
gefunden und konnte mit dem Epitopmapping bestétigt werden.

Die Bestimmung des Hauptepitopes SPYSPH konnte aber noch eine andere
Beobachtung erklaren. Der monoklonale Antikorper PEI-7B2 war aufhAahin
selektioniert worden und zeigte trotzdem eine Spezifitdit gegen A 3/4 und
Isoformen. Mischungsexperimente konnten zeigen, dass die Affautdhra h 3/4
deutlich gré3er war als zu Ara h 2, so dass der Antikorper furBanting an Ara h 2

im gleichen Ansatz in Konkurrenz zu Ara h 3/4 nicht zur Verfuguagds{Boldtet al,
2003). AuRerdem zeigte der Antikorper in hohen Konzentrationen eine Bindung an Ar
h 1. Diese Sequenzabfolge findet sich auch beim Ara h 2 in denp&pitd und 7,
teilweise repetitierend (Grubeat al, 2004), sowie bei Ara h 1 und Ara h 7. Die
Sequenzen der beiden Ara h 2-Isoformen mit den eingezeichneten Epitop@rtl-

7B2, sowie die Sequenz von Ara h 7 und Ara h 1 werden im folgenden dargestellt.

Ara h 2 - Isoform |

RQQWELQGDRRCQSQLERANLRPCEQHLMQKRKERIP Y SPRPYSPDPDRRBY SPS

PYDRRGAGSSQHQERCCNELNEFENNQRCMCEALQQIMENQSDRLQBMREQRRPQQCGLRA
PQRCDLEVESGGRDRY

Ara h 2 - Isoform Il

RQQWELRGDRRCQSQLERANLRPCEQHLMQKISKERIP Y SPPYSPYSPYRRGAGSSQH
QERCCNELNEFENNQRCMCEALQQIMENQSDRLQGROQEQQFKRECBNRROQRCDLDVESGGR
DRY
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Arah7

TRWDPDRGSRGSRWDAPSRGDDQCQRQLQRANLRPCEEHMRRRYBRYEYERRGSRGRQPGE
SDENQEQRCCNELNRFQNNQRCMCQALQQILQNQSFWVPAGQERQ@EDFPEGRVQVTKPLRPL

Arah 1l

MRGRVSPLMLLLGILVLASVSATHABE YOKKTENPCAQRCLQSCQQEPDDLKQKACESRCTKLEYDP
RCVYDPRGHTGTTNQRSPPGERTRGRQPGDYDDDRRQPRREEGEBRRERAHIPVRQPREDWRRP
SHQQPRKIRPEGREGEQEWGTPGSEVREEFFRMIR SRRFSTRYGNQNGRIRVLQRFDQRSRQFQN
LONHRIVQIEAKPNTLVLPKHADADNILVIQQGQATVTVANGNNRKSESHALRIPSGFISYILNR

HDNQNLRVAKISMPVNTPGQFEDFFPASSFRXQGFSRNTLEAAFNAEFNEIRRVLLEENAGGEQE
ERGQRRWSTRSSENNEGVIVKVSKEHVEELTKHAKSVSKKGSEEEMNDREBEPDLSNNFGRLFE
VKPDKKNPQLQDLDMMLTCVEIKEGALMLPHENSKAMVIVVVNKGTENRKEQQQRGRREQEEDE
DEEEEGSNREVRRYTARLKEGDVFIMPAAHPVAINASSELHLLGFGINMENLAGDKDNVIDQIEK
QAKDLAFPGSGEQVEKLIKNQKESHFVSARPQSQSQSPSSPEKESHHEANNEGKGPLLSILKAFN

Interessanterweise stimmt das Hauptepitop von PEI-7B2 weitdainé dem flr die

Ara h 2-Isoformen bestimmten IgE-Epitop DPYSPS Uuberein (Heteal, 2004).
Dadurch erklart sich auch, warum die eine Isoform, in der diEpi&®p dreifach
vorhanden ist, deutlicher erkannt wird, als die andere Isoform.

Auch die beiden antigenen Bindungsstellen, die mit PEI-7B2 schwRehktivitaten
zeigten, konnen mit der Selektion auf Ara h 2 erklart werden. dsedi Bereichen
waren auf allen Isoformen gleichmaRige repetitierende Amimesawie Arginin,
Glutamin, Glycin, Serin vorhanden, die auch das Hauptepitop flankierten end di
kombiniert fur einen erhdhten antigenen Index stehen. Bei Ara h 2 eefsich diese
Aminosauren ebenfalls in unmittelbarer Nahe des SPYS-Motives unuteso die
Bindungsfahigkeit zu diesem Epitop erhdhen.

Die Auswertung des monoklonalen Antikérpers Pn-x ergab das Hauptepitop
DEEEEYD fur die Isoformen Ara h 3/4, Ara h 3, Ara h 4 und Gly 1. glzh beim
iso-Ara h 3 konnte dieses Sequenzmotiv nur teilweise gefunden waaevar die
homologe Sequenz hier DENRR. Dariber hinaus zeigte dieser auf A3& h
selektionierte Antikorper identische Bereiche wie PEI-7B2, beenesin grofRerer
Bereich reaktiv war. Auch das von PEI-7B2 detektierte Hauptepitogenmit erfasst,

was aus den immunologischen Voruntersuchungen nicht vorhergesagt werden konnte.
Somit konnte gezeigt werden, dass von den beiden monoklonalen Antikdrpern die
vorhergesagten antigenen Bindungsstellen oder direkt angrenzemiehBeatetektiert
werden. Deutlich wurde die hohe Homologie innerhalb der vier Isoformarh/8/4,

Ara h 3, Ara h 4 und Gly 1, die sich durch sehr ahnliche Reaktivitétgreehneten.
Ebenfalls war erkennbar, dass schon ein einziger Aminosaureatstaisden mono-
klonalen Antikdrpern zu einer stark gesenkten Bindungsfahigkeit fliihren Rasnso-

Ara h 3 lag mit der héchsten Variabilitéat innerhalb der Isoforgieithwohl innerhalb

der Bindungsbereiche der beiden Antikdrper und zeigte ebenfalls, werin au
schwachere Reaktivitdten mit den jeweiligen Hauptepitopen.

Da auch einige der Kontrollpeptide eine Farbung zeigten, wurde serdiédllen die
Aminosaureabfolge genauer analysiert. Dabei zeigte sich, idagen markierten
Peptiden immer mindestens ein Histidin (H) und meistens einnP{®)i vorhanden
waren, oft auch ein oder mehrere Tyrosine (Y). Diese Aminosaagem lauch in dem
Hauptepitop von PEI-7B2 vor und wurden auch in allen anderen als reaktiv
nachgewiesenen Einzelpeptiden gefunden.

Die IgE-Reaktivitdtervon Patientenseren wurden bestimmt, um zu klaren, ob die im
Immunoblot nachgewiesenen Unterschiede in der Verteilung der égktiRitaten den
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N- und C-terminalen Untereinheiten von Ara h 3/4 und Isoformen auclddrei
Sequenzen nachweisbar sind.

Das Patientenserum JG3 zeigte drei IgE-Epitope auf den N-téemibatereinheiten
der Isoformen. Eine andere Verteilung wurde bei dem Patientens&ddngefunden.
CAT zeigte eine gleichmalfiige Verteilung der IgE-Epitoper e gesamte Sequenz
von Ara h 3/4 und Isoformen, so waren von sieben Epitopen vier in den Nddgm)i
eines Uberlappend und zwei in den C-terminalen Untereinheiten |lokaliZie Unter-
schiede der immunologischen Nachweise konnten somit auch bei dem Epipapgna
gefunden werden, wobei sich wie bei den monoklonalen Antikdrpern zeigen Igsf3, da
das iso-Ara h 3 teilweise schwéchere Reaktivitdten aufwies.

Die IgE-reaktiven Bereiche waren langer, als die reaktiveri@&ee der monoklonalen
Antikérper. Da es sich bei den Patientenseren um polyklonale Antikorpelelha
werden viele kleinere Bereiche als IgE-reaktiv erkannt, die daneirem groReren
Uberlappenden Bereich verschmelzen kénnen. Um einzelne voneinander gégEennte
Epitope mit den dazugehdrenden essentiellen Aminosauren endgultimrbestizu
kénnen, mussten alle Aminosauren im ler Versatz fir alle Isofogiegchermal3en
synthetisiert werden und dann mit einer groRen Anzahl von Patiergengescreent
werden.

Bei der Auswertung beider Patientenseren, sowie weiterergeeieigter Versuche mit
Patientenseren, wurde sehr schnell deutlich, dass die von Radjohh (1999)
beschriebenen IgE-Epitope in der vorliegenden Arbeit mit européisEnenuss-
allergikern nicht oder nur in Teilen gefunden werden konnten. So st&lbjohnet

al. fest, dass alle Patienten das Epitop 3 mit der Sequenz VTVRGSEDRK und
jeweils ca. 1/3 die Epitope 1 (IETWNRQEFECAG), 2 (GNISGFTPEFLEQA) und

4 (DEDEYEYDEEDRG) erkannten. Die essentiellen Aminosauren fir die IgE-
Bindung sind dabei durch einen Alanin-Scan bestimmt worden und hier uokenstr
dargestellt.

In dieser Arbeit wurden parallel alle Isoformen von Ara hi@idzwei Patientenseren
auf ihre IgE-bindenden Bereiche hin untersucht. Ein Vergleich dgmiraten IgE-
Epitope mit den von Rabjohat al. beschriebenen wird in der folgenden Tabelle
dargestellt. Dabei sind sowohl die essentiellen Aminosauren, dreeiien Alanin-
Scan bestimmt wurden, unterstrichen als auch die in der vorliegendeih dulch den
Vergleich innerhalb der Isoformen bestimmten unterstrichen undtziies durch
Fettdruck hervorgehoben.
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Tab. 19 Ubersicht der gefundenen IgE-Epitope und Verglendhder Literatur (Rabjohst al, 1999).
Essentielle AS unterstrichen und in dieser Arbegitimmte AS zusatzlich durch Fettdruck

hervorgehoben.
Iso- Epitop- Zusétzliche Rabjohn et al . (1999)
form Nr. und Epitope dieser
AS Arbeit Epitop 1 Epitop 2 Epitop 3 Epitap 4
Ara IETWNPNNQ GNIFSGFT VTVRGGL DEDEYE
h 3 EFECAG PEFLEQA RIL SPDRK YDEEDRG
i EFECAGVALSR
}12(@51) LVLRRNALRRRA
FYSNAPQE
2 (AS: STYEEFAQQGRRQS®FP
290-119) RRFQGQDSQQ
3 (AS: QEFLRYQQQSRRS PYSP
184-201) SPQPKQEDR
Ara 3 (AS:
h 200.217) DREFSPRIQHGRRRAGQ
3/4 4 (AS: RILSPDRKRRQ
275-298) QYERP
5 (AS: YCEEERQQRR
311(-336) RGRGSRGSGNG
1 EET
6 (AS: ETICTASFKKNIGRNR®D
335-356) I'YN
7 (AS: KTANELQ@QNLLIL RWLGBE
365-392) AEYGNLYRNAL

In dieser Ubersicht zeigte sich, dass ein Teil von Epitop 1 idéntmi dem
beschriebenen Epitop 1 war, dass aber in dieser Arbeit durch dgleiglermit den
anderen Isoformen erfolgten ,Alanin“-Scans andere Aminosauren g$gengell
gefunden wurden (in fett gedruckt). Die Epitope 3 und 4 stimmten hingegemnem
Teil der beschriebenen Epitope 3 und 4 Uberein und zeigten eindeutig idreeigle
essentiellen Aminosauren.

Da sie groRe Ubereinstimmungen innerhalb der einzelnen Aminosaureabfoig
auch zu der von JG3 erkannten Sequenz auf Ara h 2 (Getbar, 2004) haben,
scheinen die sich wiederholenden Aminosauren (Arginin, Glutamin, Ghlsaore,
Glycin, Histidin und Prolin) fir die Bindung wichtig zu sein. Fur die §8ginin,
Glutaminsaure und Prolin) war dies bereits beschrieben (Rabjain1999).

