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1 Einleitung

Lebensmittelallergien sind immunologisch bedingteetémpfindlichkeitsreaktionen
gegen Lebensmittel bzw. Lebensmittelinhaltsstdifee meisten Lebensmittelallergien
sind dem Sofort-Reaktionstyp (Typ I) zuzuordnen wvetden durch AntikGrper der
Klasse IgE vermittelt. Sie &uf3ern sich in SymptomenHautausschlag, Schwellungen
im Mund- und Rachenbereich, Schnupfen, Augenbingendéziindung, Asthma,
Nesselfieber, Quincke-Odem, vielfaltige Magen-D&@tirungen bis hin zum
anaphylaktischen Schock, welcher tddlich enden kBim Lebensmittelallergien haben
in den letzten Jahrzehnten deutlich in ihrer Bedegt zugenommen. Um die
Verbraucher vor allergischen Reaktionen zu schitstéeghen die Bestimmung und
Reduktion des allergenen Potenzials von Lebendmitte Mittelpunkt dieser Arbeit.
Gegenstand dieser Untersuchungen sind die bereltivr gut charakterisierten
Allergene des Huhnereiklars, welche mit zu den ig&tégn Auslésern von
Lebensmittelunvertraglichkeiten sowohl bei KinddBERNHISEL-BROADBENT et al.
1994; Respoet al. 1995] als auch bei Erwachsene@RNAARD & BINDSLEV-JENSEN
1992; WUTHRICH 1993] zahlen.

Im Rahmen des EU-Projektes ,REDALL" (Reduced Allemgity of Processed Food,

QLK1-CT-2002-02687) wurden Technologien zur Hetstel von Handelsprodukten

angewandt und getestet, um unter anderem Eiprodukiteem allergenen Potenzial zu
reduzieren und sie fur den Verbraucher vertragltiche machen. Dieses Ziel wurde
erreicht durch eine enge Zusammenarbeit der Ppgekier, die sich aus Verbraucher-
forschern, Medizinern, Lebensmittelchemikern undhifmlogen zusammensetzen.

1.1  Ziele des Projektes ,REDALL"

Die epidemiologische Zielsetzung dieses Projektas das Erlangen von Kenntnissen
Uber die Verbreitung von Lebensmittelallergien iar ceuropaischen Bevdlkerung
(Skandinavien, Zentraleuropa, Mittelmeergebiet @wteuropa) mittels Verbraucher-
umfragen. Dabei sollten speziell regionale Unteestdn der Allergisierung und die
H&aufigkeit von schweren allergischen Reaktionemdostet werden.

Die technologische Zielsetzung war die Entwicklwmgn Strategien zur Reduzierung
des allergenen Potenzials von Lebensmitteln, welttheind Milchallergene enthalten
und ein potenzielles Risiko fir Allergiker darsesil

Die analytische Zielsetzung war die Identifizierumgd Untersuchung des allergenen
Potenzials der technologisch verarbeiteten Prodsixae der Vergleich des allergenen
Potenzials von nativen (Hiuhnerei und Milch) undchtesdogisch veranderten Produkten
mittelsin vitro undin vivo Tests.
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1.2  Arbeitsplan

Diese Arbeit beschaftigt sich mit der analytiscHéntersuchung von technologisch
durch Hitze- und Hochdruckbehandlung sowie durcleyeratische Hydrolyse
veranderten Eiprodukten mittetsvitro Tests.

Gegenstand der Untersuchungen waren Zwischen- magr&dukte eines Prozesses
von technologisch verédnderteMollei zum Einsatz in Fertigproduktesowie von
technologisch verandertewolleipulver als Additiv in Brat zur Herstellung wo
Brihwirsten

Untersucht wurden dabei die Auswirkungen der teldgischen Veranderungen auf
das allergene Potenzial der vier Hauptallergene Hgdars: Conalbumin (CA),
Ovalbumin (OA), Ovomucoid (OM) und Lysozym (LY).

Unter Verwendung elektrophoretischer und immundaloiger Verfahren wie Natrium-
dodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SEXSsSE), Isoelektrische Fokus-
sierung (IEF), 2-dimensionale (2D)-Elektrophoresel ummunoblot (IB) wurden im
Rahmen dieser Arbeit die vier Hauptallergene dddaEs der zu untersuchenden
Lebensmittelproben voneinander getrennt und arefddtid mittels geeigneter allergen-
spezifischer und —unspezifischer Farbemethodenahssert. Zur Identifizierung von
eventuell durch die technologische Behandlung eédxehsmittel auftretenden Allergen-
fragmenten bot sich eine Matrix unterstitzte LaBesorption/lonisation-Time-Of-
Flightt (MALDI-TOF/TOF)-Analyse an.Um eine relative Quantifizierung des
allergenen Potenzials technologisch veranderter wativer Lebensmittelproben
vorzunehmen, fand die Enzymallergosorbent-Test (BABhibition Anwendung.

FiUr die quantitative und qualitative Allergenanédytvar neben den genannten Unter-
suchungsmethoden die im Vorfeld durchgefiihrte Addung zur Abtrennung der
Hauptallergene von der jeweiligen Matrix von Insse. Fur dieses Ziel wurde zunachst
die Anwendbarkeit unterschiedlicher Extraktionsabren im Hinblick auf die
Allergenanalytik getestet. Verschiedene gangigetetrtextraktionsverfahren wurden
auf ihre Anwendbarkeit in der Allergenanalytik Cioeift.
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2.1  Begriffsbestimmungen

2.1.1 Lebensmittelallergien und Lebensmittelintoler anzen

Die Bezeichnung ,Allergie” (griechisch: allos abgeéart; ergon Reaktion) wurde von
dem Wiener Kinderarz2toON PIRQUET (1906) gepragt. Sie kann heute definiert werden
als spezifische Anderung der Immunitatslage im &iemer krankmachenden Uber-
empfindlichkeit [RNG 1988]. Sie entsteht nach wiederholtem KontaktAlgrgie aus-
l6senden Stoffen, den Allergenen. Manche Krankbitsr anderer Unvertraglichkeits-
reaktionen gegen Lebensmittel kénnen die Symptdneatier allergischen Erkrankung
weitgehend imitieren, ohne dass der Mechanismusltkngischen Reaktion zugrunde
liegt.

Die Europaische Akademie fur Allergologie und kdichhe Immunologie (EAACI) teilt
die objektiv nachweisbaren Lebensmittelunvertréuj@gten nach pathogenetischen
Gesichtspunkten in toxische und nicht-toxische Reakn ein (Bild 2.1).

Unvertrdglichkeitsreaktionen gegen
Lebensmittel
|
Psychosomatische Nicht-toxische Toxische
Reaktionen Reaktionen Reaktionen
I
[ |
Immunologisch Nichtimmunologisch
(Lebensmittelallergie) (Lebensmittelintoleranz)
I
| | I ]
Nicht IgE- IgE- Enzyma- Pharma- .
vermittelt vermittelt tisch kologisch Undefiniert

Bild 2.1: Einteilung der Unvertraglichkeitsreaktien nach der Empfehlung der EAACR{BINZEEL
KooMENet al. 1995]

Psychosomatische Reaktionen missen vom Begriff rissbigtelallergie oder
-intoleranz abgegrenzt werden, da die vermeintliclamkhafte Rolle von Lebensmit-
teln oder Lebensmittelzusatzstoffen (Additiva) siokit keiner wissenschaftlichen
Methode untermauern lasstR@oLANI et al. 1999].
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Zu den toxischen Reaktionen gehdren z.B. Vergiftengcheinungen nach Genuss nicht
essbarer Pilze oder Durchfélle und Erbrechen naaiu&s verdorbener Speisen infolge
bakterieller Toxine.

Alle nicht-toxischen Reaktionen betreffen Persomait einer erhohten individuellen
Empfindlichkeit gegenltber bestimmten Lebensmittshedteilen [VETHS 1996].

Lebensmittelintoleranzen sind nichtimmunologische Reaktionen auf Lebenghitt
Pathogenetisch werden enzymatische, pharmakolagiscid unbekannte Intoleranz
erzeugende Mechanismen unterschieden. Die haufgzigmatische Intoleranz ist der
genetisch bedingte Lactasemangel (Durchfélle ungcBadmpfe nach Milchgenuss).
Als Folge verschiedener entztindlicher Darm- und dBapeicheldrisenerkrankungen
kdnnen aber auch erworbene enzymatische Intolenaeatstehen. Pharmakologische
Intoleranzen treten bei empfindlichen Personen raehuss von Lebensmitteln mit
hohem Gehalt an Histamin oder anderen pharmakalogisrksamen Substanzen auf.
Der Terminus ,Undefiniert” in Bild 2.1 bezeichnetlshe Unvertraglichkeitsreaktionen,
bei denen kein immunologischer Ausldsemechanisnagtweisbar ist und deren Ur-
sachen bisher nicht exakt geklart werden konnen. ekanntesten sind hier die
sogenannten pseudoallergischen Reaktionen. Sie ekoras Symptombild einer
Lebensmittelallergie weitgehend imitieren, sindgeld im Allgemeinen starker dosis-
abhangig und werden nicht durch eine Sensibilisigmes Immunsystems ausgelést. In
den Positionspapieren der EAACI wird jedoch emahldiesen Begriff der pseudo-
allergischen Reaktion nicht mehr zu verwendemrUBNZEEL-KOOMEN et al. 1995;
ORTOLANI et al. 1999].

Bei Lebensmittelallergien treten krankhafte Symptome nach der Lebensmittelau
nahme als Folge von immunologischen Mechanismendauflie Bildung von allergen-
spezifischen Antikérpern oder von sensibilisierfesffektorzellen induzieren. Der
Allergie gegen Lebensmittel liegt somit eine felhbjiete Reaktion des kdrpereigenen
Immunsystems zugrunde, die in den meisten Fallérdeu Aktivitat allergenspezifi-
scher Antikorper der Immunglobulinklasse E (Igeehs 2.1.2) beruht. Die Symptome
kénnen dabei durch kleine oder mafdige Mengen diesffemden Lebensmittels ausge-
l6st werden, verschwinden nach dessen Eliminatiwoh kbnnen reproduzierbar durch
eine erneute Exposition wieder ausgelost werdele Bikher identifizierten und néher
charakterisierten Lebensmittelallergene sind niatigl Inhaltsstoffe von Lebensmitteln,
namlich Proteine oder Glykoproteine. Prinzipielhcsialle Lebensmittel, die solche
Stoffe enthalten in der Lage, Allergien auszulo&eTHS 1996].

2.1.2  Antikdrper, Allergene und Epitope

Substanzen, die spezifische Immunreaktionen auslagerden als Antigene (Antiso-
matogen = Antikorperbildner) bezeichnet. Voraussegzflr eine Immunantwort ist,
dass das Antigen vom Organismus als fremd erkanrd. iMolekile mit einem
Molekulargewicht unter 4000 Da werden nur erkamvenn sie an ein Tragerprotein
(Carrier) gekoppelt werden [AEPP & VIETHS 1992]. Fremdsubstanzen, die allein
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keine Immunantwort stimulieren, wohl aber an Antpeér binden kénnen, werden als
Haptene bezeichnet A¥LOR et al. 1987].

Antikérper sind Glycoproteine, die vom Organismus zum Schwatz Fremdstoffen
gebildet werden. Sie werden von B-Lymphocyten sstigiert und in das Serum abge-
geben (siehe 2.2). Jedes Antikorpermolekil bestestmindestens einer Grundeinheit.
Diese ist wiederum aus vier Polypeptidketten - zwigintischen schweren (H- fur
.heavy”) und zwei identischen leichten (L- fur Jhtf) Ketten - aufgebaut, die Uber
Disulfidbricken miteinander verbunden sind. Innéshdes Molekils besitzen die bei-
den ,Arme" (Fp,) dieselbe Struktur und bilden die Antigenbindungjés (Bild 2.2).

Ausschnitt der variablen Region

Ankigen-
Molekal
g
Yatiable P
Reqion 2
GG
. J \\ Konstante Region
Leichke Kette :
-
Fe
Sechwere Kette —— Gelenkregion mit Antigen-
Disulfidbricken Bindungsstelle
Struktur won Antikorpern
/
. &
3 IgD ¥ 1gE Saef 1ga % 1gG == 19M

Bild 2.2 Aufbau von Antikérpern [idrROSOFT2004, modifiziert]

Die Aminosauresequenzen der Antigen bindendeneBtekrschiedener Antikdrpermo-
lekile und die davon abgeleiteten dreidimensionaftnukturen weisen starke
Differenzen auf. Sie werden als variable Regionezrelzthnet und bestimmen die Anti-
korperspezifitat. Jeder der,fAnteile der L- und H-Ketten tragt CDR-(,Comple-
mentary Determining Region“) Schleifen (nicht daatgdit). Drei Schleifen jeder Kette
bilden zusammen die Antigenbindungsstelle. Dieseik8ir schafft im Antikérper-
molekdl eine Nische, in die die komplementéare Strukles Antigenepitops hineinpasst
[STAINES et al. 1997]. Die Affinitdt zwischen Antigen unch#kdrper hangt ab von der
Verteilung der verschiedenen Aminosauren an derdBigsstellen mit speziellen
Ladungen oder anderen Eigenschaften, die fur eictgtkovalente Bindung zwischen
Antigen und Antikérper sorgen. So treten z.B. Wethskungen lber aromatische
Reste (van-der-Waals-Krafte) und Wasserstoffbriickem [AIGNER & NEUMANN
1997]. Der ,Stamm® (kristallines Fragment;)Fdes Moleklls kann kein Antigen
binden. Er zeigt beim Vergleich verschiedener Adrjiler weniger Variabilitat und wird
als konstante Region bezeichnet. Trotzdem gibtirdgesstrukturelle Unterschiede in
diesen Regionen der Antikdrpermolekile, welche Bigréinabhangig von der Antigen-
spezifitdit — der Einteilung in bestimmte Ig-Klassdienen. Das in Kapitel 2.1.1
beschriebene IgE ist eines von funf Ig-lsotypenA(ldgD, IgE, IgG, IgM) des
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Organismus. Diese unterscheiden sich in Bezug aléRalargewicht, Ladung, Amino-
sauresequenz, Kohlenhydratanteil sowie ihrer Aufgahh Organismus voneinander
[JANEWAY & TRAVERS 1995; KREFT et al. 1995; RITT et al. 1995].

Allergene sind Antigene, die bei sensibilisierten Individudia Produktion von spezifi-
schen IgE-Antikorpern induzieren und dadurch eilhergische Reaktion hervorrufen
kénnen. Die meisten Lebensmittelallergene weisetekitargewichte von 10 bis 70
kDa [SAMPSON 1991; LEHRER et al. 1996] selten bis zu 100 kDayPP & VIETHS
1992; AnLBERSEE 2000] auf. Natlrliche Substanzen, die allergerseriZial besitzen,
enthalten meist mehrere Allergene. Als Hauptalleegeverden solche Allergene be-
zeichnet, gegen die mehr als 50 % der getestetdne{a bestimmtes Agens allergi-
schen) Patienten spezifische IgE-Antikdrper aufereiDie Gbrigen Allergene werden
entsprechend als Nebenallergene bezeichask[gwicz et al. 1997].

Ein Epitop ist das Fragment des Antigens, das von dem Ame@nolekil erkannt
wird und mit diesem eine Bindung eingeht. Ein Arapitop kann auf zwei verschie-
dene Arten aufgebaut sein: als sequenzielles (kaietiliches) oder konformationelles
(diskontinuierliches) Epitop. In einem sequentieliEpitop sind alle beteiligten Amino-
sauren Teil einer einzigen Sequenz, wahrend bemfokmationellen Epitop die betei-
ligten Aminosauren durch die Faltung der Peptigkettieinander gebracht werden.
Antikorper erkennen Epitope nur, wenn sie auf deer@ache des Molekiils lokalisiert
sind. Im Inneren lokalisierte Aminosduren werdechhierkannt. Eine von auf3en indu-
zierte Veranderung der Proteinstruktur kann neup® (Neoepitope) hervorbringen.
Auf- oder Umfaltungen der Proteinkette kdnnen zoewi Freilegen von potenziell
immunogenen Sequenzen oder Konformationen fuhrere Eo6glichkeit der Bildung
neuer Allergene (Neoallergene) ist hierdurch thésok gegeben [EPONI &
MIGLIORINI 1999].

2.2  Pathogenese von IgE-vermittelten Lebensmittelal  lergien

Neben toxischen oder pseudoallergischen Reaktiadbten Lebensmittelallergien zu
den haufigsten Lebensmittelunvertraglichkeiten. i3gipe Lebensmittelallergien sind
IgE-vermittelte Typ-I- oder auch Soforttyp-Reakiégon[CoomBs & GELL 1963]. Neben
diesen Typ-I-Reaktion werden weiterhin die antil@igbhangige zytotoxische Uber-
empfindlichkeit (Typ 1) und die Immunkomplexreadti (Typ IIl) unterschieden, die
ebenfalls antikdrpervermittelt ablaufen, allerdiragg die Ig-Klassen G bzw. M zurtick-
gefuhrt werden. Die Kontaktallergie (Typ 1V) hingeagwird in erster Linie durch T-
Zellen und Makrophagen vermittelt. Bei dieser Ki@&grung handelt es sich lediglich
um eine vereinfachte Darstellung, da sich die Meigmaen der Immunantwort sehr oft
uberschneiden.

Der Ablauf einer allergischen Reaktion vom Typddisich in zwei Phasen einteilen: In
der Sensibilisierungsphase (Immunantwort, siehé BiB) kommt es durch Kontakt mit
dem Allergen zur Produktion entsprechender Antikérpzw. Proliferation spezifisch
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reaktionsfahiger T-Effektorzellen. Nach dieser Rhad der Betroffene sensibilisiert,
aber nicht erkrankt. In der Manifestationsphaseh@iBild 2.4) wird beim Sensibilisier-
ten durch erneuten Allergenkontakt eine pathogemaunreaktion ausgelost.

((5) B-Lymphozyt (7) IgE-A
©) Plasmazelle/’_\)
Y N

&

(]
R ¢ |
(4) Lymphokine y A
V(Q %ﬂ 8) -f;;:L;j;;,, £
W (3) T-Lymphocyt

) (2) APZ G
Bild 2.3: Vereinfachte Darstellung der Sensibdisingsphase [ICHTENSTEIN1993]

Die Sensibilisierung wird durch Aufnahme und enziiathe Spaltung der Allergene
(1) von Makrophagen (2 APZ = antigenprasentieredidie) eingeleitet. Die dabei
entstandenen Fragmente werden an der OberflacheMd&rophagen, welche als
antigenreprasentierende Zellen fungieren, den Tghomryten (3) offeriert. Nach

Erkennung der Fragmente kommt es zur FreisetzungLymphokinen (4), wodurch

eine Ausreifung der B-Lymphocyten (5) zu Plasmazell6) erfolgt. Als Konsequenz
daraus werden von diesen Zellen IgE-Antikérper gBpgegeben, wobei die einmal
begonnene IgE-Produktion Uber Monate anhalt. Aufdrihrer Molekulstruktur sind

die IgE-Antikorper in der Lage, sich Uber einenglam Zeitraum an die hochaffinen
IgE-Rezeptoren (8) der Mastzellen (9) und der baiep Granulozyten (10) zu binden
[JANEWAY & TRAVERS 1995].

¢ (1) Allergen

~ (3) bridging

(4) Degranulation und
Mediatorfreisetzung

Bild 2.4: Vereinfachte Darstellung der Manifestatsphase [ICHTENSTEIN1993]
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Eine erneute Exposition des Organismus mit denrddie (1) hat eine sofortige allergi-
sche Reaktion zur Folge. Die Bindung des Allergéiifat zur Uberbriickung, dem
.oridging” (3) von zwei auf einer Mastzelle (2) lalksierten IgE-Antikdrpern. Als

Folge der daraus resultierenden Deformation dert2dfisnoberflache kommt es durch
Degranulation der Mastzelle zur Mediatorfreisetzéy Die Mediatoren (z.B. Hista-
min oder Serotonin) induzieren nach Ubergang inBliggefaRe (5) die Bildung von
Adhasionsmolekilen (6). Diese haften an Mediatwewie Endothelzellen (7) und
bewirken eine Diffusion (9) von zirkulierenden Imnaellen (8) in das umliegende
Gewebe. Die freigesetzten Mediatoren bewirken goesthen klinischen Erscheinun-
gen einer Lebensmittelallergie.

Diese Symptome kénnen verschiedene Organe betrefférsind haufig abhangig von
der Art des Allergens [WUNG et al. 1994]. Tabelle 2.1 gibt eine Ubersicht bier
Symptome von Lebensmittelallergieni$BHOFF& MANNS 1996; BSCHOFF & MANNS
2001;ScHAFER & BREUER2003].

Tabelle 2.1: Symptome der Lebensmittelallergie

Ort der allergischen Reaktion Symptome

Haut Atopisches Ekzem, Urtikaria

Augen Konjunktivitis

Respirationstrakt Rhinitis, Asthma

Mund Lippenschwellung, Rachenschleimhautschwellluiagynxédem,
Angioddem

Gastrointestinaltrakt Epigastritische Beschwerd#belkeit, Erbrechen, Bauchkrampfe,
Diarrh®, Obstipation, Flatulenz

Nervensystem Kopfschmerzen, Migrane, vegetative@ymatik

Kreislaufsystem Hypotomie, Tachykardie, Anaphylsdtier Schock

2.3 Pravalenz

Entgegen den Vorstellungen in den Medien und vorerLaind Patienten kommen
Unvertraglichkeitsreaktionen auf Lebensmittel unddAive weniger haufig als ver-
mutet vor [WUTHRICH 1996]. Im Gegensatz zu den viel haufiger auftreden
Respirationsallergien auf Pollen, Hausstaubmildeerepithelien oder Pilzsporen, von
denen 10 - 20 % der Bevdlkerung betroffen sindif¥ARICH et al. 1995; 1999], sind
Unvertraglichkeitsreaktionen gegen Lebensmittehtrelselten. Europaische Berichte
schatzen die Pravalenz von LebensmittelallergidrOgdi- 7,5 % bei Kindern und auf
1 - 2 % bei Erwachsenen fOSAARI 1982; ESTEBAN 1992; KANNY et al. 2001; BAN
1997].

Unter Berticksichtigung regional unterschiedlicherdrungsgewohnheiten und variie-
render genetischer Disposition reagieren ungef@to&ller Lebensmittelallergiker auf
Erdnisse, Milch oder Eier fBNLEY & BANNON 1999]. Allerdings tolerieren die meis-
ten betroffenen Kinder mit zunehmendem Alter Mitater Eier weitgehend.
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2.4 Das Huhnerei

Vogeleier haben aufgrund ihrer vollwertigen Zusamsstzung und vielseitigen
Verwendbarkeit als Lebensmittel fir den Menscher gjrol3e Bedeutung. Hihnereier
nehmen dabei eine besonders wichtige StellungBaneben spielen die Eier anderer
Vogelarten wie z.B. Gans, Ente, Taube, Kiebitz, ®looder Wachtel nur eine
untergeordnete Rolle. Unter der Bezeichnung ,Euersteht man gemald der geltenden
gesetzlichen Bestimmungen (Eier-Vermarktungsnorrmerdnung (VO (EWG)
1907/90) vom 26. Juni 1990 (ABI. Nr. L 173 S. 5)der Fassung vom 21.06.2005
(ABI. Nr. L 172 S. 1)) [MEYER 2006] nur Eier des Haushuhn&saflus domesticys
Eier stellen eine wichtige Proteinquelle in der swhichen Ernédhrung dar. Sie
zeichnen sich aulBerdem durch Bekommlichkeit und Igésichmack aus. Von
technologischem Nutzen in der Lebensmittelindussired besonders die Viskositat,
Bindekraft, Emulgier- und Backfahigkeit und das &ambildungsvermdgen des
Huhnereies [KLLWEIT et al. 1988]. Eier werden auf3erdem fur technotdgasZwecke,
z.B. als Klarmittel fir Wein oder als Appreturmittend in der pharmazeutischen
Industrie und Lederindustrie verwendet.

Keimscheive Das  Durchschnittsgewicht

eines Huhnereies betragt

etwa 58 g. Davon entfallen

Luftkcamtmer " I Hagelschnire  €tWa 10 % auf die Schale,

30 % auf den Dotter und

60 % auf das Eiklar
[SCHORMULLER 1968].

Schale (10 %) Dotter (30 %) Eillar (60 %) Die Schale ist 0,2 - 0,4 mm

dickdflus=g donnflssig  stark, porés und je nach
Rasse braun oder weil3. Sie
,_/[/"‘“- B besteht aus einem Protein-
— , : ' Mucopolysaccharid-Gerust,

Eiklarhshe ... Leeeeos Dotterhshe in das Calciumcarbonat

eingelagert ist. Innen ist die
Schale mit einer zwei-

schichtigen Haut ausgekleidet, die am stumpfen Eedeilt ist und eine Luftkammer

bildet. Die Schale umschliel3t das Eiklar, welches oin Inneren liegenden Dotter um-
gibt. Dieses ist durch zwei spiralig gedrehte Hsagjahlre fixiert. An einer Seite des
Dotters liegt die weil3e Keimscheibe (siehe Bild2.5

Zchalenhiute

Bild 2.5: Schematischer Aufbau eines Hiihnereies

Das Eiklar ist eine wassrige Flussigkeit mit eifiesckenmasse von etwa 12 %. Es be-
steht aus drei unterschiedlich viskosen Schictibackfliissiges Eiklar weist gegentber
dunnflissigem den vierfachen Gehalt an Ovomucireffagsiehe 2.5) auf. Der pH-
Wert betragt beim frischen Ei 7,6 — 7,9 und stéegitder Lagerung durch Verlust von
Kohlenstoffdioxid durch Diffusion bis auf 9,7. Dig#ockenmasse besteht zu tber 80 %
aus Proteinen (siehe Bild 2.6), von denen die Giobyz.B. Lysozym, Ovomucin) mit
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Ammoniumsulfatlosung geféllt werden kdénnen, wahrelel Albumine (Ovalbumin,
Conalbumin, Ovomucoid) in Lésung bleiben. Kohlentayd treten zu etwa 1 % im
Eiklar auf und liegen frei oder gebunden als Glykdgine vor. Der Mineralstoffgehalt
(0,6 %) im Eiklar ist gering, ebenso der Lipidget{al03 %).

Der Eidotter ist eine Fett-in-Wasser-Emulsion niiiee Trockenmasse von 50 %. Diese
bestehnt zu einem Drittel aus Proteinen und zu z@eiteln aus Lipiden. Die
Dotterkugel ist aus dem gelbgefarbten Nahrungsdatid dem weil3en Bildungsdotter
aufgebaut; abgeschlossen wird sie von der Dottabren. In dem Nahrungsdotter
sind alle fur die Entwicklung eines Kikens erfotudien Néahrstoffe enthalten. Eidotter
enthalt neben Plasma Dottertropfchen, die Uberwmi@gaus Lipiden bestehen, und
Granula, die hauptsachlich aus Proteinen, aber aushLipiden und Mineralstoffen
bestehen (wichtige Proteine der Granula und desnila siehe 2.5). Die Lipide
bestehen zu 66 % aus Triglyceriden, zu 28 % auspPlolipiden und zu 6 % aus
Cholesterin, Cholesterinestern und sonstigen Vdturigen. Die Phospholipide sind
zusammen mit den Lipoproteinen fir die emulgierendérkung der Eier
verantwortlich, was fir die Herstellung von z.B. ydanaisen und Eierlikdr genutzt
wird. Die gelbe Farbe des Eidotters ist in ersteid_auf Carotinoide wie Zeaxanthin,
Lutein und Xanthophylle zurtickzufthren.

Die Aminosaure-Zusammensetzung des Proteinantedggdsamten Eiinhaltes (Vollei)
entspricht erndhrungsphysiologisch optimal den f@dmissen des Menschen, weshalb
die Konzentration an essenziellen Aminosauren amuBseinheit zur Berechnung der
biologischen Wertigkeit anderer Proteine dient.

Die Legeleistung eines Huhnes betragt etwa 300 eedahr. Der pro Kopf Verbrauch
pro Jahr in Europa umfasst laut des Jahresbericlee8ayerischen Landesanstalt fur
Landwirtschaft [LfL, 2005] 200 - 300 Stlck.

2.5 Huhnerei assoziierte Lebensmittelallergien

Die Hauptallergene des Huhnereies befinden sichEikiar und stellen eine der
haufigsten Ursachen der bei Erwachsenen und Kiralgitretenden Allergien des Typ |
dar [BARKHOLT et al. 2000]. Diese sind bei Kindern haufig vewaottlich fur die
Entwicklung von Urtikaria und Ekzemen. Juckreizufitus) und atopische Dermatitis
sind die am meisten beschriebenen Symptome eingdieStmit 84 Kindern mit
Eiallergie [LANGELAND 1985]. LANGELAND (1983) detektierte 24 antigene Bestandteile
des Eiklars mittels gekreuzter Immunelektrophoré@dlergologisch sind besonders vier
Fraktionen der Eiklarproteine von Bedeutung: Ovoaondic Ovalbumin, Conalbumin
(= Ovotransferrin) und Lysozym (siehe auch Tabgl®). Diese Proteine machen ca.
80 % der Gesamtproteine des Eiklars aus.
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Tabelle 2.2 Eigenschaften wichtiger EiklarallerggK&EFTet al. 1995]

Ovomucoid Ovalbumin Conalbumin Lysozym
(Gald 1) (Gald 2) (Gald 3) (Gald 4)

Anteil am Gesamtproteingehalt 11% 54 % 12 % 35%
Molekulargewicht 28 kDa 42,7 kDa 80 kDa 14,3 kDa
pl 41-44 45-49 6,0-6,8 10,7
Aminosauren 186 386 683 129
Kohlenhydratgehalt 20-25% 3% 2% --
Thermostabilitat ja gering nein nein

Die Anteile dieser und weiterer Proteine des E&klam Gesamtproteingehalt sind in
Bild 2.6 dargestellt.

Die Proteine des Eidottessnd bisher nicht so umfassend untersucht wie dge Ei-
klars. Im Eidotter befinden sich Partikel (Granuldje gleichmaRig verteilt in einer
Proteinlésung (Plasma) vorliegen. Vitellogenin Istein Phospholipoglycoprotein dar,
das in der Leber als Antwort auf im Kreislauf zililkvendes Estrogen produziert wird.
Es gelangt tber das Blut zu den Ovarien. Dort widiber Pinocytose in die Oocyten
aufgenommen und in die Dotterproteine Phosphitih \ditellin gespaltefWaHLI et al.
1981]. Allergologisch sind fur Erwachsene die imddter befindlichen Proteine
Vitellin, Phosphitin und alpha-Livetin (Hihnerseralimumin) von Bedeutung [W{sH

et al. 1987]. Vitellin kommt in mehreren Variantemt Molekulargewichten von 9
(Vitellin 1) bis 170 kDa (Vitellin VI) vor. Im Allgemeinen ist das allergene Potenzial
von Vitellin gering, bei einigen Patienten kann a&ser dennoch starke Allergien
auslésen [WLsH et al. 1988]. Phosphitin ist ein heterogenes Rrotet verschiedenen
Fraktionen und einem allgemein geringen allergeri@tenzial. Von den funf
Fraktionen der Livetine ist das alpha-Livetin (7Da) aufgrund der Homologie zu
Serumalbumin das wichtigste j\Wiams 1962]. Diese Homologie ist der Grund fur die
Bildung des ,Vogel-Ei-Syndroms* (siehe hierzu a@ch.2).

