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Food allergy: Identification and characterization of peanut allergens with patients’
sera and monoclonal antibodies

Zusammenfassung: Ziclsetzung dieser Arbeit ist eine verbesserte Diagnostik der ErdnuBallergie. Um
eine Standardisierung der Testsubstanzen fiir die in vivo- und in vitro-Diagnostik zu erreichen, wurden
die Typ I Allergie assoziierten Einzelkomponenten der Erdnu mit Hilfe von Patientenseren und mo-
noklonalen Antikorpern identifiziert und charakterisiert. Zur Allergenidentifizierung wurden IEF-Im-
munoprint-, SDS-PAGE-Immunoblot- und 2-D-Elektrophoresetechniken eingesetzt.

Zu Beginn der Untersuchungen zeigte ein Vergleich mit Kontroll- und Patientenserum, daB beide Se-
rumgruppen erdnuBspezifische IgG-, IgA- und IgM-Antikorper enthielten. Dagegen wurden spezifische
IgE-Antikérper nur mit dem Patientenserum nachgewiesen. Im IEF-Immunoprint waren die intensiv-
sten IgE-Bindungen im pH-Bereich von pH 5,5 bis 7,5 festzustellen und im SDS-PAGE-Immunoblot
sind Hauptallergene in den Molekulargewichtsbereichen von 17, 30, 48-66 und 116 kD identifiziert wor-
den.

Es konnten 8 Hybridomzellinien (PN-a bis PN-h), die monoklonale Antikorper gegen IgE-reaktive
Einzelkomponenten aus dem ErdnuBextrakt produzieren, etabliert werden. In ELISA-Inhibitionstests
lieBen sich identische Bindungsstellen der monoklonalen Antikdrper und Patientenseren am Antigen
nachweisen. Weiterhin wurde die Eignung der monoklonalen Antikoérper zur Detektion versteckter Al-
lergene in verarbeiteten Nahrungsmitteln gepriift.

Summary: The purpose of this study is to improve the diagnosis of peanut allergy. In order to stan-
dardize test substances for in vivo and in vitro diagnostic, the type I allergy-associated single compo-
nents of peanuts have been identified and characterized with the aid of patients’ sera and monoclonal
antibodies. For allergen detection IEF-immunoprint-, SDS-PAGE-immunoblot- and 2-D electrophore-
sis-techniques have been used.

A comparison of control sera and patients’ sera showed that both contained peanut specific IgG-,
IgA- and IgM-antibodies. In contrast, peanut-specific IgE-antibodies were only detectable with pa-
tients’ sera. In IEF-immunoprint the most intensive IgE-bindings showed up in pl-range from pH 5.5 to
7.5. In SDS-PAGE-immunoblot major allergens could be identified at molecular weight ranges of 17,
30, 48 to 66 and 116 kD.

Abkiirzungen:

Ig = Immunglobulin

IEF = Isoelektrische Fokussierung

pl = Isoelektrischer Punkt

SDS-PAGE = Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgel-Elektrophorese
kD = Kilo Dalton

ELISA = Enzyme-linked-immunosorbent-assay

NC = Nitrocellulose
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Raising monoclonal antibodies against IgE-reactive components from peanut extract resulted in eight
antibody-producing hybridoma cell lines, named PN-a to PN-h. ELISA-inhibition tests revealed com-
mon epitopes of monoclonal antibodies and patients’ antibodies. Moreover, the monoclonal antibodies
were tested to see whether they can be used for detection of hidden peanut allergens.

Schliisselworter: Exdnuf — Immunoblotting — IgE-Reaktivititen ~ monoklonale Antikérper