Bei den Untersuchungen mit dem Patientenserum JG3 zeigte Bieh eage
Ubereinstimmung mit dem Bindungsverhalten des monoklonalen Antikorper PEI-7B2.
Dieses war bereits in den immunologischen Nachweisen aufgetaitékonnte jetzt
auch auf der Basis des Epitopmappings bestatigt werden.

Ganz andersvaren dieErgebnisse des Epitopmappindss Patientenserums CAT.
Bereits Uber die immunologischen Nachweise war bekannt, dass Siesen auch
IgE-Reaktivitdten mit den C-terminalen Untereinheiten der Ilsodéor von Ara h 3/4
zeigte. So konnten von den sieben IgE-reaktiven Bereichen drei bemi¢it3G3
gefunden werden. Zwei weitere IgE-reaktive Bereiche wurden auCderminalen
Untereinheit gefunden. Vor allem bei Epitop 7 fallt dabei die groReidtkait in der
Aminosauresequenz zu Epitop 4 auf, fur das die Aminosauren Leucin und ils@lsuc
fur die IgE-Bindung essentiell bestimmt worden waren. Auch inediésbeit wurde
deutlich, dass die Leucine fur die Bindungsfahigkeit notwendig sind.

Somit zeigte dieses Patientenserum eine UbereinstimmungiifEpitepen mit den
beschriebenen Epitopen (Rabjoénal, 1999) und erstmalig auch die IgE-Reaktivitat
auf den C-terminalen Untereinheiten der Isoformen von Ara h 3/4.
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Bei einem Epitopmapping lassen sich nur lineare Epitope eindeutignbesti
wahrend konformationelle Epitope nur Gber Vermutungen zugeordnet werdemkdonne
wenn die 3D-Struktur der Proteine bereits bekannt ist. Fur dienfatiseren spielen
neben linearen Epitopen die konformationellen Epitope, die durch die Falamg
Proteine entstehen, eine entscheidende Rolle. Viele AllergeneGdiser bilden
konformationelle Epitope aus, die sensibilisierend wirken kénnen, wahrend die
Nahrungsmittelallergene wie die Erdnisse auch Uber sensifahsie lineare Epitope
verfigen. Um nun entscheiden zu kénnen, welche IgE-reaktiven Bereicheeflr di
Patienten auch klinische Relevanz haben, kdnnten synthetische Pepticks awieh
von Gruberet al (2004) vorgeschlagen wird, als Sonde zum Aufspiren von IgE-
Epitopen genutzt werden. Somit konnte dann gezielt Uberprift werdenhewelc
Bereiche der Erdnussallergene Ara h 3/4 und Isoformen fir die einzBkteenten
entscheidend sind. In einer Arbeit von Ma@dral. (2004) konnte sogar bereits gezeigt
werden, dass synthetische Peptide zur Detektion allergischearghfpse genutzt
werden konnen.

4.3 Charakterisierung der Erdnussallergene durchn vitro Simulation des
menschlichen Gastrointestinaltraktes

Fir die Charakterisierung der Erdnussallergene (Ara h 1, Ara h&hA3/4 und
Isoformen, Ara h 5, Ara h 6, Ara h 7, Ara h 8, LTP und Oleosin) seiitein vitro
Simulation des menschlichen Gastrointestinaltraktes entwiskeztien, um die Frage

zu klaren, wie die Erdnussallergene durch die Enzyme des Gasdtiattraktes
prozessiert wurden, bevor sie resorbiert werden. Dabei solltpriiieverden, ob bei

der simulierten Passage durch den Kérper ein Zerfall von Ara h 3/4sofarrhen

(Ara h 3, Ara h 4, Gly 1 und iso-Ara h 3) in ihre Untereinheiten beobiacleelen
kann und ob eine weitere Degradation erfolgt.

Die Passage der Nahrungsmittel durch den menschlichen Gasthoaitesdt beginnt

mit der oralen Nahrungsaufnahme. Neben der mechanischen Zetkbginder
Nahrung durch das Kauen beginnt im Mund ein erster enzymati&afsahluss durch
Speichelproteine wi@-Amylase und Lysozym. Daher sollte zun&dchst mit der BN-
PAGE uberprift werden, ob Unterschiede in der Speichelzusammergsédteuver-
schiedenen Versuchspersonen nachweisbar sind, die neben einer individuellen
Kautechnik zu einer veranderten Allergenextraktion fihren konnten. Iilaler 42
wurde gezeigt, dass bei den sieben Probanden neun gleicharticfeefpeteinbanden

(25 — 250 kDa) zu finden waren. Die Intensitaten dieser Banden wge&e
Unterschiede auf, wobei auch die Speichelzusammensetzung eirmrchNaperson
variabel schien. Ein Mensch kann 1-2 | Speichel am Tag bilden, dacleNahrungs-
zusammensetzung mukoser oder wassriger wird und einen schwankenden pH-Wert von
5,5-7,8 aufweist (Rehner, 1999). Mit der nativen BN-PAGE konnten diese
individuellen Unterschiede identifiziert und mit der Gegenubersiglhler Speichel-
proteine vor und nach der Nahrungsaufnahme gezeigt werden, wie wichtig scleon dies
erste enzymatische Aufschluss bei der Nahrungsmittelalesgin kann. Allergische
Reaktionen konnen bereits unmittelbar nach der Nahrungsaufnahme im Mundraum
entstehen und sich in Form von Schleimhautschwellungen des Rachensratiergie
aullern (Bachest al, 2001). Auch in der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden,
dass es bereits durch das Kauen zu einer schleichenden FreisetauAtievgenen
kommt.

Die Amylase fuhrt aber nicht nur zu einem enzymatischen Alifss der Nahrung
sondern auch zu einer besseren Loslichkeit der Proteine durch diebAudheer

125



Diskussion

Maillard-Reaktion in verarbeiteten Produkten (Kopgeal, 2005). Die gute Ldslich-
keit der Proteine direkt nach der Nahrungsaufnahme und der mechanidehe
kleinerung durch das Kauen wurde durch eine hohe Proteinkonzentration udéreine
laborchemischen Extrakten vergleichbare Allergenextraktion irPBISE- und SDS-
PAGE-Gel gezeigt (Abb. 43 und 44). Vor allem mit der BN-PAGE dieProteine in
ihrer weitgehend nativen Form darstellte, wurde deutlich, dass lesn neiner
allgemeinen gleichartigen Proteinextraktion individuelle Konzewinatinterschiede in
der Allergenzusammensetzung gab. Dieses konnte mit der SDS-Ré&Egenauer
untersucht werden. So wurden von zwei der funf Versuchspersonen, digeréatiete
Erdniisse gekaut hatten, verstarkt Ara h 3/4 und Isoformen extramsgesamt
konnten bei allen Erdnussextrakten aus gekauten Erdnissen die flirbdre la
chemischen Extrakte beschriebenen Proportionen von 90 % hochmolekularen
Komplexen zu 10 % niedermolekularen Erdnussproteinen auch bein deitro
Simulation des menschlichen Gastrointestinaltraktes gefunden weB#=onders
deutlich wurde die gleichartige Extraktion der Erdnussallergemeh aei dem
Vergleich IgE-reaktiver Proteine (Abb. 5 und 45). Die besseréchéieit der Proteine
in den Extrakten aus gekauten Erdnissen flhrte bei einer identischesinP
konzentration (15 pug / cm) zu einer starkeren Bindung der IgE-Antikdimakisomit
einer starkeren Farbung der Proteinbanden.

Bei der simulierten Passage der Erdniisse durch den Gastrointiedtinsbllite Uber-
pruft werden, ob kulturelle Unterschiede in der Zubereitung der ErdoideseR0st-
prozesse zu einer Veranderung der Allergenzusammensetzung und zdaeiiter
Veranderung der Allergenitat fuhren kénnen (Koppelmeanal, 1999, Beyeet al,
2001, Chunget al, 2003, Malekiet al, 2003, Wal, 2003, Koppeet al, 2005).
Insgesamt wird in diesen Vero6ffentlichungen eine Zunahme der Atligagelurch das
Rosten der Erdnisse beschrieben. Beyeax. (2001) beschrieben dartber hinaus eine
Abnahme der Allergenitat durch Kochen oder Fritieren von Erdnissemas®
Menschen des chinesischen Kulturkreises durch diese veranderteizmigseat keine
Erdnussallergien ausbilden wrden.

In dieser Arbeit konnten bei einem Vergleich verschiedener Erexiuakte aus natur
gerosteten, keimfahigen gekochten oder fritierten Erdnissen odeweribébeiteten
Erdnussprodukten direkt nach dem Kauvorgang keine Unterschiede inldeyeAt
zusammensetzung (Abb. 44) gefunden werden. Lediglich in der Konramtean-
zelner Allergene zueinander konnten Unterschiede gezeigt werdere fieden
jedoch nicht zu einer Verschiebung der Allergenproportionen von 90 % hoch-
molekularen zu 10 % niedermolekularen Proteinen. Eine Veranderung illeer
genitat liel3 sich ebenfalls nicht nachweisen. Die Konzentrationsuhiede innerhalb
der verschiedenen Extrakte korrelierten immer mit einer etweinderten Extraktion
der Majorallergene (Ara h 1, Ara h 2, Ara h 3/4 mit Isoformen) atlen zusammen.
Eine Abnahme der Allergenitat durch eine Degradation dieser M&mailie beim
Kochen oder Fritieren konnte serologisch nicht beobachtet werden.

Der weitere Weg durch den menschlichen Gastrointestinaltrakiefdann zu einer
Inkubation des Speichel-Protein-Gemisches mit kinstlichem Magefisatiynorm)
und anschlieRend kunstlichem Pankreassaft (Kreon). Im Gegensatz rifiene
lichungen von Astwoocet al, 1996 und Koppeet al, 2005, bei denen einzelne
Enzyme wie Chymotrypsin, Trypsin und Pepsin chemisch hergestelitessextrak-
ten zugesetzt und dann die Wirkung dieser Enzyme jeweils isbbét@dchtet worden
waren, wurden die gekauten Proteinproben in dieser Arbeit mit Medikam
inkubiert, die den natlrlichen Verdauungstrakt des Menschen bei Dysiuerkti
unterstitzen sollen und somit dem natirlichen System entsprecheit \RDate
analog zu Veroffentlichungen von Kortekangas-Savolaigteal (1993) und Becker
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(1997) unmittelbar am menschlichen Gastrointestinaltrakt simutierynd wann die
hochmolekularen Proteinkomplexe aus Ara h 1 und Ara h 3/4 mit Isoformedieind
niedermolekularen Erdnussproteine bei ihrer Passage durch den Kimsetzt
werden. Im Gegensatz zu diesen Arbeiten wurde hier die Passdfeldessallergene
dabei sowohl mit der BN-PAGE als auch mit der SDS-PAGE und loer
immunologischen Nachweise mit Patientenseren und monoklonalen Antikdrper
verfolgt.

Der Magensaft des Menschen (1 — 3 | / Tag) enthélt nebennRepdiabgeschluckter
a-Amylase vor allem Mucus, also Magenschleim, und Salzsaure, ride@ pH-Wert

von 1,5-2,5 vor Nahrungsaufnahme bis 6,5 nach Nahrungsaufnahme einstellt.
Zusatzlich zu dem sauren enzymatischen Aufschluss der Nahrlafypeptide findet
hier eine weitere mechanische Zerkleinerung, aber auch egerursy der Nahrung
vor dem Weitertransport in den Dinndarm statt. Beim Ubertritt in Di@gmndarm
werden dem Nahrungsbrei (Chymus) Pankreasenzyme wie Trypgima@ypsin und
Lipasen zugefiigt, die in einem basischen pH-Bereich von 7,5 — 8,5 ihreat#pti
Wirkung entfalten konnen. Auf3erdem werden hier Gallensauren zugeBetaine
Solubilisierung von Lipiden und damit ihre Resorption erméglichen (Eckedl,
1993). Dieses komplexe Zusammenspiel verschiedener Enzyme und mechanischer
Zerkleinerung lasst sich nicht durch die Inkubation einzelner Proteineinzelnen
Enzymen darstellen. Die Kombination aus Kauvorgang, Inkubation mit ldalesti
Magensaft und kinstlichem Pankreassaft bei leichtem Schitteln und S€IR€ die
Passage durch den menschlichen Gastrointestinaltrakt in dieseit Aehr gezielt
nach.