1 Avidin (0,05%)

2 Cystatin (0,05%)

3 Ovomacroglobulin (0,5%)
4 Flavoprotein (0,8%)

5 Ovoglycoprotein (0,8%)
6 Ovoinhibitor (0,8%)

7 Globuline G2 (4%)

8 Globuline G (4%)

9 Lysozyme (4,5%)

10 Ovomucin (2,5%)

11 Ovomucoid (11%)

12 Ovotransferrin (12,5%)
13 Ovalbumin (54%)

Bild 2.6: Proteine des Eiklars
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Im Folgenden wird lediglich auf die vier Hauptafjene des Eiklars eingegangen, da
diese im Rahmen dieser Doktorarbeit untersucht amurd

2.5.1 Hauptallergene des Huhnereiklars

Ovomucoid wird nach der IUIS (International Union of Immuagical
Societies)-Nomenklatur als ,Gal d 1" bezeichnethkérei-Ovomucoid ist ein Glyco-
protein, welches in der Lage ist, bovines Trypsiith{t humanes Trypsin) und andere
Enzyme zu inhibieren [Ravis 1971]. Ovomucoide von nahe verwandten Spezies wie
z.B. Truthahn oder Goldfasan, zeigen sehr untezdtbhe allergene Potenziale
[RHODES et al. 1960]. Nach allergologischen Gesichtspunktt es das wichtigste
Protein im Huhnereiklar. Die Aminosauresequenzbigskannt [KaTo et al. 1987].
Ovomucoid besteht aus drei hintereinander folgermenologen Doméanen (DI-Ill). Es
ist resistent gegen viele Formen der Denaturier@ig. Harnstoffoehandlung). Dies
basiert wahrscheinlich auf der starken Vernetzwngld Disulfidbricken [DURTOFT et

al. 1991]. Ein weiterer Grund fur die Stabilitdt tie Existenz von zwei Domanen
(DI/Il oder DII/I). T-Zellen reagieren meistensitnDIl [EIGENMANN et al. 1995],
konnen aber auch mit den zwei weiteren Domanenieeag Diese Reaktivitat steigt
durch reduktive Behandlung fOKE et al. 1996]. Obwohl Ovomucoid und Ovalbumin
verschiedene Molekulargewichte aufweisen, kdnnen mittels SDS-PAGE nicht
komplett voneinander getrennt werdemERBIHISEL-BROADBENT et al. 1994].

Ovalbumin wird nach der IUIS-Nomenklatur als ,Gal d 2" bezeiet. Es kommt mit
54 % als grof3ter Anteil der Gesamteiklarproteine @valbumin ist ein Glycoprotein,
das nach Ovomucoid das zweitstarkste allergenenPatealler Eiproteine aufweist. Es
setzt sich aus drei Fraktioneni(AA, und Ag) zusammen, welche sich in ihrem Phos-
phatgehalt unterscheideng®MANN 1952]. Die Funktion von Ovalbumin ist noch
nicht umfassend erforscht, aber die Aminoséauresenist bekannt [BET et al. 1981,
ELSAYED et al. 1991]. Bei dem Molekul handelt es sich umMonomer mit 45 kDa
[WARNER 1954].

Conalbumin (= Ovotransferrin) wird nach der IUIS-Nomenklatalts ,Gal d 3"

bezeichnet. Aufgrund der Fahigkeit Eisen zu bindeimrkt es antibakteriell. Die
Aminosauresequenz, welche aus zwei Uber Disulfckei stabilisierten Domé&nen
besteht, ist bekannt [MLiamMs & ELLERMAN 1982; DDURTOFTet al. 1991]. Conalbumin
weist ein weitaus schwacheres allergenes Poteaizi@valbumin und Ovomucoid auf.

Lysozym wird nach der IUIS-Nomenklatur als ,Gal d 4* bezwiet. Es hat ein weitaus
geringeres allergenes Potenzial als Ovalbumin, wom und Conalbumin. Die
Aminosauresequenz, welche aus vier Uber Disulficket verbundenen Ketten besteht,
ist bekannt [BNFIELD 1963].
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2.5.2 Kreuzreaktionen

Kreuzreaktionen von IgE-Antikbrpern basieren auf éReaktivitat mit homologen
Strukturen, die mit dem eigentlichen Ausléser dgE-Antwort, dem Immunogen,
Ahnlichkeit besitzen. Bei Proteinen gleicher Fuaktikonnen die Strukturen auch
zwischen Organismen, die nur eine geringe phyldaigeie Verwandtschaft aufweisen,
noch hoch konserviert und damit auch kreuzreakdin.sVielfach wird die Meinung
vertreten, dass klinisch relevante KreuzreaktiobenProteinen mit einer Aminosaure-
Sequenzidentitdt von weniger als 50 % nicht mehemwarten sind. Dies wird aber
durch den Befund widerlegt, dass z.B. die Hauptgdlee Api g 1 aus Sellerie und
Dau c 1 aus Karotte weniger als 40 % Sequenzidemtitt Bet v 1 aus Birkenpollen
aufweisen [HNZzGEN et al. 2005]. Es ist daher davon auszugehen, idasmzelfallen
auch klinisch relevante Kreuzreaktionen zwischelth®malen gering verwandten
Proteinen auftreten kdnnen.

Im Fall der Allergie gegen Hihnerei sensibilisierech Kinder hauptséchlich oral
gegen Proteine aus dem Eiklar. Im Gegensatz ddzbeisErwachsenen haufig das
sogenannte Vogel-Ei-Syndrom zu beobachten, bei demSensibilisierung meist
primér inhalativ auf Federn und Kot von Ziervogarfolgt und sich in der Folge
aufgrund einer Kreuzreaktion zwischen Vogelfedemv.b-kot und Allergenen des
Eigelbs eine Lebensmittelallergie gegen Eigelb exke&lt. Dabei spielt das alfa-Livetin
(HUuhner-Serumalbumin, Gal d 5) eine entscheidendke RSzEPFALUSI et al. 1994;
Wysset al. 1996].

Verschiedene Studien diskutieren aul3erdem Kreutioeah zwischen
1) Allergenen des HuhnereiesNAT et al. 1985; WLsH et al. 1987],

2) Huhnereiallergenen und anderen Allergenen des Huhi®FFMANN &
GUENTHER 1988; DE MAAT-BLEEKER et al. 1985; BXENDALE et al. 1971;
WiLLIAMS 1962] und

3) Hihnereiallergenen und Eiallergenen anderer Gdiiige [ANET et al. 1985;
LANGELAND 1983; A [ESSANDRI et al. 2005].

(Siehe hierzu auch Tabelle 2.3)

Tabelle 2.3: Kreuzreaktionen der Proteine des Hiikis

kreuzreagierende Proteine

1) Conalbumin Ovalbumin
Ovalbumin Apovitellenin |

2) Albumine beta-Glycoproteine
Serumproteine Livetine

3) Hihnereiproteine Eiproteine von Truthahn, Ente, GMbwe und Wachtel
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2.5.3 Kilinik und Expositionsmdglichkeiten

Die klinischen Erscheinungen einer Eiallergie kdnmmeunterschiedlicher Intensitat mit
gastrointestinalen Beschwerden, Reaktionen seitleiss Respirationstrakts, der Haut
und des Kreislaufsystems bis zum anaphylaktischehodk, der in schweren Fallen
zum Tod fuhren kann, einhergehen. Sofern keine iGiés®rung durch Ovomucoid
vorliegt, werden gekochte oder gebratene Eier m meisten Fallen vertrageniGER

& WUTHRICH 2002].

Eier werden in zahlreichen Lebensmitteln wie z.Baylhnaisen, Solen, Teigwaren,
Wurstsorten und Fertigspeisen verarbeitet (sieleezhi auch 2.4). Als niedrigsten
Schwellenwert zur Auslosung von allergischen Symmgio nach oraler Aufnahme
(LOAEL = lowest observed immuno-allergic effect éfv geben MRISSET et al.
(2003) <2 mg Ei an.

2.6  Einfluss technologischer Veranderungen

Wahrend der Lebensmittelherstellung und -verarbgitkann es zu potenziellen Veran-
derungen der Allergenitat von Huhnereiproteinen k@n. Das allergene Potenzial
kann durch verschiedene Verfahren wie z.B. Waschéerkleinern, Erhitzen,
Konservieren, Lagerung oder Reifung abnehmen, é@magert bleiben, aber auch
zunehmen. AufRerdem konnen verschiedene chemisclehs@leirkungen zwischen
naturlichen Lebensmittelzutaten und Additiven wakreler Lebensmittelverarbeitung
auftreten. Viele Allergene bleiben aber im Allgemen nach Ublicher industrieller
Behandlung des Lebensmittels stabil, und nur weAiltgrgene sind labil und werden
durch die Verarbeitung des Lebensmittels in ihreller§enitat reduziert. Auf
molekularer Ebene wird eine Allergenveranderunglunaktivierung oder Zerstdérung
von IgE-bindenden Epitopstrukturen, durch die Bilgwon neuen Epitopen oder durch
besseren Zugang zu sterisch verborgenen Epitopeh smer Denaturierung des
nativen Allergens verursacht. Proteolytische odgtrdlytische Behandlungen kdénnen
sowohl die konformationelle Struktur als auch dieedre Aminosauresequenz
beeinflussen, wodurch auch sequenziell bindendeopizerstort werden kdnnen
[BESLER et al. 2000]. Mit dem Ziel, Methoden zu entwickelm die Allergenitat von
Eiklarallergenen zu reduzieren, sind verschiedexgermentelle Moglichkeiten wie
z.B. Behandlung mit Hitze, Enzymen oder Hochdruetb¥fentlicht. Ausschnitte davon
werden in den folgenden Abschnitten (2.6.1 - 2.6afpestellt.

2.6.1 Hitzebehandlung

Durch Hitzebehandlung kann die konformationelleulgtur eines Allergens durch den
Verlust der Tertiarstruktur und Aggregation verdmdeerden [BSLER et al. 2000].
Aufgrund unterschiedlicher Hitzebehandlungen tretem Vergleich verschiedener
Veroffentlichungen widersprichliche Aussagen uber Struktur der hitzebehandelten
Proteine auf [ENG et al. 1998; MANS & FEENEY 1971; KOCH et al. 1996]. Durch
einige Veroffentlichungen, welche beschreiben, dagkochte Huhnereier in



2.6 Einfluss technologischer Veranderungen 15

Tierversuchen eine viel niedrigere oral-sensitivep&zitat aufweisen als native Eier
[PENG et al. 1998; MLAUGHLAN et al. 1981; ©omBS & MCLAUGLAN 1984], ist die
Hitzebehandlung im Allgemeinen als eine Madoglichkeitir Allergenreduzierung
anerkannt [ENG et al. 1998; ©omBS & M CLAUGHLAN 1984; LEe 1992]. Je langer das
Lebensmittel erhitzt wird, desto besser ist deerginreduzierende Effekt HING
1998]. Die IgE-Bindung von Eiklarallergenen konirteeiner Studie von ReT et al.
(1985) durch eine 10minutige Erhitzung der Probe9fe°C auf 58 % (Bestimmung
mittels RAST, Radio Allergosorbent Test) gesenkrdea. In einer weiteren Studie
konnte durch eine einstiindige Erhitzung auf 90 °itets DBPCFC (double blind
placebo controlled food challenge) festgestellt deer dass nur noch 55 % der
getesteten Eiallergiker allergische ReaktionenteaifiJrisu et al. 1997].

Trotzdem werden in diesem Zusammenhang aber ailnhese Unvertraglichkeitsre-
aktionen gegen Lebensmittel beschriebebsi&R et al. 2000]. Speziell fir Ovomucoid
haben Forscher eine hohe Hitzestabilitdt und Plygeresistenz demonstriert IRfHS
et al. 1997; $EVENS & FEENEY 1963; DEUTSCH & MORTON 1956; MATSUDA et al.
1982; MATSUDA et al. 1983]. Dies weist darauf hin, dass in dwesEall die
Antikdrperbindung an sequenzielle Epitope erfolgelche kaum von konformatio-
nellen Veranderungen durch Hitzeeinwirkung betroBad [KONISHI et al. 1985].

KATO et al. (2001) und Get al. (1986) haben gezeigt, dass isoliertes Oeoidwdurch
Erhitzen nicht aggregiert oder prazipitiert wirdpndern l6slich bleibt und die
Reaktivitat mit dem Patientenantikdrper nicht velem wird. Allerdings konnte in einer
Studie von MTSUDA et al. (1985) eine Reduktion der immunogenen Rt von
Ovomucoid beim Erhitzen auf 100 °C gezeigt werdem®valbumin
(Koagulationstemperatur: 84,5 °C) ist hitzelabiildét aber wahrend mehrtagiger
Lagerung bei Raumtemperatur hitzestabiles S-Ovalbuf{oagulationstemperatur:
92,5 °C) pe GROOT & DE JONGH 2003]. Der Mechanismus der Umsetzung zu S-
Ovalbumin ist bisher ungeklart. Conalbumin ist leitzelabiles Allergen, bildet aber mit
bi- und trivalenten Metallionen hitzestabile Kony#e[YOSHITADA et al. 1980]. Nach
KREFT et al. (1995) gilt Lysozym als hitzelabil (siehech Tabelle 2.2).

2.6.2 Enzymatische Behandlung (Kombination mit Hitz e & Hochdruck)

Es ist bekannt, dass durch enzymatische Behandiiasg allergene Potenzial von
Lebensmitteln verandert werden kansaoNG (1998) entdeckte, dass die Behandlung
von Lebensmitteln mit Proteasen den Hydrolysegrdublen und das allergene
Potenzial betrachtlich reduzieren kann. Dabei esgnesich Alkalasen als weitaus
effektiver als Neutrasen.

In einer Studie von &TwooD et al. (1996) zeigte sich jedoch eine Resistenz vo
Ovalbumin gegen Verdauungsenzyme bei einem pH-Want1,2 (> 1 Stunde). Es
erwies sich, dass Ovalbumin fur diese Proteasennach einer Hitzedenaturierung
zuganglich wird [BNoMI et al. 1999]. Da durch diese Hitzebehandlung Hielouder
technologischen Eigenschaften von Eiern resulti&i@men, wird in der Lebensmittel
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verarbeitenden Industrie haufig als Alternativeeetlhochdruckbehandlung zur milden
Denaturierung gewahlt. Professor P. WRIBsMAN, ein Pionier der Hochdruckphysik,
berichtete bereits 1914 Uber rohes Vollei, weldneder Eierschale unter Einwirkung
von hohen hydrostatischen Driicken (500 - 600 MPRaggllierte, ohne dass die
Eierschale zerstért wurde. Wie Hochdruck allerdingsf die Allergenitat von
Lebensmitteln wirkt, ist bisher sehr wenig unteldugorden.

Ovalbumin ist Trypsin-resistent, aber nicht Pepssistent [ESAYED et al. 1986].
Conalbumin hingegen wurde in einer Studie vasmwoob et al. (1996) auch ohne
vorherige Denaturierung durch Hitze oder Druck dgoftbgebaut. Ovomucoid ist in
simulierter Verdauungslosung langer als eine Stistdbil [Fu et al. 2002; AKAGI et
al. 2003]. Wisu et al. (1997), KvAacs-NoLAN et al. (2000) und BsLER et al. (1999)
stellten durch RAST-Inhibition, ELISA (Enzymelinkedmunosorbent-Assay) und
Westernblotting signifikante IgE-Bindungen von Hepgerdautem Ovomucoid fest.
Sie verwendeten dafir Serum von Patienten mit d&tgitk. KOVACS-NOLAN et al.
(2000) konnten auch feststellen, dass Pepsin-vieaslaOvomucoid seine Trypsin-
inhibierenden Eigenschaften beibehéalridw et al. (1997) analysierten zudem durch
RAST-Inhibition  signifikante  IgE-Bindungen von  Chwtnypsin-verdautem
Ovomucoid.

2.6.3 Harnstoffbehandlung

Harnstoff (6 M) ist in der Lage, Eiklarproteine eme globulére, teilweise denaturierte
Form umzusetzen, wobei die ursprungsahnliche Strukikeitgehend erhalten bleibt.
Wahrend eine Harnstoffbehandlung in einer Studie MiNE und ZHANG (2002) keine
Auswirkungen auf die IgE-Bindungsaktivitaten vonalbumin und Ovomucoid zeigte,
ergaben sich bei Conalbumin und Lysozym signifikatihere Bindungsaktivitaten zu
humanem IgE als bei nativen Formen.

2.6.4 Eiproteine als Additive

LEDUC et al. (1999) testeten die IgE-Bindungsaktivitéonv Eiklarpulver in
experimentell hergestellten Schweinefleischpass@ékonnten mittels Immunoblot und
EAST Eiklarallergene in unbehandelten und in pagmuten (70 °C, 2 h) Fleisch-
pasten nachweisen, wahrend keine IgE-Bindungentemiliserten (115 °C, 90 min)
Pasten detektiert werden konnternTi et al. (2001) untersuchten die Auswirkungen
der Hitzebehandlung einer Modellpasta auf Ovomug¢didizenmehl mit Hihnereiklar
gemischt). Aus dieser Untersuchung ergaben sich siarke Unloslichkeit und eine
deutliche Reduktion des allergenen Potenzials veon@icoid. Sie fiihren dies auf eine
Aggregation durch Bildung intermolekularer Disubiidcken mit Weizenproteinen
zurick.
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3.1  Technologisch verandertes Probenmaterial

3.1.1 Vollei zum Einsatz in Fertigprodukten

Nicht sdmtliche Frischeier gelangen direkt an dedverbraucher. Zur Konservierung
werden aus Eiern flissige oder pulverférmige Daaeew hergestellt. Der Eiinhalt wird

dabei durch Trocknen, Gefrieren oder durch chereistbnservierung haltbar gemacht
und insbesondere in der Lebensmittelindustrie férsehiedene Zwecke verwendet
(siehe dazu auch 2.4). Die Eiprodukte werden héaopteh in der Teigwaren- und

Backindustrie oder zur Herstellung von z.B. Margayi Eiscreme oder Mayonnaise
eingesetzt [SBHORMULLER 1968].

Die einzelnen Stufen eines Verarbei-
Pasteurisiertes tungsprozesses zur Allergenreduzie-
Flussigei rung von pasteurisiertem Vollei wur-
v den von technologischen Partnern des
10 min unter REDALL-Projektes zur Verfigung
Rithren erhitzen gestellt. Das Vollei wurde einem
v sechsstindigen Verarbeitungsprozess
2l unterzogen, dessen Verarbeitungs-
Riihren erhitzen, . . . . .
Proteolyse schritte in Bild 3.1 dargestellt sind. Die
v Probennahme wahrend der zweistindi-
10 s wraldsn gen Erhitzungs- und Proteolyseschritte
Riihren bei 80°C . . .
erhitzen erfolgte jeweils nach einer Stunde und
v nach zwei Stunden.
2 h unter ]
Riihren erhitzen, Die verwendeten Proteolyseenzyme
Proteolyse sowie einige Erhitzungstemperaturen
.¢ unterliegen zurzeit noch der Geheim-
30 min unter
erhitzen — N
1 Wahrend des Prozesses kam es zu
. Farbveranderungen der Proben, was
Hydrolysiertes . .
Flissigei aus Bild 3.1 (rechts) zu entnehmen ist.
Geschmacks- und Texturveranderun-

Bild 3.1: Verarbeitungsprozess des Volleies

gen wurden von einem Sensorikpanel
unter Aufsicht der technologischen
Partner des REDALL-Projektes wah-
rend des Prozesses kaum festgestellt.
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3.1.2 Volleipulver als Additiv in Brat zur Herstell  ung von Bruhwdrsten

Brihwirste werden aus rohem zerkleinertem Rindhw&me- und/oder Geflugel-
fleisch, Speck sowie Salz und Gewirzen hergeskéilth und Milchproteine, Eier und
Pflanzenproteine werden als Bindemittel eingeséim. eine homogene Wurstmasse
(Brat) zu erzeugen, werden die Ausgangsmateriali@er Zugabe von Eis oder Eis-
wasser meist mit Kutterhilfsmitteln (z.B. Phosphatensiv zerkleinert (gekuttert). Das
Brat wird abgefullt und bei 70 °C und hoher gebriBgim Brihen verfestigt sich die
Masse, und es entsteht die typisch knackige Texfwfgrund der besonderen
Verarbeitungsmethoden sind Bruhwirste nur begrealtbar und missen deshalb gut
gekuhlt aufbewahrt und mdglichst frisch verzehrrdes. Zu dieser Gruppe gehéren
z.B. WeilRwurst, Fleischwurst, Jagdwurst und Bierdam. Die roten Brihwurstsorten
werden unter Zusatz von Nitritpdkelsalz hergestdik weil3en Sorten wie Weildwurst
sowie viele Bratwurste ausschlief3lich mit Kochsalz.

Die von der Bundesforschungsanstalt fur Ernahrumgy Lebensmittel (BfEL, Standort
Kulmbach) hergestellte Fleischmatrix sollte eineacm industriellem Standard
hergestellten Brihwurstmasse madglichst ahnlich.sBie Zusammensetzung ist wie
folgt: 56 % Rindfleisch (Schulter), 24 % Ruckendped8,3 % Eis, 1,65 %
Nitritpokelsalz und 0,05 % Natriumascorbat.

Die Menge an Trockenei (1 %) wurde in Schritt 2 desBild 3.2 vorgestellten
Verarbeitungsprozesses zusatzlich zu den 100 ‘Relszptur dosiert.

Die einzelnen Stufen des VerarbeitungsprozessesAlteirgenreduzierung vorvoll-
eipulver als Additiv in Brat zur Herstellung von tBmvurstund die anschlielBenden
technologischen Verdnderungen wurden ebenfallsdeoBfEL zur Verfiigung gestellt.
Die Verarbeitungsschritte sind in Bild 3.2 dargéste

”
D ohne technologische Verinderung \D .
Briét
D Hochdruck behandelte Proben
D Hitze behandelte Proben
. - (2) Mischen
D Kombination aus Hochdruck und Hitze
mit 1 %
Volleipulver
- A 4 - A 4 - ¢ - Y - A 4
\9 . o \D . _ \/)Hochdruck- \9 . _ \6) Erhitzen:
Erhitzen: 70 °C Erhitzen: F =1 Erhitzen: F = 3 _
behandlung F=12
' v
(8 v (¢ 7 (10 7 (11
O ? = \) ; % \) Erhitzen: \-)Hochdruck-
Erhitzen: 70 °C Erhitzen: F = 3
F=12 behandlung

Bild 3.2: Verarbeitungsprozess des VolleipulverBiat durch die BfEL
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Die Fleischmasse wird mit der oben genannten Rerapt Kutter (D 114 K&G,
6 Standardmesser) mit 4900 rpm bei maximal 12 tklaeert. Weiter wird verfahren
wie aus Bild 3.2 zu entnehmen.

= Die Hochdruckbehandlung erfolgt im ,Food Process@PSI) in hermetisch
geschlossenen Aluminiumleichtbehéltern mit 600 MBai 20 °C flr
10 Minuten. Dies ist ein relativ neues technologesc Verfahren zur
Haltbarmachung von Fleischprodukten und wird in Hebensmittelindustrie
angewendet.

Konserven sind Lebensmittel, die in verschlosseBehéltern erhitzt und in diesen
Behaltern auch in Verkehr gebracht werden. Zielest- durch die Begrenzung der
mikrobiellen Aktivitat (Erhitzen nach vollstandigenvVerschluss) - eine lange
Lagerungszeit ohne eine wesentliche Veréanderung bhdsltes zu erreichen

(Nahrstoffgehalt, sensorische Qualitdt, mikrobrellerderb). Ein Maf} fir die

.Gesamtmenge” an Hitze mit schadigender Wirkung Blikroorganismen ist der

F-Wert. Er entspricht der Behandlungszeit in Mimytdie erforderlich ist, um eine
vorhandene (spezifische) Keimzahl auf einen akbdgma Endwert zu reduzieren
[ZIERMANN 2005].

Bei Fleisch- und Wurstkonserven kommt es insbesendarauf an, das Uberleben
und/oder die Entwicklung der Sporen der BakterigiggenBacillus und Clostridium
zu verhindern.

Das Erhitzen der Behalter erfolgt im Autoklavenilgprotor®, Stock) bei einem Druck
von 2 atm

= auf eine Kerntemperatur von 70 °C, wie es in deeis€hindustrie flr
Frischwaren Ublich ist. Diese Behandlung tétet nhitzeintolerante
Mikroorganismen ab. Da hitzeresistente Bakterierd usporen Uberleben
kénnen, muss die Brihwurst bei unter 5 °C gelagertlen. Die Haltbarkeit ist
auf etwa sechs Wochen begrenzt.

= auf 110 °C auf einen F-Wert von 1, wie es in deeidehindustrie fir
Dreiviertelkonserven ublich ist, wobei neben alleregetativen Mikro-
organismen auch Sporen mesophiler Bacillusartektivnart werden. Bei unter
10 °C sind diese Konserven etwa 12 Monate haltbar.

= auf 110 °C auf einen F-Wert von 3, wie es in deeidehindustrie fir
Vollkonserven Ublich ist. Durch diese Behandlungrdea neben allen
vegetativen Mikroorganismen auch Sporen mesophiiacillus und
Clostridiumarten inaktiviert. Bei 25 °C sind diese Konservdaweae 4 Jahre
haltbar.
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= auf 110 °C auf einen F-Wert von 12, wie es in déisEhindustrie fur
Tropenkonserven Ublich ist, die als steril geltemd uohne Kihlung
(< 30 °C) langer als ein Jahr haltbar sind. Duraksel Behandlung werden
neben allen vegetativen Mikroorganismen und SparesophileBacillus und
Clostridiumarten auch Sporen thermophil®&acillus und Clostridiumarten
inaktiviert. Bei 25 °C sind diese Konserven etwaafire haltbar.

AulRerdem werden Kombinationen aus Hochdruck- untzedehandlungen durch-
geflhrt.

3.2 Humanseren

Im Rahmen des REDALL-Projektes werden in Zusamnientamit der Technischen
Universitdt Muinchen (Abteilung fir Dermatologie undllergologie), dem
Universitatshospital Zirich (Allergiestation, Denwolagische Klinik), dem Macedonio
Melloni Hospital Mailand (Abteilung fur P&diatrieund der Universitat Wien
(Abteilung fur Padiatrie und Juvenile Medizin) Seneon Patienten mit Hinweis auf
eine Sensibilisierung gegen Huhnerei untersuchtuDaurde den Patienten zunachst
Blut abgenommen und daraus das Serum gewonner @i¢li4). Eine Auflistung der
untersuchten Humanseren ist im Anhang unter 8.@ftjediihrt. Bestimmt wird der
Gehalt an freien spezifischen IgE-Antikdrpern gebiimnerei mittels EAST (siehk4
und 8.1.4). Allergenbanden der Einzelseren, welche EAST-Klassen 2
(Klasseneinteilung siehe 4.4) aufweisen, werdertetaittimmunoblot (siehe 4.8 und
8.1.9) charakterisiert. Aus allen Seren mit EASBd€en> 2 und eindeutiger
Allergenbandenfarbung im Immunoblot wird ein Poalse hergestellt, das ein breites
Detektionsspektrum fur alle durchzufihrenden imniogischen Untersuchungen
gewahrleistet und dessen Zusammensetzung in TalbeHe aufgefihrt ist. Als
Negativkontrolle wird ein Serum eines ProbandenredHiihnereiallergie eingesetzt, das
eine EAST-Klasse von 0 aufweist.

3.3 Proteinstandards

Die in der folgenden Tabelle 3.4 dargestellten étnat der Firma SIGMA-ALDRICH
(Taufkirchen, Deutschland) wurden im Rahmen digs#eit als Standardsubstanzen
eingesetzt.

Tabelle 3.4: Parameter der Proteinstandards

Reinheitsstufe Reinheit laut Analysenzertifikat Lagrung
Conalbumin  Substantially iron-free > 99 % (Marz 2001) -20°C
Ovalbumin Grade V > 99 9% (Juli 2005) 2-8°C
Ovomucoid  Type IlI-O, free of ovoinhibitor ~ -- 2-8°C
Lysozym 3 x crystallized, 96 % (Oktober 2003) -20°C

containing buffer salts
(NaCl & Na-acetate)
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Der folgende Abschnitt befasst sich mit den im Reahndieser Arbeit verwendeten
Analysemethoden, die zur Realisierung der Zielsggen eingesetzt wurden.
Dargestellt sind die Prinzipien der Methoden soweeentuell durchgefuhrte
Modifizierungen von in der Literatur bereits besebenen Methoden.

4.1 Proteinextraktionen

4.1.1 Extraktion mit NaCl-Loésung

Nach der Methode von ANGELAND (1982a) und BNGELAND (1982b) wird das
Probenmaterial vier Stunden mit dem gleichen Volur@d5 M NaCl-Losung geruhrt,
30 Minuten bei 2500 U/min zentrifugiert und der iiend bis zur weiteren
Verwendung bei -20 °C gelagert.

4.1.2 Extraktion mit phosphatgepufferter Kochsalzl6 sung (PBS)

Nach der Methode vonERNHISEL-BROADBENT et al. (1994) wird das Probenmaterial
Uber Nacht auf dem Rotationsschuittler bei 4 °C dem zehnfachen Volumen
phosphatgepufferter Kochsalzlosung (PBS) extrghié@ Minuten bei 2500 ¢

zentrifugiert, der Uberstand in Rohrchen umgetfiititl zur Klarung bei 17000 g erneut
fur 15 Minuten zentrifugiert.

Nach der Methode vonHbuc et al. (1999) wird das Probenmaterial Uber Nacht be
4 °C mit dem gleichen Volumen PBS inkubiert, 10 Wan bei 10000 g zentrifugiert
und durch einen Membranfilter mit einer PorengriBe 0,2 um filtriert. Die Losung
wird bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelager

4.1.3 Extraktion mit Harnstofflosung

Nach der Methode vonHRKELMANN & STENSTEDT (1998) werden die Proteine mittels
8 M Harnstofflésung aus der Matrix extrahiert uret dlberstand nach Zentrifugation
zur weiteren Analytik verwendet. Es ist dabei darau achten, dass die

Extraktionslosung nicht Gber 37 °C erhitzt werdanf.dei hoheren Temperaturen kann
Harnstoff zu Isocyanat hydrolysieren, was zur Middiion der Proteine fuhren kann.