Key words: peanut — immunoblotting — IgE-reactivities — monoclonal antibodies

Einleitung

Immer mehr Menschen leiden unter allergischen Erkrankungen, die Ausdruck einer
verinderten Reaktionslage des Organismus gegeniiber verschiedensten Stoffen, zu-
meist natiirlichen Ursprungs, sind. Mit einer Nahrungsmittelallergie werden nur dieje-
nigen Krankheitsbilder bezeichnet, die durch Nahrungsmittel als Allergene und deren
Symptomatik durch immunologische Mechanismen ausgeldst werden. Nach Coombs
und Gell gehort die haufigste Form der allergischen Reaktion auf Nahrungsmittel zum
Typ I der pathogenen Immunreaktionen, die eine komplexe Reaktionskette darstellt.
Hierbei wird an basophile Granulozyten und Mastzellen gebundenes spezifisches IgE
uber mindestens zwei Bindungsstellen (Epitope) eines Allergens vernetzt. Dies ist
fiir die Zelle das Signal zur Ausschiittung von verschiedenen Mediatorstoffen, die wie-
derum die allergischen Symptome am Zielorgan auslésen. Zu den Symptomen einer
Typ I-Reaktion auf Nahrungsmittel gehéren Lippen- und Zungendédem, Entziindung
der Rachenschleimhaut, Urtikaria, Quincke-Odem, Rhinitis, Bronchialasthma und
anaphylaktischer Schock. Bei gastrointestinaler Manifestation stehen Bauchschmerzen,
Ubelkeit, Erbrechen und Durchfille im Vordergrund (15).

Die Differentialdiagnose einer Nahrungsmittelallergie gestaltet sich aufgrund der
Symptomenvielfalt und der bisher unzureichenden Zuverléssigkeit der verschiedenen
diagnostischen Verfahren oftmals schwierig. Dies ist nicht zuletzt auf den Einsatz unzu-
reichend standardisierter Allergenextrakte zuriickzufiihren. Der Stellenwert diagnosti-
scher Methoden 148t sich erst dann richtig beurteilen, wenn die Testsubstanzen eindeu-
tig definiert sind (33).

Erdniisse sind einer der haufigsten Ausléser von Nahrungsmittelallergien mit einer
besonders hohen allergenen Potenz (8, 34). Nach dem GenuB von Erdniissen sind ana-
phylaktische Reaktionen mit tédlichem Verlauf registriert worden (30). Sogar eine Sen-
sibilisierung des Sduglings durch die Muttermilch wird fiir moglich gehalten (32). Die al-
lergene Aktivitit der ErdnuB ist an ihren Proteinanteil gebunden. Oral verabreichtes
ErdnuBdl wird von ErdnuBallergikern vertragen (31).

Bereits in mehreren Arbeiten wurde gezeigt, dal Erdniisse eine Vielzahl von Aller-
genen enthalten. In den letzten 5 Jahren wurden von einigen Arbeitsgruppen SDS-
PAGE-Immunoblottechniken zur Allergenidentifizierung in Erdniissen eingesetzt (9,
13, 14, 20, 22, 26, 34). Der Erdnuflextrakt wird hierbei elektrophoretisch nach Moleku-
largewichten getrennt und vom Trenngel auf eine Tragermembran transferiert. Im-
munoblottechniken bieten durch die Kombination von hochauflésenden elektrophore-
tischen Trennmethoden und der Spezifitdt immunologischer Nachweistechniken den
Vorteil, ohne vorhergehende Fraktionierung die humorale Immunantwort gegen ein-
zelne Komponenten eines Extrakts zu analysieren. Mit der SDS-PAGE-Immuncblot-
technik wurden bis zu 25 IgE-reaktive Komponenten nachgewiesen. Bei der Durchsicht
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dieser Daten ist es aber aufgrund der Methodenvielfalt kaum méglich, die Resultate zur
Deckung zu bringen. Zur Ldsung dieses Problems wurden monoklonale Antikorper
hergestellt, die als standardisierte Reagenzien zur Allergenidentifizierung eingesetzt
werden. Sie bieten gegeniiber polyklonalen Antiseren den Vorteil, daB sie zur qualitati-
ven und quantitativen Identifizierung von Einzelkomponenten geeignet sind, potentiell
in unbegrenzter Menge und in definierbarer Spezifitat zur Verfiigung stehen (1). Wei-
terhin wurde mit den hergestellten monoklonalen Antikérpern ein Testsystem zur De-
tektion versteckter EdnuBallergene in verarbeiteten Nahrungsmitteln entwickelt, wel-
ches ein wichtiges Hilfsmittel in der Diagnostik und Karenz darstellen kann.