Mit der BN-PAGE konnte erstmals gezeigt werden, dass die hockuherlen Protein-
komplexe aus Ara h 1 und Ara h 3/4 und Isoformen bei der Passageddar&astro-
intestinaltrakt auch nach 24stundiger Inkubation mit Enzynorm odemKrech nach-
weisbar waren (Abb. 47 und 48). Sehr deutlich wurde in den simulierteageéasson
natur gerosteten, gekochten oder fritierten Erdntissen oder aber vetarbErdnuss-
produkten, dass auch nach 24stundiger Inkubation noch eine Freisetzung von Aller-
genen aus der Matrix des Erdnussbreies stattfand. Diese Matrikzt die hoch-
molekularen Proteine vor einem vollstandigen Verdau innerhalb kurzemrfegrklart
damit den grofRen Unterschied zu der bisher beschriebenen Verdaoneesistr
Allergene von 60 min fur Ara h 2 (Astwoaat al, 1996). Der Einfluss von Matrix-
effekten konnte bereits von Becker (1997) gezeigt werden. Auch hi¢e fierMatrix

zu einer Verdauresistenz von >80 min speziell fur Ara h 1. Da disaBa von
Nahrungsmitteln je nach Art und Zusammensetzung durch den Gastroattexkt
unterschiedlich lange dauern kann (30 min bis ca. 24 Stunden), wurde inAtiesier

der gesamte Zeitraum uUberwacht und mit der BN-PAGE das Vailiege Einzel-
allergenen und Komplexen in den einzelnen Verdauschritten auch hesityenativ
verfolgt. Es konnten keine Unterschiede bei mhewritro Simulation bezuglich eines
Abbaus der hochmolekularen Proteinkomplexe aus Ara h 1 und Ara h 3/4omit |
formen auf Grund der unterschiedlichen Zubereitungsart der Erdniisse gaegstet
(Abb. 47 und 48), gekocht oder fritiert (Abb. 53-56), verarbeitete Erdnussprodukte
(Abb. 63-64), gefunden werden. Weder in den gekochten bzw. fritierten Eedniss
noch in den verarbeiteten Erdnussprodukten konnte eine vorzeitige Degratieser
Komplexe nachgewiesen werden. Lediglich die Proteinkonzentraiian 67, 58, 62,

67 und 68) war teilweise deutlich reduziert. Somit missen dieseixbfékte
unabhéngig von der Verarbeitungsform der Erdniisse auftreten, daeawdnbverar-
beiteten Produkten keine Einflisse der anderen Proteine nachweiskar s@ndern

nur Erdnussprotein gefunden werden konnte. Die Hypothese von Teuber (2002), dass
vermutlich viele Faktoren wie Protein-Interaktionen, Phytochemikalied Protease-
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Inhibitoren zusammenwirken, um ein Protein fur den menschlichen Omgais
antigen zu machen und dass die dadurch entstehenden Matrixeffekte dafalisebe
eine Rolle spielen, wurde durch die groRe Né&he digseitro Simulation zu dem
menschlichen Gastrointestinaltrakt bestétigt. Dieses kann auchregrkl warum
Astwood (1996) diesen Matrixeffekt nicht nachweisen konnte, da er gerSatz zu
dieser Arbeit mit laborchemisch hergestellten Extrakten geatrbeite

Im Unterschied zu den hochmolekularen Proteinkomplexen waren die madder
kularen Proteine schon nach kurzer Enzymeinwirkungszeit nicht mehr nischwe
Dieses war besonders gut mit der zweidimensionalen Auftrennurigydieussproteine
mittels IEF und LDS-PAGE wéhrend der simulierten Verdauungeztolgen (Abb.
46, 49 und 50). Direkt nach dem Kauvorgang waren die niedermolekulatemBrin
der Spotansammlung unter 20 kDa mit der Coomassie-Farbung und immsciologi
mit den Kaninchenseren (MAP &-Ara h 2) bzw.a-Ara h 6) nachweisbar. Bereits
nach 1stundiger Inkubation mit Enzynorm und wéahrend der Inkubation mit Kreon
waren sie jedoch nicht mehr detektierbar. Dieses wurde bachder simulierten
Passage der Peanut-Cracker in der SDS-PAGE (Abb. 59-61) gefundemethiesehr
hohen Ara h 2-Anteil aufwiesen, der aber bereits nach 1stindiger Inkubdiiiich
reduziert war. Die obere Bande von Ara h 2 lie3 sich nach 3 Stunkebakion mit
Enzynorm noch detektieren, verschwand dann aber auch weitgehend undhremd
der Inkubation mit Pankreassatft nicht mehr nachweisbar.

Senet al. (2002) fanden unter gastrointestinalen Bedingungen Ara h 2-Fragmehte na
einer Reduktion der Disulfidbriicken. Eine solche Reduktion findet im nédiénlic
System jedoch nicht statt. Da in dieser Arbeit das natlrigistéem dargestellt wurde,
konnten diese Ara h 2-Fragmente nicht gefunden werden, da eine Redddtion
Disulfidbricken nicht durchgefiihrt wurde.

Somit konnte weder fur das Majorallergen Ara h 2 noch fur das hA eine
Verdauungsresistenz nachgewiesen werden.

In den Extrakten aus gekauten Erdnissen konnten analog den laborbhbentpe-
stellten Extrakten Glykostrukturen gefunden werden. Diese blieben in de
zweidimensionalen Auftrennung auch nach 3stiindiger Inkubation mit Enzymdrm
Concanavalin A und Peanut Agglutinin detektierbar. Dies kdnnte ein weeuad
fur die Allergenitat sein. So sieht van Reteal. (2000) zwar eine IgE-Bindung an die
Zuckerstrukturen (N-Glykane) der untersuchten Allergene (Lol p IeQlund Ara h
1), halt diese aber fur klinisch nicht relevant. Im Gegensatz ddzwarmReeet al
(2005) die Arabinogalaktane von Art v 1 fur die IgE-Bindung und die \iéxstg der
allergischen Reaktion verantwortlich. Da die Zuckerstrukturen den Verdauuggsgor
Uberstehen, kdnnten sie fur einige Patienten durchaus sensibilisier&ed.VAur ein
Allergen der Sojabohne (Gly m Bd 28K) konnte bereits gezeigt weddess, die N-
Glycane direkt an der IgE-Bindung beteiligt sind (Hienedral, 2000). Und auch flr
ein Allergen der Platane (Pla | 1) konnte eine IgE-Bindung derydaBe nachge-
wiesen werden (Calabozo al, 2002).

Ein wichtiges Ergebnis dieser Arbeit war, dass auch in den vésddme Erdnuss-
produkten (Peanut Cracker, Corny- und Snickers-Riegel, sowie Erdnussknaiter)
vielfaltiger Zutaten nur Erdnussbanden gefunden werden konnten. Diedesidass
nicht einfach erklaren, denn auch Astwood (1996) konnte bereits zeliges einige
Milch- und Eiallergene durchaus eine htéhere VerdauungsresistengisedwAulRer-
dem sollten diese Proteine den Verarbeitungsprozess uberstehen, hdangsa
mittelallergien gegen viele andere Zutaten wie Weizesgithin usw. meist durch
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verarbeitete Produkte ausgelost werden oder Uber Kreuzredktivitdit Aeroaller-
genen (Ballmer-Webaeat al., 2003).

Warum konnten nun kaum andere Proteinbanden gefunden werden? Ledigtieimbei
Corny-Riegel tauchte eine Proteinbande (42 kDa, Abb. 63) auf, dietsbewsih
2stundiger Inkubation mit Enzynorm nahezu verschwunden war. Umgekehrt fanden
auch andere Autoren (Schagial., 2001, Leppet al., 2004), dass Erdnussproteine in
undeklarierten Lebensmitteln vorhanden sein kénnen. Dabei stellten Seh&bpn

19 von 46 untersuchten Produkten undeklariert vorhandene Erdnussbestandteile von
0,05-0,5 % fest. Und Leppt al konnten in Kornerbrotchen versteckte Erdnuss-
allergene nachweisen, die anaphylaktische Reaktionen bei den benofednuss-
allergikern, die diese Brotchen verzehrten, auslosten.

Somit missen die Erdnussallergene durch ihre besondere Stabditéiend des
Verarbeitungsprozesses uber die anderen Proteine dominieren undheriglice
dadurch ihre Allergenitat noch erhéhen.

In dem folgenden Schema soll der komplexe Zusammenhang der Horhsd&n
Freisetzung von Erdnussallergenen noch einmal kurz dargestellt werden.

Schema 3in vivo undin vitro simulierte Passage von Erdnussproteinen durch den
menschlichen Gastrointestinaltrakt.

In vitro-Verdau von gekauten Erdniissen und Erdnussprodukten
Speichel-Proteingemisch nach Kauen: | Proteingemisch nach Proteingemisch nach
Komplexe von > 200 kDa aus Ara h 1 Enzynorm: Komplexe Kreon: Komplexe und
und Ara h 3/4 mit Isoformen (Protein und Untereinheiten Untereinheiten aus
(G) /Untereinheiten (N+C, N, C) aus Arah 1 und Ara h 3/4 Arah 1 und Ara h 3/4
Einzelallergene (Ara h 2, Ara h 6) mit Isoformen mit Isoformen

Verdau Verdau
mit mit l
Enzynorm Kreon
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5. Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene Erdnisse und Erdnussprodukte in
einer simulierten Passage durch den menschlichen Gastrointeskinaintersucht.
Weitere Analysen der gastrointestinalen Ablaufe mit einer&@gsng an mensch-
lichen Biopsien oder Lavagen waren winschenswert, um idemitro-Test zu
untermauern.

Es sollte eine Spurenanalyse an verarbeiteten Produkten durchgeéiden, die
Erdnisse nur als Verunreinigungen enthalten. Diese sollten ebenfaitso verdaut
werden, um zu prifen, ob sich die Allergenzusammensetzung in solchem Fall
verandert oder ob weiterhin nur Erdnussallergene detektierbar sind.

Dass auch bereits geringe Proteinmengen eines verstecktemgeA#s in
Nahrungsmitteln fir betroffene Erdnussallergiker schwerwiegelRoigen haben
konnen, konnte bereits gezeigt werden. So sind drei anaphylaktischéoReaktach
dem Verzehr von angeblich erdnussfreien Kérnerbrétchen aufgetreteHebBieller-
firma, eine Grossbackerei, bietet auch deklarierte Erdnussprodukteran, Spuren
sich als Verunreinigungen in anderen Produkten nachweisen lieRenefl&ip2009.

Die klinische Relevanz von iso-Ara h 3, das sich im Laufe diddegit als wichtige
neue Isoform von Ara h 3/4 herauskristallisiert hatte umdsitro auch klinische
Relevanz zeigte, muss genauer bestimmt werden. Dazu sollidirisehe Studie mit
Skin-Prick- und CAP-Testlosungen, die nur Ara h 3/4 enthalten und solchen, denen
auch iso-Ara h 3 zugesetzt wurde, durchgefihrt werden.

Die abschlieRende Bestimmung der klinischen Relevanz von iso-Ara h 3 kdamm

bei einer mdglichen Immuntherapie der Erdnussallergie aus Kamzpbnenten
genutzt werden, um eine bestmogliche Therapie zu etablieren.
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6. Zusammenfassung

Das Ziel dieser Arbeit war die Charakterisierung der Erdfiesgane Ara h 1 und Ara

h 3/4 mit ihren Isoformen (Ara h 3, Ara h 4, Gly 1, iso-Ara h 3 und Tnyjpshibitor)
sowohl unter natirlichen, nicht denaturierenden als auch unter dereatderrSDS-
PAGE-Bedingungen. Damit sollten die Allergene zuné&chst in ihrer leaplStruktur
mit der Blue Native PAGE dargestellt und detailliert nach nhr&erfall in ihre
Untereinheiten durch Denaturierung in der SDS-PAGE genau untersucht werden.