4.1.4 Extraktion mit Acetatpuffer

Nach der Methode von IRlbbse et al. (2004) wird das frisch homogenisierte
Probenmaterial mit dem gleichen Volumen 0,1 M Ataiffer versetzt und diese
Mischung uber Nacht gegen den gleichen Puffer siafyy Nach Zentrifugation wird
der Uberstand zur weiteren Untersuchung eingesetzt.
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415 Extraktion mit Tween 20

Tween 20 gehort zur Gruppe der nichtionischen Detezien. Seine Grundstruktur ist
ein Polyoxyethylen mit MonolauratrestengHENIus et al. 1979; MUGEBAUER 1988].
Diese Verbindung geht vor allem hydrophobe und bptiile Wechselwirkungen mit
anderen Molekilen ein und wird haufig zur Protetraggion aus Pflanzen verwendet,
um Proteine aus Lipidkomplexen freizusetzeeRIRANDEZ et al. 1999].

4.2  Bestimmung des Proteingehaltes

Der Proteingehalt der in dieser Arbeit verwenddéigtrakte wird nach der Methode von
BRADFORD (1976) unter Verwendung des Farbstoffes Coomd&slieant Blue G 250
bestimmt. Die Farbreaktion beruht darauf, dass sdie negativ geladenen
Farbstoffmolekile an die Aminogruppen der Proteiaalagern. Der daraus
resultierende blau gefarbte Protein-Farbstoffkompann bei 540 nm photometrisch
vermessen werden. Die Messung erfolgt zwei Minutach Zugabe der Reagenzien.
Die Nachweisgrenze liegt im Bereich von 0,@mL [READ & NORTHCOTE1981]. Die
Messung kann ohne weitere Aufarbeitung aus denrgdieextrakten durchgefihrt
werden. Die Quantifizierung des Proteingehaltelgtf mittels Kalibrierung mit
Rinderserumalbumin (BSA) als Referenzprotein. Argjgs der unterschiedlichen
Responsefaktoren verschiedener Proteine gewdaktlelsgse Methode keine absolute
Quantifizierung, so dass die Proteingehalte nuatikelzueinander bestimmt werden
konnen.

4.3  Gesamtstickstoffbestimmung

Die gemal Anhang 8.1.3 nach den Amtlichen Sammhungeon
Untersuchungsverfahren (ASU), 8 64 LFQGBEBENSMITTEL- UND FUTTERMITTEL-
GESETzBUCH in der Fassung vom 26 April 2006SU Nr. L 06.00-7 durchgefuhrte
Bestimmung des Gesamtstickstoffgehaltes ermdgldibt direkte Berechnung des
Gesamtproteingehaltes des jeweiligen Probengutedggrdnd ihres Aufbaus aus
einzelnen Aminosauren schwankt der StickstoffgethattProteine nur in relativ engen
Grenzen (15 - 18 %g 16 %). Zur analytischen Erfassung des Proteingehatird
daher in der Regel der Stickstoffanteil (N) nachmdé@ufschluss der organischen
Substanz mit Schwefelsdure (Kjeldahl-Verfahren)tibeat und anschlie3end unter
Zuhilfenahme eines Faktors (fur Ei F = 6,25) deotéingehalt berechnet. Es wird
angenommen, dass wahrend des Aufschlusses dasbsiclhohen Temperaturen
bildende Schwefeltrioxid als Lewis-Saure an die SHyppe der Peptidbindung (Lewis-
Base) des Proteins anlagert und sich die entsprdeh&midosulfonséure bildet. Diese
ist bestandig gegen weitere Oxidation und gehthddiersetzung in Ammoniumsulfat
Uber. Das Ammoniumsulfat kann anschlieRend naclsdiming des Ammoniaks und
Destillation mittels Saure-Base-Titration erfasstaen.
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4.4  Enzymallergosorbent-Test (EAST)

Der EAST ist eine enzymimmunologische Methode zastBhmung des Gehaltes an
freien, spezifischen Antikorpern der Immunglobulagse E im Blutserum. Dieser Test
ist eine Variante einer der wichtigsten In-vitrotersuchungsmethoden zur Diagnose
von Lebensmittelallergien - des Radioallergosorjerdtes (RAST). Die Allergene
werden zunachst durch kovalente Bindungen an eilse Festphase dienende
bromcyanaktivierte Cellulosescheibe gekoppelt. Aldigpende Verbindungen werden
durch Waschen entfernt. Verbleibende reaktive Baeeiwerden mit Ethanolamin
abgesattigt [ESKA & LUNDKVIST 1972].

Q Allergen (Antigen) == Antikdrper (IgE) 3> Enzymatische Umsetzung

gEAnti—lgE—Antikérper (Enzymmarkiert) @ Substrat @ Umgesetztes Substrat

Bild 4.1: Prinzip des EAST [OHRING 2000, modifiziert]

Es erfolgt die Inkubation der Cellulosescheiben deibh zu untersuchenden Patienten-
seren. Dabei wird eine Bindung zwischen den sehiéin IgE-Antikdrpern und den
festphasengebundenen Allergenen ausgebildet (XchDmit alkalischer Phosphatase
(AP) enzymmarkierte Anti-IgE-Antikdrper erfolgt diMarkierung der gebundenen
Antikorper (2). Durch die AP wird die enzymatiscbensetzung des farblosen Sub-
strates p-Nitrophenylphosphat (PNPP) zum gelb bedérp-Nitrophenolat katalysiert,
welches bei 405 nm photometrisch vermessen werden (3)/(4).
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Uber Referenzseren gegen Lieschgras mit be-
Tabelle 4.1: Einteilung der EAST-Klassen kanntem |gE-Geha|t - unter Verwendung der
IgE-Gehalt [U/mL]  EAST-Klasse entsprechenden Lieschgras-Allergenscheiben -

>0<,3%3<50,7 01 erfolgt die Einstufung der Patientenseren nach
>07<35 2 ihrem IgE-Gehalt in eine der in Tabelle 4.1
>3,5<175 3 dargestellten EAST-Klassen. Die Ergebnisse
zlz,g; 50 54 werden in Units pro mL angegeben. 1 Unit

entspricht 2,4 ng IgE [A ERGOPHARMA 2005].

4.5 EAST-Inhibition

Die EAST-Inhibition stellt eine Variante des EASardEs handelt sich dabei um einen
kompetitiven Hemmtest, der eine relative Quangfiung des allergenen Potenzials der
eingesetzten Proteinextrakte ermoglicht. Als Abvwang im Vergleich zum EAST
wird vor der eigentlichen Messung eine Inkubati@s dPatientenserums mit dem auf
seine allergene Potenz zu untersuchenden Extraittib{lorlosung) durchgefuhrt
[VIETHS et al. 1993a; MLLER et al. 1997]. Es findet eine Konkurrenzreaktionsolen
den sich frei in Losung befindlichen und den feaggngebundenen Allergenen um die
aus dem Patientenserum stammenden spezifischestdtfE Je groRer das Inhibitions-
vermogen des jeweils eingesetzten Extraktes istodsarker wird das Messsignal ver-
mindert. Um die Konzentration des jeweiligen Pnoé¢gtraktes zu bestimmen, die zu
einer 50 %igen Verminderung des Messsignals-{&Zert) fuhrt, werden verschiedene
Verdinnungen dieser Losung eingesetzt. Anhand dgkMerte ist ein Vergleich der
allergenen Potenz von verschiedenen Extrakten eintarder mdoglich. Der 4Wert
der Inhibition mit dem nativen Extrakt, der ebelsfadn die Festphase gekoppelt ist,
wird als homologe Inhibition bezeichnet und fuhut @ner maximalen Verminderung
des Messsignals. Die Auswertung erfolgt aus derdAbigkeit der prozentualen Inhibi-
tion von der logarithmischen Proteinkonzentrati@n thhibitorextrakte in Form einer
logarithmischen Regression. Als Inhibitorlosungeendn Extrakte von technologisch
unterschiedlich behandeltenvollei zum Einsatz in Fertigproduktemzw. von
Volleipulver als Additiv in Brat zur Herstellungw@rihwirsten

4.6  Elektrophorese

Die Elektrophorese ist eine etablierte Methode A&uftrennung von Proteinen nach
unterschiedlichen Massen und/oder Ladungen. Sierbasif der Wanderung geladener
Teilchen in einem elektrischen Gleichstromfeld inciRung der Elektrode mit

entgegengesetztem Vorzeichen. Die Trennscharfe waei mafigeblich von der
Wanderungsgeschwindigkeit der Proteine beeinfluBsése ist abhangig von der
Pufferzusammensetzung, der Temperatur, der Felk@stdard dem Tragermaterial. Die
Einteilung der verschiedenen elektrophoretischerthbden beruht auf dem jeweils
verwendeten Trennprinzip [F$TERMEIER1990].
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4.6.1 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektro  phorese
(SDS-PAGE)

Die SDS-PAGE ist eine spezielle Variante der Elgktiorese, bei der Proteingemische
gemass BAemmLI (1970) aufgrund unterschiedlicher Molekulargewgchgetrennt
werden. Die Eigenladungen der Proteine werden emt dnionischen Detergenz SDS
Uberdeckt und spielen so fur die Elektrophoreseek@olle mehr [@BTTMANN 1996].
Die zusatzliche Behandlung der Proteine mit 2-Mat@athanol fihrt durch Reduktion
zur Zerstérung der Sekundar- und TertidrstruktuesOuhrt nach Auffaltung der mit
SDS beladenen Proteine zu einheitlichen Micelldstmgn. Die Trennung erfolgt in
restriktiven Gelen mit geringer PorengroRe. Eskérgich eine dem Molekulargewicht
proportionale Wanderungsgeschwindigkeit der Prategllen. Als Trennmedium
werden Polyacrylamidgele eingesetzt. Dieses Polyreehnet sich durch eine hohe
chemische Inertheit und mechanische Stabilitdt @&us.ch Copolymerisation von
Acrylamid-Monomeren mit dem Vernetzer N,N’-Methytesacrylamid (Bis) wird ein
klares durchsichtiges Gel erhalten. Dieses zeichisbtdurch die hohe thermische und
chemische Stabilitat, das weitgehende Fehlen vonektilosmose und
Adhasionsneigung sowie eine gute Reproduzierbarlleit Darstellung aus. Die
PorengroRe wird durch den Totalacrylamidgehalt ded Vernetzungsgrad definiert.
Im Rahmen dieser Arbeit wurden ausschlief3lich korarak erhaltliche Fertiggele der
Firma Invitrogeff vom Typ NoveX NuPag& Bis-Tris (Tris[hydroxymethyl]-
aminomethan)-HCI mit einer Totalamidkonzentratiaimnw - 12 % verwendet. Dies
ermoglicht in Kombination mit einem 2-(N-Morpholijgghansulfonsaure (MES)-SDS-
Elektrodenpuffer eine Auftrennung der Proteine ierdich zwischen 2,5 und 60 kDa.
Die Zuordnung der Proteinbanden erfolgt nach Faburnisuell gegen den
Molekulargewichtsmarker Markf2 des Herstellers Invitrog&€n (Groningen,
Niederlande) mit bekannter Proteinzusammensetziabd Bild 8.1).

4.6.2 Isoelektrische Fokussierung (IEF)

Die IEF ermdglicht die Trennung nativer Proteinnkéle anhand ihrer isoelektrischen
Punkte (pl). Als Trennmedien werden Gele mit eirugsgnen niedermolekularen
Ampholyten verwendet. Nach Anlegen eines Gleicinstetddes wandern diese
Ampholyte bis zu ihren pl und bilden aufgrund ihRarfferwirkung einen stabilen pH-
Gradienten im Gel aus. Bei Proteinen handelt ds efi@nfalls um Ampholyte. Je nach
pH-Wert des umgebenden Mediums tragen die Molekiterschiedlich starke Ladun-
gen, die sich beim pH-Wert des pl aufheben. Dadistlsowohl die Nettoladung als
auch die Wanderungsgeschwindigkeit der Proteinglgieich Null und die Proteine

werden an dieser Stelle im Gel fokussierteSsWeRMEIER 1990]. Die Zuordnung der

Proteinbanden erfolgt nach Farbung visuell gegaeerepl-Marker des Herstellers In-
vitroger” (Groningen, Niederlande) mit bekannter Proteinmusansetzung (siehe Bild
8.2). Im Rahmen dieser Arbeit wurden ausschlieBkommerziell erhaltliche IEF-

Fertiggele der Firma Invitrog&€mvom Typ NoveR-NuPagé" mit den entsprechenden
Kathoden- und Anodenpuffern verwendet.
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4.6.3 Zweidimensionale (2D)-Elektrophorese

Die 2D-Elektrophorese stellt eine Kombination ak$ lund SDS-PAGE dar. Sie ist
eine sehr leistungsfahige Trennmethode zur Sepagekomplexer Proteingemische.
Aufgrund der guten Trenneigenschaften eignet s siuRerdem gut zur Protein-
separierung vor der MALDI-TOF-MassenspektromethtS) Analytik [NATALE et al.
2004; LaNNE & PANFILOvV 2004]. Die Proteintrennung erfolgt in zwei voneidan
unabhangigen Schritten. Im ersten Schritt werdenPdoteine mittels IEF anhand ihrer
pl getrennt und im Anschluss senkrecht zur IEF lduethe SDS-PAGE nach den
Molekulargewichten. Die nach Anfarbung erhaltenentéinbanden werden wie bei
den Einzeltechniken SDS-PAGE und IEF mit den Banddsr zugehdrigen
Proteinmarker verglichen.

4.7  Semidry-blotting

Semidry-blotting ist der Transfer von elektroph@@t aufgetrennten Makromolekuilen
aus einem Tragergel auf eine immobilisierende MamijifowBIN & GORDON 1984].
Dazu werden zwischen zwei als Elektroden dienendepl@platten Tucher, die mit
Elektrodenpuffer getrankt sind, das Elektrophorebegowie eine Blotmembran
platziert. Die Ubertragung der Proteine erfolgtennGleichstrom. Im Rahmen dieser
Arbeit wurden ausschlie3lich Nitrocellulose (NC)dMleranen verwendet. Ein
effektiver und gleichmafiger Transfer der Proteané eine NC-Membran wird durch
die Verwendung eines diskontinuierlichen Puffersyst gewdahrleistet [KHSE-
ANDERSEN 1984; SoT1T1 1989]. Die Bindung der Proteine an die NC-Membesdiolgt
nach AaLBERSEE (2000) wahrscheinlich Gber hydrophobe Wechselwidan, wobei
eine Renaturierung der Proteine nach dem Verlust 8BS der Elektrophorese
angenommen wird. Nach dem Transfer kdnnen die iReoteeder diffundieren noch
eluieren und sind - anders als im Gel - frei zugjghdir spezifische Reaktionen mit
IgE-Antikdrpern. Die Bindungskapazitdt einer Membrast abhangig von ihrer
Porengrol3e; je feiner die Porung, desto mehr Pmtkonnen gebunden werden und
eine Immobilisierung kleinerer Proteine wird ermdéigl [HANDMAN & JARVIS 1985].

4.8 Immunoblot (IB)

Nach SoT1T (1989) wird der Proteintransfer auf eine immolelisnde Membran mit
anschlieBender spezifischer immunochemischer V& ening der Allergene als
Immunoblot bezeichnet. Mit Hilfe des IB kann eineff@enzierung zwischen
allergenen und nicht-allergenen Proteinen vorgenemwerden.

Zur Vermeidung von unspezifischen Farbungen werdiennach dem Transfer frei
bleibenden Bindungsstellen der NC-Membran mit Bied&sung nach einer von
SCHUTTE et al. (2005) modifizierten Methode vonevHs (1992b) abgesattigt (siehe
8.1.10).
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Zur Erhdhung der Sensitivitat der immunochemiscbetektion wird das in Bild 4.2
dargestellte, von MTHS et al. (1992a) entwickelte Verstarkersystem venegnbei
dem eine Nachweisgrenze von 0,5 ng Proteirﬁ’mvﬂmnbran erreicht wird.

A ;g,@%’.@ ;
bt Tk

]

ALt

tA
O

0D m -

Q Allergen (Antigen) @%Ami%aninchen 1gG (biotinyliert)

D Nicht allergenes Protein @ Streptavidin HRP-Konjugat (Enzym)
Antikorper (IgE) i
% Substrat /7 <> Enzymatische Umsetzung

Cf Anti-IgE-Antikdrper (Kaninchen IgG) @ Umgesetztes Substrat

Bild 4.2: Prinzip des IB [MHRING 2000, modifiziert]

An die immobilisierten Allergene werden spezifischgE-Antikbrper (IgE aus

Humanseren, siehe 3.2) gebunden (1). Es folgt kkebation mit Kaninchen Anti-

Human-IgE (2) und biotinyliertem Anti-Kaninchen-Ig&tis der Ziege (3). Es folgt die
Anlagerung eines Streptavidin-Meerrettichperoxida@#¢RP)-Konjugates (4). Die
verstarkende Wirkung resultiert aus der mehrfadBextinylierung des IgG, wodurch
mehrere Moleklle des Streptavidin-HRP-Konjugatebugden werden kénnen. Die
Detektion der Allergene erfolgt Uber eine enzynudes FarbreaktionDas farblose

Substrat 3,3",5,5 -Tetramethylbenzidin (TMB) wind Gegenwart von Dioctylnatri-
umsulphosuccinat (DONS) und Wasserstoffperoxidlg&aer katalytischen Wirkung
der HRP zum blaugefarbten Radikalion umgesetzt.(%). Diese Reaktion ist unter
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Lichtausschluss durchzufihren. Durch Einwirkung taeht erfolgt die Umsetzung zu
einem gelbgefarbten 3,3,5,5-Tetramethyl-1,1 -dipchinon-4,4 -diimmoniumsalz
[GALLATI & PRACHT 1985].

4.9  Unspezifische Farbungen

Mittels unspezifischer Farbungen werden sowohlrgdlee als auch nicht-allergene
Proteine angefarbt. Zur Visualisierung der aufgetten Proteine im Polyacrylamidgel
sowie auf NC-Membranen stehen unterschiedliche digh zur Verfiigung.

4.9.1 Silberfarbung

Die Silberfarbung nach EUKESHOVEN & DERNICK (1986) ist eine sehr empfindliche
Methode zur permanenten Farbung von Proteinen undcledsauren in
Elektrophoresegelen mit einer Nachweisgrenze vos , 0,1 ng/mrm Die Farbung
resultiert aus der autokatalytischen Reduktion dem an die Proteine assoziierten
Silberionen zu elementarem Silber (siehe Bild 4.3ufgrund des hdheren
Normalpotenzials der proteingebundenen lonen imgheh zu den gelfixierten
Silberionen werden die proteinassoziierten Silberobevorzugt reduziert. Dies fihrt
zu einer Dunkelfarbung der Proteinbanden.

Bei Bedarf kann das

) L\/’{P . . .
/ﬁ\@f . AQ A" Ag* gefarpte G.el in elr?.er
A" 4 . ) AGS glycerinhaltigen  L6-
A Ag Ag° AQ® sung mehrere Tage
i g konserviert werden. Da

M AQ% Ag° Ag* die Proteine bei der

Ag Ag® . Ag g° " ° Ssilberfarbung irrever-
Ag® Y Ag Ag* Ag® sibel denaturiert und an

= g die Gelmatrix gebun-
Bild 4.3: Prinzip der Silberfarbung [MERSHAMBIOSCIENCESL997] den werden, stehen sie

nach der Farbung nur
begrenzt weiteren Untersuchungen zur Verfigung. Rtmerschem Abschwacher
(wassrige Losung von Kaliumhexacyanoferrat(lll) uNaétriumthiosulfat) kann die
Farbung durch Oxidation zwar wieder riickgangig gehhaverden, jedoch kdnnen die
denaturierten Proteine im Anschluss nur erneut exipch gefarbt werden. Meistens
resultiert daraus eine starkere Hintergrundfarbing.Intensitat der gefarbten Protein-
banden ist nicht proportional zur Proteinkonzerdrat

4.9.2 Colloidale Coomassie-Brilliant-Blue (CBB)-Far  bung

Die colloidale CBB-Farbung ist eine ebenso empioidl Farbung wie die
Silberfarbung nach EUKESHOVEN & DERNICK (1986).Ein Vorteil der colloidalen CBB-
Farbemethode ist jedoch, dass die Anlagerung debsteffes an die Proteine
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quantitativ und ohne deren Denaturierung erfolgheEEntfarbung der Proteinbanden
ist ebenfalls moéglich. Diese Methode kann somitBereich der Proteinisolierung zur
Proteinfarbung vor MALDI-TOF/TOF-MessungenguNE & PANFILOV 2004; NATALE

et al. 2004; MuHOFFet al. 1988] eingesetzt werden.

4.9.3 Ponceau-Farbung

Bei der Ponceaufarbung handelte es sich um eirggiele Anfarbung der Proteine auf
einer NC-Membran. Diese Farbung dient vor allem ugdaden erfolgreichen
Proteintransfer von SDS-Gelen auf NC-Membranen naghisen. Die Sensitivitat liegt
im Bereich von etwa 1pg eines Proteins.

4.10 Matrix-unterstutzte Laser Desorption/lonisatio  n-Time-Of-
Flight  (MALDI-TOF/TOF)

Ein lonisierungsverfahren fur die Massenspektromest die Matrix-unterstiitze Laser
Desorption/lonisation (MALDI). Diese Technik erminlit die lonisierung von
zwischen Matrixkristallen eingelagerten Peptideerodroteinen durch Laserbeschuss.
Dabei wird die Energie eines Laserpulses von detrisaolekilen absorbiert und auf
die Peptide Ubertragen. Die wesentlichen Vorteilw HALDI sind die beinahe
ausschliel3liche Entstehung einfach geladener lortke, relativ hohe Toleranz
gegeniber Verunreinigungen, z.B. mit Salzen oddef@enzien, sowie die schnelle
Identifizierung von Proben mit geringerer KompléxitDie Molekulargewichte der
erzeugten Molekulionen werden in der Regel mit min€lugzeitanalysator (time of
flight, TOF) ermittelt.

Zur MALDI-TOF-Analyse werden die zuvor mit CBB (ke 4.9.2) gefarbten
Proteinspots eines 2D-Elektrophoresegels (siehe3)4.6nit einem Spot-Cutter
ausgeschnitten. Fur die Identifizierung werden gieden Gelstiicken enthaltenen
Proteine verdaut und anschlieBend aus dem GelhextraDer Verdau erfolgte im
Rahmen dieser Arbeit durch das Enzym Trypsin, dagefe an den Aminosauren
Arginin und Lysin schneidet, so dass definierteti®lepentstehen. Die Peptide werden
auf einem Probentréager in das MALDI-TOF eingebraaht das Molekulargewicht der
Peptide - den sogenannten ,Peptide Mass FingefdMF) - zu vermessen. Durch
den Vergleich der experimentell bestimmten Peptgbeaa mit Peptidmassen aus
Datenbanken kann das urspringliche Protein idemrfi werden. Im Gegensatz zum
MALDI-TOF koénnen neben dem PMF mit einem MALDI-TARF aul3erdem
MS/MS-Spektren ausgewahlter Peptide aufgenommedeneDiese Zusatzinformation
erhoht die Genauigkeit der Identifizierung der Bmo¢. Im Rahmen dieser Arbeit
erfolgten die MALDI-TOF/TOF-Messungen in Zusammédyadtr mit dem Max-Planck-
Institut fur Experimentelle Medizin, Abteilung Mddelare Neurobiologie in Géttingen
mit dem Ultraflex der Firma Bruker Daltonik (BremerDeutschland). Die
Identifizierung des Proteins erfolgte durch Daterbacherche (Mascot, Matrix
Science).
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Im ersten Abschnitt dieses Kapitels werden die Enggse der Charakterisierung der im
Rahmen dieser Arbeit zur Detektion von Allergenerwendeten Humanseren von
Huhnereiallergikern vorgestellt. Der zweite Abs¢hbefasst sich mit der Analytik der
Extraktion von Proteinen aus dem Vollei zur Belutey der am besten geeigneten
Methode zur Allergenisolierung. Diese Ergebnissdest wichtige Voraussetzungen fur
die darauf folgenden Untersuchungen der allergelRetenziale der technologisch
veranderten Probeviollei zum Einsatz in Fertigproduktemd Volleipulver als Additiv
in Brat zur Herstellung von Bruhwurstelar.

5.1  Charakterisierung der Patientenseren

In Zusammenarbeit mit der Technischen Universitatinbhen (Abteilung fir
Dermatologie und Allergologie), dem Universitatghited Zirich (Allergiestation,
Dermatologische Kilinik), dem Macedonio Melloni Hdsp Mailand (Abteilung fir
Padiatrie) und der Universitat Wien (Abteilung fRadiatrie und Juvenile Medizin)
wurden Seren aus dem Blut von insgesamt 95 Patiemtét Verdacht auf
Huhnereiallergie - wie unter 8.1.14 beschriebeawannen.

Diese Seren wurden zur Charakterisierung zunachset EAST-Untersuchung (siehe
4.4) unterzogen, um den Gehalt an spezifischenzigBestimmen und die Einstufung
in EAST-Klassen (vgl. Tabelle 4.1) vorzunehmen. diiel3end erfolgte eine
Charakterisierung der Einzelseren mittels Immunoblo

5.1.1 Charakterisierung mittels EAST

Die Ergebnisse der EAST-Untersuchungen sind im Aghater 8.2.1 wiedergegeben.
Tabelle 8.1 ist zu entnehmen, dass 20 der unteiesucderen einen IgE-Gehalt von
> 0,7 U/mL aufweisen und somit in eine EAST-Klass@szhen 2 und 5 eingeteilt
werden koénnen, wahrend alle weiteren Seren einamggeen IgE-Gehalt von

< 0,7 U/mL aufweisen.

5.1.2 Charakterisierung mittels Immunoblot

Zur weiteren Charakterisierung wurde ein PBS-Ettralsiehe 4.1.2) eines

homogenisierten Volleies (Proteingehalt: 150 pg/relektrophoretisch mittels SDS-

PAGE getrennt. Dafur wurde ein 4 — 12 %iges Bis-Hiektrophoresegel mit einem
Probenslot verwendet, der sich Gber die gesamtieeBies Gels erstreckt. Aufgegeben
wurden 200 pL des Extraktes. Nach anschlieendeansier der getrennten Proteine
auf eine NC-Membran wurde diese in Streifen (4 nmeitpgeschnitten. Jeder dieser
NC-Streifen wurde unter Verwendung eines der 2@ &sgeren mit EAST-Klassen 2
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immungefarbt. Um unspezifische Bindungen ausschifieR) kdnnen, erfolgte zudem
eine Inkubation eines NC-Streifens mit dem SerunmesiNicht-Allergikers (EAST-
Klasse = 0) als Negativkontrolle (N). In Bild 5.ih@ die mit den jeweiligen Einzelseren
immungefarbten NC-Streifen dargestellt. Der mitedRannzeichnete NC-Streifen wurde
als Positivkontrolle unspezifisch mit Ponceau datéar

Immunféarbung / 4-12 % BisTris / MES / NC
GM [kDa] P| N| 39 42 4]850 53| 55| 5¢| 60| 62| 67| 5|14|17(18| 86| 994 <|95|31| 3¢
200
116,3
97,4
66,3
55,4
36,5 |
31,0 !‘
21,5 P
144 |
6,0
35
25
EAST| —-| O] 2| 201 3 3 R B |24 2] 22 3 2 @4 3 |8B|2] 3

Bild 5.1: Immunoblot von Vollei unter Verwenduitey Einzelseren (P = Positivkontrolle, N = Negativ-
kontrolle, rote Kennzeichnung = im Pool verwendeitezelseren)

Tabelle 5.1 gibt Aufschluss Uber das Vorkommen diedntensitat der Allergenbanden
der Einzelseren im Immunoblot. Bild 8.1 zeigt den dieser Arbeit verwendeten
Proteinmarker der Firma Invitrogen, mit dessen éHitfie Massen den jeweiligen
Proteinbanden zugeordnet wurden. AulRerdem erfolgtee Absicherung dieser
Zuordnung durch den Vergleich mit Proteinstanddsa=he 3.3) welche ebenfalls einer
SDS-PAGE unterzogen wurden (siehe Bild 8.3).

Lediglich die Seren mit den Nummern 39 und 42 wiekeine gefarbten Banden der
Volleiallergene auf. Mit allen weiteren der 20 g&ten Seren konnte mindestens eine
Allergenbande detektiert werden. Die meisten Senesen spezifische IgE-Antikdrper
gegen Allergene im Molekulargewicht (MG)-Bereichnv@valbumin (45 kDa, 80 %)
und Ovomucoid (30 - 43 kDa, 80 %) auf. Ovomucoitiavear eine Masse von 28 kDa,
wird aber aufgrund des relativ groRen Kohlenhyadhiaiés im Elektrophoresegel
zurtckgehalten und kann in einer diffusen Bande3®et 43 kDa detektiert werden
[BERNHISEL-BROADBENT et al. 1994]. Im Bereich von Conalbumin (77 kDa)gten

60 % der Seren eine spezifische Bandenfarbungmari8eireich von Lysozym (14 kDa)
15 %.



5.1 Charakterisierung der Patientenseren

33

Tabelle 5.1: Allergenbanden der Einzelseren imnimoblot

Allergen-

Bande Einzelseren Anteil
[kDa] P 39|42 48| 50|53 |55|59|60|62|67|5 14 | 17| 18 | 86[90| 92 | 95| 31| 36 [%]
>80 | ++ + +) ] + + | |+ | + | + 50
77 + + | (+) + ++ |+ o T IS I I + 60
45 | - N ERIGIEEA ) ++ @]+ | @+ + |+ + [H|++ ]| 80
30-43 | ++ QIR () |+ | (+) F | 4 [ | | A | () | | A 80
35 O ++ | ++ + |+ + + ++| 35
32 + + + +] 20
14 ++ + |+ + 15
9 ) ++ ++ 10
(+) :sehr schwach sichtbar ++  :gutsichtbar Keine Bande

+ :schwach sichtbar

+++

: sehr gut sichtbar

Weitere Allergenbanden konnten mit den EinzelsareBereich vor> 80 kDa (50 %),
35 kDa (35 %), 32 kDa (20 %) und 9 kDa (10 %) de¢ekwerden.

Tabelle 5.2: Zusammensetzung Unspezifische Bindungen konnten durch die Inkulpatio

des Poolserums

Serum-Nr. mL im Pool
50 1,75
55 1,00
59 0,75
62 2,00
14 2,00
18 25,00
86 2,00
90 0,70
92 2,00
31 5,75
36 5,75

Gesamt 48,70

mit dem Serum eines Nicht-Allergikers (N = Negativ-
kontrolle) ausgeschlossen werden, wobei keine Bande

visualisiert wurden.