Material und Methoden

Extrakt: Gerostete Erdniisse bzw. tiefgefrorene Schokolade wurden mit einem Schnit-
zelwerk zerkleinert und mit 0,1 M Ammoniumbicarbonat-Puffer pH 8,0 4 Stunden bei
4°C extrahiert. Anschliellend wurde der Extrakt filtriert, zentrifugiert, gegen Aqua
dest. dialysiert und lyophilisiert.

Seren: Es wurden Seren von 9 Patienten mit klinisch manifester ErdnuBallergie und po-
sitivem Radio-Allergosorbent-Test (RAST-Stufe III oder I'V) eingesetzt. Das Kontroll-
serum wurde aus 15 Seren nicht allergisch Erkrankter gepoolt.

IEF-Print-Technik: Die IEF wurde in 0,9 %igen Agarose-Diinnschichtgelen durchge-
fiihrt. Das Gel enthielt an Ampholinen 7,5 % Servalyt 3-10und 2,5 % Servalyt 4-6. Zur
Stabilisierung der Gele wurde 12% Sorbit zugesetzt (12). Die Gele wurden mittels
Kapillartechnik in Giekassetten auf Tragerfolie gegossen. 15 ug Protein pro cm Gel
wurden mit Hilfe einer Applikationsmaske aus Silikongummi aufgetragen. Die Trenn-
strecke betrug 10 cm. Die getrennten Proteine wurden mittels Kapillarkraft auf NC-
Membranen transferiert (25).

SDS-PAGE-Blot-Technik: In einer diskontinuierlichen SDS-PAGE wurden die Pro-
teine nach ihren Molekulargewichten getrennt (24). Die Zusammensetzung des Sam-
melgels betrug 5 % T und 0,75 % C, das Trenngel bestand aus einem Gradienten von 10
bis 20% T und 0,75 % C. 10 pg Protein wurden pro cm Gel eingesetzt und iber eine
Strecke von 7 cm getrennt. Der Transfer der Proteine auf die NC-Membran erfolgte
elektrophoretisch durch Semi-dry-blotting (18).

Blottingmembranen: Es wurden Nitrocellulosemembranen mit den PorengroBen 0,1,
0,2 und 0,45 pm eingesetzt. Um die Proteinbindungskapazitét der Nitrocellulose zu er-
hohen, wurden die Membranen mit Bromcyan aktiviert (10).

2-D Elektrophorese: 1. Dimension: Auf Gel-Bond PAG wurde mit Immobilinen ein
Gel (T = 4% und C = 4 %) mit einem pH-Gradienten von pl 3,5 bis 9,3 gegossen (11). .
Pro Gelstreifen (3-5 mm) wurde 100 ug Protein in Aqua dest. auf der anodischen Seite
aufgetragen und ca. 6-7 Stunden fokussiert. 2. Dimension: Das Gradientengel (T =
10% ~ 15%, C = 4%) wurde ebenfalls durch Gel-Bond PAG gestiitzt in einer GieB3-
kassette auf das Sammelgel (T = 5%, C = 4 %) gegossen. Die Gelstreifen aus der
1. Dimension wurden in einer horizontalen Elektrophorese auf das Sammelgel aufge-
legt.

Herstellung monoklonaler Antikorper: Weibliche, 3 bis 4 Monate alte Balb/c-Miuse
wurden mit jeweils 100 ug ErdnuBlextrakt 3mal intraperitoneal immunisiert. Um Hybri-
dome zu erhalten, die vorwiegend Immunglobuline der Klasse IgG produzieren, wurde
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Freund’sches Adjuvans als Immunstimulans eingesetzt (27). Die B-Lymphozyten der
Milzen wurden mit der Myelomzellinie P3x63Ag8U1 fusioniert. Die antikdrperprodu-
zierenden Hybridome wurden mittels IEF-Print selektioniert. Zur Bestimmung des Iso-
typs der einzelnen monoklonalen Antikérper wurde die doppelte Immundiffusion nach
Ouchterlony angewandt.