In dieser Arbeit konnte mit der Gelfiltration und BN-PAGE gekzeigrden, dass die
Erdnussallergene Ara h 1 und Ara h 3/4 mit Isoformen in hochmolekutamplexen
vorliegen. Dabei bilden die Viciline, zu denen das Ara h 1 gehort, unGlgaenine,

zu denen Ara h 3/4 und Isoformen gehoéren, gemeinsam hexamere Kongriek@0

bis Uber 250 kDa aus, die aus unterschiedlichen Anteilen der Allergsaenmen-
gesetzt sind. Dadurch kénnen monoklonale Antikorper, die gegen Ara h 1 @ert)
Ara h 3/4 und Isoformen (PEI-7B2) gerichtet sind, gleichzeitigeftbainden in der
BN-PAGE detektieren, die beide Allergene enthalten.

Weiterhin konnte in dieser Arbeit der komplexe Aufbau der Glycinine,irdider
Erdnuss als Speicherproteine vorliegen und durch eine Protease paditmaalsl
prozessiert werden, nachgewiesen werden. Nach der Prozessiarahglie Protease
an einer konservierten Proteaseschnittstelle (NGLEET) werden die eetstansauren
(30-40 kDa) und basischen (20 kDa) Untereinheiten Uber eine Disulfidbricke
zusammengehalten (AS 88 - AS 332). Durch Reduktion dieser Disulfidbkdckesn

in der 2D-PAGE eine saure und eine basische Proteinuntereinheitendaesen
werden.

Mit Hilfe der D-1D- und 2D-PAGE sowie folgender N-terminalexq8enzierungen
bzw. MALDI-TOF-Analysen konnte aulRerdem gezeigt werden, dassEod#suss-
allergen Ara h 3/4 funf Isoformen hat, die eine Sequenzidentitat vors A5 86 auf-
weisen. Mit 89 DBPCFC-positiven Patientenseren konnte erstmalgjggezerden,
dass Ara h 3/4 und Isoformen zu den Majorallergenen der Erdnuss gehtkeappda
50 % der Patienten IgE-Reaktivitdten zeigten. Dartber hinaus wutdkcloedass
beide Untereinheiten aller Isoformen von Ara h 3/4 IgE-reaktiv sind.

Die IgE-Epitope der Isoformen von Ara h 3/4 und die Bindungsstellen von
monoklonalen Antikérpern gegen diese wurden mit synthetischen Peptidesk-c
terisiert. Dabei konnten fir den mAK PEI-7B2 das Epitop SPYSPH iimdeih mAK
Pn-x das Epitop DEEEEY gefunden werden. Fir die beiden untersuchtemtdatie
seren JG3 und CAT zeigten sich langere IgE-reaktive Bereiche und wiestervidot
grof3e Unterschiede in dem Bindungsverhalten zwischen den einzesiofenmen.
Wahrend JG3 drei IgE-reaktive Bereiche detektierte, die auf demniNnalen Unter-
einheiten der Isoformen lagen und das iso-Ara h 3 nur schwach exkaaigte CAT
sieben Bindungsstellen Uber die gesamten Sequenzen aller Isofgerteilt. Drei
IgE-reaktive Bereiche waren auf den C-terminalen Untereinheiiefinden, was in
dieser Arbeit erstmalig beschrieben werden konnte.

Fur die Charakterisierung der Allergene sollte die Prozesgjeder Erdnussallergene
bei einer in vivo und in vitro simulierten Passage durch den menschlichen
Gastrointestinaltrakt verfolgt werden, um Hinweise zu finden, wallengische oder
sogar anaphylaktische Schockreaktionen noch lange nach der Aufnahme deggBlahr
mittels auftreten kbnnen. Es konnte gezeigt werden, dass Ara h 1 and 4 mit
Isoformen auch in Erdnussextrakten aus gekauten Erdnissen hochmolekulare
Proteinkomplexe bilden, die auf ihrer simulierten Passage durcl@Gestrointestinal-
trakt weder durch 24stindige Inkubation mit Magensaftaquivalent noch durch
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anschlieBende 24stundige Inkubation mit Pankreassaftaquivalent vollsté@nskdgziz
wurden. Diese Komplexe und eine stetige Freisetzung von Allerdesmarten nach
dem Verdauungsprozess nachgewiesen werden. Diese Freisetzung duuote
Matrixeffekte hervorgerufen wie die Lésung eigentlich unléslichehmingsbestand-
teile durch Speichelamylase.

In fertig verarbeiteten Erdnussprodukten, in natur gerdsteten oder gakoghd
fritierten Erdntssen waren nur Erdnussproteine nachweisbar. Innerhaiydiéisse
konnten 90 % hochmolekulare (Ara h 1 und Ara h 3/4 mit Isoformen) und 10 %
niedermolekulare (Ara h 2 und Ara h 6, sowie teilweise nur thecdhdtisstimmt Ara h
5, Ara h 7, Ara h 8, LTP und Oleosin) Proteine bei gegebenem pH-We&jtdder in
gekauten Extrakten gefunden werden.
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7. Summary

The aim of this study was the characterisation of the peaeugatis Ara h 1 and Ara
h 3/4 with its isoforms (Ara h 3, Ara h 4, Gly 1, iso-Ara h 3 amgp$in inhibitor)
under native, non denaturing and under denaturing SDS-PAGE conditions. The
allergens were analysed in their native complex structurBliigy Native PAGE and
their decay into fragments were characterized after denaturing wBHPGE.
Gelfiltration chromatography and BN-PAGE showed high molecular weight exeml
of Ara h 1 and Ara h 3/4 (and isoforms). Vicilins like Ara h1l andciins like Ara h
3/4 and isoforms form hexameric complexes of 100 to >250 kDa, whictoaneosed
of different proportions of these allergens. Therefore monoclonabaali¢is against
Ara h 1 (Pn-t) and against Ara h 3/4 and isoforms (PEI-7B2) dsitewltaneously
both allergens in one band of the BN-PAGE-gel.

The complex composition of Glycinins, which belong to the seed stprageins of
peanuts and are posttranslationally cleaved with a protease, cousldoba. After
processing of the protease at a conserved protease cledea@G_EET) the acidic
chain (30-40 kDa) and the basic chain (20 kDa) are hold together loysutfede bond
(AS 88 - AS 332). After reduction of this disulfide bond one acidic andasie chain
of the proteins appear in 2D-PAGE.

With D-1D-PAGE and 2D-PAGE and following N-terminal sequencindViédDI-
TOF-analysis it was demonstrated, that the peanut allergeh 3t has five isoforms
with a sequence identity of 76 to 96%. With 89 DBPCFC-positive pate¥atit could
be shown that Ara h 3/4 and isoforms belong to the major allergersanéipbecause
nearly 50% of all patients showed IgE-reactivity. Further iobees clear for the first
time that both chains of Ara h 3/4 and isoforms are IgE-reactive.

IgE-epitopes of Ara h 3/4 isoforms and binding sites for monoclonal anthoadise
characterized with synthetic peptides. For mAK PEI-7B2 th@peiBPYSPH and for
MAK Pn-x the epitope DEEEEY were detected. For both charastiepatient sera
JG3 and CAT longer IgE-reactive regions were found and as shown steWVélot
analysis dramatical differences in their binding to the isofasoturred. While JG3
detected three IgE-reactive regions on the acidic chain of trens®fvith only weak
detection of iso-Ara h3, CAT showed seven binding regions on the whole semfenc
all isoforms. Three of these IgE-reactive regions weredadcan the basic chain of the
isoforms, which was described for the first time in this stdelythermore peanut
allergens were characterized by processing imaivo andin vitro simulated passage
through the human gastrointestinal tract, to find hints for the questigrallergic or
anaphylactic shock reactions could occur a long time after ingest food. It could
be demonstrated that Ara h 1 and Ara h 3/4 with isoforms existgim finiolecular
weight complexes even in peanut extracts of chewed peanuts. ddrapiexes were
not destroyed throughout their simulated passage after 24 h irmrulath gastric or
after 24 h incubation with pancreatic equivalent enzyme mixturesy ¢beld be
detected after the passage and release allergens. Thiemlietease was the result of
matrix effects like solubilisation of precipitated food particles witAmylase.

In highly processed food products, in native roasted, cooked or daaduts only
peanut proteins are detectable. In peanuts 90% of high molecular ywetgins (Ara
h 1 and Ara h 3/4 with isoforms) and 10% of low molecular weight pro{éiresh 2
and Ara h 6, some expected allergens Arah 5, Ara h 7, Ara h 8, LTP and Oleosin) were
detected in extracts at a distinct pH (7-8) as well as in chewed extracts.
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9. Anhang

9.1 Auswertung der MALDI-TOF-Ergebnisse

Tab. 20: Ubersicht der massenspektrometrischen Analysen.(@bbTab. 14), Kennzeichnung der
gefundendPeptide aus BN-PAGE/ Tricin-PAGE durch graue Flachieerlappend
gezeichnet.

Probe 1: Arah 1

MRGRVSPLMLLLGILVLASVSATHAKSSPYQKKTENPCAQRCLQSCRQIGEMACESRCTKLEYDPRCVYDPRGHTGTTNQ
RSPPGERTEBRQPGDYDDBRPRREEGGRWGPAGPREREREEDWRQPREDWRRPSHQQPRKBPPEGREGEEVREE
TSRANPFYFPSRRSTRYGNQNGRIRVLQRFDQRSRQFQNLQNHRIVQIEAKPNTLVLPRNAMQQGQATVTVANGNN
RKSFNLDEGHALRIPSGFISYILNRIDNQNLRVARMPVNTPGQFEDFFPASSRDQSSYLQGFSRNTLEAAFNAEFNEIRK
LEENAGGEQEERGQRRWSTRSSENNEGVIVKVSKEHVEELTKHAKSHSKGDBITNPINLREGEPDLSNNFGRLFEVKPI
KKNPQLQDLDMMLTCVEIKEGALMLPHFASKIVVVNKGTGNLELVAYEQQQRGRREQEEDEDEEEEGSNREVRRYTARL
KEGDVFIMPAAHPVAINASSELHLLGFGINAENNHRAGDKDNVIDQIEKQAKDLAFPGSGEQVEKLIKNQKESHFVSARRQ

SQSQSPSSPEKESPEKEDQEEENQGGKGPLLSILKAFN

)\J/U

Probe 2: Arah 1

MRGRVSPLMLLLGILVLASVSATHAKSSPYQKKTENPCAQRCLQSCQIGEACESRCTKLEYDPRCVYDPRGHTGTTNQ
RSPPGERTRGRQPGDYDDDRRQPRREEGGRWGPAGPREREREBNVRREFHREDPRKIRPEGREGEQEWGTPGSEVREE
TSRNNPEFYFPSRFSTRYGNQNGRIRVLQRFDQRSRQFQNLQNHRIVQIEAKPNTLVLRRNANIQQGQATVTVANGNN
RKSFNLDEGHALRIPSGFISYILNRIDNQNLRVABRMPVNTPGQFEDFFPASSRDQSSYLQGFSRNTLEAAFNAEFNEIRRVL
LEENAGGEQEBRRRWSTRSSENNEGWABKEHVEELRHAKSVSKKGSEEEGDITNPINLREGEPDLSNNFGRLFEVKPD
KKNPQLQDLDMMLTCVEIKEGALMLPHFNSKAMVIVVVNKGTGNLEKFAQPRRGRREQEEDEDEEEEGSNREVRRYTARL
KEGDVFIMPAAHPVAINASSELHLLGFGINAENNHRIFLAGDKDNVIDKRAKDLAFPGSGEQVEKLIKNQKESHFVSARRQ
SQSQSPSSPEKESPEKEDQEEENQGGKGPLLSILKAFN