Die in Tabelle 5.1 rot markierten Seren wurden als

ausreichend detektionsstark beurteilt und - wi€abelle
5.2 dargestellt - gepoolt. Bild 8.3 zeigt den Immbiot

des Serenpools. Dieser wurde dazu in einer Verdimnu

von 1:5 verwendet. Es konnten mit Hilfe des Poolser
alle vier fur diese Arbeit relevanten Hauptallergen
ausreichender Intensitat detektiert werden.
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5.2 Proteinextraktionen

Die im Methodenteil dieser Arbeit unter 4.1.1 bidsl.B dargestellten Extraktions-

methoden unterscheiden sich in den eingesetztdarRufnd Losungen, in der Art und

Dauer der Extraktion, in teilweise durchgefuhrteralizse und der verwendeten

Parameter bei der Zentrifugation oder Filtratiom Betrakte. Im Folgenden wurde die

Anwendbarkeit dieser Extraktionen auf die Eialler@ealytik untersucht. Dazu wurden

die Proteingehalte sowie die relativen allergeneteifziale der verschiedenen Extrakte
vermessen.

5.2.1 Quantifizierung des Proteingehaltes der Extra  kte

Fur einen Test zur Anwendbarkeit der Extraktionsghifir die Eiallergenanalytik
wurden diese unter gleichen Bedingungen eingesatztlie Proteine aus frisch homo-
genisiertem Vollei zu extrahieren. Vollei und Extiansmittel wurden dabei im
Verhéltnis 1:10 (v/v) verwendet. In einer DreifaeBbmmung wurden jeweils 2,5 mL
des homogenisierten Volleies mit Hilfe einer Eppetipette in ein 50 mL Nurd'-
Extraktionsréhrchen eingewogen und mit dem ent$eneden Extraktionsmittel ad
25 mL aufgefullt. Die genaue Durchfihrung ist imhamg unter 8.1.1 dargestellt. Zum
Vergleich wurde aul3erdem mit bidestilliertem (bide$Vasser extrahiert. Um eine
Aussage uber die Vollstandigkeit der Extraktioneffén zu kbnnen, wurde der jewells
bei der Zentrifugation erhaltene Ruckstand erneitt demselben Gesamtvolumen
extrahiert wie bei der ersten Extraktion. Die etdran relativen Proteinkonzentrationen
wurden mit Hilfe der Methode nachrRBDFORD (1976) (siehe 8.1.2) ermittelt. Als
Kontrolle wurde eine Ldsung von Vollei in Wassendestellt und ohne vorherige
Extraktion der relative Proteingehalt mittels deethbde nach BADFORD (1976) und
der absolute Proteingehalt mit der Methode nach4 8.B6GB, ASU Nr. L 06.00-7
[LEBENSMITTEL- UND FUTTERMITTELGESETZBUCH 2006] (siehe 4.3) bestimmt. Die
genaue Durchfiuhrung ist im Anhang unter 8.1.3 o=tedé, Messwerte und
Berechnungen befinden sich unter 8.3.1. Der erltatieroteingehalt der Kontrolle von
110,71 mg/g liegt innerhalb der in der Literatuo{8i et al. 1991] angegebenen
Spanne des Proteingehaltes von Vollei (106 - 124g)ngomit wird im Folgenden
(siehe Bild 5.2) der relative - mit der Methode m&RADFORD (1976) bestimmte -
Proteingehalt des Kontrollwertes als 100 % bezeithmd alle weiteren relativen
Proteingehalte der Extrakte darauf bezogen.

Tabelle 5.3 zeigt die mit der der Methode nacRAB-ORD (1976) bestimmten
gemittelten relativen Proteingehalte der Extrakte gramm Vollei. Die genauen
Einwaagen sowie gemessene Einzelwerte und die Bewagen der Proteingehalte und
Variationskoeffizienten sind im Anhang unter 8.8Thbelle 8.2a/b) dargestellt. Nach
DIN 53804 (AusreifRertest nach Dixon) ergeben sioghdie Messwerte der jeweiligen
Dreifachbestimmungen keine Ausreil3er.
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Tabelle 5.3: Proteinextraktionen

Nr. Extraktionsmittel Proteingehalt Proteingehalt Gesamtprotein-
1. Extraktion [mg/g] 2. Extraktion [mg/g] gehalt [mg/g]

1 PBS 28,88 1,80 30,68 (75,90 %)
2 bidest. Wasser 23,87 2,58 26,45 (65,43 %)
3 0,15 M NaCl-Lésung 27,85 1,56 29,41 (72,78 %)
4 8 M Harnstofflésung 57,59 3,37 60,96 (155,77 %)
5 0,1 M Acetatpuffer pH 3,8 23,18 2,47 25,65 (634)

6 0,2 % Tween 20-Ldsung 27,99 1,77 29,76 (73,63 %)
7 Kontrolle - - 40,42 (100,00 %)

Mit deutlich mehr als 100 % (in Bezug auf den Kofitvert) ist der gemessene
Proteingehalt des 8 M Harnstoffextraktes unreabstinoch (siehe Tabelle 5.3). Dieses
Ergebnis wird unter 6.2 naher diskutiert.

100 +

Hi

B 2. Extraktion

90 1 O 1. Extraktion
80 |

20| [EE = —

o ] =

50 +

155,77 9

40 |

Proteingehalt [%]

30 -

20 +

10 |

1 2 3 4 5 6 Kontrolle

Bild 5.2: Proteingehalte der Extrakte im Verglemim Kontrollwert

Alle weiteren Vollei-Proteinextrakte liefern Pratgehalte von weniger als 100 %
bezogen auf den Kontrollwert. Der héchste Protdiagie mit durchschnittlich 75,9 % -
ergibt sich nach der Extraktion mit PBS. Nach DIN383 (Vergleich von zweli
Mittelwerten) ist der mittlere Proteingehalt der :2Bxtrakte signifikant héher als der
der Tween 20-Extrakte mit dem zweithdchsten Prgthalt. Der geringste
Proteingehalt wurde - mit durchschnittlich 63,5 %sdKontrollwertes - durch
Extraktion mit 0,1 M Acetatpuffer (pH = 3,8) er4iel
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5.2.2 Quantifizierung des relativen allergenen Pote  nzials der
Proteinextrakte

Fur die Beurteilung der Anwendbarkeit der sechsal@edenen Extraktionsmethoden
ist es von Bedeutung, dass die Proteine des Hiiesengeht nur quantitativ extrahiert
werden, sondern auch, dass sichergestellt ist,diass wahrend der Extraktion nicht in
ihrem allergenen Potenzial verandert werden. Eirethbde zur Quantifizierung des
relativen allergenen Potenzials eines Proteinetdsakst die EAST-Inhibition (siehe
4.5). Diese wurde eingesetzt, um die allergeneer2ale der verschiedenen Extrakte
mit dem des Kontrollwertes vergleichen zu konneie Durchfiihrung der EAST-
Inhibition ist im Anhang unter 8.1.5 dargestellt.

Bild 5.3 zeigt die Inhibitionskurven der Extraktgldsungen und der Kontrolle. Die
Messwerte und Berechnungen sind im Anhang unteR §laabelle 8.4a/b) dargestellt.
Bei dieser Auswertung wurden alle Inhibitionen di¢ Konzentration des jeweiligen
Verdunnungsschrittes des Kontrollwertes bezogen, awventuell vorhandene mat-
rixbedingte Fehler bei der Proteinbestimmung naerhOBORD (1976) zu eliminieren.

Je hoher der £&-Wert einer Inhibitionskurve ist, desto geringet das allergene

Potenzial eines Proteinextraktes (siehe 4.5).

—e— Kontrolle H20 NacCl —o— Tween 20 Tabelle 5.4:
H off PBS Acetat Csg-Werte der EAST-
¢~ Hamsto ¢ Inhibition der
100 Extqutlonen des
Volleies

Nr. Cso-

—_ Wert
S, [ug/ml]

) 50 S5 Kontrolle 0,4

E Hzo 0,4

< NaCl 0,4
- Tween 20 0,4
Harnstoff 26,3

PBS 0,4

! ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 0 Acetat 0,4

0,001 0,01 0,1 1 10 100 1000 10000
Konze ntration [pug/mL]

Bild 5.3: EAST-Inhibition der Extraktionslésungemd des Kontrollwertes

Der Go-Wert der Inhibitionskurve von Harnstoff betragt,2ig/mL. Die Go-Werte
aller anderen Inhibitionskurven - einschlie3lichr dkes Kontrollwertes - liegen bei
0,4 ng/mL (siehe Tabelle 5.4). Somit ist das alegyPotenzial des Harnstoffextraktes
im Vergleich zur Kontrolle um mehr als das 65fagkeingert, wahrend die allergenen
Potenziale aller anderen Extraktionen mit dem géleen Potenzial der Kontrolle Uber-
einstimmen. Die 8 M Harnstofflosung wird aufgruner d/erringerung des allergenen
Potenzials von Vollei als Extraktionsmittel als wgar gut geeignet beurteilt als alle
anderen der im Rahmen dieser Arbeit getesteteralEidnsmittel.
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Aufgrund der Ergebnisse wurde im Folgenden im Rahtieser Arbeit PBS (siehe
8.1.1) zur Proteinextraktion verwendet.

5.3  Technologisch verandertes Vollei zum Einsatz in
Fertigprodukten

Im Folgenden wurde das allergene Potenzial der 3niel dargestellten technologisch
veranderten Volleiprobe untersucht und mit dem rgdeen Potenzial der nicht
veranderten Ausgangsprobe verglichen. Dazu wurdéhremd des technologischen
Prozesses Proben von insgesamt neun Prozessst#egeg, mit PBS extrahiert und
analysiert. Dies geschah, um Veranderungen deggatlen Potenzials wahrend der
Prozessfihrung zu analysieren.

Die Extrakte wurden zur Bestimmung des Proteinmastmittels SDS-PAGE

aufgetrennt und die Proteine mittels Silberfarbwigpalisiert. Zur Bestimmung des
Allergenmusters wurden die Proteine auf eine NC-Mem transferiert und die
Allergene spezifisch mit Hilfe des unter 5.1 begatenen Serenpools immungefarbt.
Zur weiteren Bestimmung des relativen allergenentermals wurden die

Probenextrakte einer EAST-Inhibition unterzogen.s D&eiteren erfolgte von den
Prozessstufen, bei denen sich mittels Immunobloe aleutliche Veranderung der
Allergene zeigte, eine Charakterisierung dieseteatsi2D-Elektrophorese und MALDI-

TOF/TOF-Analyse.

5.3.1 Charakterisierung der Prozessstufen mittels S  DS-PAGE

Anhand der in Bild 5.4 dargestellten SDS-PAGE migchlieRender Silberfarbung der
Prozessstufen des Volleies werden deutliche Veranden im Proteinspektrum
wahrend der technologischen Verarbeitung sichtbar.

Probe Nr. 1 — das pasteurisierte Fllssigei — wagsitliche Banden der vier Proteine
Conalbumin, Ovalbumin, Ovomucoid und Lysozym sot®¥@nden zahlreicher weiterer
Eiproteine auf (vgl. 2.5 und Bild 8.3). Obwohl Ovocoid und Ovalbumin

verschiedene Molekulargewichte aufweisen, kénnee saufgrund des hohen
Kohlenhydratanteils von Ovomucoid mittels SDS-PAGIEht komplett voneinander
getrennt werden [BRNHISEL-BROADBENT et al. 1994].

Nach 10minutigem Erhitzen unter Ruhren zeigen sighder Silberfarbung bei Probe
Nr. 2 keine deutlichen Unterschiede zu Probe NLetiglich die Bande von Lysozym
ist durch die Erhitzung abgeschwacht.

Die Proben Nr. 3 und 4 - welche zusatzlich einen@&ubzw. zwei Stunden unter
Ruhren erhitzt und einer Proteolyse unterzogen emrd weisen in der Silberfarbung
bereits eindeutige Unterschiede zu den zuvor biegmmen Proben auf. Die bei den
Proben Nr. 1 und 2 detektierten Banden in einemsklasereich von etwa > 200, 120,
100 und 60 kDa kdnnen fur die Proben Nr. 3 und ehtnmehr detektiert werden.
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Hierbei handelt es sich um Nebenallergene des Hélase Neue Banden treten bei
beiden Proben (Nr. 3 und 4) in den Bereichen veraed, 10, 16, 22, 36, 97 und 116
kDa auf. Die Bande im Massenbereich von etwa 25 &gt in den Proben Nr. 3 und 4
eine deutlich starkere Silberfarbung als in denbBnoNr. 1 und 2. Die Bande im
Massenbereich von Ovomucoid (30 - 43 kDa) wirdem éroben Nr. 3 und 4 teilweise
von einer wahrend der Proteolyse auftretenden nBaade bei etwa 36 kDa tberdeckt.

Protein (MG [kDa]) 1 2 Pr%zeisstusfen \6/0”87' 8 9 Marker [IEAD(;]
_— 200
116,3

97,4

Conalbumin (77) 66,3
55,4

Ovalbumin (45) —

Ovomucoid (28) 36,5
31,0

21,5

Lysozym (14) 14,4
6,0

| 3,5

2,5

Invitrogerf Mark12
(Silberfarbung)

Bild 5.4: SDS-PAGE und Silberfarbung der Prozesgsstdes Volleies

Novex® 4-12 % Bis-Tris-Gel (Silberfarbung)

Probe Nr. 5 — welche zusatzlich einer erneuten @ltigen Erhitzung unterzogen

wurde — weist im Gegensatz zu den vorherigen Prelmtaus weniger Proteinbanden
auf. Die Bande im Massenbereich des Hauptproteysozym kann hier nicht mehr

detektiert werden. In den Massenbereichen der andérei Hauptproteine werden —
wenn auch mit geringerer Intensitéat als bei denoeweschriebenen Proben — noch
Proteinbanden detektiert. Eine neue diffuse Bantteirh Massenbereich von etwa 15
bis 21 kDa auf.

Die Proben mit den Nummern 6 und 7 weisen naclsdeerfarbung Proteinbbanden in
den gleichen Massenbereichen auf wie Probe Nrllétdings sind die Farbintensitaten
hier - mit Ausnahme der Bande im Massenbereichetara 40 kDa - bei den Proben
Nr. 6 und 7 geringer.

Die Proben Nr. 8 und 9 — welche zu Beginn und rBebndigung einer 30minutigen
Erhitzung unter Rihren gezogen wurden — weiseritberfarbung lediglich schwach
detektierbare diffuse Banden im Massenbereich wadlfdmin und Ovomucoid und im
Bereich von etwa 14 bis 19 kDa auf.
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Bild 5.5 zeigt die Immunfarbung der Allergene imderozessstufen des Volleies mit
dem Humanserenpool.

. Prozessstufen Vollei MG
Protein (MG [kDal]) 1 2 34 5 6 7 8 8 Marker [kDa]
200
116,3
Conalbumin (77) 97,4
66,3
55,4
Ovalbumin (45)
Ovomucoid (28) 36,5
31,0
21,5
14,4
Lysozym (14)
6,0
3,5
2,5
NovexX’ 4-12 % Bis-Tris-Gel, Immunoblot auf Nitrocellulose Invitroger? Mark12
(Immunfarbung mit Humanserenpool) (Ponceaufarbung)

Bild 5.5: Westernblot und Immunfarbung mit Humaespool derProzessstufen des Volleies

In dem Massenbereich von Lysozym konnte — im Geager®u der Silberfarbung - in
diesen Proben keine Bande detektiert werden. IrPdeben Nr. 1 und 2 ist die Farbung
der Allergene im Bereich von etwa 30 bis 65 kDa istensiv, dass kaum eine
Differenzierung in Einzelbanden erfolgen kann. Eidavon abgegrenzte diffuse
Allergenbande tritt bei beiden Proben im Bereicim v@onalbumin (77 kDa) auf. Die
Intensitat dieser Bande nimmt in den Proben Nm@41ab und ist in Probe Nr. 5 kaum
zu detektieren.

Ahnlich verhélt es sich mit der Bande im Massenisareron Ovalbumin (45 kDa).
Diese Bande nimmt in der Intensitat ihrer Farburihrend des Prozesses stetig ab,
kann aber — genau wie mit der Silberfarbung - a@nctier Probe Nr. 9 noch schwach
detektiert werden.

Eine neue relativ konkrete Allergenbande tritt iendProben Nr. 3 bis 9 im
Massenbereich von 31 kDa auf. Die Intensitat digdamde nimmt im Verlaufe des
Prozesses erst in der Probe Nr. 8 ab und kanntbéneProbe Nr. 9 kaum detektiert
werden. Mit der Silberfarbung konnte diese Bandbtreindeutig detektiert werden.

Im Massenbereich < 30 kDa treten — ahnlich wie ilbeBgel - in den Proben Nr. 3 und
4 mehrere relativ schwach detektierbare diffused@arauf.
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5.3.2 Bestimmung des relativen allergenen Potenzial s mittels EAST-
Inhibition

In Bild 5.6 sind die Inhibitionskurven der Prozds$sn des Volleies dargestellt. Die

Messwerte und Berechnungen sind im Anhang unter dd#estellt. Der hdchste

eingesetzte — mit Hilfe der Methode nacRABFORD (1976) bestimmte — Proteingehalt
der Homologen (Probe Nr. 1) betragt 4647 pg/mL.sBi®roteinldsung wurde zur

Erstellung der Inhibitionskurve — wie unter 8.1.&sbhrieben - in sechs (bzw. flnf)
weiteren Verdinnungsstufen eingesetzt. Da es ®chllen anderen Prozessstufen um
dieselbe Ausgangssubstanz (aber unterschiedlidmdémgyisch verarbeitet) handelt,

wurde dieser Proteingehalt (sowie dessen Verdursstnign) auch auf alle weiteren
Prozessstufen bezogen.

Tabelle 5.5:
—-1 2 3 =4 S -6 -7 8 ——9 Cso-Werte der EAST-
Inhibition der
100| Prozessstufen des
Volleies
%:?:
Nr. CsgWert
[Mg/mL]
) 1 2,6
= 2 3,7
8 r 50 3 4.0
2 4 5,9
£ 5 270
6 340
/ 7 403
8 nicht erreicht
S 0 9 nicht erreicht

0,001 0,01 0,1 1 10 100 1000 10000
Konzentration [pg/mL]

Bild 5.6: EAST-Inhibition der Prozessstufen deleies

In Tabelle 5.5 sind die ggWerte der Inhibitionskurven wiedergegeben. Je hiles
Cso-Wert einer Inhibitionskurve ist (siehe 4.5), deg&singer ist das allergene Potenzial
eines Proteinextraktes.

Von Probe Nr. 1 bis 4 steigt ders@ENert stetig aber relativ gering an. Ein
vergleichsweise grof3er Sprung in der Abnahme désgahen Potenzials (bzw.
Zunahme des #rWertes) der Extrakte tritt - mit etwa dem 100fathees
Ausgangswertes - bei Probe Nr. 5 auf. Ein weit&mstieg der Gy-Werte erfolgt von
Probe Nr. 5 bis 7. Probe Nr. 8 und 9 erreichenrimbe des Messbereiches keineg-C
Wert und weisen somit im Vergleich zu allen andeRrnzessstufen eindeutig die
geringsten allergenen Potenziale auf.



5.3 Technologisch verandertes Vollei zum EinsatZartigprodukten 41

5.3.3 Untersuchungen mittels MALDI-TOF/TOF

Als Folge der technologischen Behandlung des \&sleieigte sich sowohl mittels
Immunoblot (Bild 5.5) als auch mit Hilfe der Metl®der EAST-Inhibition (5.3.2) eine
eindeutige Reduzierung des allergenen PotenzialsPdebe. Da aber mit beiden
Methoden auch in der letzten Prozessstufe (ProbéONein allergenes Restpotenzial
nachgewiesen werden kann, wurden im Folgenden Zuarakterisierung dieser
potenziell allergenen Proteine bzw. Proteinbruatisai MALDI-TOF/TOF-
Untersuchungen durchgefthrt und mit denen der Awggmobe (Nr. 1) verglichen.
Aul3erdem erfolgten MALDI-TOF/TOF-Untersuchungen mér Probe Nr. 3, da sich
wéahrend des technologischen Prozesses hier mé Hé$é Immunoblots zahlreiche neue
potenziell allergene Proteinbruchsticke detektiéiefsen.

Dazu wurden die Proteinextrakte vor den MALDI-TOBH-Untersuchungen mittels
2D-Elektrophorese (siehe 8.1.8) aufgetrennt. Zwsu¥slisierung der Proteinspots im
SDS-PAGE-Gel werden in der Literatur geeignete Meé#m beschrieben (siehe
8.1.12), welche im Folgenden zunachst auf ihre Ardbarkeit fir die MALDI-
TOF/TOF-Analyse von Huhnereiproteinen getestet umteinander verglichen und
optimiert wurden.

Optimierung der Visualiserung von Proteinen im SDS-PAGE-Gd zur MALDI-
TOF/TOF-Analyse

Zur Visualisierung der zuvor im SDS-PAGE-Gel getriem Proteine wurden zunachst
zwei Farbemethoden mit colloidalem Coomassie-Bnlli Blue G-250 auf ihre An-
wendbarkeit flr Eiproteine getestet. Dazu wurdersctgedene Volumina einer Eipro-
teinlésung (20, 15, 10 und 5 pL der Kontrolle 1 a@u®) mittels SDS-PAGE

aufgetrennt. 4 4
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Bild 5.7: Visualisierung von Eiproteinen: (1) Mette nach HUHOFF et al. (1988), (2) Methode nach
LANNE &PANFILOV (2004), (3) Methode nacheNHOFF et al. (1988) mit zweitem Fixier-
schritt nachLANNE & PANFILOV (2004)

(2 (3)
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Bild 5.7 (1) zeigt die Ergebnisse der Visualisiagen der Proteine mit der Farbe-
methode nach BUHOFFet al. (1988) und (2) nachAlNNE und RANFILOV (2004).

Die Durchfihrungen dieser Farbemethoden sind imafghunter 8.1.12 dargestellt.
Bild 8.1 zeigt den in dieser Arbeit verwendetent®ronarker der Firma Invitrogen, mit
dessen Hilfe die Massen den jeweiligen Proteinbandegeordnet wurden. Der
Vergleich der Ergebnisse der beiden Farbemethodmgt, zZlass mit beiden Methoden
die Banden der vier Hauptproteine deutlich gefarbtden konnterAllerdings treten in
beiden Fallen deutliche Hintergrundfarbungen awiche bei der Detektion von Spots
mit relativ geringen Proteinmengen diese Giberde&kemten.

Die Hintergrundfarbungen zeigen sich bei der Duibhing der Methode nach
NEUHOFF et al. (1988) noch wesentlich starker als bei@rchfihrung der Methode
nach LANNE und RANFILOV (2004).Zur Reduzierung der Hintergrundfarbung wird von
NEUHOFF et al. (1988) vor der bisher durchgefiihrten Fixigy ein zusatzlicher
einstindiger Wasch- und Fixierschritt mit 12 %igBnchloressigsaure in Wasser
empfohlen, was einer Kombination der Methoden méebHOFFet al. (1988) und nach
LANNE und RANFILOV (2004) entspricht. Bild 5.7 (3) zeigt die Farburarh NeUHOFF
et al. (1988) mit dem zweiten Fixierschritt. Durdlese Kombination der Methoden
konnte die Hintergrundfarbung deutlich reduziert rdem. Die Farbung der
Proteinbanden ist weiterhin deutlich zu erkennem. Folgenden wurde fir die
Visualisierung der Proteine im SDS-PAGE-Gel nachr @®-Elektrophorese zur
Proteincharakterisierung mittels MALDI-TOF/TOF dt&rbemethode nacheNHOFF et
al. (1988) mit einem zweiten Fixierschritt nachaNNE und RANFILOV (2004)
angewendet.

Ergebnisse der Maldi-TOF/TOF-Untersuchungen

Nachfolgend werden die Spots der 2D-elektropharetigetrennten Proteine der Pro-
zessstufen 1, 3 und 9 des Volleies dargestelfeder Darstellung sind zum Vergleich
die 2D-Elektropherogramme aller drei eben genanmeszessstufen nebeneinander
dargestellt. Das 2D-Elektropherogramm der Prozefsstessen Ergebnisse dargestellt
werden ist jeweils hervorgehoben. Als Molekulargdwinarker (GM) wurde der
Mark1Z® der Firma Invitrogef (siehe Bild 8.1) und als IEF-Marker (IEFM) der Ger
Liquid Mix 3-7 der Firma NoveX (siehe Bild 8.2) verwendet.

Bild 5.8 zeigt die Spots der 2D-elektrophoretisch getrenR@teine der Prozessstufe 1
des Volleies. Die getrennte Proteinmenge entspd¢htug. Die Identifizierungen der
Proteine des Volleies mittels MALDI-TOF/TOF-Untecsungen erfolgten anhand des
PMF und der Aufnahme von MS/MS-Spektren ausgewéRleptide derselben Probe
(siehe 4.10).

Bild 5.9 zeigt den Immunoblot der zweidimensionatrgnnten Proteine der Prozess-
stufe 1 des Volleies. Die Ergebnisse dieser Unténsngen sind in Tabelle SWdeder-
gegeben.Die Datenbankrecherchen erfolgten mit dem Mascotepr identification



5.3 Technologisch verandertes Vollei zum EinsatZartigprodukten 43

system (Matrix Science, London, UK). Das ldentéizingskriterium war ein signi-
fikanter Mascot Score 72 (p < 0,05). Der Score wird beschrieben durdfl-ag(P),
wobei P die Wahrscheinlichkeit ist, mit der die thestimmung zufallig ist.

Die Sequenzibereinstimmung (S.C.) beschreibt dezeptualen Anteil - mittels

MALDI-TOF identifizierter Sequenz - des jeweiligeroteins. Nach zusatzlicher
Absicherung der PMF-Ergebnisse durch die Idenéfimng ausgewahlter Peptide mit-
tels MS/MS ergibt sich der Hyperscore. Aul3erdenmiiediet Tabelle 5.6 die aus dem
Immunoblot in Bild 5.9 entnommenen Informationerefibie Detektierbarkeit von IgE-

Bindungsfahigkeit der Proteine mithilfe des Humaespools (Spalte IB).

oberes Bild: Prozessstufe 3 NOV)%)? pH 3'7 I.EF'GeI’ GM MG
unteres Bild: Prozessstufe 9 Novex 4-12 % Bis-Tris-Gel 1 | [kDa]
' (colloidale CBB-Farbung)
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Bild 5.8: 2D-Elektrophorese und colloidale CBB-bang der Prozessstufe 1 des Volleies, im
Vergleich dazu die Ergebnisse der Prozessstuferd3®ulinks von oben nach unten kleiner
dargestellt)

Mit einem relativ hohen Score bzw. Hyperscore kinde Spots Nr. 1, 2 und 3 (in
Bild 5.8) dem Protein Conalbumin zugeordnet werdearch die Massen und isoelektri-
schen Punkte der drei Proteine aus der Datenbamkneh gut mit denen im 2D-
Elektrophoresegel gemessenen Uberein. IgE-Bindahggfeit wurde nur fir die Spots
Nr. 1 und 2, nicht fur Nr. 3 detektiert.

Spot Nr. 4 wird mit einem hohen Score dem Protewoi@hibitor zugeordnet. Die im
2D-Elektrophoresegel gemessene Masse stimmt gutentheoretischen Masse aus der
Datenbank tberein. Da der theoretische isoelekiigunkt geringer als der tatsachlich
gemessene ist, wird vermutet, dass durch das Piasteen dieser Prozessstufe 1 des
Volleies das Protein so verandert wurde, dass @iS@uregruppen des Molekils nicht
mehr zu der Ausbildung des urspriinglichen isodk#ien Punktes beitragen. IgE-
Bindungsfahigkeit wurde fur diesen Spot nicht deesk
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B - - Q - 0, is-Tris-
oberes Bild: Prozessstufe 3 Novex” pH 3-7 IEF-Gel, Nove‘§<4 12 % Bis-Tris GM | MG
o Gel, Immunoblot auf Nitrocellulose
unteres Bild: Prozessstufe 9 " . ! [kDa]
(Immunférbung mit Humanserenpool)
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Bild 5.9: 2D-Elektrophorese und Immunoblot deoRrssstufe 1 des Volleies, im Vergleich dazu die
Ergebnisse der Prozessstufen 3 und 9 (links von nheh unten kleiner dargestellt)

Spot Nr. 5 und 6 werden mit einem hohen Score desteid Ovalbumin zugeordnet.
Die im 2D-Elektrophoresegel gemessenen Massen stimgut mit den theoretischen
Massen aus der Datenbank uberein. Da die thedretsasoelektrischen Punkte
geringer als die tatsachlich gemessenen sind, wedebenfalls vermutet, dass durch
das Pasteurisieren dieser Prozessstufe 1 des &obaiige Sauregruppen des Molekils
nicht mehr zu der Ausbildung des urspringlicherelsrischen Punktes beitragen.
IgE-Bindungsfahigkeit wurde nur flr Spot Nr. 5, mi¢tir Nr. 6 detektiert.

Das Protein Vitellogenin kann den Spots Nr. 7 umdc®t mittels PMF, wohl aber mit
ausreichend hohem Score mittels MS/MS zugeordnedeme Die gemessenen Massen
der Proteine betragen jeweils nur etwa ein Fumfézltheoretischen Massen und auch
die theoretischen und tatsachlichen isoelektriscRenkte stimmen nicht Gberein.
Mittels MS/MS-Experiment kdnnen in den Spots aulssBhch Peptide des N-
terminalen Endes der Gesamtproteinsequenz vonldgeiin identifiziert werden. Aus
diesen Informationen lasst sich schlie3en, dasscbhsbei den detektierten Proteinspots
Nr. 7 und 9 um Bruchstiicke des Vitellogenins handgE-Bindungsfahigkeit wurde
fur keinen der beiden Spots detektiert.