Immunenzymatischer Nachweis von Antikérperreaktivititen: Die Blots wurden in Strei-
fen geschnitten und in mit Tris-Tween pH 7,4 (6) in 1 : 20 verdiinntem Patientenserum
bzw. 1 : 2 verdiinnten Kulturiiberstinden tiber Nacht inkubiert. Zum Nachweis der Im-
munglobulinklassenbindungen wurden alkalische Phosphatase konjugiertes Ziege-anti-
Human und Ziege-anti-Maus isotyp-spezifisches Antiserum verwendet. Die gebunde-
nen Antikérper wurden durch Inkubation mit 5-Brom-4-Chlorindoxylphosphat (BCIP)
und Nitroblautetrazolium (NBT) visualisiert (19). Um unspezifische Bindungen der
Nachweisantikérper bei den Immunoblotuntersuchungen auszuschlieen, wurden ent-
sprechende Kontrollen mitgefiihrt. Sie waren immer negativ, d. h. keiner der Nachweis-
antikérper wurde unspezifisch durch den ErdnuBlextrakt gebunden.

ELISA-Inhibitionstest: Der Inhibitionstest wurde als direkter ELISA durchgefiihrt,
d. h. der Erdnufiextrakt ist an die feste Phase gekoppelt worden. Eine konstante Menge
eines monoklonalen Antikérpers wurde zusammen mit dem seriell verdiinnten Patien-
tenpoolserum in die Néapfe der ELISA-Platte gegeben. Mit einem alkalische Phospha-
tase konjugierten Ziege-anti-Maus IgG/M Antiserum wurde die Bindung des monoklo-
nalen Antikérpers an den ErdnuBlextrakt nachgewiesen. Je geringer dieser Wert war,
umso stirker wurden die monoklonalen Antikérper durch das Patientenserum inhi-
biert.

Ergebnisse

Reaktivititen der Patientenseren

Zu Beginn der Allergenidentifizierung wurde in Vergleichsuntersuchungen mit dem
Kontroll- und dem Patientenserum gepriift, welche Immunglobulinklassen an der anti-
genspezifischen Immunantwort gegen Erdniisse beteiligt sind. Die IEF-Immunoprint-
und SDS-PAGE-Immunoblotuntersuchungen zeigten, da3 das Kontrollserum ebenso
wie das Patientenserum spezifische IgG-, IgA- und IgM-Antikdrper enthdlt. Vom Pa-
tientenserum wurde jedoch eine groflere Anzahl von Banden detektiert, und die Bin-
dungsintensititen der Immunglobulinklassen IgG und IgA waren im Vergleich zum
Kontrollserum insbesondere im IEF-Immunoprint starker. ErdnuBspezifische IgE-
Antikorper wurden nur mit Patientenserum nachgewiesen.

Im IEF-Immunoprint detektierten die Patientenseren ca. 30 bis 40 IgE-reaktive
Komponenten im gesamten pH-Bereich von pH 3,2 bis 7,5 (Abb. 1). Im SDS-PAGE-
Immunoblot wurden von den Patientenseren bis zu 17 Komponenten im Molekular-
gewichtsbereich von 12 bis 116 kD identifiziert (Abb. 2). Hauptallergene sind bei 17,
30, 48 bis 66 und 116 kD ermittelt worden. Als Hauptallergene sind diejenigen Kompo-
nenten definiert, mit denen mehr als 50 % der Patientenseren IgE-Bindungen aufwei-
sen (4).

Herstellung monoklonaler Antikorper

Es wurden 8 Hybridomzellinien (PN-a bis PN-h), die monoklonale Antikdrper gegen
IgE-reaktive Einzelkomponenten aus dem ErdnuBextrakt produzieren, etabliert. Der
Isotyp des monoklonalen Antikdrpers PN-h ist unbekannt; alle anderen gehéren der
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Abb. 1. Reaktivititen der monoklonalen Antikérper und IgE-Bindungen der Patientenseren im Erd-
nuB IEF-Immunoprint: I = Tuschefdrbung, C = Kontrolle, N = Kontrollserum, a-h = monoklonale
Antikorper, 1-9 = Patientenseren