Probe 3: Arah 1

MRGRVSPLMLLLGILVLASVSATHAKSSPYQKKTENPCAQRCLQSCRQIGEMACESRCTKLEYDPRCVYDPRGHTGTTNQ
RSPPGERTRGRQPGDYDDDRRQPRREEGGRWGPAGPREREREBVRAREFHREDRIRPEGREGEQEWGTPGSEVRE
TSRNNPFYFPSRFSTRYGNOQNGRIRVLQRFDQRHRINLONHRQIEAKPNTLVLPKHADADNILVIQQGQATVTVANGNN
RKSFNLDEGHALRIPSGFISYILNRIDNQNLRVARMPVNTPGQFEDFFPASSRDQSSYLQGFSRNTLEAAFNAEFNEIRRVL
LEENAGGEQEEFRRRWSTRSSENNEGVIVKESKEELTKHARYSKKGSEEEGDITNPINLREGEPDLSNNHAGHVKPD
KKNPQLQDLDMMLTCVEIKEGALMLPHFNSKAMVIVVVNKGTGNLEKE@URRGRREQEEDEDEEEEGSNREVRRYTARL
KEGDVFIMPAAHPVAINASSELHLLGFGINAENNHERAGDKDNVIDQIEKQAKDLAFPGSGEQVEKNQKESHFVSARPQ
SQSQSPSSPEKESPEKEDQEEENQGGKGPLLSILKAF

m

Probe 4: Arah 1

MRGRVSPLMLLLGILVLASVSATHAKSSPYQKKTENPCAQRCLQSCQIGEACESRCTKLEYDPRCVYDPRGHTGTTNQ
RSPPGERTRGRQPGDYDDDRRQPRREEGGRWGPAGPREREREBVRREFHREDPRKIRPEHEBFEQEWGTPGSEVREE
TSRNNPFYFPSRFSTRYGNQNGRIRVLQRFDQRSRNLONHRQIEAKPNTLVLPKHADADNILVIQQGQATVTVANGNN
RKSFNLDEGHALRIPSGFISYILNRIDNQNLRVABRMPVNTPGQFEDFFPASSRDQSSYLQGFSRNTLEAAFNAEFNEIRRVL
LEENAGGEQEERRWSTRSSENNEGVIVKVSKEHVEELTKHAKSYSKEEGDITNPINLREGEPDLSNNRGHEVKPD
KKNPQLQDLDMMLTCVEHKALMLPHENSKMVIVVVNIGTGNLELVAVREQQQRGHRREEDEDEEEEGSERRRYTARL
KEGDVFIMPAAHPVAINASSELHLLGFGINAENNHERAGDKDNVIDQIEKQAKDLAFPGSGEQVEKLIKNQKESHFVSARRQ
SQSQSPSSPEKESPEKEDQEEENQGGKGPLLSILKAFN

Probe 5: iso-Ara h 3

VTFROGGEENECQFQRLNAQRPERRGGYIETWNPNNQEFQCAGVALSRTVLRRNALRRPFYSNAPLEGS®QFGLIF
PGCPSTYEEPAQEGRRYQSQKPSRRFQVGQDDPSQQQQDSHQKVARPIESRFWMYNDEDTDVVTVTLSDTSSIHNQ

LDQFPRRFYLAGNQEQEFLRYQQQQGSRPHYRQISPRVRGDEQESBESRIEFLQHAFQVDRQTVENLRGENEREEQGAI
VTVKGGLR.SPDEEDESSISPPSRREEFDEDRSRPQQRGKYDENRRGYKNGIEETICSASVKKNEBREENDAGSLRS
NELDLPILGWLGLSAQHGTINEAMFVPHYTLNAHTIVVALN@RVQVVDSNGNRVYDEELQEGHVLVVPQNFAVAAKAQSENY
EYLAFKTDSRPSIANLAGENSIIDNLPEEVVANSYRREQARQLKNNNPFRVPPFDHQSMRVA
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Probe 5: Ara h 3/4

ISFRQQPEENACQFQRLNAQRPDNRIESEGGYIETWNPNQEFECAGVARSR ALIRPEYSNAPQEIFIQQGRYFGLIFP
GCPSTYEEPAQQGRRHQSQRPPRRFQGQDQSQQQQDSHQKVHRADESAHWMYNDHDTDVVAVSLTDTNNNDNQLDQ
FPRRFNLAGNHEQEFLRYQQQSRRRSLPYSPSPQPKQEDREFSPRERMGERERENEGGNIFSGFTPEFLAQAFQVDDRQI
LONLRGENESDEQGAIVTVRGGLRILSPDRKRRQQYERPDEEEEY DEFFARQQDRRRGRGSRGSGNGIEETICTASFKK
NIGRNRSPDIYNPQAGSI®NELQLNLLILRWLGLSAEYGNLYRNALFVPHYNTNAHSIIY/SHAHVQVVDSNGDRVFDEEL
QEGHVLVVPQNFAVAGKSQSENFEYESRPSIANLAGENSFIDNLPEEVVANSYGLERARQLKNNPFKFFVPPSEQNSL
RAVA

Probe 6: iso-Ara h 3

VTFROGGEENECQFQRLNAQRPESRGGYIETWNPNNQEFQCAGVALSRTVLRRNALRRPFYSNAPLEGS®EFGLIF
PGCPSTYEEPAQEGRRYQSQKPSRRFQVGQDDPSQQQQDSHQKVARFIESBFWMYNDEDTDVVTVTLSDTSSIHNQ
LDQFPRRFYLAGNQEQEFLRYQQQQGSRPHYRQISPRVRGDEQESBESRIEFLQHAFQVDRQTVENLRGENEREEQGAI
VTVKGGLRSPDEEDESSFSPPSRREEFDEDRSRPQQRGKYDENRRGYKNGIEETICSASVKKNEBREERNIAGSLRS
NELDLPILGWLGLSAQHGTINRMEVPHYTLNAHTIVVALN@RYQVVDSNGNRDEELQEGHVLVVPQONFAVARQSENY
EYLAFKTDSRPSIANLAGENSIIDNLPEEVVANSYRREQARQLKNNNPFRVPPFDHQSMEVA

Probe 6: Gly 1

ISFRQQPEENACQFQRLNAQRPDNRLESEGGYIETWNPNNQEFECRBXARSNALRPEYSNAPQEIFIQQGRYFGLIF
PGCPSTYEEPAQQGRRHQSQRAPRRFEGEDQSQQQQQDSHQKVRRPIESBLWMFNDHDTDVVAVSLTDTNNNDNQL
DQFPRRFNLAGNHEQEFLRYQQQSRRRSLPYSPYSPQSQPRQEERESFERAGQEEENEGGNIFSGFTPEFLAQAFQV
DDRQIVONLRGENESEEEGAIVTVKGGLRILSPDRKRGADEEEEYDEDEEBRRRGRGSRGRGNGIEETICTASVKKNIGR
NRSPDIYNPQAGSIFANDLNLLILRWLGLSAEYGNLYRNALFVPHYNTNAHSIIY/ARAHVQVVDSNGKRFRDEELQEGHV
VVPQNFAVAGBQSDNFEYVAFFDSRPNIANFAGENSIIDNLPEEVVANSYGLERARQLKNNNPERVPPSQQSLRVA

Probe 7: C-terminaler Part von Ara h 3/4

GIEETICTASFKKNIGRNRSPDIYNPQAGSTANELQLNLLILRWLGLSAEYGNLYRLFVPHYNTNAHSIIYALRGRAHVQ
VDSNGDRVFDEELQEGHVLVVPQNFAGRSENFEYVAFKDSRPSIANLAGENSFIDNLPEEVVANSYGIERARQLKNNR
FKFFVPPSEQNSLRAVA

Probe 7: C-terminaler Part von Gly 1

GIEETICTASVKKNIGRNRSPDIYNPQAGSIKNDLNLLILRWLGLSAEYGNLYRLFVPHYNTNAHSIIYALRGRAHVQVVD
SNGNRYDEELQEGHVLVVPQNFAVAGISDNFEYVAFKDSRPNIANFAGENSIIDNLPEEVVANSYGLPRARQLKNNNP
KFFVPPSQQSLRAVA

Probe 8: Gly 1

ISFRQQPEENACQFQRLNAQRPDNRLESEGGYIETWNPNNQEFECRBXMARBNALRPFEYSNAPQEIFIQQGRYFGLIF
PGCPSTYEEPAQQGRRHQSQRAPRRFEGEDQSQQQQQDSHQKVRRPIESBLWMFNDHDTDVVAVSLTDTNNNDNQL
DQFPRRFNLAGNHEQEFLRYQQQSRRRSLPYSPYSPQSQPRQEEREFFHERAGQEEENEGGNIFSGFTPEFLAQAFQV
DDROIVQNLRGENESEEEGAIVTVKGGLRILSPDRKRGADEEEEYDEDEYEYDEEDRSRGRGNGIEETICTASVKKNIG
NRSPDIYNPQAGSIFANDLNLLILRWLGLSAEYGNLYRNALFVPHYNTNAHSIIYARRAHVQVVDSNGNRVYDEELQEGHVL
VVPQNFAVAGKSQSDNFEYVAFKTDSRPNIANFAGENSIIDNLPEEVYBILEREQARQLKNNNAFR/PPSQQSLRVA

AJ

Probe 8: Ara h 3/4

ISFRQQPEENACQFQRLNAQRPDNRIESEGGYIETWNPNQEFECAGVARSRALRPEYSNAPQEIFIQQGRYFGLIFP
GCPSTYEEPAQQGRRHQSQRPPRRFQGQDQSQQQQDSHQKYHRADERSMEAMYNDHDTDVVAVSLTDTNNNDNQLDQ
FPRRFNLAGNHEQEFLRYQQQSRRRSLPYSPSPQPKQEDREFSPFRERMGGEERENEGGNIFSGFTPEFLAQAFQVDDRQI
LONLRGENESDEQGAIVTVRGGLRILSPDRKRRQQYERPDEEEEY DEFEERQQDRRRGRGSRGSGNGIEETICTASFKK
NIGRNRSPDIYNPQAGSLKTANELQLNLLIMR.GLSAEYGNLYRNALFVPHYNTNAHSIIYARAHVQVVDSNGDRVFDEEL
QEGHVLVVPQNFAVAGKSQSENFEYVISSRPSIANLAGENSFIDNLPEEVVANSYGIERARQLKNNPFKFFVPPSEQNSL
RAVA

Probe 9: Gly 1

ISFRQQPEENACQFQRLNAQRPDNRLESEGGYIETWNPNNQEFECRBXMARSNALRPEYSNAPQEIFIQQGRY FGLIF
PGCPSTYEEPAQQGRRHQSQRAPRRFEGEDQSQQQQQDSHQKVRRPIESBLWMFNDHDTDVVAVSLTDTNNNDNQL
DQFPRRFNLAGNHEQEFLRYQQQSRRRSLPYSPYSPQSQPRQEERESFHERAGQEEENEGGNIFSGFTPEFLAQAFQV
DDRQIVQNLRGENESEEEGAIVTVKGGLRILSPDRKRGADEEEEYDEDEEERRRGRGSRGRGNGIEETICTASVKKNIGR

NRSPDIYNPQAGSIKANDLNLLILRWLGLSAEYGNLYRNALFVPHYNTNAHSIIYARRAHVQVVDSNGNRVYDEELQEGHVL
VVPQNFAVAGKSQSDNFEYVAFKTDSRPNIANFAGENSIIDNLPEEVWBMNREQARQLKNNNFAFR/PPSQQSLRVA
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Probe 9: Ara h 3/4

ISFRQQPEENACQFQRLNAQRPDNRIESEGGYIETWNPNQEFECAGVARSR ALIRPEYSNAPQEIFIQQGRYFGLIFP
GCPSTYEEPAQQGRRHQSQRPPRRFQGQDQSQQQQDSHQKVHRADESAHWMYNDHDTDVVAVSLTDTNNNDNQLDQ
FPRRFNLAGNHEQEFLRYQQQSRRRSLPYSPSPQPKQEDREFSPRERMGERERENEGGNIFSGFTPEFLAQAFQVDDRQI

LONLRGENESDEQGAIVTVRGGLRILSPDRKRRQQYERPDEEEEY DEFFARQQDRRRGRGSRGSGNGIEETICTASFKK

NIGRNRSPDIYNPQAGSI®NELQLNLLILRWLGLSAEYGNLYRNALFVPHYNTNAHSIIYALRGRABXDSNGRVFDEEL
QEGHVLVVPQNFAVAGKSQSENFEYVAFKTDSRPSIANLAGENSFIENMVAEISYGLPREQARQLKNNPFKFFVPPSEQNSL
RAVA

Probe 10: C-terminaler Part von Gly 1

GIEETICTASVKKNIGRNRSPDIYNPQAGSIKRNDLNLLILRWLGLSAEYGNLYRNALFVPHYNTNAHSIIY ARAHVQVVL
SNGNRYDEELQEGHVLVVPONFAVARISDNFEYVAFKTDSRPNIANFAGENSIIDNLPEEVVANSYGLPREQARNPF
KFFVPPSQQSLRVA

Tab. 21 Ubersicht der massenspektrometrischen Analysen.(3B34, Tab. 15), Kennzeichnung
der gefundenePReptide aus nicht reduzierender IEF/ nativer PA@E. Imicht reduzierender
IEF/ red. LDS-PAGE durch graue Rk Uberlappend gezeichnet.