Die Spots Nr. 8, 10, 11 und 18 kdnnen sowohl nstMF als auch mittels MS/MS-
Experimenten nicht identifiziert werden. IgE-Bindysféahigkeit wurde fur die Spots Nr.
8, 10 und 18, nicht aber fur Spot Nr. 11 detektiert

Die Spots Nr. 12 und 13 werden mit einem ausreidberund Spot Nr. 14 mit einem
hohen Score dem Protein Ovalbumin zugeordnet. [Die 2D-Elektrophoresegel
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gemessenen isoelektrischen Punkte stimmen fir 8i@o8 mit den theoretischen Daten
uberein. Eine Ubereinstimmung der theoretischentatsdichlichen Massen dieser drei
Spots ist lediglich fir Spot Nr. 14 gegeben. Datdisachlich gemessenen Massen der
Spots Nr. 12 und 13 hoher sind als die theoretiscived vermutet, dass es sich dabei
um einen Schmiereffekt bei der Durchfiihrung der $I2&E infolge eines relativ
hohen Anteils von Ovalbumin in Spot Nr. 14 handgE-Bindungsfahigkeit wurde nur
fur Spot Nr. 14, nicht fur Nr. 12 und 13 detektiert

Tabelle 5.6: Ergebnisse der MALDI-TOF/TOF-Untefsuicgen der Prozessstufe 1 des Volleies

PMF MS/MS Mascot 2D-Elektro-
Datenbank phorese
Nr. Score Hyper- S.C. Masse pl Masse pl 1B Protein
score [%0] [kDa] [kDa]

1 305 547 56 77,518 6,7 ~78 ~6,7 + Conalbumin
2 381 501 66 77,518 6,7 ~78 ~6,6 + Conalbumin
3 299 440 58 77,518 6,7 ~78 ~6,5 - Conalbumin
4 142 257 41 54,394 6,16 ~54 ~6,8 - Ovoinhibitor
5 120 344 51 43,065 5,2 ~44 ~6,7 + Ovalbumin
6 141 365 53 43,065 5,2 ~44 ~6,3 - Ovalbumin
7 - 180 - 206,862 9,22 ~40 ~6,2 - Vitellogenin
8 - - - - - ~44 ~6,1 + -

9 - 244 - 206,862 9,22 ~41 ~58 - Vitellogenin
10 - - - - - ~44 ~57 + -

11 - - - - - ~42 ~55 - -

12 105 147 51 43,065 5,2 ~78 ~52 - Ovalbumin
13 93 218 51 43,065 5,2 ~65 ~52 - Ovalbumin
14 206 393 69 43,065 5,2 ~44 ~52 + Ovalbumin
15 - 209 - 21,210 4,8 ~45 ~48 + Ovomucoid
16 53 279 48 21,210 4,8 ~45 ~45 + Ovomucoid
17 52 99 48 21,210 4,8 ~45 ~4.2 + Ovomucoid
18 - - - - - ~45 ~40 + -

Die Spots Nr. 15, 16 und 17 kénnen mittels PMF nahdeutig, wohl aber mit hohem
bzw. ausreichendem Score mittels MS/MS dem Pré&asmwmucoid zugeordnet werden.
Die gemessenen Massen der Proteine stimmen aufgdewl relativ grof3en
Kohlenhydratanteils des Ovomucoids in dem 2D-Etg#toresegel nicht mit den
theoretischen Massen Uberein (siehe dazu auch)5vchl aber die isoelektrischen
Punkte.
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Bild 5.10 zeigt die Spots der 2D-elektrophoretigefirennten Proteine der Prozessstufe
3 des VolleiesDie getrennte Proteinmenge entspricht 3,6 pug. Bild zeigt den Im-
munoblot der zweidimensional getrennten ProteindPdezessstufe 3 des Volleies.

oberes Bild: Prozessstufe 1 NOV)?@P pH 3'7 IEF-Gel, GM | MG
unteres Bild: Prozessstufe 9 Novex 4-12 % Bis-Tris-Gel L | [kDa]
' (colloidale CBB-Farbung)
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Bild 5.10: 2D-Elektrophorese und colloidale CBBrBéng der Prozessstufe 3 des Volleies, im

Vergleich dazu die Ergebnisse der Prozessstuferd9ulinks von oben nach unten kleiner
dargestellt)

Die Ergebnisse der MALDI-TOF/TOF-Untersuchungerdsim Tabelle 5.7 wiedergege-
ben. Die Spots Nr. 4 und 5, 7 bis 13 sowie 15 Bisnlder Prozessstufe 1 des Volleies
werden nach weiterer technologischer VeranderundemProzessstufe 3 des Volleies

nicht mehr detektiert. Allerdings treten in der Rssstufe 3 des Volleies neue Spots
auf (Nr. 4 bis 6 und 9 bis 12).

Mit einem relativ hohen Score bzw. Hyperscore kéndee Spots Nr. 1, 2 und 3 dem
Protein Conalbumin zugeordnet werden. Auch die Elasmd isoelektrischen Punkte
der drei Proteine aus der Datenbank stimmen guderien im 2D-Elektrophoresegel
gemessenen Uberein. IgE-Bindungsfahigkeit wurdefiimudie Spots Nr. 1 und 2, nicht
fur Nr. 3 detektiert. Eine deutliche Veranderung Beoteine dieser drei Spots kann im
Vergleich zur Prozessstufe 1 der Volleiprobe nfelstgestellt werden.

Die Spots Nr. 4 und 5 kbénnen mit einem ausreichi@ien Score ebenfalls dem Protein
Conalbumin zugeordnet werden. Da diese Spots inPdezessstufe 1 noch nicht zu
detektieren sind und erst nach technologischer ndenédung in Prozesstufe 3 auftreten
und die tatsachlichen Massen dieser Proteine dbutljeringer sind als die

theoretischen, wird vermutet, dass es sich dabeiwihrend des technologischen
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Prozesses entstandene Bruchstiicke des Proteintb@miva handelt. Die theoretischen
und tatséchlichen isoelektrischen Punkte diesetel® stimmen relativ gut Uberein.
IgE-Bindungsfahigkeit wurde fur diese beiden Sputht detektiert.

Novex® pH 3-7 IEF-Gel, NoveX4-12 % Bis-Tris-
Gel, Immunoblot auf Nitrocellulose
(Immunféarbung mit Humanserenpool)

oberes Bild: Prozessstufe 1
unteres Bild: Prozessstufe 9

GM | MG
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Bild 5.11: 2D-Elektrophorese und Immunoblot deoRrssstufe 3 des Volleies, im Vergleich dazu die
Ergebnisse der Prozessstufen 1 und 9 (links von nheh unten kleiner dargestellt)

Spot Nr. 6 und 7 werden mit einem ausreichend h&@wmre dem Protein Ovalbumin
zugeordnet. Die im 2D-Elektrophoresegel gemessdassen stimmen gut mit den
theoretischen Massen aus der Datenbank tbereinieDdneoretischen isoelektrischen
Punkte geringer als die tatsachlich gemessenen simd vermutet, dass durch die
technologische Veranderung des Volleies das Praimerandert wurde, dass einige
Sauregruppen des Moleklls nicht mehr zu der Ausbdd des urspringlichen

isoelektrischen Punktes beitragen.

Bei dem Spot Nr. 7 in der Prozessstufe 3 konntsiadsum dasselbe Protein handeln,
das in Spot Nr. 6 in der Prozessstufe 1 detektiartle.

Spot Nr. 8 in der Prozessstufe 3 entspricht demt Spo14 des Ovalbumins in der
Prozessstufe 1 des Volleies. IgE-Bindungsfahigkeaitrde hier (genau wie in der
Prozessstufe 1) detektiert.

Die Spots Nr. 9 bis 12 wurden mit ausreichend hdHgperscores dem Protein Oval-
bumin zugeordnet. Mit Ausnahme des Proteins in 8fpofl2 sind auch die Scores des
PMF ausreichend hoch fir diese Zuordnung. Die irrEMEktrophoresegel gemessenen
Massen sind bei diesen Proteinspots (Nr. 9 bisall2)geringer als die theoretischen
Massen aus der Datenbank. Es wird deshalb vernuddsg es sich dabei um Bruch-



48 5 Ergebnisse

stiicke des Proteins Ovalbumin handelt. Bei SpotllNund 12 kénnen mittels MS/MS-
Experimenten Sequenzen aus dem C-terminalen Bauattiei Spot Nr. 13 Sequenzen
des N-terminalen Bereiches von Ovalbumin idengfiziverden. Die theoretischen und
tatsachlichen isoelektrischen Punkte dieser Pretsiimmen miteinander Uberein. IgE-
Bindungsfahigkeit kann bei diesen Bruchstiicken @eslbumins nicht detektiert
werden.

Tabelle 5.7: Ergebnisse der MALDI-TOF/TOF-Untetsuisgen der Prozessstufe 3 des Volleies

PMF  MS/MS Mascot 2D-Elektro-
Datenbank phorese
Nr. Score Hyper- S.C. Masse pl Masse pl IB Protein
score [%0] [kDa] [kDa]

1 332 602 62 77,518 6,7 ~78 ~6,7 + Conalbumin
2 140 510 53 77,518 6,7 ~78 ~6,6 + Conalbumin
3 384 442 66 77,518 6,7 ~78 ~65 - Conalbumin
4 133 283 30 79,551 6,85 ~44 ~6,7 - Conalbumin
5 151 253 40 79,551 685 ~46 ~6,7 - Conalbumin
6 113 321 51 43,065 5,2 ~44 ~6,5 - Ovalbumin
7 113 319 51 43,065 5,2 ~45 ~6,3 - Ovalbumin
8 165 347 62 43,196 5,2 ~45 ~5.2 + Ovalbumin
9 135 343 52 43,196 5,2 ~40 ~52 - Ovalbumin
10 102 339 39 43,065 5,2 ~31 ~52 - Ovalbumin
11 98 362 47 43,065 5,2 ~21 ~52 - Ovalbumin

12 - 190 - 43,196 5,2 ~35 ~52 - Ovalbumin
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Bild 5.12 zeigt die Spots der 2D-elektro-phoretigettrennten Proteine der Prozessstufe
9 des VolleiesDie getrennte Proteinmenge entspricht 4,2 ug.

oberes Bild: Prozessstufe 1 NOV)?@)? pH 3'7 I_EF-GeI, GM MG
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Bild 5.12: 2D-Elektrophorese und colloidale CBBrBéng der Prozessstufe 9 des Volleies, im
Vergleich dazu die Ergebnisse der Prozessstuferd13ulinks von oben nach unten kleiner
dargestellt)

Bild 5.13 zeigt den Immunoblot der zwei-dimensiogatrennten Proteine der Prozess-
stufe 9 des Volleies.

Die Ergebnisse der MALDI-TOF/TOF-Untersuchungendsin Tabelle 5.8 wieder-
gegeben.

Die Spots Nr. 2 bis 6 sowie 9 bis 12 in der Prozie$s 3 des Volleies werden nach
weiterer technologischer Veranderung in der Prates 9 des Volleies nicht mehr
detektiert. Allerdings treten in der Prozessstutie8 Volleies neue Spots auf (Nr. 3 bis
6).

Mit einem relativ geringen Score bzw. Hyperscorarkaer Spot Nr. 1 dem Protein
Conalbumin zugeordnet werden. Auch die Masse undisibelektrische Punkt des
Proteins aus der Datenbank stimmen gut mit dener2¥Elektrophoresegel ge-
messenen Uberein. IgE-Bindungsfahigkeit wurde igseh Spot nicht detektiert.

Das Protein Ovalbumin kann in Spot Nr. 2 nicht eltPMF, wohl aber mit relativ

geringem Score mittels MS/MS zugeordnet werden.demessene Masse des Proteins
ist deutlich geringer als die der theoretischernsd¢aund auch der theoretische und
tatsachliche isoelektrische Punkt stimmen nichtéibe Es wird daher vermutet, dass es
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sich bei dem detektierten Proteinspot Nr. 2 umBzurchstiick des Proteins Ovalbumin
handelt. IgE-Bindungsfahigkeit wurde fur diesen tSgoht detektiert.

Novex’ pH 3-7 IEF-Gel, Novex4-12 % Bis-Tris-
Gel, Immunoblot auf Nitrocellulose
(Immunférbung mit Humanserenpool)

oberes Bild: Prozessstufe 1
unteres Bild: Prozessstufe 9

GM | MG
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Bild 5.13: 2D-Elektrophorese und Immunoblot deoRrssstufe 9 des Volleies, im Vergleich dazu die
Ergebnisse der Prozessstufen 1 und 3 (links von nheh unten kleiner dargestellt)

Die Spots Nr. 3 und 5 konnen sowohl mittels PMF aigch mittels MS/MS-

Experimenten nicht identifiziert werden. IgE-Bindisféahigkeit kann fir diese Spots
nicht detektiert werden.

Tabelle 5.8: Ergebnisse der MALDI-TOF/TOF-Untefsuicgen der Prozessstufe 9 des Volleies

PMF  MS/MS Mascot 2D-Elektro-
Datenbank phorese
Nr. Score Hyper- S.C. Masse pl Masse pl B Protein
score [%0] [kDa] [kDa]

1 68 69 23 77,518 6,7 ~78 ~6,7 - Conalbumin
2 - 74 14 56,486 6,45 ~45 ~6,2 - Ovalbumin

3 - - - - - ~40 ~59 - -

4 114 147 37 44,029 5.2 ~44 ~57 - Ovalbumin
5 - - - - - ~44 ~55 - -

6 59 171 28 44,029 5,2 ~44 ~53 - Ovalbumin
7 117 246 44 43,065 5,2 ~43 ~5,2 - Ovalbumin

Die Spots Nr. 4, 6 und 7 kdnnen mit einem ausreidhkohen Score dem Protein
Ovalbumin zugeordnet werden. Diese Spots sind irPdezessstufe 1 und 3 noch nicht
zu detektieren und treten erst nach technologisekeesinderung in Prozesstufe 9 auf.
Wahrend die theoretischen und tatsachlichen Magsleser Proteine relativ gut

Ubereinstimmen, treten leichte Unterschiede bei heoretischen und tatsachlichen
isoelektrischen Punkten auf. Da die theoretischealektrischen Punkte der Spots Nr. 4
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und 6 geringer als die tatsachlich gemessenen siird, vermutet, dass durch die
technologische Veranderung des Volleies das Prateimerandert wurde, dass einige
Sauregruppen des Moleklls nicht mehr zu der Ausbgd des urspringlichen
isoelektrischen Punktes beitragen. Bei Spot Nrtiminsen sowohl die tatséchliche
Masse als auch der tatséchliche isoelektrische tPuomik den theoretischen Werten
Uberein. Es wird vermutet, dass es sich dabei umsaleen - durch das Protein
Ovalbumin hervorgerufenen - Spot wie Nr. 8 in devzeéssstufe 3 und Nr. 14 in der

Prozessstufe 1 handelt. IgE-Bindungsfahigkeit wididelie Spots Nr. 4, 6 und 7 nicht
detektiert.
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5.4  Technologisch verandertes Volleipulver als Addi tiv in
Brat zur Herstellung von Brihwdrsten

5.4.1 Charakterisierung der Prozessstufen mittels S  DS-PAGE

Anhand der in Bild 5.14 dargestellten SDS-PAGE anischlieRender Silberfarbung der
Prozessstufen des Volleipulvers in Brat werden ladgt Veranderungen im
Proteinspektrum wahrend der technologischen Veitarigesichtbar.

Neben den einzelnen Prozessstufen sind in Bild @&dBerdem die silbergefarbten
mittels SDS-PAGE getrennten Proteinbanden des ztiah Rigesetzten Volleipulvers
dargestellt.

Vollei- . Prozessstufen VoIIeipuIver in Brat MG
pulver Protein (MG [kDal]) 1 2 8 W 11 Marker [kDa]
— — —_
nt 200
= 116,3
P = 97,4
- Conalbumin (77) = E - ) 66.3
= Ovoinhibitor (49) = : 55,4
Ovalbumin (45)
Ovomucoid (28) 365
S 31,0
=
- - 21,5
- -
Lysozym (14) = 14,4
6,0
— 35
- 25
Invitroger?”
Novex® 4-12 % Bis-Tris-Gel (Silberfarbung) Mark12
(Silberfarbung)

Bild 5.14: SDS-PAGE und Silberfarbung der Proziesea des Volleipulvers in Brat

Bei Probe Nr. 1 handelt es sich um das reine naxtinologisch veranderte Brat (wie
unter 3.1.2 beschrieben). Probe Nr. 2 enthalt aleden/olleipulver. Da es sich hierbei
um einen Zusatz von nur 1 % handelt, hat dies kauma Auswirkung auf das hier
dargestellte Proteinmuster der Probe im VergleichPzobe Nr. 1. Lediglich einige
Proteinbanden dieser beiden Proben treten in etweesschiedlichen Intensitaten auf,
was auch auf natlrliche Schwankungen zurtckgefivetden kann. Eindeutige
Proteinbanden des Volleipulvers kdnnen in Probe2Nmicht detektiert werden, da sie
von den Banden des Brats verdeckt werden. Insgekémiten in diesen 2 Proben
Proteinbanden im Molekulargewichtsbereich von da-200 kDa detektiert werden.
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Die auf 70 °C erhitzte Probe Nr. 3 zeigt bereitsthieh diffusere Banden als die beiden
technologisch unveranderten Proben Nr. 1 und 2refisn neue Banden im Bereich von
6 — 14 kDa auf. Dies verstarkt sich noch bei dehehdrhitzten Proben Nr. 4 (F = 1)
und Nr. 5 (F = 3). Bei Probe Nr. 6 (F = 12) ist kaunoch eine Differenzierung
einzelner Banden zu erkennen. Die mit Hochdruclabdglte Probe Nr. 7 zeigt ein mit
der auf 70 °C erhitzten Probe (Nr. 3) vergleichbdPeoteinmuster, ohne dass hier neue
Proteine im Molekulargewichtsbereich < 14 kDa aién. Beim Vergleich der Proben
Nr. 3 (auf 70 °C erhitzt) und 8 (auf 70 °C erhitatd anschlieend mit Hochdruck
behandelt) zeigen sich keine auffalligen Verandgeanim Proteinmuster. Dies gilt
ebenso fur den Vergleich der Proben Nr. 5 und 9 6nghd 10, bei denen durch
zusatzliche Hochdruckbehandlung nach dem Erhiteamekweiteren Veranderungen im
Proteinmuster zu erkennen sind. Auch beim Vergleich Probe Nr. 10 (erhitzt mit
F = 12 und anschlieend hochdruckbehandelt) und(hbthdruckbehandelt und
anschlieBend erhitzt mit F = 12) treten durch Vdeiong der Reihenfolge der
technologischen Behandlungen keine sichtbaren settexde im Proteinmuster auf.

Bild 5.15 zeigt die Immunfarbung der Eiallergene den Prozessstufen des
Volleipulvers in Brat mit dem Humanserenpool.

Vollei- Protein (MG [kDa)) Prozessstufen Volleipulver in Brat

Marker MG
pulver

1 2 34 5 6 7 8 ® 11 [kDa]

200

116,3
97,4

Conalbumin (77) 66,3
55,4

Ovalbumin (45)

Ovomucoid (28) 2‘13'(5)

21,5

Lysozym (14) 144

6,0
3,5

Invitroger?
Novex® 4-12 % Bis-Tris-Gel (Immunfarbung mit Humanserewipo Mark12

(Ponceaufarbung)

Bild 5.15: Immunfarbung der Prozessstufen deseifallvers in Brat

In dem Massenbereich von Lysozym kann sowohl in ¥eifteipulver als auch bei den
Prozessproben keine Bande detektiert werden. Diend®a der weiteren 3
Hauptallergene des Volleies - Conalbumin, Ovalbuamnid Ovomucoid — kdnnen in der
Positivprobe (dem Volleipulver) und der Probe Nr(Zisatz von 1 % Volleipulver
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ohne technologische Veranderung) eindeutig det¢kiierden. In der Probe Nr. 1
(Negativprobe aus reinem Brat ohne Zusatz von \flleer) kann - wie zu erwarten -
kein Allergen detektiert werden. Die auf 70 °C &ata Probe Nr. 3 zeigt im Vergleich
zu der nicht erhitzten Probe Nr. 2 keine eindeutigeranderungen im Allergenmuster.
Beim Erhitzen der Probe auf einen F-Wert von 1 §BrNr. 4) nimmt die Intensitat der
Allergenbanden ab, Conalbumin ist in dieser Proaenk noch zu detektieren. Beim
Erhitzen der Probe auf einen F-Wert von 3 (Probe Wrtreten nur noch relativ
schwach detektierbare diffuse Banden im Massemndfereion Ovalbumin und
Ovomucoid auf, welche beim Erhitzen der Probe mdreF-Wert von 12 (Probe Nr. 6)
mit dem verwendeten Humanserenpool gar nicht metektlert wurden. Bei der mit
Hochdruck behandelten Probe Nr. 7 kdnnen BandenGaralbumin, Ovalbumin und
Ovomucoid detektiert werden. Im Vergleich zu dehtelogisch unbehandelten Probe
Nr. 2 treten diese aber deutlich diffuser und wenigtensiv gefarbt auf.

Die mit Hochdruck und 70 °C behandelte Probe Nreigt im Vergleich zu Probe Nr. 7
keine eindeutigen Verdnderungen in Allergenmusted wintensitat. Bei der mit
Hochdruck und einem F-Wert von 3 behandelten Phhé tritt eine diffuse Farbung
der Allergene im Massenbereich von Ovalbumin un@m@uwcoid auf, welche bei den
mit Hochdruck und einem F-Wert von 12 behandeltesb& Nr. 10 und 11 mit dem
verwendeten Humanserenpool gar nicht mehr detékienden kann.

5.4.2 Bestimmung des relativen allergenen Potenzial s mittels EAST-
Inhibition
In Bild 5.16 sind die Inhibitionskurven der Prozasgen des Volleipulvers in Brat
dargestellt. Die Messwerte und Berechnungen sindnimang unter 8.5 dargesteler
hochste eingesetzte — mit Hilfe der Methode naeaOBORD (1976) bestimmte —
Proteingehalt der unbehandelten Probe Nr. 2 (BitiZosatz von 1 % Volleipulver)
betragt 7818 pug/mL. Diese Proteinlosung wurde astelung der Inhibitionskurve —
wie unter 8.1.5 beschrieben - in sechs weitererdeungsstufen eingesetzt. Da es
sich bei den Prozessproben Nr. 2 bis 11 um diesdlbsgangssubstanz (aber
unterschiedlich technologisch verarbeitet) handelirde dieser Proteingehalt (sowie
dessen Verdinnungsstufen) auch auf alle weiteremeeBsstufen bezogen. Der
Proteingehalt der Volleiprobe Nr. 0 sowie der Negabbe Nr. 1 unterscheiden sich
von den ubrigen Proben, da es sich dabei nicht iengktiche Ausgangssubstanz
handelt. Ihre Proteingehalte sind im Anhang unigra®igegeben.

In Tabelle 5.9 sind die ggWerte der Inhibitionskurven wiedergegeben. Je hiles
Cso-Wert einer Inhibitionskurve ist (siehe 4.5), degavinger ist das allergene Potenzial
eines Proteinextraktes. Bei der Negativprobe Nwirtl — wie erwartet — kein §g-Wert
erreicht. Da die Probe Nr. 2 nur 1 % des Volleiputventhélt und somit auch nur 1 %
der allergenen Potenz des reinen Volleipulvers aisfwist der G-Wert dieser Probe
mit 145 pg/mL - wie zu erwarten - um ca. das 100¢aboher als der sgWert der
Homologen (Probe Nr. 0 mit 1,3 pg/mL).
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Tabelle 5.9:
—0 ! 2 3 4 =5 Cso-Werte der EAST-
Inhibition der
6 ——7 ——8 9 10 1 Prozessstufen des
100 Brat
Nr. CsgWert
[ug/mL]
0 1,3
— 1 nicht erreicht
/ = 2 145
50 © 3 214
= 4 nicht erreicht
< 5 nicht erreicht
- 6 nicht erreicht
_—= 7 485
8 1286
9 nicht erreicht
y =—— = —_— A ‘ ‘ 0 10 nicht erreicht
0001 001 01 1 10 100 1000 10000 11 _nicht erreicht

Konzentration [ug/mL]

Bild 5.16: EAST-Inhibition der Prozessstufen deliéipulvers in Brat

Durch das Erhitzen der Probe (Nr. 3) steigt dgr\W®ert um das 1,5fache im Vergleich
zur unerhitzten Probe (Nr. 2). Das Erhitzen derbBrauf einen F-Wert von 1 (Probe
Nr. 4) fuhrt bereits dazu, dass die Inhibitionskudieser Probe so flach verlauft, dass
der Go-Wert innerhalb des Messbereiches nicht erreichd.wbas Gleiche gilt fir das
Erhitzen der Proben auf F-Werte von 3 und 12 (Rrd¥e 5 und 6) mit noch flacher
verlaufenden Inhibitionskurven bzw. geringer weidem - mit dieser Methode nicht
messbaren - allergenen Potenzialen. Bei der mith#tock behandelten Probe Nr. 7
steigt der G-Wert um mehr als das 3fache im Vergleich zur uabelelten Probe
(Nr. 2). Durch zusatzliches Erhitzen der mit Hoclulr behandelten Probe auf 70 °C
(Probe Nr. 8) steigt dersgWert bzw. sinkt das allergene Potenzial im Vewdietu
Probe Nr. 7 noch einmal um mehr das 2,5fache. Wiedbn Proben, die mit einem
F-Wert von 3 und 12 behandelt wurden, sind die biilonskurven der Proben mit
zusatzlicher Hochdruckbehandlung (Proben Nr. 91hisso flach, dass dersg&Wert
innerhalb des Messbereiches nicht erreicht wirdeindallergenes Potenzial der Proben
mit dieser Methode nicht messbar ist. Dabei sirdlahibitionskurven mit zusatzlicher
Hochdruckbehandlung nach dem Erhitzen jeweils nit@ther als die Kurven der
Proben, die mit dem gleichen F-Wert, aber nichtiathdruck behandelt wurden. Ein
Vergleich der Proben Nr. 10 und 11, bei denen ddaBdlung mit Hochdruck und
Hitze (F = 12) in unterschiedlicher Reihenfolge olgte, zeigt keine grol3en
Unterschiede, wobei die Kurve der Probe die zuersitzt und dann mit Hochdruck
behandelt wurde (Probe Nr. 11) tendenziell etwashir verlauft als die Kurve der
Probe Nr. 10.






6 Diskussion

6.1  Charakterisierung der Patientenseren

Aus Bild 5.1 und Tabelle 5.1 wird deutlich, dase dierschiedenen Allergene des
Huhnereies von den Einzelseren in Bezug auf ihreufigliéeit und Intensitat
unterschiedlich stark detektiert werden. Ein Veagjleder unter 5.1 erhaltenen
Ergebnisse macht deutlich, dass die Seren, wefcden Untersuchungen mittels EAST
hohere spezifische IgE-Gehalte aufweisen, einensitere Allergendetektion in der
Einzelserenbestimmung mittels Immunoblot ausbilden.

Conalbumin, Ovalbumin, Ovomucoid und Lysozym zahlaat zahlreicher Studien
[HOLEN & ELSAYED 1990; LANGELAND 1982b, 1983; ANGELAND & HARBITZ 1983;
BERNHISEL-BROADBENT et al. 1994; I@FFMANN 1983] zu den Hauptallergenen des
Huhnereies, da mehr als 50 % der getesteten (abhé#éi allergischen) Patienten
spezifische IgE-Antikérper aufweisen (vgl. 2.1 R)es trifft weitestgehend auch auf die
Ergebnisse der Untersuchungen im Rahmen dieseritAzhe bei denen 80 % der
getesteten Einzelseren Ovalbumin, ebenfalls 80 %n@¢oid und 60 % Conalbumin
detektieren. Lysozym wurde im Rahmen dieser Arb#érdings nur von 15 % der
getesteten Seren detektiert, was der Aussage \pritehs dass es sich dabei um ein
Hauptallergen handelt. In einer Studie voasA et al. (1996) mit 34 mittels SDS-
PAGE und anschlieendem Immunoblot getesteten Hsenem von Eiallergikern
konnte ebenfalls mit nur 15 % der Seren Lysozyneldadrt werden. Diese Ergebnisse
konnen darauf zurickgefihrt werden, dass 20 bzwS&#n flr eine reprasentative
Aussage Uber die IgE-Verteilung bei Hihnereialleggi nicht ausreichen. Nacle@a
(1995) st zur gesicherten Einteilung in Haupt- undebenallergene ein
Patientenkollektiv von mehr als 50 Individuen notig

Bei den im Rahmen dieser Arbeit weiterhin detelgierAllergenen mit den Massen im
Bereich> 80 kDa (50 %) handelt es sich wahrscheinlich unergene des Eidotters
(alpha-Livetin 80 kDa, Phosvitin 160 — 190 kDa, Ajellin VI 170 kDa; vgl. 2.5). Ein
35 kDa-Allergen (35 %) wurde ebenfalls voreSFaLUSI et al. (1994) detektiert, aber
nicht ndher beschrieben. Bei dem 32 kDa-Allerged ¥8) konnte es sich um das
Flavoprotein des Eiklars und bei dem 9 kDa-Allerg#&® %) um das Apovitellin | des
Eidotters handeln. Diese Proteine werden als Ndleegane des Hihnereies eingestuft
[WUTHRICH 1993], da hier weniger als 50 % der getestetehHétnerei allergischen)
Patienten spezifische IgE-Antikorper aufweisen. Brgebnisse dieser Arbeit stimmen
mit dieser Aussage Uberein, kdnnen aber — wie tseegivdhnt — aufgrund der relativ
geringen Anzahl von 20 Seren nur als Tendenz ahgasgerden.
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Aufgrund dieser Ergebnisse wurde fiir die folgeni@munologischen Untersuchungen
im Rahmen dieser Arbeit ein Poolserum aus 11 denig@ls Immunoblot untersuchten
Einzelseren verwendet, das spezifische IgE-GelusteEinzelseren von > 4,8 U/mL
aufweist und im Hinblick auf die vier Hauptallergedes Hiuhnereies als ausreichend
detektionsstark beurteilt wird.

Da sich der verwendete Serenpool aus 11 Einzelseusammensetzt, kbnnen die
Ergebnisse der immunologischen Untersuchungen rdiéskeit nur als Tendenz
angesehen werden. Einzelne Patientenseren ungrliegnmer individuellen
Schwankungen und Unterschieden in Bezug auf die uld Konzentration der
spezifischen IgE. Deshalb ist es nicht auszusohltieBass ein Patient aul3erhalb dieser
Studie auf ein Allergen reagiert, welches mit dem Rahmen dieser Studie
verwendeten Serenpool nicht detektiert werden kama umgekehrt. Mit den
durchgefihrtenn vitro Untersuchungen dieser Studie werden nur SererPabienten
getestet, die aufgrund einer Typ-I-Reaktion IgEayegitihnereiallergene bilden. Nicht
IgE vermittelte allergische Reaktionen werden infniRan dieser Untersuchungen nicht
erfasst. Patientenseren mit einem spezifischen@ghkalt von < 4,8 U/mL erwiesen
sich als fur diese Untersuchungen nicht ausreicheetdktionsstark. Da fur den
eingesetzten Serenpool nur Seren mit einem IgE{Geba > 4,8 U/mL eingesetzt
wurden, ist nicht auszuschliel3en, dass — auch wehdem Serenpool kein Allergen
detektiert werden kann — ein stark sensibilisieRatient mit einer Allergie gegentber
Huhnerei trotzdem allergisch auf das entsprechehdbensmittel reagiert. Als
niedrigsten Schwellenwert zur Auslésung von allehen Symptomen nach oraler
Aufnahme (LOAEL = lowest observed immuno-allergiteet level) geben MRISSET

et al. (2003) <2 mg Ei an.