Immunglobulinklasse IgG; an. Die Hybridomiiberstinde zeigten im IEF-Immunoprint
und SDS-PAGE-Immunoblot unterschiedliche Bandenmuster (Abb. 1 und 2). Mono-
klonale Antikdrper sind monospezifisch, d. h. sie erkennen nur ein bestimmtes Epitop
auf einem Protein, aber nicht das Protein als solches. Deshalb kann die Bindung mo-
noklonaler Antikérper an mehrere Komponenten im IEF-Immunoprint und SDS-
PAGE-Immunoblot entweder auf identische Epitope verschiedener Proteine oder auf
Isoproteine zuriickgefiihrt werden. Alle als Hauptallergene identifizierten Komponen-
ten wurden von einem oder mehreren monoklonalen Antikérpern erkannt (Tab. 1).

Tab. 1. Monoklonale Antikorper, die mit den Hauptallergenen aus Erdniissen reagieren

Hauptallergene monoklonale Antikorper

116kD PN-b, PN-cund PN-f
66kD PN-b, PN-cund PN-f
63kD PN-b, PN-cund PN-f
60kD PN-b, PN-cund PN-f
55kD PN-a,PN-c, PN-d, PN-fund PN-g
48kD PN-¢
30kD PN-aundPN-g
17kD PN-d
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Abb. 2. Reaktivititen der monoklonalen Antikérper und IgE-Bindungen der Patientenseren im Erd-
nuB SDS-PAGE-Immunoblot: I = Tuschefiarbung, C = Kontrolle, N = Kontrollserum, a~h = mono-
klonale Antikérper, 1-9 = Patientenseren

Um einerseits die Spezifitdt der produzierten monoklonalen Antikdrper zu testen
und andererseits deren Einsatzméglichkeiten zur Untersuchung von ErdnuBallergenen
in verarbeiteten Nahrungsmitteln zu priifen, wurden die monoklonalen Antikérper im
SDS-PAGE-Immunoblot gegen Sojabohnen, Erbsen, weile Bohnen, Linsen, Hasel-
niisse, Mandeln, Walniisse und Cashewkerne untersucht. Die monoklonalen Antikor-
per PN-a, PN-b, PN-c, PN-d, PN-¢, PN-f und PN-h zeigten keine Reaktivititen mit den
untersuchten Hiilsenfriichten und Nissen, d. h. sie reagieren im hohen Mafle spezifisch
mit Erdniissen.

ELISA-Inhibitionstest

In einem ELISA-Inhibitionstest wurde untersucht, ob die monokionalen Antikorper
und die Patientenseren aufler denselben Komponenten im Erdnufiextrakt auch identi-
sche bzw. tiberlappende Epitope erkennen. In diesen Tests konkurrierte eine konstante
Menge eines monoklonalen Antikorpers mit den Antikérpern eines seriell verdiinnten
Patientenpoolserums um die Bindungsstellen am Antigen. Diese Untersuchungen wur-
den zuerst mit dem unfraktionierten Serum durchgefiihrt. In einem weiteren Arbeits-
schritt wurde das IgG aus dem Serum an Protein G-Sepharose absorbiert, um moglichst
die durch IgE inhibierten Bindungsstellen zu erfassen. In den Inhibitionstests (Abb. 3)
wurden die Bindungen der monoklonalen Antikdrper PN-b, PN-c, PN-d und PN-f ein-
deutig durch das unfraktionierte Poolserum inhibiert. Nach Absorption des Poolserums
an Protein-G-Sepharose zeigten die monoklonalen Antikdrper PN-b, PN-c, PN-d und
PN-f immer noch eine Inhibierung, wobei die Inhibitonskurven des monoklonalen An-
tikérpers PN-d vor und nach der Absorption einen nahezu identischen Verlauf zeigten,
so daf} wahrscheinlich kein IgG an der Inhibierung beteiligt war.
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Abb. 3. ELISA-Inhibitionstests: Bindungsvermogen einer konstanten Menge Kulturiiberstand in Kon-
kurrenz zum seriell verdiinnten Patientenpoolserum. ® = Serum vor Protein G-Absorption,
O = Serum nach Protein G-Absorption