Probe 1: iso-Ara h 3

VTFRQGGEENECQFQRLNAQRABSEGGYIETWNPNNQEFQCAGVAISRRRNALRRPFYSNAPLEIYVQQGSGYFGLIF
PGCPSTYEEPAQEGRRYQSQKPSRRFQVGQDDPSQQQQDSHQKVARPIESRFWMYNDEDTDVVTVTLSDTSSIHNQ
LDQFPRRFYLAGNQEQEFLRYQQQQGSRPHYRQISPRVRGDEQESBESRIEFLQHAFQVDRQTVENLRGENEREEQGAI
VTVKGGLRILSPDEEDES SRPSHRREEFDEDRSRPQQRGKYDENRRGYKNGIEETICSASVKSSNBRIYNPQAGSLRS
NELDLPILGWLGLSAQHGTIWRMFVPHY TLNAHTIVVALNGRAHVQVVDSNGNRVYDEELQEGHVEXVRARQSENY
EYLAFKTDSRPSIANLAGENSIIDNLPEEVVANSYRREQARQLKNNNPFKFFVPPFDHQSMREVA

Probe 2: Gly 1

ISFRQQPEENACQFQRLNAQRPDNRLESEGGYIETWNPNNQEFECRBXMARSNALRPEYSNAPQEIFIQQGRY FGLIF
PGCPSTYEEPAQQGRRHQSQRMESEDQSQQQQQDSHRRFDEGDLIAVPTGVALWMFNDHDTDVVAVSLTDTNNNDNQL
DQFPRENLAGNHEQEFMDQQSRRRSLPYSPYSPQSQERREFSPRGQHSRRERAGQEEENEGGNIFSGFTPEFLAQAFQV
DDRYIVONLRGENESEEEGAIVRGGLRILSPDRKRGADEEEEYDEDEYEYDEEDRRRGRGSRGRGNGIERTHKNIGR
NRSPDIYNPQAGSLKTANDLNLLILRWLGLSAEYGNLYRNALFVPHYHEINALR GRAHVQVVDSNGNRVYDEELQEGHVL
VVPQNFAVAGQSDNFEYVAFKDSRPNIANFAGENSIIDNLPEEVVANSYGLPREQARQLKNNRPFRPSQQSLRVA

Probe 2: Ara h 3/4

ISFRQQPEENACQFQRLNAQRPDNRIESEGGYIETWNPNQEFECAGVARSRALRPFYSNAPQEIFIQQGRYFGLIFP
GCPSTYEEPAQQGRRHQSQRFRIGQDQSQQQQDSHARFDEGDLIAVPTGVAFWMYNDHDTDVVAVSLTDTNNNDNQLDQ
FPRRENLAGNHEQEFMO)QQSRRRSLPYSPSPQPKQEDREFSPRGQHGRRERAGQEQENEGBEMEAGAFQVDDRQ
LONLRGENESDEQGAIVTVRGGLRILSPDRKRRQQYERPDEEEEY DEHEERQQDRRRGRGSRGSGNGIEETICTASFK
NIGRNRSPDIYNPQAGSIANELQLNLLILRWLGLSAEYGNLYRNALFVPHYNTNAHSIIYARAHVOQVVDSNGDRVFDEEL
QEGHVLVVPQNFAVASBSENFEYVAFKDSRPSIANLAGENSFIDNLPEEVVANSYGLPREQARQLKNNPFKFR@IRSL
RAVA

Probe 3: iso-Ara h 3

VTFRQGGEENECQFQRLNAQRPDNRIESEGGYIETWNPNNQEFQUGHNGNRENALRRPFYSNAPLEIYVQQGSGYFGLIF
PGCPSTYEEPAQEGRRYQSQKPSRRFQVGQDDPSQQQQDSHQKVARPOESBFWMYNDEDTDVVTVTLSDTSSIHNQ
LDQFPRRFYLAGNQEQERMRBRQQQGSRPHYBPRVRGDEQENEGSNIFSGFAQEFLQHAFQVDRQTVENLRGENBREEQG
VTVKGGLRILSPDEEDESSRSPPSRREEFDEDRSRPQQRGKYDENRREYKBSEASVKKNLGBSNPDIYNPQAGSLER/
NELDLPILGWLGLSAQHGTIMRAMFVPHYTLNAHTIVVALNBRVQVVDSNGNRVYDEELQEGHVLVVPQNFRAGSENY
EYLAFKTDSRPSIANLAGENSIIDNLPEEVVANSYRREQARQLKNNNPFKFFVPPFDHQSMREVA

Probe 4: iso-Ara h 3

VTFRQGGEENECQHAQRQRPDNESEGGYIETWNPNNQEFQCAGVALSRTVLRRNALRRPFYSNAPLEGS®EFGLIF
PGCPSTYEEPAQEGRBSQKPSRFQVGQDDPSQQQQDSHQKVHRFDEGDLIAVPTGVAFWMYNDEDIEIESIANQ
LDQFPRRFYLAGNQEQEFLRYQQQQGSRPHYRQISPRVRGDEQESEBESRIEFLQHAFQVRRVENLIEENEREEQGA
VTVKGGLRILSPDEEDESSRSPPSRREEFDEDRSRPQQRGKYDENBREETKBSASVKKNLG BSNPDIYNPQAGSLRS
NELDLPILGWLGLSAQHGTIYRNAMFVPHYTLNAHTIVVALNGRAHVENGBRVYDEELQEGHVLVVPQNFAVAAKAQSENY
EYLAFKTDSRPSIANLAGENSIIDNLPEEVVANSYRREQARQLKNNNPERVPPFDHQSME/A
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Probe 6: Gly 1

ISFRQQPEENACQFQRLNAQRPDNRLESEGGYIETWNPNNQEFECRBXMARBNALRRPFYSNAPQEIFIQQGRGYFGLIF
PGCPSTYEEPAQQGRRHQSQRAPRRFEGEDQSQQQQQDSHQKVRRPIESBLWMFNDHDTDVVAVSLTDTNNNDNQL

DQFPRRNLAGNHEQEFLYQQQSRRRSLPYSPYSPQSQEREFSPRGQHSRRERAGQEEENEGGNIFSGFTPEFLAQAFQV
DDROIVQNLRGENESEEEGAIVTVKGGLRILSPDRKRDEEEEYDEDEYEYDEEDRIRSSRGRGNGIEETICTASVKKNIG
NRSPDIYNPQAGSLKTANDLNLLILRWLGLSAEYGNLYRNALFVPHYHEINAZALRGRAHVQVVDSNGNRVYDEELQEGHVL
VVPQNFAVAGKSQSDNFEYVAFKTDSRPNIANFAGENSIIDNLPEEVYBILEREQARQLKNNNPFKFFVPPSQQSLRAVA

Y]

Probe 7: Arah 1

MRGRVSPLMLLLGILVLASVSATHAKSSPYQKKTENPCAQRCLQSCRQIGEMACESRCTKLEYDPRCVYDPRGHTGTTNQ
RSPPGERTEBRQPGDYDDDQRRREEGGRGPAGHEREREEDWRQPREDWRRPSHQQPRKIBRBEEEWGTPGSEMR
TSRANPFYFPSRESTRYGNQNGRNM. QRFDQRSBFQNLONHRQIEAKPNTLVLPKHADADNILVIQQGQATVTVANGNN
RKSENLDEGHALIRSGFISYILNRHDNQNLRVAKISMPVNTPGQFEDFFPABERSYLQGFSRNTLEAAFNAEFNEIRRVL
LEENAGGEQEERGQREBTRSSENNEGVIVKVSKEHVEELTKHAKSUGBEEEGDITNPINLREGEPDLSNNHAGHEEVKPD
KKNPQLQDLDMMLTCVEHKALMLPHENSKXMVIVVVNIGTGNLELVAVREQQQRGRREEEEDEDEEEEGSNREVRRYTARL
KEGDVFIMPAAHPVAINASSELHLLGFGINAENNHERAGDKDNVIDQIEKQAKDLAFPGSGEQVHEKKNQKESHFVSARPQ
SQSQSPSSPEKESPEKEDQEEENQGGKGPLLSILKAFN

Probe 8: N-terminaler Part von Ara h 3/4

ISFRQQPEENACQFQRAQRPDNESEGGYIETWNPNQEFECAGVALSRLVLRRNRERYSNAPQEIFIQQGRYFGLIFP
GCPSTYEEPAQQGRBSQRPPRRFQGQDQSQQQQDSHFREGDLIAVPTGVAFWMYNDHDTDVVAVSLTDTNNNDNQLDQ
FPRRENLAGNHEQEFLYR)QQSRRRSLPYSPSPQPKQEDREFSPRGQHERRERENEGGNIFSGFTPEFLAQAFQVDDRQI

LONLRGENESDEQGAIVTER LRLSPDRKRROQYERPDEEEEYDEDEYEYDEEERRRRGRGSRGSGN

Probe 8: Trypsin Inhibitor

ISFRQQPEENACQFQRAQRPDNESEGGYIETWNPNNQEFECAGVALSRLVLRRNRRIR/SNAPQEIFIQQGRYFGLIF
PGCPSTYEEPAQQGRBSQRPPRRFQGQDQSQQQQDSHRIOEGDLIAVPTGVAFWMYNDHDTDVVAVSLTDTNNNDNQLD
QFPARFNLAGNHEQEFMDQQSRRRS

Probe 9: N-terminaler Part von Gly 1

ISFRQQPEENACQFQRAQRPDNEESEGGYIETWNPNNQEFECAGVALSRLVLRRRRERSNAPQEIFIQQGRYFGLIF
PGCPSTYEEPAQQGRRHQSQRMESEDQSQQQQQDSHRRFDEGDLIAVPTGVALWMFNDHDTDVVAVSLTDTNNNDNQL
DQFPRFNLAGNHEQEFMDQQSRRRSLPYSPYSPQSQEREFSPRGQHSRRERAGQEEENEGGNIFSGFTPEFLAQAFQV
DDRYIVONLRGENESEEEGAIVT\AGLRILSPDRKRGADEEEEYDEDEYEYDEEDRRRGRGSRGRGN

Probe 9: Trypsin Inhibitor

ISFRQQPEENACQFQRAQRPDNESEGGYIETWNPNNQEFECAGVALSRLRMRALRRPEYSNAPQEIFIQQGRGYFGLI
PGCPSTYEEPAQQGFR@SQRPPRRFQGQDQSQQQQDSHQKVHRFDEGDLIAVPTGVAFV‘DJWIWBDTDTNNNDNQL
QFPRRFNLAGNHEQEFMD)QQSRRRS

o m

Probe 10: N-terminaler Part von iso-Ara h 3

VTFRQGGEENECQAMNRQRPDNESEGGYIETWNPNNQEFQCAGVALSRTVLRRNALRRPFYSNAPLEGS@F-GLIF
PGCPSTYEEPAQEGRESQKPSRRQVGQDDPSQQQQDSHQKVHRFDEGDLIAVPTGVAFWMYNDEDTEVVISTHNQ
LDQFPRRFYLAGNQEQERBQQQGSRPHYBPRVRGDEQENEGSNIFSGFAQEFLQHAFQUMENLIEENEREEQGA
VTVKGGLRILSPDEEDESSRSPPSRREEFDEDRSRPQQRGKYDENRRGYKN

Probe 12: C-terminaler Part von iso-Ara h 3

GIEETICSASVKKNLGRSSNPDIYNPQAGSEYNELDLPILGWLGLSAQHGTIYRNAMFEVPHYTLNAHTIVVAINGRVV
DSNGNRYDEELQEGHVLVVPONFAVARSENYEYLAFRDSRPSIANLAGENSIIDNLPEEVVANSYRREQARQLKNNN
PFKFFVPPFDHQSMREVA
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Tab. 22 Ubersicht der massenspektrometrischen Analysen.(@®bTab. 16), Kennzeichnung der
gefundenPeptide aus BN-PAGE/ LDS-PAGE durch graue Fléacheslappend
gezeichnet.