Es soll deshalb an dieser Stelle noch einmal hgelmben werden, dass die
Untersuchungen dieser Arbeit nicht das Ziel eimgalén Eliminierung des allergenen
Potenzials von Huhnerei haltigen Lebensmitteln habsondern eine deutliche
Reduktion des allergenen Potenzials angestrebt wird

Da das verwendete Poolserum insgesamt ein Voluroe8,70 mL aufweist und dies
den limitierenden Faktor fur die durchzufihrendemmiunologischen Untersuchungen
darstellt, kbnnen im Rahmen dieser Arbeit nur awsdpdte Immunoblots bzw. EAST-

Inhibitionen durchgefihrt werden.
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6.2 Proteinextraktionen

Fur die Analysen der Prob&follei zum Einsatz in FertigproduktemdVolleipulver als
Additiv in Brat zur Herstellung von Bruhwirstest es wichtig, die zu untersuchenden
Lebensmittelallergene zunachst quantitativ und ayzierbar aus der Matrix zu
isolieren, ohne diese in ihrem allergenen Poterzzialerandern.

In der Literatur finden sich verschiedene Methodewr Proteinextraktion aus
unterschiedlichen Matrices. Einige davon sind umMet bereits beschrieben. Im
Rahmen dieser Arbeit wurde das Ziel verfolgt, des@ntproteine und speziell die vier
Hauptallergene des Huhnereies Conalbumin, Ovalbu@womucoid und Lysozym
maoglichst quantitativ zu isolieren und keine einesl Proteine durch die Extraktion
abzutrennen. Fallungsreaktionen einzelner Protedsr Proteingruppen wie z.B. eine
Trennung der Globulin- und Albuminfraktion des HMRBild mit gesattigter
Ammoniumsulfatldsung wurden deshalb im Rahmen dig@sbeit nicht durchgefihrt.
Zur Extraktion von Proteinen aus pflanzlichen Ledmitteln sind aufgrund des
Vorkommens von proteinaktiven Substanzen wie Ploxmddsen komplexere
Methoden wie z.B. die Tieftemperatur-,Acetonpulvdféthode nach ETHS et al.
(1994) oder die Extraktion nachi@RksTENet al. (1980) notig. Da im Huhnerei keine
Enzyme abgetrennt werden mussen, welche nach deakk®n Hihnereiproteine
abbauen konnten, kann im Rahmen dieser Arbeit aefard aufwandige
Extraktionsmethoden verzichtet werden. Prazipiteioethoden mit organischen
Losungsmitteln oder hohen Salzkonzentrationen (s&lmung“ der Proteine) werden
ebenfalls in der Literatur beschriebeneg®RMEAUX et al. 1992]. Da diese Methoden
aber in der Regel zu einem Proteinverlust fuhresTNs et al. 1994], wurden diese im
Rahmen dieser Arbeit nicht angewandt. Eine Methpdle Proteinisolierung mittels
lonenaustauschchromatographie wurde vosrRNNEZz et al. (1997) beschrieben. Da
diese Methode zu einem Verlust von Proteinen miermi pl > 8,8 fuhrt, ist sie fur die
Huhnereiallergenanalytik nicht geeignet, da Lysoamen pl von 10.7 aufwelist.

Im Falle von tierischen Lebensmitteln wurden in déeratur haufig durch einfache
Inkubationen des Lebensmittels in Pufferlosungenrdkke mit ausreichend hohem
Proteingehalt erzielt BBTORELLO& TRAMBAIOLI 2001]. Proteine aus Huhnerei wurden
von LANGELAND (1982b) mit demselben Volumen physiologischer Kattiésung vier
Stunden extrahiert, zentrifugiert und der Uberstdiid weitere Untersuchungen
verwendet. Diese Methode wurde durclrERBHISEL-BROADBENT et al. (1994)
modifiziert, indem sie Huhnerei Gber Nacht mit PB8rahierten. WITEMANN et al.
(1994) extrahierten Proteine aus Austern, KrabbehMuscheln mit Wasser und einer
anschlieenden Dialyse. Nach einer Methode VBRKBLMANN & STENSTEDT (1998)
werden Proteine mittels 8 M Harnstofflosung aus ®atrix extrahiert und der
Uberstand nach Zentrifugation zur weiteren Analytédewendet. HROSE et al. (2004)
extrahierten Proteine aus frisch homogenisiertewb&rmaterial mit dem gleichen
Volumen 0,1 M Acetatpuffer. Das nichtionische Dg&rz Tween 20 wird zur
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Freisetzung von Proteinen aus Lipidkomplexen vedeepFERNANDEZ et al. 1999], da
es hydrophobe und hydrophile Wechselwirkungen miieaen Molekilen eingeht.

Diese sechs im vorherigen Abschnitt genannten Edtrasverfahren wurden im
Rahmen dieser Arbeit auf ihre Anwendbarkeit in déiihnereiallergen-Analytik
untersucht (siehe 5.2). Fir einen Vergleich derr@té und Reproduzierbarkeit der
Extraktionen wurden die Extraktionsmittel unter ighen Bedingungen in
Dreifachbestimmungen eingesetzt, um die Proteirsefasch homogenisiertem Vollei
zu extrahieren. Neben dem Ziel einer méglichst ttaiven Extraktion der Allergene
aus der Matrix war es ebenso von Bedeutung, dad8rdieine des Huhnereies wahrend
der Extraktion nicht in ihnrem allergenen Potenziatandert werden. Zur Uberprifung
des relativen allergenen Potenzials der hergestelExtrakte wurde deshalb die
Methode der EAST-Inhibition eingesetzt. Um die Bio¢é moglichst vollstandig aus der
Matrix zu extrahieren, wurde der Ruckstand einedefe Extraktion erneut mit
demselben Gesamtvolumen des Extraktionsmittels aleieit. Die relativen
Proteingehalte der Extraktion 1 und 2 wurden nstidér Methode nach RADFORD
(1976) bestimmt. Da der Proteingehalt der jeweil&xraktion nur etwa 5 - 10 % der
jeweils 1. Extraktion ausmachte, wurde auf einEx3raktion verzichtet.

Als Kontrolle fur die Quantitat der Proteingehalieden Extrakten wurde eine Lésung
von Vollei in Wasser hergestellt und ohne vorheriggtraktion der relative
Proteingehalt mit der Methode nackRABFORD (1976) bestimmt. Der ermittelte mittlere
Kontrollwert betrug 40,42 mg/g. Der Proteingehaties Volleies entspricht nactoSci

et al. (1991) 106-124 mg/g. Daraus wird deutlichsdd das mit der Methode nach
BRADFORD (1976) gemessene Ergebnis nur etwa ein Drittel désraturwertes
ausmacht. Die Ursache dafur wurde bereits untebdszhrieben. Diese Methode zur
Bestimmung des Proteingehaltes gewahrleistet awodigruunterschiedlicher
Responsefaktoren verschiedener Proteine keine wbsaondern nur eine relative
Quantifizierung der Proteine. Prinzipiell kann dialibration der Methode mit jedem
homogenen und mdoglichst reinen Proteinpraparat emmgmen werden.
Rinderserumalbumin fiihrt laut einer Studie voxn Bt al. (1980) im Vergleich zu den
meisten anderen Proteinen zu einer deutlich hoheaeintensitat. Hierdurch wird der
wahre Proteingehalt in den Proben systematischraaftétzt. Zur Uberprifung des
Kontrollwertes wurde dieser deshalb zuséatzlichdeitMethode nach § 64 LFGB, ASU
Nr. L 06.00-7(2006) (siehe 4.3) bestimmt. Der ermittelte mittlé?roteingehalt der
Kontrolle von 110,71 mg/g liegt nach dieser Methadeerhalb der in der Literatur
[Soucl et al. 1991] angegebenen Spanne des Proteingehadte Vollei (106 -
124 mg/g). Somit wurde der nach der Methode vanOBORD (1976) ermittelte
Proteingehalt des Kontrollwertes als 100 % bezathand alle weiteren ermittelten
Proteingehalte der Extrakte wurden darauf bezogen.

Nach DIN 53804 (Ausreil3ertest nach Dixon) ergabmm $ur die Messwerte der
Gesamtproteingehalte der jeweiligen Dreifachbestimgen keine Ausreil3er. Die
Verfahrensvariationskoeffizienten der Dreifachbastungen sind mit 0,55 % bis
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3,74 % relativ gering, somit liegen die relativei@ar&lardabweichungen vom jeweiligen
Mittelwert fUr die verwendeten Extraktionsverfahralie in einem fur die Methoden
adaguaten Bereich.

Auffallig hoch ist der mittlere Proteingehalt dextéakte mit 8 M Harnstofflésung
(Nr. 4), der einen Proteingehalt von mehr als de®fathen des Kontrollwertes auf-
weist. Der Gg-Wert der Inhibitionskurve zur Bestimmung des igkt allergenen
Potenzials der Losung betragt 26,3 pg/mL und iglitdh um mehr als das 65-fache des
Cso-Wertes der Kontrolllésung verringert. Somit wirdutlich, dass das allergene Po-
tenzial des Harnstoffextraktes wahrend der Extoaksignifikant herabgesetzt wurde
und deshalb die 8 M Harnstofflosung fur die Extiakén im Rahmen dieser Arbeit
nicht geeignet ist.

Die Methode zur Bestimmung des relativen Gesangprgehaltes mit der Methode
von BRADFORD (1976) basiert auf der Eigenschaft des Farbst@@@smassie brilliant
blue G-250 sich an Proteine zu binden, wobei sah Absorptionsmaximum von 465
nm auf 595 nm verschiebt RBDFORD 1976; MPTON & JONES 1985]. Der Farbstoff
besitzt eine Affinitat zu basischen (Histidin, Lykiund aromatischen (Tryptophan,
Tyrosin, Phenylalanin) Aminosauren. Die Proteinibestung nach BADFORD (1976)
wird durch die Gegenwart verschiedener Reagenziepeinflusst, die
Wechselwirkungen mit dem Farbstoff oder den Preteiaingehen kdnnen @&PTON

& JONES 1985]. Tabelle 6.1 zeigt die Konzentrationen derRahmen dieser Arbeit
verwendeten Reagenzien zur Herstellung der Extragtnittel und die
Konzentrationen, die erfahrungsgemafd in verscheuestudien zu Stérungen der
Proteinbestimmung gefuhrt habenefmAk & GROSSBERG 1977; $ECTOR 1978;
PIERCE& SUELTER 1977; BEARDEN 1977; ®MPTON& JONES 1985; MERCK 2006].

Tabelle 6.1: Konzentrationen verschiedener Reagendie zu Stérungen der Proteinbestimmung nach
BRADFORD(1976) fiihren kdnnen

Reagenz Konzentration die zur Stérung in dieser Arbeit verwendete
fihren kann Konzentration
NacCl >5M 0,15 M
Tween 20 >0,5% 0,2 %
Natriumacetat >0,5M 0,1M
Harnstoff >6M 8M

Aus der Tabelle 6.1 wird deutlich, dass die Eximlgmittel, welche NaCl, Tween 20
oder Natriumacetat enthalten, im Rahmen dieser iAitbekonzentrationen eingesetzt
wurden, die deutlich unter den hier angegebenenz&mamnationen liegen, die in
verschiedenen Studien zu Stérungen bei der Prasimbmung nach der Methode von
BRADFORD (1976) gefuhrt haben. Es wird deshalb nicht daaosgegangen, dass bei
diesen Bestimmungen extraktionsmittelabhé&ngige uitfen der Proteinbestimmung
stattgefunden haben. Harnstoff wurde allerdings n- Anlehnung an die von
BERKELMANN & STENSTEDT (1998) vorgeschlagene Methode zur Proteinextraktim
einer Konzentration im Extraktionsmittel eingesetiie nach MRck (2006) in einer
Studie zu Stérungen der Proteinbestimmung nacivid¢ihode von BADFORD (1976)
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fuhrte. Daher wurden im Rahmen dieser Arbeit zlisftBlindwerte (Leerwerte ohne
Proteine) mit 8 M Harnstofflosung vermessen (sigl3el). Diese machen im Vergleich
zu den gemessenen Proteingehalten der Extraktdimd@rnstofflésung (> 6000 mg/L,
siehe Tabelle 8.2a) aber nur einen sehr geringerilAjvon 19,85 mg/L) aus. Die
Bestimmung eines zu hohen Proteingehaltes von 15847 im Vergleich zum
Kontrollwert (siehe Bild 5.2) kann daher nicht durdas Auftreten von zu hohen
Blindwerten der 8 M Harnstofflosung - durch Wechsgtungen von Harnstoff mit
Coomassie brilliant blue G250 - herriihren. Vielmalarden hier Wechselwirkungen
von Harnstoff mit den zu extrahierenden Proteinkigdlen in Gegenwart von
Coomassie brilliant blue G250 vermutet, welche iahRen dieser Arbeit nicht weiter
untersucht wurden. Harnstott @ M) ist in der Lage, Eiklarproteine in eine gltdme,
teilweise denaturierte Form umzusetzen, welchereursprungsahnlichen Struktur
entsprechen. Wahrend eine Harnstoffbehandlungnier &tudie von MIE und ZHANG
(2002) keine Auswirkungen auf die IgE-Bindungsakditen von Ovalbumin und
Ovomucoid zeigten, ergaben sich bei Conalbumin uysbzym signifikant hdhere
Bindungsaktivitaten zu humanem IgE als bei nativermen. Dies konnte im Rahmen
dieser Studie nicht bestatigt werden, da der mitiAST-Inhibition untersuchte
Harnstoffextrakt hier im Vergleich zum Kontrollwertin signifikant geringeres
allergenes Potenzial zeigte.

Aus den gemessenen Proteingehalten der weitereakiExwird deutlich, dass mit die-
sen Extraktionsmitteln jeweils nur ein Teil der Vfollei vorkommenden Proteine extra-
hiert werden konnte. Die Ergebnisse der EAST-Intuben zeigen aber, dass alle
Extrakte (auer dem Harnstoffextrakt) Inhibitionslan mit Goe-Werten von
0,4 pg/mL aufweisen und somit dem allergenen PdEnzr Kontrolle entsprechen.
Den hdchsten Proteingehalt liefert - mit durchstthelh 75,9 % des Kontrollwertes -
die Extraktion mit PBS. Nach DIN 55303 (Vergleichrvzwei Mittelwerten) ist der
mittlere Proteingehalt der PBS-Extrakte signifikhdher als der der Tween 20-Extrakte
mit dem zweith6chsten Proteingehalt. Die Proteiafjeh der Extrakte nehmen
weiterhin in der Reihenfolge 0,15 M NaCl-Losung ¥dst. Wasser > 0,1 M
Acetatpuffer pH 3,8 bis hin zu einem Proteingehalt 63,5 % ab.

Aufgrund dieser Ergebnisse wird PBS zur Extraktuer vier Hauptallergene des
Volleies als das von den im Rahmen dieser Arbetiérsnchten Extraktionsmitteln am
besten geeignete beurteilt und fir die folgendelyikaals Extraktionsmittel eingesetzt.
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6.3  Technologisch verandertes Vollei zum Einsatz in
Fertigprodukten

Da das Huhnereiprotein Ovomucoid zu den hitzestabMlllergenen gehort und starke
Hitzeeinwirkung zu Einbuf3en der technologischeneksghaften von Eiern fuhren
kann, wurde im Rahmen dieser Arbeit eine Kombimation Proteolyse und maliger
Hitzeeinwirkung (< 90 °C) zur Denaturierung gewahie Untersuchungen zur
Veradnderung der Proteine und des allergenen Palsenzon Vollei durch diese
Kombination von Erhitzungs- und Proteolyseschrittearde mittels elektrophoreti-
scher, immunochemischer und massenspektrometriddlethoden untersucht. Ziel
dieser technologischen Veranderungen waiefiei zum Einsatz in Fertigprodukten
wie z.B. Puddingspeisen - herzustellen, das ineseiallergenen Potenzial reduziert und
somit fur den Verbraucher vertraglicher ist. Dabellte das technologisch veranderte
Vollei im Vergleich zu dem lediglich durch Pasteation behandelten Vollei zum Ein-
satz in Fertigprodukten keine wesentlichen Naohterl Hinblick auf sensorische und
technologische Eigenschaften aufweisen.

6.3.1 Voraussetzungen fur die MALDI-TOF/TOF-Untersu chungen

Fur die MALDI-TOF/TOF-Untersuchungen ausgewahltBrozessstufen erfolgte
zunachst eine Optimierung der Visualisierung detdtne im 2D-Elektrophoresegel. Es
wurde dazu ein Vergleich zweier Farbemethoden mdebHoFF et al. (1988) und
LANNE und RANFILOV (2004) unternommen, die im Wesentlichen aus dérabelle 6.2
dargestellten Arbeitsschritten bestehen. Aus degelifrissen dieser Farbemethoden
wird deutlich, dass eine Fixierung der Proteine ger Farbung - im Vergleich zur
Farbung mit anschlieRender Fixierung - zu einer tldden Reduzierung der
Hintergrundfarbung des Elektrophoresegels fuhmeB{ombination beider Methoden
wurde durchgefihrt, wobei der Methode nachUMNOFF et al. (1988) ein zweiter
Fixierschritt der Proteine vorangestellt wurde uder gesamte Vorgang lediglich
einmal durchgeftihrt und nicht dreimal wiederholtrae

. . . . o Durch diese Kombina-
Tabelle 6.2: Vergleich der Arbeitsschritte zweidtroteinfarbe- . .
methoden mit colloidalem CBB tion beider Methoden

konnte die Hintergrund-

NEUHOFFet al. (1988) LANNE und Panfilov (2004) ) . ]
Waschen Fixieren farbung weiter reduziert
Farben Waschen werden, ohne dass die
Inkubieren Inkubieren Scharfe der Proteinban-
Waschen Farben - .
Fixieren Inkubieren denfarbung negativ be-

Vorgang 3x wiederholen Waschen eintrachtigt wurde. Es

wird vermutet, dass die Fixierung der Proteine der Farbung neben dem Schutz vor
dem Auswaschen der Proteine auRerdem zu einem Aokera anderer eventuell bei
der Farbung stérender Substanzen fuheuibrret al. 1988].

Aufgrund des hohen Auflosungsvermégens der 2D-Edpkiorese wird vielfach davon
ausgegangen, dass ein Spot genau eine Proteirspeeigilt. Dies ist jedoch nicht
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immer der Fall. Einerseits konnen Proteine in vV@estenen Spots Uber ein Gel verteilt
auftreten, andererseits konnen Spots aus mehreremp&henten bestehen.
Automatische Datenbankrecherchen fiihren aber mmist zur Identifizierung der
Hauptkomponente eines Spots. Die Suche nach weitE@mponenten ist sehr
aufwandig und derzeit nicht automatisiert mogliSaHmIDT et al. 2003]. Als Ergebnis
im Rahmen dieser Arbeit wird deshalb fir jeden Spot 2D-Elektrophoresegel
maximal ein mittels Datenbankrecherche ermittdfextein(bruchstiick) angegeben. Ob
es sich dabei tatsachlich in jedem Fall um eine®iRrotein(bruchstiick) oder um eine
Mischung mehrerer Protein(bruchstiick)e handeltde/im Rahmen dieser Arbeit nicht
geklart.

6.3.2 Untersuchungen des technologisch verdnderten Volleies zum
Einsatz in Fertigprodukten

Aus den im Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrten tedpkoretischen und
immunochemischen Untersuchungen des technologissfingerten Volleies wird
deutlich, dass die unter 3.1.1 dargestellte Veranbg innerhalb des Prozesses
stufenweise zu einer deutlichen Veranderung derteP® und ihrer allergenen
Eigenschaften gefihrt hat.

Bei der Prozessstufe Nr. 1 handelt es sich um daseprisierte Vollei. Bei einer
Pasteurisierung wird Vollei kurzzeitig (wenige Se#an) auf 60 bis 90 °C erhitzt, um
Salmonellen zuverlassig abzutdten, ohne dabei agstinack und die Konsistenz des
Volleies bedeutend zu verandern. Laut Studien vearAK et al. (1995) handelt es sich
bei Lysozym um ein stark hitzelabiles Allergen, wgch die Untersuchungen der
Prozessstufe Nr. 1 des Volleies bestatigt werdemie Lysozym konnte im Rahmen
dieser Arbeit in Prozessstufe Nr. 1 - im Verglezethdem unverdnderten Vollei aus den
Extraktionsversuchen (hier nicht dargestellt) - sblvmittels Silber- als auch mittels
Immunfarbung bereits nicht mehr nachgewiesen werdemmgrund dieser Ergebnisse
wurde auf eine massenspektrometrische UntersuckongLysozym verzichtet. Im
Rahmen der 2D-elektrophoretischen AuftrennungerPdezessstufen 1, 3 und 9 fir die
anschlieBenden MALDI-TOF/TOF-Untersuchungen wurdshalb Elektrophorese-
gele zur isoelektrischen Fokussierung im Bereiah pH 3 bis 7 verwendet (Lysozym:
pl = 10,7), um Proteine in diesem pl-Bereich (Cboaitin: pl = 6,0 - 6,8; Ovalbumin:
pl =4,5 - 4,9; Ovomucoid: pl = 4,1 - 4,4) bessdgitr@nnen zu kénnemllergene in den
Massenbereichen der - neben Lysozym - weiteren Hiaeiptallergene (CA, OA und
OM) des Volleies konnten in der Prozessstufe Nsovohl mittels Silber- als auch
mittels Immunfarbung in dem Elektropherogramm deDSSPAGE deutlich
nachgewiesen werden. Weitere Proteine oder neushBiicke der Proteine konnten in
dieser Stufe mittels SDS-PAGE nicht detektiert weerdMit Hilfe der 2D-Elektro-
phorese und anschlieRenden massenspektrometristctiersuchungen dieser Prozess-
stufe konnten neben Conalbumin, Ovalbumin und OwmduaulRerdem Ovoinhibitor
und ein Bruchstiick von Vitellogenin identifizierevden (siehe auch 2.5). Da die zwei
letztgenannten Proteine in der 2D-Elektrophoreseliéiie Massen wie Ovalbumin
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aufweisen, konnten sie in der SDS-PAGE nicht alwedne Banden identifiziert
werden. Beide Proteine stehen nicht im Fokus diéskeit, da sie als kaum allergen
gelten [AGER & WUTHRICH 2002], was mit den Ergebnissen dieser Arbeit Uberei
stimmt, da fir diese im zweidimensionalen Immunblieine IgE-Bindungsfahigkeit
detektiert werden konnte. Conalbumin konnte mittelALDI-TOF/TOF-
Untersuchungen eindeutig in drei Spots des 2D-Elpkibresegels identifiziert werden.
Ein Vergleich mit den Ergebnissen der Studien voesHRT et al. (2001) sowie
RICHARDS & HUANG (1997) lasst vermuten, dass es sich dabei um dielsbformen
des Proteins Conalbumin - Apo-Ovotransferrin (Sdot 1), Fe-Ovotransferrin (Spot
Nr. 2) und Fe-Ovotransferrin (Spot Nr. 3) - handelt. Allergerestenzial wurde nur fir
die ersten beiden Formen des Conalbumins detekti&rtBindungsfahigkeit der dritten
Isoform von Conalbumin, die in der Coomassiefarbwog den drei Isoformen am
schwachsten detektiert wurde, konnte wahrschéirgiofgrund der eingeschrankten
Detektionsstarke des verwendeten Serenpools (§idhenicht nachgewiesen werden.
Ovalbumin konnte mittels MALDI-TOF/TOF-Untersuchwergin der Prozessstufe Nr. 1
eindeutig in drei Spots und mit - wahrscheinliclmatiuden Vorgang der Pasteurisierung
- abgespaltenen Sauregruppen in weiteren zwei $gensfiziert werden. Bei zwei der
drei erstgenannten - mit colloidalem Coomassie sehwach angefarbten - Spots wird
vermutet, dass es sich dabei lediglich um Schikelgnng des am starksten detektierten
Ovalbuminspots handelt. Ein Vergleich mit den Ergeben der Studien voneEBERTet

al. (2001) - bei denen es ebenfalls zu einer SemiEldung durch Uberladung des
Elektrophoresegels kommt - bestétigt diese Ergsbnillergenes Potenzial wurde nur
fur den Hauptspot des Ovalbumins und fir einen 8pots von Ovalbumin mit
abgespaltenen Sauregruppen detektiert. Ovomucaidt&anittels MALDI-TOF/TOF-
Untersuchungen eindeutig in vier Spots identifizierden. Ein Vergleich mit den
Ergebnissen der Studien vore$ERT et al. (2001) sowie IBR et al. (1953) lasst
vermuten, dass es sich dabei um vier von fiinf reoém des Ovomucoids handelt.
Allergenes Potenzial konnte fir alle vier im 2D{g&tephoresegel angefarbten Spots
des Ovomucoids detektiert werden. Drei der im 2BkEbphoresegel detektierten
Spots konnten weder mittels MALDI-TOF/TOF-Untersunben noch durch den
Vergleich mit den Studien von H3ERT et al. (2001) sicher einem Protein des
Huhnereies zugeordnet werden. Bei zwei dieser 8pmmts konnte IgE-Bindungs-
fahigkeit detektiert werden.

Die Prozessstufe Nr. 2 wurde nach dem Pasteunmsieedn Minuten unter Rihren
erhitzt. In den Elektropherogrammen der SDS-PAGEwnken weder bei der

Silberfarbung noch im Immunoblot signifikante Urstetiede in Muster und Starke der
Proteinbanden festgestellt werden. Die Ergebnisse EAST-Inhibition zeigen aber

eine leichte Abnahme der IgE-Bindungsfahigkeitén Brozessstufe Nr. 2 im Vergleich
zu Nr. 1.

Die deutlichsten Veranderungen im Proteinmusta@hésiBild 5.4) treten innerhalb des
technologischen Prozesses wahrend des ersten Igsetsthrittes (Prozessstufen Nr. 3
und 4) auf. Aus dem Immunoblot der SDS-PAGE deraimen Prozessstufen des
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Volleies (Bild 5.5) wird deutlich, dass wahrend dessten Proteolyseschrittes die
Hauptallergene Conalbumin, Ovalbumin und Ovomudogdeits teilweise verédndert
(abgebaut) wurden und zahlreiche Bruchstiicke emista sind, die immer noch
allergenes Potenzial aufweisen. Im Massenbereiah @womucoid konnte keine
Proteinbande mit allergenem Potenzial detektiertrdere Mit Hilfe der 2D-
elektrophoretischen Auftrennungen der Prozessdirfe3 und der anschlielBenden
MALDI-TOF/TOF-Untersuchungen konnten - neben demeite in der 1. Prozessstufe
detektierten Hauptspot sowie zwei Spots von Ovalbummit abgespaltenen
Sauregruppen - vier neue Ovalbumin-Bruchstiicke rsecitéedlicher Molekilmassen
detektiert werden. Allergenes Potenzial zeigt hédrer nur der Hauptspot. Fur
Conalbumin treten neben den bereits in der 1. Bestefe identifizierten Spots der drei
Isoformen zwei neue Bruchstiicke auf, welche kelargénes Potenzial aufweisen.
Ovomucoid konnte mittels 2D-Elektrophorese nichthggewiesen werden. Gleiches gilt
fur die in der Prozessstufe Nr. 1 identifiziertenotBine Ovoinhibitor und Bruchstiicke
von Vitellogenin. Ovomucoid gilt aber laut versae@er Studien [AKAGI et al. 2003;
Fu et al. 2002; &isu et al. 1997; KVACS-NOLAN et al. 2000 und BsLER et al. 1999]
als relativ unempfindlich gegeniber Proteolyse weitschiedenen Enzymen. Da das
mittels EAST-Inhibition bestimmte gesamte allerg&taenzial der Prozessstufe Nr. 3
im Vergleich zur Prozessstufe Nr. 2 kaum abgenominagnkann die Moglichkeit nicht
ausgeschlossen werden, dass neu entstandene phbtatiezrgene Bruchstiicke von
Ovomucoid aufgrund einer geringen MolekullgroRe aelaes isoelektrischen Punktes
> 7 mittels 2D-Elektrophorese nicht erfasst werkiennten.

Eine deutliche Reduzierung des allergenen Potenk@hnte mittels EAST-Inhibition
fur die Prozessstufen Nr. 5 bis 9 festgestellt werdurch die Hitzebehandlung in den
Prozessstufen Nr. 5 und 8 kann die konformatiorigtitaktur eines Allergens durch den
Verlust der Tertiarstruktur und Aggregation verdmdeerden [BSLER et al. 2000].
Zahlreiche Studien beschreiben, dass erhitzte Héhareeine deutlich niedrigere oral-
sensitive Kapazitat aufweisen als native EieggN® et al. 1998; MLAUGHLAN et al.
1981; ®omBS & MCLAUGHLAN 1984; Lee 1992; #ONG 1998]. Die IgE-Bindung von
Eiklarallergenen konnte in einer Studie mit EiklEnayikern von AET et al. (1985)
durch eine 10minutige Erhitzung der Probe bei 90a8€ 58 % (Bestimmung mittels
RAST, Radio Allergosorbent Test) gesenkt werdere DOminutige Erhitzung der
Prozessstufe Nr. 5 auf 80 °C im Rahmen dieser Arbeigt eine ebenfalls starke
Reduzierung des allergenen Potenzials von meltess45fachen im Vergleich zu der
Probe Nr. 4 und von mehr als dem 100fachen im éariglzu der Prozessstufe Nr. 1.
Daraus wird deutlich, dass durch eine Kombinations aProteolyse und
Hitzebehandlung das allergene Potenzial eines Hélasestarker gesenkt werden kann
als durch eine Hitzebehandlung allein. Ein weit&ferteil dieser Kombination ist, dass
die Erhitzung schonender ablauft, da hierfiir geragremperaturen eingesetzt werden
kénnen, um einen besseren Effekt auf die Reduziedes allergenen Potenzials zu
erhalten als in der Studie vonNAT et al. (1985). Ein allergenes Potenzial von
Conalbumin kann in der Prozessstufe Nr. 5 nichtmustektiert werden. Allein eine
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Bande im Massenbereich von Ovalbumin sowie einedBam Massenbereich von 31
kDa zeigen im Immunoblot noch allergenes PotenZdakses nimmt im Laufe des
technologischen Prozesses bis hin zur Prozessdiufed zwar noch deutlich ab,

Restallergenitat kann aber auch in der letzten @3sstufe (Nr. 9) mittels SDS-PAGE
und Immunoblot noch detektiert werden. Mittels 2@KEophorese und

anschlieBenden MALDI-TOF/TOF-Untersuchungen kéninetieser Prozessstufe noch
Conalbumin und verschiedene Bruchstiicke von Ovalbudetektiert werden. Ein

allergenes Potenzial dieser Spots kann aber im moblot des 2D-Elektrophoresegels
der Prozessstufe Nr. 9 - aufgrund der geringerepfiadiichkeit als im SDS-PAGE-

Gel - nicht mehr nachgewiesen werden.