2-D Elektrophorese

In der 2-D Elektrophorese war festzustellen, daB sich Erdnukomponenten, die zuvor
nur nach Molekulargewicht getrennt wurden, bei der zweidimensionalen Trennung in
bis zu 20 Spots differenzierten (Abb. 4). Im 2-D Immunoblot reagierten die monoklo-
nalen Antikorper iberwiegend mit den Komponenten, die auch vom IgE des Patienten-
serums identifiziert wurden. Die monoklonalen Antikérper PN-b, PN-c und PN+, die
in der SDS-PAGE eine 66 kD-Bande detektieren, reagierten im 2-D Blot nur zum Teil
mit denselben Spots im Molekulargewichtsbereich von 66 kD, d.h. es wurden wahr-
scheinlich unterschiedliche Epitope des Proteins erkannt.
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Abb. 4. Unspezifische Proteinfirbung eines Erdoufiblots nach 2-D Elektrophorese mit Tusche

Nachweis von Erdnufiproteinen in verarbeiteten Nahrungsmitteln

Fiir diese Untersuchung wurden eine Vollmilch- und eine ErdnuB3schokolade gleichen
Herstellers eingesetzt. Die IgE-Reaktivititen des Patientenserums zeigten im Im-
munoblot nur mit der ErdnuBlschokolade Bindungen im pH-Bereich von pH 3,8 bis 7,5
und im Molekulargewichtsbereich von 17 bis 116 kD, womit eindeutig die Hauptaller-
gene der Erdnuf} identifiziert wurden. Die monoklonalen Antikdrper PN-a bis PN-h
zeigten mit der Vollmilchschokolade weder im IEF-Immunoprint noch im SDS-PAGE-
Immunoblot Reaktivitdten. Dagegen reagierten mit der ErdnuBschokolade im IEF-Im-
munoprint drei (PN-a, PN-b, PN-g} und im SDS-PAGE-Immunoblot zwei (PN-a,
PN-g) monoklonale Antikorper (Abb. 5). Mit diesen monoklonalen Antikdrpern lassen
sich Erdnuflproteine in verarbeiteten Nahrungsmitteln nachweisen.

Diskussion

Bereits in friheren Arbeiten wurde mit der gekreuzten Radioimmunelektrophorese
(CRIE) gezeigt, dal Erdniisse eine Vielzahl von Allergenen enthalten (2). Die bei der
Immunelektrophorese zur Prézipitation des Antigens verwendeten polyklonalen Anti-
seren lassen sich jedoch nur schwer in groBerer Menge mit konstanter Qualitat herstel-
len, so daf die Vergleichbarkeit dieser Methode unzureichend ist. Auflerdem ist nicht
sicher, ob alle Komponenten durch das Antiserum prizipitiert werden; oder das Antise-
rum konnte Epitope abdecken, die sich dadurch einem Nachweis entziehen. Diese Ein-
schrankungen lassen sich durch die Anwendung von Immunoblottechniken, die auBer-
dem im Gegensatz zu Prézipitationstests unabhéngig von der Mengenrelation Antigen
zu Antik6rper sind, umgehen.
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Abb. 5. Reaktivititen der monoklonalen Antikérper im ErdnuBschokoladen IEF-Immunoprint und
SDS-PAGE-Immunoblot: 0 = Pufferkontrolle, I = Tuschefdarbung, C = Kontrolle, N = Mausnormal-
serum, H = Maushyperimmunserum, a-h = monoklonale Antikorper

In den letzten 5 Jahren wurden von einigen Arbeitsgruppen SDS-PAGE-Im-
munoblottechniken zur Identifizierung von ErdnuBallergenen eingesetzt, die sich aus-
schlieBlich auf den Nachweis von IgE-Reaktivitaten beschrianken (9, 13, 14, 20, 22, 26,
34). Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind nur schwer zur Deckung zu bringen
(Tab. 2). Die Ursache dafiir liegt wahrscheinlich in den verschiedenen Modifizierungen
der SDS-PAGE-Immunoblottechnik (Probenaufbereitung, unterschiedliche Gel-, Puf-
fer- und Blottingsysteme) und in der Auswahl des Patientenkollektivs.