Probe 1: Mittlerer Bereich von iso-Ara h 3

VTFRQGGEENECQFQRLNAQRPDNRIESEGGYIETWNPNNQEFQGAGNRENALRRPFYSNAPLEIYVQQGSGYFGLIF
PGCPSTYEEPAQEGRRYQSQKPSRRFQVGQDDPSQQQQDSHQKVARIFIESBFWMYNDEDTDVVTVTLSDTSSIHNQ
LDQFPRRFYLAGNQEQEFLRYQQQQGSRPHYRQISPRVRGDEQENSBEERIEFLQHAFQVDRQTVENLRGENEREEQGA
VTVKGGLRILSPDEEDESSRSPPSRREEFDEDRSRPQQRGKYDENRREYKBEASVKKNLGRSSNPDIYNPQAGSLRSV
NELDLPILGWLGLSAQHGTIYRNAMFVPHYTLNAHTIVVALNGRAHVENGBRVYDEELQEGHVLVVPQNFAVAAKAQSENY
EYLAFKTDSRPSIANLAGENSIIDNLPEEVVANSYRLPREQARQLKNKRNP¥PPFDHQSMREVA

Probe 2: Mittlerer Bereich von Gly 1

ISFRQQPEENACQFQRLNAQRPDNRLESEGGYIETWNPNNQEFECRBXMARBNALRRPFYSNAPQEIFIQQGRGYFGLIF
PGCPSTYEEPAQQGRRHQSQRAPRRFEGEDQSQQQQQDSHQKVRRPIEEBLWMFNDHDTDVVAVSLTDTNNNDNQ
DQFPRRENLAGNHEQEFLRYQQQSRRRSLPYSPYSPQSQPRQEEREFSHFERAGQEEENEGGNIFSGFTPEFLAQAF(
DDRQIVQNLRGENESEEEGAIVTVKGGLRILSPDRKRGADEEEEYDEDEEERRRGRGSRGRGNGIEETICTASVKKNIG
NRSPDIYNPQAGSLKTANDLNLLILRWLGLSAEYGNLYRNALFVPHHEINAALRGRAHVQVVDSNGNRVYDEELQEGHV
VVPQNFAVAGKSQSDNFEYVAFKTDSRPNIANFAGENSIIDNLPEEVWBMEREQARQLKNNNPFKFFEVPPSQQSLRAVA

/U<|—

Probe 3: C-terminaler Part von Gly 1

GIEETICTASVKKNIGRNRSPDIYNPQAGSLKTANDLNLLILRWLGLSSHEYYRNALFVPHYNTNAHSIIYALRGRAHVQVVD
SNGNRVYDEELQEGHVLVVPQNFAVAGKSQSDNFEYVAFKTDSRPEENEWNLPEEVVANSYGLPREQARQLKNNNPH
KFFVPPSQQSLRAVA

Probe 4: N-terminaler Part von iso-Ara h 3

VTFRQGGEENECQFQRLNAQRPDNRIESEGGYIETWNPNNQEFQGNGNRENALRRPFYSNAPLEIYVQQGSGYFGLIF
PGCPSTYEEPAQEGRRYQSQKPSRRFQVGQDDPSQQQQDSHQKVARFDBEBFWMYNDEDTDVVTVTLSDTSSIHNQ
LDQFPRRFYLAGNQEQEFLRYQQQQGSRPHYRQISPRVRGDEQESBEBRNIEFLQHAFQVDRQTVENLRGENEREEQGA
VTVKGGLRILSPDEEDESSRSPPSRREEFDEDRSRPQQRGKYDENRRGYKN

Probe 5: N-terminaler Part von Gly 1

ISFRQQPEENACQFQRLNAQRPDNRLESEGGYIETWNPNNQEFECRBYMRBNALRRPFYSNAPQEIFIQQGRGYFGLIF
PGCPSTYEEPAQQGRRHQSQRAPRRFEGEDQSQQQQQDSHQKVRRPIESBLWMFNDHDTDVVAVSLTDTNNNDNQ
DQFPRRENLAGNHEQEFLRYQQQSRRRSLPYSPYSPQSQPRQEEREFSHHFERAGQEEENEGGNIFSGFTPEFLAQAF(
DDRQIVQNLRGENESEEEGAIVTVKGGLRILSPDRKRGADEEEEYDEDEEBRRRGRGSRGRGN

<

Probe 6: iso-Ara h 3

VTFRQGGEENECQFQRLNAQRPDNRIESEGGYIETWNPNNQEFQGAGNRENALRRPFYSNAPLEIYVQQGSGYFGLIF
PGCPSTYEEPAQEGRRYQSQKPSRRFQVGQDDPSQQQQDSHQKVARIFIEEBFWMYNDEDTDVVTVTLSDTSSIHNQ
LDQFPRRFYLAGNQEQEFLRYQQQQGSRPHYRQISPRVRGDEQENSBEERIEFLQHAFQVDRQTVENLRGENEREEQGA
VTVKGGLRILSPDEEDESSRSPPSRREEFDEDRSRPQQRGKYDENRREYKBSEASVKKNLGRSSNPDIYNPQAGSLRSV
NELDLPILGWLGLSAQHGTIYRNAMFVPHYTLNAHTIVVALNGRAHVENGBRVYDEELQEGHVLVVPQNFAVAAKAQSENY
EYLAFKTDSRPSIANLAGENSIIDNLPEEVVANSYRLPREQARQLKNKRNP¥PPFDHQSMREVA
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9.2 Darstellung des Epitopmappings

B2
I |A1|A2|A3|A4|A5|A6|A7|AB|A9|A1I0|A11|A12|A13|A14|A15|A16|A17|A18|A19|A20|A21|A22|A23|A24|A25

A1l 1| 2|3 | 4|5]|6 |7 |89 10]11]1
A2 | 26 27.29 30 | 31|32 |33|34]|35]| 36| 37
A3 |51 | 52 54 | 55 | 56 | 57 | 58 | 59 | 60 | 61 | 62
A4| 76 | 77 | 78 | 79 | 80 | 81 | 82 |83 |84 |85 | 86 |87
A5 | 101|102 | 103 | 104 | 105 | 106 | 107 | 108 | 109 | 110 | 111 | 112
A6 | 126|127 (128 | 129 | 130 | 131 | 132 | 133 | 134 | 135 | 136 | 137
A7 |151 152153 | 154 155159 160 | 161 | 162
A8 |176| 177|178 | 179 | 180 | 181 | 182 | 183 | 184 | 185 | 186 | 187 | 188 | 189 | 190 | 191 | 192 | 193 | 194 | 195 | 196 | 197 | 198 | 199 | 200

A9 | 201|202 | 203 | 204 | 205 | 206 | 207 | 208 | 209 | 210 | 211 | 212 | 213 | 214 | 215 | 216 | 217 | 218 | 219 | 220 | 221 | 222 | 223 | 224 | 225
A 10| 226 | 227 | 228 | 229 | 230 | 231 | 232 | 233 | 234 | 235 | 236 | 237 | 238 | 239 | 240 | 241 | 242 | 243 | 244 | 245 | 246 | 247 | 248 | 249 | 250

7ﬁ&“&l 290 MM

313

A 14| 326 | 327 | 328 | 329 | 330 | 331 | 332 | 333 | 334 | 335 | 336 | 337
A 15| 351 | 352 | 353 | 354 | 355 | 356 | 357 | 358 | 359 | 360 | 361 | 362 | 363
A16| 376|377 | 378 | 379 | 380 | 381 | 382 | 383 | 384 | 385 | 386 | 387 | 388
A17]401 | - 402 | 403 | 404 | 405 | 406 | 407 | 408 | 409 | 410 | 411 | 412 | 413

7B2
IV |A1|A2|A3|A4|A5| A6 |A7|A8|A9|A10/A11|A12|A13|A14|A15|A16|A17|A18|A19|A20(A21|A22|A23|A24|A25

Al] 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12 | 13 | 14 | 15 | 16 | 17 | 18
A2 | 26 | 27 | 28 | 29 | 30 | 31 | 32 | 33 | 34 | 35 | 36 | 37 | 38 | 39 | 40 | 41 | 42 | 43
A3 | 51 | 52 | 53 | 54 | 55 | 56 | 57 | 58 | 59 | 60 | 61 | 62 | 63 | 64 | 65 | 66 | 67 | 68
A4 |76 | 77 | 78 | 79 | 80 | 81 | 82 | 83 | 84 | 85 | 86 | 87 | 88 | 89 | 90 | 91 | 92 | 93
A5 101|102 | 103 | 104 | 105 | 106 | 107 | 108 | 109 | 110 | 111 | 112 | 113 | 114 | 115 | 116 | 117 | 118
A6 | 126|127 | 128 | 129 | 130 | 131 | 132 | 133 | 134 | 135 | 136 | 137 | 138 | 139 | 140 | 141 | 142 | 143
A7 151|152 | 153 | 154 | 155 | 156 | 157 | 158 | 159 | 160 | 161 | 162 | 163 | 164 | 165 | 166 | 167 | 168 | 169 | 170 [ 171 | 172 | 173 | 174 | 175
1821183 | 184 | 185 | 186 | 187 | 188 | 189 | 190 | 191 | 192 | 193 | 194 | 195 | 196 | 197 | 198 | 199 | 200
207 | 208 | 209 | 210 | 211 | 212 | 213 | 214 | 215 | 216 | 217 | 218 | 219 | 220 | 221 | 222 | 223 | 224 | 225

232 | 233 | 234 | 235 | 236 | 237 | 238 | 239 | 240 | 241 249 | 250
257 | 258 | 259 | 260 | 261 | 262 | 263 | 264 | 265 | 266 274 | 275
282 | 283 | 284 | 285 | 286 | 287 | 288 | 289 | 290 | 291 299 | 300

307 | 308 | 309 | 310 | 311 312314316
| 326 | 327 332 | 333|334 | 335 | 336 | 337 | 338 | 339 | 340 | 341 | 342 | 343 | 344 | 345 | 347 | 348 | 349 | 350
A 15| 351 | 352 | 353 | 354 | 355 | 356 | 357 | 358 | 359 | 360 | 361 | 362 | 363 | 364 | 365 | 366 | 367 | 368 | 369 | 370 | 371 | 372 | 373 | 374 | 375
A 16| 376 | 377 | 378 | 379 382 | 383 | 384 | 385 | 386 | 387 | 388 | 389 | 390 | 391 | 392 | 393 | 394 | 395 | 396 | 397 | 398 | 399 | 400
A 17 401 | 402 | 403 4o44o7 408 | 409 | 410 | 411 | 412 413415 416 | 417 | 418 | 419 | 420 | 421 | 422 | 423 | 424 | 425