Speziell fur Ovomucoid haben Forscher eine hohe zadinbilitat und
Proteolyseresistenz demonstriertig¥Hs et al. 1997; $VENS & FEENEY 1963;
DEUTSCH& MORTON 1956; IMATSUDA et al. 1982; MTSUDA et al. 1983]. Trotzdem ist
es im Rahmen dieser Arbeit gelungen, durch einezisl® Kombination von
Proteolyse- und Erhitzungsschritten eine deutlidReduzierung des allergenen
Potenzials von mehr als dem 100fachen des paseeteis\Volleies zu erzielen.

Signifikante Geschmacks- und Texturveranderungech nder Verarbeitung des

allergenreduzierten Volleies in einem Pudding kennton einem Sensorikpanel unter
Aufsicht der technologischen Partner des REDALLjgki@s - im Vergleich zu dem

gleichen Pudding mit pasteurisiertem Vollei - kai@stgestellt werden.
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6.4  Technologisch verandertes Volleipulver als Addi tiv in
Brat zur Herstellung von Brihwdrsten

Volleipulver wird aus technologischen Grinden alsiddv zu verschiedenen
Lebensmitteln wahrend der Herstellung zugesetehésP.4 und 2.5.3). Studien zeigen,
dass die Matrix eines Lebensmittels wahrend eieehrtologischen Behandlung einen
Einfluss auf das allergene Potenzial eines Inludfest haben kann Bbuc et al. 1999;
KATO et al. 2001] (siehe auch 2.6.4). Deshalb wurdeRiammen dieser Arbeit das
allergene Potenzial eines technologisch verandeviedelllebensmittels untersucht.
Als Modell diente dazu ein mit 1% Volleipulver vetstes Brat zur Herstellung von
Bruhwursten.

Als technologische Veradnderungen wurden verschieedétochdruck- und/oder
Hitzebehandlungen angewandt (siehe 3.1.2). DieeHéhandlungen erfolgten dazu
analog einer typischen industriellen Herstellung Wiascher Ware, Dreiviertel- (F =1),
Voll- (F = 3) und Tropenkonserven (F = 12). Rohekeidgeh und thermisch
unbehandeltes Brat zeigten in einer Studie varHEBERL (1999) nach einer
Hochdruckbehandlung bei > 300 MPa eine Inaktivigruder Enzyme, eine
Texturverfestigung (durch vernetzende Koagulati@n del6sten sarkoplasmatischen
Proteine) und einen Verlust der nativen roten Fédioech Autoxidation von Myoglobin
zu braunem Metmyoglobin). Wie Hochdruck auf dasergkne Potenzial von
Lebensmitteln wirkt, ist bisher aber sehr wenigeusiicht worden. Die im Rahmen
dieser Arbeit durchgefuihrten Hochdruckbehandlungdalgten bei einem Druck von
600 MPa, da Studien vomnNKIEWICZ et al. (1997) sowie VONCHEIBENZUBER (2002)
Veranderungen des allergenen Potenzials verscree@éianzlicher Lebensmittel durch
Hochdruckbehandlungen bei > 300 MPa bzw. 600 MiRfiere

Die Untersuchungen zur Verdnderungen der Volleginet und des allergenen
Potenzials von Vollei durch diese Erhitzungs- urmchtiruckbehandlungen wurde im
Rahmen dieser Arbeit mittels elektrophoretisched immunochemischer Methoden
unternommen.

Aus den im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrten tedpkoretischen und
immunochemischen Untersuchungen des nach 3.1.8dlegisch verdnderten Volleies
in Brat wird deutlich, dass eine zunehmende Hithahdlung sowie die Anwendung
von Hochdruck zu einer deutlichen Veranderung ddteiproteine und ihrer allergenen
Eigenschaften gefihrt hat.

Durch die Hitzebehandlungen der Probe konnte b®C ittels EAST-Inhibition eine
Reduktion des allergenen Potenzials um das 1,5faoh&ergleich zur unerhitzten
Probe analysiert werden. Durch alle weiteren Edmgsschritte (F =1, F =3, F = 12)
wurde das allergene Potenzial der Probe so statlkziert, dass mittels EAST-
Inhibition kein Go-Wert mehr bestimmt werden konnte. Eine TendenzAderahme
des allergenen Potenzials von der Erhitzung auflFiser F = 3 bis hin zu F = 12 ist
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deutlich an dem Verlauf der Kurven der EAST-Inhtoit (siehe Bild 5.16) zu erkennen.
Diese Ergebnisse stimmen mit denen des Immunobhmseein.

Lysozym konnte im Immunoblot weder im Volleipulv@ositivvergleich) noch in den
technologisch veranderten Proben detektiert werdeés. wird deshalb davon
ausgegangen, dass das allergene Potenzial vonygdoereits bei der Herstellung des
Volleipulvers zerstért wurde, da dort ein Pastatismsschritt angewandt wurde (siehe
dazu auch 6.3.2). Dem Immunoblot ist auRerdem zmebmen, dass zuerst das
allergene Potenzial von Conalbumin wahrend dertErhg der Probe reduziert wird.
Das allergene Potenzial im Massenbereich von Owalbuwind Ovomucoid nimmt erst
bei starkerer Temperatureinwirkung (F = 1) langsdorund ist im Immunoblot bei der
Erhitzung der Probe mit einen F-Wert von 12 mit desnwendeten Humanserenpool
gar nicht mehr zu detektieren. Es wird aber davesgagangen, dass das allergene
Potenzial der Probe durch die Erhitzung auf eineWwdft von 12 nicht komplett
reduziert werden konnte, da durch die Methode d&8EInhibition noch allergenes
Restpotenzial detektiert werden konnte.

Mit der Methode der EAST-Inhibition wurde deutlialigass die Hochdruckbehandlung
der Probe zu einer Reduktion des allergenen Patisnzies Volleipulvers um das
3,3fache im Vergleich zur unbehandelten Probe é&ihiie Auswirkung durch die
Anwendung von Hochdruck auf die Reduktion des gdeen Potenzials des
Volleipulvers in Brat ist somit um das 2,5facherlsté als die Erhitzung der Probe auf
70 °C, aber deutlich schwacher als alle weiteremadbiehandlungen der Probe (F = 1,
F = 3, F = 12). Diese Ergebnisse stimmen mit dese Immunoblots Uberein, bei
denen deutlich schwéachere Banden von Conalbumialb@min und Ovomucoid als in
der unbehandelten Probe detektiert werden konmen.Ergebnisse der Studien von
JANKIEWICZ et al. (1997) und GHEIBENZUBER (2002) bei der Hochdruckbehandlung
verschiedener pflanzlicher Lebensmittel (siehe dlzengen ebenfalls eine Reduktion
des allergenen Potenzials der untersuchten PrakienStudien von ULGNER (2000)
hingegen zeigen eine hochdruckinduzierte Erh6hungr dAntigenitdt von
B-Lactoglobulin  anhand von ELISA-Tests mit spezifiso monoklonalen
Huhnerantikérpern. Dies fuhrt LUGNER (2000) auf die durch die Druckbehandlung
induzierte Erhohung der frei zuganglichen Gesamftiimbhe der Aggregatstruktur
zurtck. Ob in diesem Zusammenhang klinische Releuasteht, ist jedoch nicht
bekannt. Diese Ergebnisse zeigen aber, dass dieikusag der Hochdruckbehandlung
auf das allergene Potenzial von Lebensmitteln &tteg Allergen in jeder Matrix
unterschiedlich sein kann.

Durch die Kombinationen von Hitze- und Hochdruckdretiungen konnte jeweils eine
weitere Reduktion des allergenen Potenzials debd?im Vergleich zur alleinigen

Hitzebehandlung erzielt werden. Durch die anscklhef@ Behandlung mit Hochdruck
konnte das allergene Potenzial der zuvor auf 7@r@tzten Probe nochmals um das
6fache - und insgesamt um das 8,9fache im Vergleioshunbehandelten Probe -
reduziert werden. Somit wird deutlich, dass diesenKination beider Behandlungen zu
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einer fast doppelt so starken Reduktion des alfengdotenzials fihrt wie die Summe
beider einzelnen Behandlungen (1,3fach + 3,3facld,6fach). Bei den weiteren
Kombinationen von Hitze- und Hochdruckbehandlungrign diese synergistischen
Effekte nicht detailliert analysiert werden, da dig-Werte der EAST-Inhibition
aufgrund eines insgesamt sehr geringen allergeme@nBals nicht messbar waren.
Diese Ergebnisse stimmen tendenziell mit denerndesinoblots Uberein.

Eine Untersuchung, ob die Reihenfolge der technstbgn Behandlungen von
Bedeutung fur die Starke der Reduktion des allesgePotenzials ist, erfolgte mit den
Proben, die auf einen F-Wert von 12 erhitzt wurdenzeigten sich keine signifikanten
Unterschiede im allergenen Potenzial dieser Prolvebei die Probe, die zuerst erhitzt
und dann mit Hochdruck behandelt wurde, tendenasilas starker im allergenen
Potenzial reduziert werden konnte als die Probe, zlindchst mit Hochdruck und
anschlieRend mit Hitze behandelt wurde.

6.5 Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Auswirkungensgbiedener technologischer
Behandlungen auf das allergene Potenzial von Villgelsin vitro Tests untersucht.

Nach GeHA (1995) ist zur gesicherten Einteilung in Hauptduxdebenallergene ein

Patientenkollektiv von mehr als 50 Individuen notiufgrund der relativ geringen

Anzahl von 20 (bzw. 11) Seren von Eiklarallergikedtdnnen die Ergebnisse der
immunologischen Untersuchungen dieser Arbeit déshalk als Tendenz angesehen
werden und bedtrfen weiterer Untersuchungen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit werden im Rahmen 8EDALL"-Projektes in weiteren

Studien zusatzlicin vivo mittels doppeltblinder placebo-kontrollierter Exjimsstests

(DBPCFC) in Zusammenarbeit mit der Technischen &hsitat Minchen (Abteilung
fur Dermatologie und Allergologie), dem Universdféspital Zurich (Allergiestation,
Dermatologische Klinik), dem Macedonio Melloni Hdsp Mailand (Abteilung fr

Padiatrie) und der Universitat Wien (Abteilung fRédiatrie und Juvenile Medizin)
abgesichert.

Eine in vitro Verdauung der im Rahmen dieser Arbeit untersuchésmnologisch
veranderten Volleiproben kdnnte im Vorfeld Informoaen dariber liefern, ob die in
ihrem allergenen Potenzial reduzierten Proben dageM passieren kdonnen, ohne ihre
IgE-bindenden Eigenschaften zu verlieren. Dadukiaimke geklart werden, ob die stark
technologisch verénderten Allergene des Volleiesabikt gegenlber einem
proteolytischen Verdau - und somit zur Sensibilignig Uber den Gastrointestinaltrakt
befahigt - sind.
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Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der Auswirgen von in der Lebensmittel-
industrie anwendbaren technologischen Behandluagérdas allergene Potenzial der
vier Hauptallergene des Huhnereies: Conalbumin,liidwvain, Ovomucoid und Lyso-
zym. Gegenstand der Untersuchungen waren Zwisclue Endprodukte eines
Prozesses von technologisch verandentéttei zum Einsatz in Fertigproduktesowie
von technologisch veranderteXolleipulver als Additiv in Brat zur Herstellung vo
Bruhwursten Mit Hilfe des zuletztgenannten Prozesses sol#esétzlich modellhaft
maogliche vorhandene Matrixeinflisse auf das alleegotenzial der Eiproteine wah-
rend der technologischen Veranderungen untersuetdemn. Diese Proben wurden von
technologischen Partnern des REDALL-Projektes (RedwAllergenicity of Processed
Food, QLK1-CT-2002-02687) in zwei Verarbeitungsmssen mittels Hitze- und
Hochdruckeinwirkung sowie mittels Hitzeeinwirkungndu enzymatischer Hydrolyse
behandelt. Die analytischen Untersuchungen erfolgie vitro unter Verwendung
elektrophoretischer, immunologischer und massenspaktrischer Verfahren
(Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektroph@eslsoelektrische Fokussierung,
zweidimensionale Elektrophorese, Immunoblot, Endiengosorbent-Test (EAST)(-
Inhibition) und Matrix-unterstiitzte Laser Desorpifilmnisation-Time-Of-FligH).

Fur die immunologischen Untersuchungen wurde ans- 11 Einzelseren bestehendes
- humanes Poolserum eingesetzt. Alle Einzelserem [eols wiesen spezifische
Immunglobulin E (IgE)-Gehalte der EAST-Klasser? gegen die vier Hauptallergene
des Huhnereies auf. Da in zahlreichen Studien naéhr50 % der getesteten (auf
Huhnerei allergischen) Patienten spezifische IgEk@nper gegen Lysozym aufweisen,
zahlt dieses Protein zu den Hauptallergenen desnétéles. Im Rahmen der
Untersuchungen dieser Arbeit konnte Lysozym aber mit 15 % der Einzelseren
detektiert werden. Dieses Ergebnis zeigt, dasseténSir eine reprasentative Aussage
Uber die IgE-Verteilung bei Huhnereiallergikern hticausreichen und dass zur
gesicherten Einteilung in Haupt- und Nebenallergemegrof3eres Patientenkollektiv
(von mindestens 50 Individuen) notig ist. Die daeiiteren Hauptallergene konnten mit
80 % (Ovalbumin), 80 % (Ovomucoid) und 60 % (Conatin) der Seren detektiert
werden. Da sich der verwendete Serenpool aus ZelSgren zusammensetzte, konnen
die Ergebnisse der immunologischen Untersuchungesed Arbeit nur als Tendenz
angesehen werden.

Fur die Allergenanalytik war neben den genanntemetdnchungsmethoden eine im
Vorfeld durchgefiihrte Aufarbeitung zur Abtrennurgy ¢Hauptallergene von der jewei-
ligen Matrix von Interesse. Fur dieses Ziel wurde Anwendbarkeit von sechs ver-
schiedenen Extraktionsverfahren in Hinblick auf Highnereiallergenanalytik getestet.
Neben dem Ziel einer méglichst quantitativen Exitakder Allergene aus der Matrix
war es ebenso von Bedeutung, dass die Proteindidesreies wahrend der Extraktion
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nicht in ihrem allergenen Potenzial verandert waordeiese Anforderungen wurden
mittels Proteinbestimmung nach Bradford und nad¥ 8 FBG, ASU Nr. L 06.00-7
sowie der Methode der EAST-Inhibition Uberprift. Esnnte gezeigt werden, dass eine
Extraktion mit 8 M Harnstofflésung zu Stdérungen demoteinbestimmung mit der
Methode nach Bradford fiihrte und dass das allerggatenzial der Hihnereiproteine
wahrend der Extraktion mit 8 M Harnstofflosung siidgant herabgesetzt wurde. 8 M
Harnstofflosung war somit flr die Extraktionen imatiRnen dieser Arbeit nicht
geeignet. Mit allen weiteren Extraktionsmitteln kéen adaquate Proteingehalte des
Volleies extrahiert werden. Den signifikant hochsRroteingehalt lieferte eine Extrak-
tion mit phosphatgepufferter Kochsalzlésung (75,9 &efolgt von Tween 20-Lésung,
0,15 M physiologischer Kochsalz-Losung, bidestitke Wasser und 0,1 M Acetat-
puffer (63,5 %). Die Ergebnisse zeigen, dass keidiesser Extrakte durch die
eingesetzten Extraktionsmittel (auf3er 8 M HarngKisfing) in seinem allergenen
Potenzial verandert wurde. Aufgrund dieser Ergedmnisvurde phosphatgepufferte
Kochsalzlésung zur Extraktion der vier Hauptallergedes Volleies fur die folgende
Analytik als Extraktionsmittel eingesetzt.

Die Untersuchungen des technologisch verandeviglieies zum Einsatz in Fertig-
produktenergaben, dass die Behandlung innerhalb des angeteenérozesses mit
zwei enzymatischen Hydrolyseschritten und versaried Erhitzungen stufenweise zu
einer deutlichen Veranderung der Proteine und iallergenen Eigenschaften fuhrten.
Eine eindeutige Reduzierung des allergenen Polenma mehr als dem 100fachen im
Vergleich zu der unbehandelten Probe konnte nawcér eiuf den ersten Hydrolyse-
schritt folgenden 10mindtigen Erhitzung der Probed® °C festgestellt werden, bei der
allergenes Potenzial von Conalbumin bereits nicklhmmachgewiesen werden konnte.
Es wurde deutlich, dass durch eine Kombination Rugeolyse und Hitzebehandlung
das allergene Potenzial eines Hihnereies starkeschonender gesenkt werden konnte
als durch eine Hitzebehandlung allein. Nur Ovalburahd Ovomucoid zeigten in
dieser Prozessstufe noch allergenes Potenzial. eDiesahm im Laufe des
technologischen Prozesses bis hin zur letzten Bssiage zwar deutlich ab, allergenes
Restpotenzial konnte aber auch dort noch detektiegtden. Trotz der hohen
Hitzestabilitédt und Proteolyseresistenz von Ovondicst es im Rahmen dieser Arbeit
gelungen, durch eine spezielle Kombination von étlgse- und Erhitzungsschritten
eine deutliche Reduzierung des allergenen Potenzaal mehr als dem 100fachen des
pasteurisierten Volleies zu erzielen, ohne dagssféignte Geschmacks- und Texturver-
anderungen festgestellt werden konnten.

Aus den Untersuchungen des technologisch veramd€dbieipulvers zum Einsatz als
Additiv in Brat zur Herstellung von Brihwirstenmurde deutlich, dass eine zunehmende
Hitzebehandlung (70 °C, F = 1, F = 3, F = 12) sodiee Anwendung von Hochdruck
(600 MPa) zu einer deutlichen Veranderung der VWmitteine und ihrer allergenen
Eigenschaften gefuhrt haben. Das allergene Poternima Massenbereich von
Ovalbumin und Ovomucoid nahm (im Gegensatz zu ddtmedmpfindlicheren
Conalbumin) erst bei starkerer Temperatureinwirk(faige 1) langsam ab und war bei
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der Erhitzung der Probe mit einem F-Wert von 12 migm verwendeten
Humanserenpool kaum noch zu detektieren. Die Bduagdn der Probe mit Hitze und
Hochdruck wiesen synergistische Effekte in der Rextung des allergenen Potenzials
auf, da die Kombination aus der Behandlung mit @Ouhd 600 MPa zu einer fast
doppelt so starken Reduktion des allergenen Pasniiihrte, wie die Summe beider
einzelnen Behandlungen.

The aim of this study was to analyse technolodiedtments used in food industry to
determine their effect on the allergenic potertiathe four major hen’s egg allergens:
conalbumin, ovalbumin, ovomucoid and lysozyme. Tineestigation focused on the
intermediate and final products of the processihgvioole eggfor use in convenience
productsas well as opowdered whole eggsed as an additive in meat preparatidos
the production ofboiled sausagedJsing the aforementioned processing technighes, t
aim was to find representative results regardingemal matrix effects on the
allergenic potential of egg proteins during thetneent. These samples were subjected
to two common manufacturing processes, one a catibmof heat and high pressure
and the other a combination of heat and enzymaticatysis, by technological partners
of the REDALL-project (Reduced Allergenicity of Ressed Food, QLK1-CT-2002-
02687). The experiments were carried ourt vitro with electrophoretical,
immunological, and mass spectrometrical methods di(ffadodecylsulfate-
Polyacrylamid  gelelectrophoresis, Isoelectric Fsoug two dimensional
electrophoresis, Immuno blotting, Enzyme Allergdsmt Test (EAST) (inhibition),
and Matrix assisted Laser Desorption/lonisation-&i@i-Flight).

For the immunological investigation a human sepool consisting of 11 individual
sera was used. Every human serum was EAST c¢la8swhen tested for specific
immune globuline E (IgE) against the four major efjgrgens. Since numerous studies
demonstrate that more than 50 % of the testedmat{gvho are allergic to egg) have
specific IgE antibodies against lysozyme, this @rotis classified as a major egg
allergen. However, within the scope of this stuggokyme could only be detected in
15 % of the human sera. This result shows thatetd are not sufficient to provide
conclusive evidence of the prevalence of spedfic in individuals with egg allergies.
For a valid classification of major and minor ajjens, testing needs to include sera
from a larger patient sample (sera from at leastp8&6ple). The other three major
allergens could be detected with 80 % (ovalbum@t),% (ovomucoid), and 60 %
(conalbumin) of the patients” sera. Since the wsd pool consists of 11 individual
sera the results of these immunological investigati of this study can only be
considered as a tendency.

Besides the above-mentioned research methods, véeoysly conducted method for

separating the major allergens and the egg matix ot special interest for the allergen
analysis. For this aim, the applicability of siXfeient extraction methods was tested
with regard to egg allergen analytics. Besidesaihe of a quantitative extraction of the
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allergens from the matrix, it was equally important to alter their allergenic potential
during the extraction process. These requiremenge wexamined via protein
determination according to Bradford and § 64 LFB®GU Nr. L 06.00-7 as well as
EAST inhibition method. Using the Bradford methddcould be demonstrated that
extraction with urea solution (8 M) leads to sigraht interferences during the protein
determination, and substantially reduced the adieig potential of egg proteins.
Therefore, urea solution (8 M) was not applicablethie extractions within the scope of
these investigations. With all other extractionusiohs adequate protein contents of the
whole egg could be extracted. The highest proteimtent — with a mean value of
75.9 % - was achieved by the extraction with phagptbuffered saline followed by
Tween 20 solution, physiological saline (0.15 Mxater, and acetate buffer (0.1 M,
protein content 63.5 %). The results show that rajrtese extracts — except from urea
solution (8 M) — was changed in its allergenic ptisd. On the basis of these results,
phosphate buffered saline was used as the exigaatjant for the separation of the four
major egg allergens for the following analysis.

The investigation on the technologically alteretiole egg for use in convenience
productsshowed that the treatment process including tepssof enzymatic hydrolysis
and different heat treatments resulted in a graduahonetheless apparent alteration of
the proteins and their allergenic potentials. A nounced reduction in allergenic
potential - of more than a hundredfold in compariso the untreated sample - was
detected after the first step of hydrolysis follaiMey a heating of the sample for ten
minutes at 80 °C, whereas the allergenic potertfalconalbumin could not be
determined. It became clear that a combinationrofeplysis and heat treatment was
more effective than a single heat treatment as dbimbination resulted in a higher
reduction in allergenic potential and a strongen@a. At this point in the process, only
ovalbumin and ovomucoid still showed allergenicgmbial. In fact, this allergenic
potential was reduced to the level of the finabsté the technological process, but
residual IgE-binding potential could still be detst Within the scope of this study, a
special combination of steps including proteolyaisl heat treatment succeeded in
reducing the allergenic potential of whole egg desips remarkable heat stability and
resistance against proteolysis of ovomucoid of mtiran a hundredfold of the
pasteurised egg without a significant change iturexand flavour.

The examination of the technologically altepivdered whole eggsed as an additive
in meat preparationor the productiorof boiled sausage®vealed that increasing heat
treatment (70 °C, F = 1, F = 3, F = 12) as wellttas application of high pressure
(600 MPa) caused definite changes to the whole mgteins and their allergenic
capacity. The allergenic potential in the mass eaafjovalbumin and ovomucoid (in
contrast to the heat labile conalbumin) only slodcreased with strong heat exposure
(F = 1), and was hardly detected with the humaarsgyool after the sample underwent
a heat treatment with an F-value of 12. The contbimgplication of heat (70 °C) and
high pressure (600 MPa) produced synergistic effestlucing allergenic potential by
nearly twice as much as the sum of the singlertreats conducted separately.
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8.1 Methoden

8.1.1 Proteinextraktionen

verwendete Extraktionslésungen:

PBS-Puffer (pH 7,4) 0,80 g NacCl
0,14 g NaHPOQ,
0,02g KCI
0,02g KH,PO,
mit bidest. Wasser ad 100 mL

0,1 M NaCl-Lésung 0,58 g NaCl

mit bidest. Wasser ad 100 mL
8 M Harnstofflésung 48,05 g Harnstoff

mit bidest. Wasser ad 100 mL
0,1 M Acetatpuffer (pH 3,8) 0,82 g Natriumacatat

mit bidest. Wasser ad 100 mL
mit 4 M HCI auf pH 3,8 einstellen

0,2 % Tween 20-Lésung 0,20 g mit bidest. Wasser ad 100 mL

Durchfiihrung:

zu extrahierende Probe (2,5 mL) in ein NUf&o6hrchen pipettieren
Masse der pipettierten Probe fur spatere Bereclenuagswiegen
auf das 10fache Volumen (ad 25 mL) mit Extraktioitkghversetzen
4 h auf der Schuttelbank extrahieren

30 min bei 1000 g bei Raumtemperatur (RT) zentr#ten
unlosliches Pellet abfiltrieren

1. Filtrat fUr die weitere Analytik einsetzen

Pellet ad 25 mL mit Extraktionsmittel versetzen wesuspendieren
erneut extrahieren, zentrifugieren und filtrieren

2. Filtrat fur die weitere Analytik einsetzen

= fur weitere Untersuchungen verwenden oder bei €&gfern

L I R R (R
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8.1.2 Bestimmung des Proteingehaltes
nach BRADFORD (1976)

verwendete Losungen:
Lésung 1 10 mL Ethanol (96 %ig)

20 mL o-Phosphorsaure (85 %ig)
35 mg Coomassie Brilliant Blue G 250

Losung 2 3mL Losung |
3 mL o-Phosphorséaure (85 %ig)
1,5 mL Ethanol (96 %ig)
mit bidest. Wasser ad 50 mL
(Losung bei Raumtemperatur unter Lichtausschlufiseawahren)

Standardlésungen Standards:

9,000 mL bidest. Wasser + 1,000 mL SL = 4@0mL

Stammlésung (SL): 9,250 mL bidest. Wasser + 0,750 mL SL = 3@0mL
40 mg BSA mit bidest. 9,500 mL bidest. Wasser + 0,500 mL SL = 2@0mL
Wasser ad 10 mL 9,750 mL bidest. Wasser + 0,250 mL SL = 1@0mL

9,875 mL bidest. Wasser + 0,125 mL SL = pgdmL

Durchfuhrung:

= Proteinextrakte mit bidest. Wasser je nach zu éemdem Proteingehalt verdiinnen

= 50uL der Probenextrakte in je eine Kavitat einer Mtkeyplatte geben

= 50uL jeder Standardlésung in je eine Kavitat geben

= 50uL bidest. Wasser bzw. Extraktionsmittel in je elfevitat geben (Blindwert)

= 200puL L6ésung 2 zu jeder beflillten Kavitat geben

= nach mind. 3 und héchstens 15 min im Mikroplattades 10 s schitteln

= bei 590 nm mittels ELISA-Plattenreader gegen denddlert vermessen

= die Auswertung erfolgt anhand einer mithilfe derarftardlosungen erstellten
Kalibriergeraden

= jede Bestimmung ist als Doppelbestimmung durchzefiih

8.1.3 Bestimmung des Gesamtstickstoffs

Durchfiihrung nach § 64 LFGB\SU Nr. L 06.00-7 in der Fassung vom 26. April 2006
[MEYER 2006]

verwendete Losungen:

Borsaure-Ldsung 40 g Borsaure

c(Borsaure): 4 % (g:v) mit bidest. Wasser ad 1 L

Natronlauge 1850 g Natriumhydroxid

c(NaOH): 35 % (g:v) mit bidest. Wasser ad 5 L

Salzsaure 100 mL Titrisol-MaRlésung mit bidest.

c(HCI): 0,2 M Wasser quantitativ iberfiihren
mit bidest. Wasser ad 1 L

Tashiro-Indikator 60 mg Methylrot in 200 mL Ethanol

c(Methylrot): 0,026 % (g:v) 30 mg Methylenblau in 30 mL dest.

c(Methylenblau): 0,013 % (g:v) Wasser

beide Lésungen vereinigen
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Durchfiihrung:

1.) Aufschluss

= ca. 2 g Probe (fur Blindwertbestimmung durch 2 rektd Wasser ersetzen) in
Kjeldahlkolben einwiegen

= ca. 1 g Selenreaktionsgemisch, 20 mL Schwefelséife- 98 %ig) und einige
Siedesteinchen hinzugeben

= Gefal in den Aufschlussblock stellen, Aufschlussagior (Digestion System 6,
1007 Digester) gemalf} Betriebsanweisung vorbereiten

= Aufschluss durchfiihren bis Lésung klar und hellgsin

= GefalRe abkihlen lassen

2.) Destillation

= Destillationsapparatur gemald Betriebsanweisungereiten

= Vorlage mit 50 mL 4 %iger Borsaure-L6sung und eenig ropfen Tashiro-Indikator
befillen und in Destillationsapparatur einsetzen

= vorsichtig Natronlauge zugeben

= L6sung 9 min destillieren

3.) Titration

= Destillate mit Salzsaure-Mal3l6sung titrieren, Untagbpunkt grin— grau
Auswertung:

Uber den ermittelten Gesamtstickstoffgehalt derbBrerrechnet sich nach folgender
Formel der Gesamtproteingehalt:

(@-b)[ F[1,4008 U
E [10

a: Verbrauch der Salzsdure-Maf3losung (0.1 M) imptiaarsuch in mL

b: Verbrauch der Salzsadure-Maf3lésung (0.1 M) imdlersuch in mL

F: Titer der MaRl6sung (t: 1.000)

1,4008: 1 mL Salzséaure-MaRlésung (0.1 mL) entspdich008 mg Stickstoff
U: Umrechnungsfaktor zur Berechnung des Proteirtghéur Ei: 6.25)

E: Probeneinwaage in g

Gesamtpradingehal{%] = (8.1)
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8.1.4 Enzymallergosorbert-Test (EAST)

1. Bromcyanaktivierung der Scheiben:

modifiziert nach €skA & LUNDKVIST (1972)

verwendete Losungen:

Bromcyanlésung 15g Bromcyan
in 450 mL bidest. Wasser unter Ruhren
I6sen (mit Schutzmaske unter dem Abzug)

0,005 M NaHCQ@-Losung 2,1g NaHCO
mit bidest. Wasser ad 5 L

Natronlauge 10g NaOH
c(NaOH): 10 (g:v) mit bidest. Wasser ad 100 mL
1 M Natronlauge 4g NaOH

mit bidest. Wasser ad 100 mL
Durchfuhrung:

= 15 g Cellulosepapierscheiben (ca. 5000 Stiick) merei 1-L-Dreihalskolben mit
Tropftrichter (250 mL) und pH-Elektrode in 150 midest. Wasser quellen lassen

= Bromcyanlésung zu der Papierscheiben-Suspensiangeb

= durch Zutropfen von 1 M Natronlauge auf einen pHrWen 10 — 10,5 einstellen
und solange einhalten, bis 75 mL Lauge verbraucidt €a. 30 min). Der pH-Wert
darf nicht Giber 11,5 steigen, ansonsten ist desi#dr zu wiederholen