Tab. 2. Im SDS-PAGE-Immunoblot identifizierte Hauptallergene

Arbeitsgruppen Molekulargewichte der
identifizierten Allergene

Meier-Davisetal., 1987 15,20und 66 kD

Hiberleetal., 1988 10bis 200kD

Yungingeretal., 1989 10bis 66 kD

Burksetal., 1990 55kD

Leeetal., 1990 18,22,29und43kD

Hefleetal., 1990 15-25,26-58 und 66 kD

Perbornetal., 1990 13,16,40,und 50kD

eigene Untersuchung 17,30,48-66und 116 kD
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In dieser Arbeit konnte mit Hilfe der SDS-PAGE-Immunoblottechnik erstmals ge-
zeigt werden, daBl sowoh! das IgG des Kontroll- als auch das des Patientenserums mit
Komponenten desselben Molekulargewichts reagieren. Diese Ergebnisse lassen vermu-
ten, daB die Einzelkomponenten eines Erdnuflextrakts in der Lage sind, bei Gesunden
und ErdnuBallergikern gleichermaflen eine IgG-Antwort zu induzieren. Daf} auch ge-
sunde Personen spezifische IgG-AntikOrper gegen Nahrungsmittelantigene aufweisen,
wurde bereits von mehreren Untersuchern gezeigt. Wahrscheinlich erfillt die Pro-
duktion von IgG-Antikérpern gegen Antigene aus der Nahrung eine physiologische
Aufgabe des Organismus in der Abwehr von Fremdproteinen. Warum Nahrungsmittel-
allergiker hiufig erhohte Mengen zirkulierendes spezifisches IgG aufweisen, ist unbe-
kannt. Ob dies ein Hinweis auf eine blockierende Funktion der IgG-Antikorper und/
oder die Folge einer erhéhten Allergenbelastung ist, konnte bisher nicht geklart wer-
den.

IgE-Antikérperbindungen sind im Immunoblot nur bei Erdnufallergikern festgestellt
worden, wobei sich ein unterschiedliches Bandenmuster zeigte. Diese Beobachtung
weist auf eine individuelle immunologische Auseinandersetzung der ErdnuBallergiker
mit Allergeneinzelkomponenten hin, wobei aber offensichtlich bestimmte Komponen-
ten ein héheres Potential zur IgE-Induktion besitzen als andere. Fiir die Standardisie-
rung von Allergenextrakten und den Vergleich verschiedener Extraktchargen ist des-
halb nicht nur die Proteinkonzentration von Bedeutung, sondern man sollte auch die
einzelnen patientenrelevanten Allergene qualitativ und quantitativ erfassen kénnen.
Hierbei haben monoklonale Antikérper eine zunehmende Bedeutung erlangt. Sie bie-
ten als sekundére Standards den enormen Vorteil, unbegrenzt in gleichbleibender Qua-
litdt zur Verfiigung zu stehen. Monoklonale Antikorper kénnen direkt zur Identifizie-
rung und Quantifizierung von Allergeneinzelkomponenten eingesetzt werden.

In dieser Arbeit wurden erfolgreich monokionale Antikorper gegen die IgE-reakti-
ven Einzelkomponenten aus dem Erdnufiextrakt produziert. Die Bindungen der mo-
noklonalen Antikérper PN-b, PN-c, PN-d und PN-f an das Antigen lieBen sich in ELI-
SA-Inhibitionstests mit Patientenserum, vor und nach Absorption des IgG’s, hemmen.
Das bedeutet, dafl identische bzw. iiberlappende Epitope erkannt wurden. Mit Hilfe
dieser monoklonalen AntikOrper ist es moglich, in komplex zusammengesetzten Erd-
nuBextrakten den Gehalt an IgE-reaktiven Einzelkomponenten zu bestimmen. Dies
wird die Standardisierung und damit die Zuverlissigkeit diagnostischer Untersuchungs-
verfahren steigern konnen. Auflerdem werden die monoklonalen Antikdrper die Reini-
gung diagnostisch relevanter Finzelkomponenten ermdglichen. Gereinigte Erdnufal-
lergene kénnen die Basis fiir eine gezielte Desensibilisierung bilden.