Abb. 69  Auswertung des monoklonalen Antikérpers PE7B2 auf den Filtern Il und IV
Mittelgrau markiert Antikérper-bindende Bereichedutunkelgraue Schattierungen zeigen
Hauptepitop
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an A1|A2|A3|A4|A5|A6|A7|A8|A9|A10/A11|A12|A13|A14|A15|A16|A17|A18|A19|A20(A21|A22|A23|A24|A25
4 | 516 | 7| 8] 9 |10[11 12|13 |14 |15 | 16|17 | 18| 19 44[4[4[4[
29 | 30 | 31 | 32|33 |34 |35 |36 |37 |38 | 39| 40| 41| 42| 43| 44| 45| 46 | 47 (48149150
54 | 55 | 56 | 57 | 58 | 59 | 60 | 61 | 62 | 63 | 64 | 65 | 66 | 67 | 68 | 69 | 70 | 71 | 72 | 73 | 74 | 75
79 85 | 86 | 87 | 83 | 89 AJJJJJJ;{ 98 | 99 | 100
A5 |101]102 103|104 74“4 108 110 113 | 114 | 115 | 116 | 117 123 | 124 | 125
A6 | 126|127 | 128 | 129 133 135 | 136 | 137 | 138 | 139 | 140 | 141 | 142 JJ;{;{ 149 | 150
A7 |151]152 | 153 4{74“44 160 163 | 164 AJJJJJ 174 | 175
A8 | 176|177 | 178 | 179 | 180 | JJ | 185 | 186 | 187 | 188 | 189 | 190 | 191 | 192 | 193 | 194 | 195 | 196 | 197/ 198/ 199 || 200
A9 | 201|202 | 203|204 | 205 | 206 | 207 | 208 | 209 | 210 | 211 | 212 | 213 | 214 | 215 | 216 | 217 | 218 | 219 | 220 | 221 | 222 | 223 | 224 | 225
A 10| 226 | 227 | 228 | 229 | 230 | 231 | 232 | 233 | 234 | 235 | 236 | 237 | 238 | 239 4{444 245 J 247 | 248 | 249 | 250
A11] 251 254 | 255 | 256 260 | 261 | 262 | 263 | 264 265267 270 272 | 273 | 274 | 275
n12 BN 279 | 200 |SSHIIRRN 2c: M o:s 1286 | 260 [N OB 205 | 204 | 205 | 206 NBSH 208 | 299 [1S00N
A13 K24| 305 | 306 | 307 J;{;{ 312 313315 317 320 322|323
A14|326|327 | 328 | 329 | 330 | 331 | 332 | 333 | 334 | 335 4{4{4{4{4{4444 345 J 347 | 348 | 349 | 350 |
A 15| 351 | 352 | 353 | 354 | 355 | 356 | 357 | 358 | 359 | 360 | 361 | 362 | 363 @ 370 | 371 | 372 | 373
A16 377 | 378|379 | 380 | 381 | 382 | 383 | 384 | 385|| 386 | 387 | 388 4{4{4444 395 | 396 | 397 |13981| 399 | 400 |
A17 402 | 403 | 404 | 405 | 406 | 407 | 408 | 409 [ 410 | 411 413 | 414 AJJJJ 420 | 421 | 422 | 423 | 424 | 425 |
Pnx
A6 |A7|A8|A9|AI0|A11]|A12|A13|A14|A15|A16|A17|A 18
6 | 7 | 8| 9 |10[11 12|13 |14| 15| 16| 17 | 18
31 | 32 | 33|34 |35 |36 |37 | 38| 39|40 | 41| 42 | 43
56 | 57 | 58 | 59 | 60 | 61 | 62 | 63 | 64 | 65 | 66 | 67 | 68
81 | 82 84 | 85 | 86 | 87 | 88 | 89 | 90 | 91 | 92 | 93
A5 | 101|102 | 103 | 104 | 105 | 106 | 107 | 108 109‘111 112 | 113 | 114 | 115 | 116 | 117 | 118
A6 | 126|127 | 128 | 129 | 130 132 | 133 | 134 | 135 | 136 | 137 | 138 | 139 | 140 | 141 | 142 | 143
A7 | 151|152 | 153 | 154 | 155 157 | 158 | 159 | 160 | 161 | 162 | 163 | 164 | 165 | 166 | 167 | 168
A8 | 176|177 | 178 | 179 | 180 | 181 | 182 | 183 | 184 | 185 | 186 | 187 | 188 | 189 | 190 | 191 | 192 | 193 | 194 | 195 | 196 | 197 | 198 | 199 | 200
A9 | 201202 208 | 209 | 210 | 211 | 212 | 213 | 214 | 215 | 216 | 217 | 218 | 219 | 220 | 221 | 222 | 223 | 224 | 225
A10| 226 | 227 \ 234 235 | 236 | 237
258 | 259 | 260 | 261 | 262
283 | 284 | 285 | 286 | 287 \
308 | 309 | 310 | 311 | 312 316 318\
333 | 334 | 335 | 336 | 337 | 338 | 339 | 340 | 341 | 342
358 | 359 | 360 | 361 | 362 | 363 365 | 366 | 367
383 | 384 | 385 | 386 | 387 | 388 390 | 391 | 392
408 | 409 | 410 | 411 | 412 415.]417 418 | 419 | 420 | 421

Auswertung des monoklonalen Antikérpers Pyx auf den Filtern Il und IV
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Mittelgrau markiert Antikérper-bindende Bereichedutunkelgraue Schattierungen zeigen
Hauptepitope
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JG3I|A1|A2 | A3|A4|A5|AG6|A7T|AB|A9]|AI0|A11|A12|A13|A14|A15|A16|A17|A18|A19|A20|A21|A22|A23|A24|A25
Al | 1 2 3
A2
a3 [s [z ]
A4
A5 101 102|103
A6 | 126|127 | 128
A7 |151 152|153 \ 164
A8 | 176|177 178 | 179|180 |181 | 182|183 | 184 | 185 | 186 | 187 | 188 | 189 | 190
A9 | 201|202 | 203 | 204 | 205 | 206 | 207 | 208 | 209 | 210 | 211 | 212 | 213 | 214 222 | 223 | 224 | 225
A 10| 226 | 227 | 228 | 229 | 230 | 231 | 232 | 233 | 234 | 235 | 236 | 237 | 238 | 239 247 | 248 | 249 | 250

| | 240
255 | 256 | 257 264 272

KPR Y| 305 | 306 | 307
326 330 | 331 | 332
| 355 | 356 | 357
A16 380 | 381 | 382
405 | 406 | 407

195|196 | 197 | 198 | 199 | 200

JG3
M |A1|A2|A3|A4|AS5|AG6|A7T|A8B|A9|AI0|A11|A12|A13|A14|A15|A16|A17|A18|A19|A20(A21|A22|A23|A24|A25

A1l 1| 2|3 |a|s5 |6 | 7|89 10]11]12|13]|14]15]| 161718
A2 | 26| 27 | 28| 29 | 30 | 31 | 32|33 | 34| 35|36 |37 |38 |39 |40 41| 42|43
A352 53 | 54 | 55 | 56 | 57 | 58 | 59 | 60 | 61 | 62 | 63 | 64 | 65 | 66 | 67 | 68
A4 | 76| 77 | 78| 79|80 | 81 |82 |83 |84 |85| 86|87 |88 |89 |90 01]|092]093
A5 | 101|102 | 103 | 104 | 105 | 106 | 107 | 108 | 109 | 110 | 111 | 112 | 113 | 124 | 115 | 116 | 117 | 118
A6 | 126|127 | 128 | 129 | 130 | 131 | 132 | 133 | 134 | 135 | 136 | 137 | 138 | 139 | 140 | 141 | 142 | 143
A7 | 151|152 | 153 | 154 | 155 | 156 | 157 | 158 | 159 | 160 | 161 | 162 | 163 | 164 | 165 | 166 | 167 | 168 | 169 | 170 | 171 | 172 | 173 | 174 | 175
A8 | 176|177 | 178|179 | 180 | 181 | 182 | 183 | 184 | 185 | 186 | 187 | 188 | 189 | 190 | 191 | 192 | 193 | 194 | 195 | 196 | 197 | 198 | 199 | 200
A9 | 201 | 202 | 203 | 204 | 205 | 206 | 207 | 208 | 209 | 210 | 211 | 212 | 213 | 214 | 215 | 216 | 217 | 218 | 219 | 220 | 221 | 222 | 223 | 224 | 225
A10 | 226 | 227 | 228 | 229 | 230 | 231 | 232 | 233 | 234 | 235 | 236 | 237 | 238 | 239 | 240 | 241 | 242 | 243 | 244 | 245 | 246 | 247 | 248 | 249 | 250
256 | 257 | 258 | 259 | 260 | 261 | 262 | 263 | 264 | 265 | 266 | 267 | 268 | 269 | 270 | 271 | 272 | 273 | 274 | 275
281 | 282 | 283 | 284 | 285 | 286 | 287 | 288 | 289 | 290 | 291 | 292 | 293 | 294 | 295 | 296 | 297 | 298 | 299 | 300
306 | 307 | 308 | 309 | 310 | 311 | 312 | 313 | 314 | 315 | 316 [EINAREIEIfEIe) 320-322 323
JNYY 326 | 327 328 A 331|332 | 333|334 | 335 | 336 | 337 | 338 | 339 | 340 | 341 | 342 | 343 | 344 | 345 J 347 | 348 | 349 | 350
A15| 351|352 | 353 | 354 | 355 | 356 | 357 | 358 | 359 | 360 | 361 | 362 | 363 | 364 | 365 | 366 | 367 | 368 | 369 | 370 | 371 | 372 | 373 | 374 | 375
A16| 376 | 377 | 378 | 379 382 | 383 | 384 | 385 | 386 | 387 !’389 390 | 391 | 392 | 393 | 394 | 395 | 396 | 397 | 398 | 399 | 400
413

A17] 401 407 | 408 | 409 | 410 | 411 | 412 414 | 415 | 416 | 417 | 418 | 419 | 420 | 421 | 422 | 423 | 424 | 425

Abb. 71 Auswertung des Patientenserums JG&uf den Filtern | und 11l
Mittelgrau markiert Antikérper-bindende Bereichedutunkelgraue Schattierungen zeigen
IgE-Epitope
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312 319

Abb. 72

Auswertung des Patientenserums CA@uf den Filtern Il und IV
Mittelgrau markiert Antikérper-bindende Bereichedutunkelgraue Schattierungen zeigen
IgE-Epitope
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347 | 348 | 349 | 350
\\ 355 | 356 | 357 | 358 | 359 | 360 | 361 | 362 | 363 | 364 | 365 | 366 | 367 | 368 | 369 | 370 | 371 | 372 | 373 | 374 | 375
380 | 381 | 382 | 383 | 384 | 385 | 386 | 387 | 388 | 389 | 390 | 391 | 392 | 393 | 394 | 395 | 396 | 397 | 398
405 | 406 | 407 | 408 | 409 | 410 | 411 | 412 | 413 | 414 420 | 421 | 422 | 423
CAT
IV |A1|A2|A3|A4|A5|A6|A7|A8|A9|AL10|A11|A12|A13|A14|A15|A16|A17|A18
Al | 1|2 | 3| 4|5 |6 |7 [8]9|10]|11|12]|213)|14| 15| 16|17 |18
A2 29 | 30 | 31 |32 |33 |34 |35 |36 |37 |38 |39 |40 | 41| 42|43
A3 52 | 53 | 54 | 55 | 56 | 57 | 58 64 | 65 | 66 | 67 | 68
A4 |76 | 77 | 78 | 79 | 80 | 81 | 82 | 83 89 | 90 | 91 | 92 | 93
A5 |101 | 102 | 103 | 104 | 105 | 106 | 107 | 108 114 | 115 | 116 | 117 | 118
A6 | 126|127 | 128 | 129 | 130 | 131 | 132 | 133 139 | 140 | 141 | 142 | 143
A7 | 151|152 | 153 | 154 | 155 | 156 | 157 | 158 164 | 165 | 166 | 167 | 168
A8 | 176|177 | 178 | 179 | 180 | 181 | 182 | 183 189 | 190 | 191 | 192 | 193 | 194 | 195 | 196 | 197 | 198 | 199 | 200
A9 | 201|202 | 203 206 | 207 | 208 | 209 | 210 | 211 | 212 | 213 | 214 | 215 | 216 | 217 | 218 | 219 | 220 | 221 | 222 | 223 | 224 | 225
A 10 | 226 | 227 | 228 231 \\ 234 | 235 | 236 | 237 | 238 | 239 | 240 | 241 | 242 | 243 | 244 | 245 | 246 | 247 | 248 | 249 | 250
256 | 257 | 258 | 259 | 260 | 261 | 262 265 | 266 | 267 | 268 | 269 | 270 | 271 | 272 | 273 | 274 | 275
281 | 282 | 283 | 284 | 285 | 286 | 287 290 | 291 | 292 | 293 | 294 | 295 | 296 | 297 | 298 | 299 | 300
306 | 307 | 308 | 309 | 310 | 311 | 312 314 | 315 | 316 kil \\ 318 \\- 320 \\- 322 | 323 \\ 324 \\ 325
331 | 332 | 333 | 334 | 335 | 336 | 337 | 338 | 339 | 340 | 341 | 342 | 343 | 344 | 345 \\ \\ 349 | 350
A15 356 | 357 | 358 | 359 | 360 | 361 | 362 | 363 365 | 366 | 367 | 368 | 369 | 370 | 371 | 372 | 373 | 374 | 375
A16 380 | 381 | 382 | 383 | 384 | 385 | 386 | 387 390 | 391 | 392 | 393 | 394 | 395 | 396 | 397 | 398 | 399 | 400
A17 407 | 408 | 409 | 410 | 411 | 412 | 413 415 | 416 | 417 | 418 | 419 | 420 | 421 422“.
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