Zur weiteren proteinchemischen Analyse der Epitope stellt die hochaufldsende Tren-
nung in der 2-D Elektrophorese eine hervorragende Grundlage dar, weil sie eine diffe-
renziertere Trennung der Proteine als in der eindimensionalen Trennung ermdglicht. So
koénnten z. B. die Proteine auf eine Polyvinyliden-Difluorid-Membran geblottet, ausge-
stanzt und sequenziert werden (21).

Erdnuflallergene, iiber deren Vorkommen in verarbeiteten Nahrungsmitteln der Ver-
braucher keine Kenntnis hat, stellen ein groBes Problem in der Diagnostik sowie in der
Einhaltung der Karenz dar (34). So ist es nach § 9 Absatz 3.3 der Kakaoverordnung un-
tersagt, Lebensmittel, die in nicht unterscheidbarer Weise mitverarbeitet wurden und
weniger als 5 % vom Gesamtgewicht des Fertigerzeugnisses betragen, zu deklarieren.

In einer erst kilrzlich ver6ffentlichten Untersuchung (17) wurde ein Radioimmuno-
assay zur Detektion von ErdnuBallergenen in Schokoladenprodukten vorgestellt. In
diesem Testsystem wird eine definierte Menge ErdnuBlextrakt an die feste Phase einer
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ELISA-Platte gekoppelt. Die zu priifende Probe wird zusammen mit einem Poolserum
aus 5 Frdnuflallergikerseren in die Népfe gegeben. Dabei inhibieren in der Probe vor-
handene Erdnufproteine die Bindung des Serums an die ErdnuBiproteine der festen
Phase. Je weniger Serum sich an die definierte Menge Erdnuflextrakt bindet, desto ho-
her ist der Gehalt an ErdnuBproteinen in der Probe. Es muf allerdings bezweifelt wer-
den, daB es sich in diesem Testsystem um den direkten Nachweis von ErdnuBallergenen
handelt, weil das ErdnuBallergikerserum sicherlich auBer den allergenspezifischen IgE-
Antikorpern auch spezifische Immunglobuline anderer Klassen enthilt. Deshalb kann
in diesem Radioimmunoassay ein unfraktioniertes Poolserum nur als hochtitriges Anti-
serum und nicht als Indikator fiir Allergene angesehen werden.

Auch in diesem Zusammenhang sind standardisierte Reagenzien, wie sie monoklona-
le Antikérper darstellen, gegeniiber polyklonalen Antiseren vorzuziehen. Aus diesem
Grund wurden die hergestellten monoklonalen Antikorper, die sich als hochgradig erd-
nuflspezifisch erwiesen haben, zur Detektion von Erdnufiproteinen in verarbeiteten
Nahrungsmitteln, speziell Schokoladenprodukten, eingesetzt. Bei diesen Untersuchun-
gen erwies sich die IEF-Immunoprinttechnik der SDS-PAGE-Immunoblottechnik
iiberlegen. Fiir die Erstellung eines kommerziellen Testsystems zur Detektion versteck-
ter ErdnuBallergene wire die Trennung eines Nahrungsmittelextrakts aber auch gar
nicht notwendig. Ein Dotten, d. h. ein Auftropfen der zu untersuchenden Probe auf
eine CNBr-aktivierte NC-Membram ist sicherlich ausreichend. Die noch zu i6senden
Probleme liegen eher auf seiten der Probenaufbereitung und in der Nachweisgrenze,
die mit den monoklonalen Antikérpern erreicht wird. Untersuchungen und klinische
Beobachtungen bei ErdnuBallergikern haben gezeigt, dafl die Stabilitat der ErdnuBal-
lergene offenbar abhiingig vom Verarbeitungsgrad ist (16), wobei die Erhitzungszeit
und Temperatur den wesentlichsten Einflufl ausiiben (23). Mit Hilfe der monoklonalen
Antikérper wird es moglich sein, einen quantitativen Test zur Uberwachung allergen-
reduzierender Verfahrenstechniken zu entwickeln.

Diese Arbeit ist ein vom Land Baden-Wirttemberg gefordertes Forschungsvorhaben
im Rahmen des Projekts Umwelt und Gesundheit, Bereich Allergene und Umwelt-
schadstoffe in Lebensmitteln.
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