= L6sung Uber Buchnertrichter absaugen

= Scheiben nacheinander 12 x mit je 375 mL 0,005 MIG@&;-Ldsung, je 2 x mit je
375 mL bidest. Wasser, Aceton/Wasser (25:75, Wegton/Wasser (50:50, v/v),
Aceton/Wasser (75:25, v/v) und Aceton waschen

= bromcyanaktivierte Scheiben lyophilisieren und &hsBend bei —20 °C lagern

Entsorgung der Bromcyanabféalle:

= Bromcyanlosung in 10 %iger Natronlauge (15 mL/g ByQ h stehenlassen

= bei einem pH-Wert von 10 — 11 einen 50 %igen Ubimrss an Natriumhypochlorit-
Losung zugeben, Gber Nacht stehenlassen

= Losung auf einen pH-Wert von 7 einstellen und déerschuss an Hypochlorit mit
Hydrogensulfit zerstéren

= L6sung Uber das Abwasser entsorgen
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2. Kopplung der Extrakte:

modifiziert nach €skA & LUNDKVIST (1972)

verwendete Losungen:

Inkubationspuffer ( 15,6 g NaH,PO, * H,O mit bidest. Wasser ad 1 L
(2) 8,4 g NaHCO; mit bidest. Wasser ad 1 L
3) 190 mL (1) und 803 mL (2) mischen,

pH auf 7,4 einstellen
(4) 37,229 EDTA
2g NalN;
2mL Tween 20
in 800 mL (3) l6sen, pH auf 7,4 einstellen

0,5 M NaHCQ-L6sung 21,0g NaHCG;

mit bidest. Wasser ad 500 mL,
pH auf 8,4 einstellen

0,1 M NaHCQ-L6sung 4,29 NaHCG;

mit bidest. Wasser ad 500 mL,
pH auf 9,5 einstellen

Ethanolaminpuffer 5 mL Ethanolamin

mit bidest. Wasser ad 500 mL,
pH auf 9,2 einstellen

0,1 M Natriumacetatpuffer 4,2 g Natriumacetat

mit bidest. Wasser ad 500 mL,
pH auf 4,0 einstellen

Durchfuhrung:

R I

U

U

Extrakte so verdinnen, dass eine Proteinkonzemtratn ca. 20 pg/mL vorliegt
ca. 300 bromcyanaktivierte Papierscheiben (ca. §)68nd 100 mL Extraktions-
|I6sung in einen 250-mL-Jodzahlkolben geben

Losung Uber Nacht bei 4 °C rihren

Uberstand mit einer Pasteurpipette (Wasserstralgpliabsaugen

Papierscheiben mit 100 mL 0,5 M NaH&Obsung waschen, Losung absaugen
100 mL Ethanolaminpuffer hinzugeben

2 h bei Raumtemperatur rtihren

absaugen und nacheinander 3 x mit je 100 mL 0,1a@Gs-Losung, je 2 X mit je
100 mL 0,1 M Natriumacetatlésung und 0,5 M NaH&®©sung waschen
Papierscheiben mit 100 mL bidest. Wasser spulenruethen 250-mL-Rundkolben
Uberfiihren, Wasser absaugen

Papierscheiben lyophilisieren und anschliel3end-p@i°C lagern
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3. EAST-Bestimmunag:

nach Anleitung des Herstellers unter Verwendung idesitro Testkits ,Spez. IgE
ELISA TR (RV)" der Firma Allergopharma (Reinbek, @G&any).

verwendete Chemikalien (entsprechend dem Testkit):

Waschlésung enthalt Tween 20, PBS

Konjugatlésung enthélt anti-human-IgE, konjugiert mit AP
Substratlésung enthalt MgC}

Farbetabletten enthalt PNPP

Farbelésung 1 Farbetablette in 5 mL Substratlésung I6sen
Stoppl6ésung 1 M NaOH

Referenzallergenscheiben festphasengekoppelter Lieschgrasextrakt
Referenzserum Kalibrierreihen mit spez. IgE gegen Lieschgras

A =0,35 U/mL (EAST-Klasse 1)
B =1,7 U/mL (EAST-Klasse 2)
C = 3,5 U/mL (EAST-Klasse 3)
D = 10,0 U/mL (EAST-Klasse 4)
E = 50,0 U/mL (EAST-Klasse 5)

Durchfiihrung:

= alle Referenzwerte in Doppelbestimmungen durchfiihre

= je eine Papierscheibe in eine Vertiefung (Kavigitjer Mikrotiterplatte geben, 2
Kavitaten zur Bestimmung des Substratleerwertabdabefrei

= je 50 pL Patientenserum bzw. Referenzserum auf Qfibeiben pipettieren,

Kavitaten zur Bestimmung des Substratleerwertabdabefrei

Mikrotiterplatte bedecken und 1 h bei 37 °C inkuére

Kavitaten mit je 250 pL Waschlésung 10 min inkubrer Losung mit einer

Pasteurpipette (Wasserstrahlpumpe) absaugen, Wagemg insgesamt 3 X

durchfiihren

= je 50 pL Konjugatlésung auf die Allergenscheibemeftieren, Kavitaten zur

Bestimmung des Substratleerwertes bleiben frei

Mikrotiterplatte bedecken und 1,5 h bei 37 °C inleuén

Kavitaten mit je 250 pL Waschlésung 10 min inkubrer Losung mit einer

Pasteurpipette (Wasserstrahlpumpe) absaugen, Wagemg insgesamt 3 X

durchfiihren

200 pL Farbeldsung in samtliche Kavitaten pipettier

Mikrotiterplatte bedecken und 1 h bei 37 °C inkubére

100 pL Stopplésung in samtliche Kavitaten pipegtier

Mikrotiterplatten 10 sec schutteln

250 pL aus jeder Kavitat in eine korrespondiereravitat einer leeren

Mikrotiterplatte Uberfihren

= bei 405 nm im ELISA-Photometer vermessen

= Auswertung und Einteilung in EAST-Klassen siehe 4.4

=
=

Uy

yuuuy
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8.1.5 EAST-Inhibition

Die EAST-Inhibition erfolgt modifiziert nach \¥THs et al. (1993a) unter Verwendung
desin vitro Testkits ,Spez. IgE ELISA TR (RV)“ der Firma Alignpharma (Reinbek,
Germany).

verwendete Losungen:

Allergenverdinnungslésung 500 puL Tween 20
mit bidest. Wasser ad 100 mL

Kartoffelproteinlésung 10 mg Kartoffelprotein
mit Allergenverdiinnungslésung ad 10 mL

verwendete Chemikalien (entsprechend dem Testkit):

Waschlésung enthalt Tween 20, PBS

Konjugatlésung enthalt anti-human-IgE, konjugiert mit AP
Substratlésung enthalt MgC}

Farbetabletten enthalt PNPP

Farbelésung 1 Farbetablette in 5 mL Substratlésung I6sen
Stopplésung 1 M NaOH

Durchfiihrung:

= je eine Papierscheibe in eine Vertiefung (Kaviger Mikrotiterplatte geben
= jeweils folgende Losungen auf die Scheiben pipettie

- 50 pL unverdinnter Inhibitorextrakt

- 50 pL verdunnter Inhibitorextrakt (1:10)

- 50 pL verdunnter Inhibitorextrakt (1:100)

- 50 pL verdunnter Inhibitorextrakt (1:1000)

- 50 pL verdunnter Inhibitorextrakt (1:10000)

- 50 pL verdunnter Inhibitorextrakt (1:100000)

- 50 pL verdunnter Inhibitorextrakt (1:1000000)

- 50 pL Allergenverdinnungslosung (ohne Inhibitog){B

- 50 pL Kartoffelproteinldsung (unspezifische Bindyigg))

- 50 pL Allergenverdinnungslosung (nichtspezifiscimedBng (NSB))
= je 50 pL Patientenserum (1:2 mit Allergenverdunralidgung versetzt) auf die
Scheiben pipettieren, Kavitaten zur BestimmunghfeB bleiben frei
Mikrotiterplatte bedecken und 1 h bei 37 °C inkuére
Kavitaten mit je 250 pL Waschlésung 10 min inkubrer LOsung mit einer
Pasteurpipette (Wasserstrahlpumpe) absaugen, Wagemg insgesamt 3 X
durchfihren
= je 50 pL Konjugatlésung auf die Allergenscheibguettieren
= Mikrotiterplatte bedecken und 1,5 h bei 37 °C inlkeubn

=
=
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= Kavitaten mit je 250 pL Waschlésung 10 min inkubrer Losung mit einer
Pasteurpipette (Wasserstrahlpumpe) absaugen, Wagemg insgesamt 3 X
durchfiihren

= 200 pL Farbeldsung in samtliche Kavitaten pipettier

= Mikrotiterplatte bedecken und 1 h bei 37 °C inkubére

= 100 pL Stopplésung in samtliche Kavitaten pipegtier

= Mikrotiterplatte 10 sec schitteln

= 250 pL aus jeder Kavitdt in eine korrespondierertdavitat einer leeren
Mikrotiterplatten Uberfihren

= bei 405 nm im ELISA-Photometer vermessen

Auswertung:

Uber die ermittelten Optischen Dichten (OD) derld@m errechnen sich nach folgender
Formel die Inhibitionen der Extrakte:

I B,-B
Inhibition [%] =—2—— 100 (8.2)
B, -NSB
By : Messwerte ohne Inhibitorsubstanz [Skt]
B: Messwerte der einzelnen Inhibitionsstufen [Skt]

NSB: Nichtspezifische Bindung [Skt]

Die Berechnung derdgWerte erfolgt mit folgender Formel:

y-b

C,, - Wert[ug/mL]=e mit y=aln(x) +b (8.3)
y : 50 %ige Inhibition
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8.1.6 SDS-PAGE

1. Probenvorbereitung:
nach METHS et al. (1993b)

verwendete Losungen:

Probenpuffer 3,03 g Tris
(pH 6,8) 2,5 mL Mercaptoethanol
5,0 mL Glycerin
20g SDS

0,01 g Bromphenolblau
150 pL Pyronin Y-Ldsung (1 %ig)
40 mL Dbidest. Wasser

pH auf 6,8 einstellen,

mit bidest. Wasser ad 50 mL

Durchfuhrung:

= Probenextrakte und Proteinstandardlosungen (Pgabait: 250 — 300 pg/mL) 1:2
mit Probenpuffer versetzen
= 3 min bei 90 °C im Wasserbad reduzieren

2. SDS-PAGE (NuPAGHE:

verwendete Losungen:

Elektrodenpuffer 97,6 g MES

NuPAGE® MES-SDS 60,6 g Tris-Base

Running Buffer 10,0 g SDS
3,0g EDTA

mit bidest. Wasser ad 500 mL
vor Gebrauch 1:20 mit bidest. Wasser

verdiinnen
verwendete Gele:
NuPAGE® Totalamidkonzentration: 4 — 12 %
4 — 12 % Bis-Tris Gel Gel-MalRe: 8cm *8 cm * 1 mm
Gel Typ: 12 well, 15 well, 2D well
Gerateparameter:
Xcell Surd_ock™ Mini-Cell Spannung: 200 V (konstant)
Stromstérke Anfang: 100 — 115 mA
Stromstérke Ende: 60 — 70 mA
Dauer: 35 — 55 min
Durchfuhrung:

= Gel-Kassette aus der Verpackung entnehmen, Klakestrauf der Gel-Unterseite
entfernen, Kamm herausziehen

— Gel-Kassette entsprechend der N&®WPAGE™ Anleitung in  der
Elektrophoresekammer platzieren

= Elektrodenpuffer in die Kammer geben
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= reduzierte Proteinlésungen mittels HPLC-Spritzer dtipette mit Gelloader-Tips in
die Wells geben (je 5 - 20 pL)

= Elektrophoresekammer schlieRen, Spannung (200 leyan

= den Lauf beenden, wenn der im Probenpuffer entimaltearbstoff an der Anode
angelangt ist

Zusammensetzung des Molekulargewichtmarkers (Maidifroger?):

Frotein Approx. Molecular
Weights (kDa)
MuPAGE" Tris-Glycine
MES
= | Myosin 200 200
— | B-galactosidase o || 1ea 116.2
| Phosphorylase I o974 ar4
BS54 . W | 6.3 65.3
Glutamic dehydrogenase 354 354
=== | Lactate dehydrogenase = 365 36.5
Carbonic anhydrase o 3o
s Trypsin inhibitor 25 215
== | Lysczyme 144 144
— | Aprotinin - 4 Gl
s Insulin B chain 38 Unresolved
Inswlin A chain 25 Insulin
MUPAGE" 4-12% Bis-Tris Gel with 4-20%% Tris-Glycine Gel stained with
PAES stained with Coomassie” stain. Coomassie® stain,
£1897-2002 Invitrogen Corporation. All rights resarvad.
Coomassie® is a registered trademark of lImperial Chemical Industries.

Bild 8.1: Proteinmarker Mark12 (Invitrog&h

8.1.7 Isoelektrische Fokussierung (IEF)

1. Probenvorbereitung:

verwendete Losungen:

Probenpuffer 1,0 mL Glycerin
mit bidest. Wasser ad 50 mL

Durchfuhrung:

= Probenextrakte und Proteinstandardldsungen (Pgebait: ca. 600 pg/mL) 1:2 mit
Probenpuffer versetzen
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2. IEF (NUPAGE):

verwendete Losungen:

Kathodenpuffer (pH 3-7) 8,5 g Lysin (freie Base)

NuPAGE™ mit bidest. Wasser ad 100 mL
vor Gebrauch 1:10 mit bidest. Wasser
verdiinnen

Anodenpuffer 2,4 mL o-Phosphorséaure (85 %ig)

NuPAGEM mit bidest. Wasser ad 100 mL
vor Gebrauch 1:50 mit bidest. Wasser
verdiinnen

verwendete Gele:

NuPAGE™ IEF Gel pl: 3-10 %
Gel-MalRe: 8cm *8 cm * 1 mm
Gel Typ: 12 well
Gerateparameter:
Xcell Surd_ock™ Mini-Cell Spannung: 100 V 1 h (konstant)

200 V 1 h (konstant)

500 V 1 h (konstant)
Stromstérke Anfang: 5 mA
Stromstarke Ende: 6 mA
Dauer: 3 h

Durchfiihrung:

= Gel-Kassette aus der Verpackung entnehmen, Klakestrauf der Gel-Unterseite
entfernen, Kamm herausziehen

— Gel-Kassette entsprechend der N&®WPAGE™ Anleitung in  der
Elektrophoresekammer platzieren

= mittlere Elektroden-Kammer mit Kathodenpuffer bédiil(ca. 200 mL)

= auliere Elektroden-Kammer mit Anodenpuffer befu{tsmn 600 mL)

= Proteinlésungen mittels HPLC-Spritze oder Pipetie®elloader-Tips in die Wells
geben (je 5—-20 pL)

= Elektrophoresekammer schlieRen

= den Lauf nach 3 h beenden
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Zusammensetzung der IEF Markers pH 3 - 7:

pH 3 -7
Myoglobin 6,9
Carbonic anhydrase| jwssss 6,0
B-Lactoglobulin 53

=
Trypsin Inhibitor — 4,5
Glucose Oxidase 4,2
Amyloglucoxidase 3.5

Novex®

Bild 8.2: IEF-Marker: SERVA Liquid
Mix 3 -7

8.1.8 Zweidimensionale (2D)-Elektrophorese
nach @®Racet al. (1988)

Durchfuhrung:

= |IEF analog 8.1.7 durchfihren

= einen Well-Streifen der IEF aus dem Gel ausschneide

= Gelstreifen in ein Pyrexglas tUberfihren und mit b Rrobenpuffer (siehe 8.1.6)
versetzen

= 3 min bei 90 °C reduzieren

= Gelstreifen auf 2D-Well SDS-PAGE Gel auflegen

= elektrophoretische Trennung analog 8.1.6 durchfiihre
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8.1.9 Semidry-blotting auf NC-Membranen

modifiziert nach KHSE-ANDERSEN1984)

verwendete Losungen:

Anodenpuffer | 18,15 g Tris
pH 10,4 0,05 g NaN;
0,3 M Tris 100 mL Ethanol (96 %ig)

mit bidest. Wasser ad 500 mL
Anodenpuffer Il 1,52 g Tris
pH 10,4 0,05g NaN;
0,025 M Tris 100 mL Ethanol (96 %ig)

mit bidest. Wasser ad 500 mL
Kathodenpuffer 2,6 g 6-Aminohexansaure (EACA)
pH 7,6 0,05g SDS
0,04 M EACA 0,05 g NaN;

100 mL Ethanol (96 %ig)
mit bidest. Wasser ad 500 mL

Durchfuhrung:

= die Blotmembran entsprechend der Grol3e der Geéelatachneiden

= Graphitkathode mit bidest. Wasser anfeuchten

= 4 Lagen Haushaltstiicher mit Kathodenpuffer trankash auf die Kathode legen
= aus der Gel-Kassette entnommenes Gel auf die bldaeshaltstiicher legen

= Blotmembran in Anodenpuffer Il trAnken und luftldagei auf das Gel legen
= Bereiche an denen kein Transfer erfolgen soll mih$toffstreifen abdecken

= 2 Lagen Haushaltstiicher mit Anodenpuffer Il trankad auf Blotmembran legen
= 4 Lagen Haushaltstiicher mit Anodenpuffer | trankied auf den Stapel legen
= Luftblasen aus dem Stapel rollen

= mit bidest. Wasser angefeuchtete Graphitanodegaifle

= Semidry-Blot unter den folgenden Bedingungen duirierén:

SDS-Gel: IEF-Gel:
30 Volt 15 Volt

0.8 mA/cnft 0.25 mA/cm
80 min 130 min

= NC-Membran bei RT trocknen lassen
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8.1.10 Immunfarbung auf NC-Membran

Die immunochemische Detektion erfolgt unter Anwemgldes Verstarkersystems nach
VIETHS et al. (1992b). Die Blockierung der Membran erfolgach $HUTTE et al.
(2005)

verwendete Losungen:

Blockier-/Wasch-Ldsung/ 6,06 g Tris
Inkubationspuffer 8,77 g NaCl
5mL Tween 20
mit bidest. Wasser ad 1 L

Anti Human IgE 25uL  Anti Human IgE
vom Kaninchen mit Inkubationspuffer ad 100 mL
Anti Kaninchen IgG 16,7uL  Anti Kaninchen IgG
biotinyliert mit Inkubationspuffer ad 100 mL
von der Ziege
Streptavidin-HRP 5uL Streptavidin-HRP

mit Inkubationspuffer ad 100 mL
Umpufferungslésung 121,2 mg Tris
(pH 6,0) 80 mL bidest. Wasser

auf pH 6,0 einstellen
mit bidest. Wasser ad 100 mL

Farbeldsung | 24 mg TMB

(vor Gebrauch frisch 80 mg DONS

ansetzen) mit Ethanol (96 %ig) ad 10 mL
Farbeldosung Il (pH 5,0) 0,94 g Citronensaure

1,82 g NaHPQ, + H,O
80 mL bidest. Wasser
auf pH 5,0 einstellen
mit bidest. Wasser ad 100 mL

Farbeldsungs-Gemisch 10 mL Farbelésung |
30 mL Farbeldsung Il
20 }lL H202
Durchflhrung:

= alle Behandlungsschritte erfolgen unter stetigelmi8eln auf einer Schuittelbank

= die NC-Membran (siehe 8.1.9) muss von den verwemddtbsungen immer
vollstandig benetzt sein

= 2 X 20 min mit 15 mL (bzw. 1,5 mL pro Blotstreifed,04 cm x 8 cm)
Blockierlésung behandeln

Inkubation mit Patientenseren:

= Uber Nacht mit Patientenserum (1:5 in Inkubatioffgpuinkubieren
= 3 x 5 min mit Waschpuffer behandeln

= 1 h mit Anti Human IgE inkubieren

= 3 x 5 min mit Waschpuffer behandeln
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Inkubation mit Kaninchen-Antiseren:

= Uber Nacht mit Antikérpern (anti Ovalbumin 1:80000 Inkubationspuffer)
inkubieren
= 3 x 5 min mit Waschpuffer behandeln

Weitere Durchftihrung fur beide Inkubationsmethoden:

= 1 h mit Anti Kanichen IgG inkubieren

= 3 x 5 min mit Waschpuffer behandeln

= 20 min mit Streptavidin-HRP inkubieren

= 3 x 5 min mit Waschpuffer behandeln

= 1 min mit Umpufferungslésung konditionieren

= bis zur gewiinschten Farbung mit Farbeldsungs-Génhisbandeln
= 15 min mit bidest. Wasser sptilen

8.1.11 Silberfarbung

nach HEUKESHOVEN& DERNICK (1986)

verwendete Losungen:

Fixierldsung 15 mL Ethanol (96 %ig)
5mL Eisessig
mit bidest. Wasser ad 50 mL
vor Gebrauch frisch ansetzen

Inkubationslésung 15 mL Ethanol (96 %ig)
4,3 g Natriumacetat
mit bidest. Wasser ad 50 mL
direkt vor dem Gebrauch:
0,19 NaS0;:5HO0
300puL Glutardialdehyd (25 %ig)
mit Inkubationslésung ad 50 mL

Versilberungsldésung 0,19 AgNO;
mit bidest. Wasser ad 50 mL
direkt vor dem Gebrauch:
10uL Formaldehydlésung (37 %ig)

Entwicklungslésung 1,25g NaCO;
(pH 11,8) 40 mL bidest. Wasser
auf pH 11,8 einstellen
mit bidest. Wasser ad 50 mL

Stoppl6ésung 1,86 g Titriplex Il
mit bidest. Wasser ad 100 mL

Durchfuhrung:

= alle Behandlungsschritte erfolgen unter stetigetmifeln auf einer Schittelbank
= das Gel muss von den verwendeten Losungen immistamdig benetzt sein

= mind. 30 min mit Fixierldsung behandeln

= mind. 30 min (oder tber Nacht) mit Inkubationsléglnehandeln

= 5 x 5 min mit bidest. Wasser waschen

= 20 min mit Versilberungslésung behandeln
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= 1 min mit bidest. Wasser waschen

= 1 min mit wenig Entwicklungslésung schwenken
= bis zur gewiinschten Farbung mit Entwicklungsléseigandeln

= 15 min mit Stopplésung behandeln
= 2 X mit bidest. Wasser waschen

8.1.12 Colloidale Coomassie-Brilliant-Blue (CBB)-Fa

nach NEUHOFFet al. (1988)

verwendete Losungen:

50 mL
3,5mL

Fixierldsung

Farbelésung 0,19
2 mL
10 g

20 mL
Inkubationslésung 25¢

Waschlésung 25 mL

Durchfuhrung:

rbung

Ethanol (96 %ig)
0-Phosphorséaure (85 %ig)
mit bidest. Wasser ad 100 mL

CBB G-250

0-Phosphorséure (85 %ig)
Ammoniumsulfat

Methanol

mit bidest. Wasser ad 100 mL

Ammoniumsulfat
mit bidest. Wasser ad 100 mL

Methanol
mit bidest. Wasser ad 100 mL

= alle Behandlungsschritte erfolgen unter stetigelmi8eln auf einer Schuittelbank
= das Gel muss von den verwendeten Losungen immistamdig benetzt sein

= 5 min mit bidest. Wasser waschen

Uber Nacht mit Farbelésung behandeln

1 min mit Waschlésung waschen
tagsuber mit Fixierlésung behandeln

=
=
=
=
= diese Arbeitsschritte dreimal wiederholen
=

nach LANNE & PANFILOV (2004)

verwendete Losungen:

Fixierldsung 12 g
Inkubationslésung 34 mL
3 mL

179

1 — 3 min mit Inkubationspuffer behandeln

Trichloressigsaure
mit bidest. Wasser ad 100 mL

Methanol

0-Phosphorséaure (85 %ig)
Ammoniumsulfat

mit bidest. Wasser ad 100 mL

zur Reduktion der Hintergrundfarbung mehrfach mésahlosung behandeln
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Durchfuihrung:

= alle Behandlungsschritte erfolgen unter stetigelmi8eln auf einer Schuittelbank
= das Gel muss von den verwendeten Losungen immistamdig benetzt sein

= mind. 3 h mit Fixierlésung behandeln

= 3 x 20 min mit bidest. Wasser waschen

= 1 h mit Inkubationslésung behandeln

= 20 mg Coomassie-Brilliant-Blue G-250 pro 50 mL Liugwugeben

= 3 -4 Tage inkubieren

= mehrfach mit bidest. Wasser waschen

8.1.13 Ponceau-Farbung auf NC-Membran

verwendete Losungen:

Farbelésung 1,0g Ponceaurot
mit 3% Trichloressigsaure ad 50 mL

Entfarbel6sung 1,5mL Eisessig (100 %ig)
mit bidest. Wasser ad 50 mL

Durchfuhrung:

= alle Behandlungsschritte erfolgen unter stetigefmieln auf einer Schittelbank
= die Membran muss von den verwendeten Losungen imalistandig benetzt sein
= Blotmembran ca. 30 min mit Farbelésung behandeln

= Hintergrund mit Entfarbelésung bis zur guten Sielnkieit der Banden entfarben

8.1.14 Gewinnung der Patientenseren

= ca. 50 mL Blut in Serumroéhrchen (je 7,5 mL) abnehme

= mindestens 30 min abkihlen lassen

= 10 Minuten bei 4 °C und 4000 g zentrifugieren

= Uberstehendes, klares Serum (ca. 3 - 4 mL pro Séhuohen) in Vials abfullen
= Seren bei - 80 °C lagern
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8.2  Charakterisierung der Patientenseren

8.2.1 EAST-Bestimmungen

Tabelle 8.1: EAST-Klassen der Patientenseren

Technische Universitat Minchen (Abteilung fur Detofagie und Allergologie)
Seren-Nr. IgE EAST- Seren-Nr. IgE EAST- Seren-Nr. IgE EAST-

[U/mL] Klasse [U/mL] Klasse [U/mL] Klasse
1 <0,35 0 7 <0,35 0 13 <0,35 0
2 <0,35 0 8 <0,35 0 14 10,473 3
3 <0,35 0 9 <0,35 0 15 <0,35 0
4 <0,35 0 10 <0,35 0 16 <0,35 0
5 0,847 2 11 <0,35 0 17 0,981 2
6 <0,35 0 12 <0,35 0 18 39,503 4

Universitatshospital Zurich (Allergiestation, Dermlagische Klinik)
Seren-Nr. IgE EAST- Seren-Nr. IgE EAST- Seren-Nr. IgE EAST-

[U/mL] Klasse [U/mL] Klasse [U/mL] Klasse
19 <0,35 0 30 <0,35 0 41 <0,35 0
20 <0,35 0 31 13,421 3 42 2,517 2
21 <0,35 0 32 <0,35 0 43 <0,35 0
22 <0,35 0 33 <0,35 0 44 <0,35 0
23 <0,35 0 34 <0,35 0 45 <0,35 0
24 <0,35 0 35 <0,35 0 46 <0,35 0
25 <0,35 0 36 6,183 3 47 <0,35 0
26 <0,35 0 37 <0,35 0 48 4,287 3
27 <0,35 0 38 <0,35 0 49 <0,35 0
28 0,537 1 39 0,714 2 50 9,875 3
29 <0,35 0 40 <0,35 0

Macedonio Melloni Hospital Mailand (Abteilung fuABiatrie)
Seren-Nr. IgE EAST- Seren-Nr. IgE EAST- Seren-Nr. IgE EAST-

[U/mL] Klasse [U/mL] Klasse [U/mL] Klasse
51 <0,35 0 62 75,138 4 72 <0,35 0
52 <0,35 0 63 <0,35 0 73 <0,35 0
53 1,580 2 64 <0,35 0 74 <0,35 0
54 <0,35 0 65 <0,35 0 75 <0,35 0
55 <0,35 0 66 <0,35 0 76 <0,35 0
56 4,881 3 67 3,419 2 77 0,375 1
57 <0,35 0 68 <0,35 0 78 <0,35 0
58 <0,35 0 69 <0,35 0 79 <0,35 0
59 9,602 3 70 <0,35 0 80 <0,35 0
60 3,003 2 71 <0,35 0 81 <0,35 0
61 <0,35 0

Universitat Wien (Abteilung fur Padiatrie und JuiterMedizin)
Seren-Nr. IgE EAST- Seren-Nr. IgE EAST- Seren-Nr. IgE EAST-

[U/mL] Klasse [U/mL] Klasse [U/mL] Klasse
82 <0,35 0 87 <0,35 0 92 17,028 3
83 <0,35 0 88 <0,35 0 93 0,470 1
84 0,436 1 89 <0,35 0 94 0,603 1
85 <0,35 0 90 12,538 3 95 3,415 2
86 10,583 3 91 <0,35 0
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8.2.2 Einzelserenbestimmungen
Immunfarbung Silberfarbung
GM [kDa]] P | N pool|GM [kDa] CA|OA OM|LY
200 200
116,3 116,3
97,4 97,4
-
66,3 66,3 =
55,4 55,4 e
[
36,5 36,5 & '
31,0 31,0 =
215 215
14,4 . 14,4 -
6,0 6,0
3,5 35 mm
2,5 2,5
Bild 8.3: Immunoblot des Serenpools und
Silberfarbung von Standardproteinen
8.3  Proteinextraktionen
8.3.1 Quantifizierung des Proteingehaltes der Extra  kte
Tabelle 8.2a: Proteinextraktionen, Bestimmung nBRADFORD(1976)
Nr. Einwaage  Protein- Protein- Gesamt- Gesamt- MW CVv
Vollei gehaltl1 gehalt2 proteingehalt proteingehalt  [mg/g] [%0]
9] [mg/L] [mg/L] [mg/L] [mg/g]
1 2,56 2914,4 208,8 3123,2 30,50 30,68 1,31
2,60 2985,7 183,6 3169,3 30,47
2,57 3029,9 176,2 3206,1 31,19
2 2,57 2465,9 259,9 2725,8 26,52 26,45 3,74
2,54 2515,5 268,3 2783,8 27,40
2,57 2349,4 264,1 2613,5 25,42
3 2,58 2856,3 173,0 3029,3 29,35 29,41 1,76
2,57 2813,1 160,2 2973,3 28,92
2,59 29547 148,7 31034 29,96
4 2,57 5837,7 331,0 6168,7 60,01 60,96 1,67
2,55 5857,6 347,4 6205,0 60,83
2,54 5948,9 354,0 6302,9 62,04
5 2,59 2367,4 255,2 2622,6 25,31 25,65 1,35
2,53 2339,9 254,4 2594,3 25,64
2,56 24140 249,1 2663,1 26,01
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Tabelle 8.2b: Proteinextraktionen, Bestimmung nBRADFORD(1976)

Nr. Einwaage Protein- Protein- Gesamt- Gesamt- MW CVv
Vollei gehalt 1 gehalt2  proteingehalt proteingehalt  [mg/g] [%]
[d] [mg/L] [mg/L] [mg/L] [mg/g]
6 2,55 2869,4 177,7 3047,1 29,87 29,76 0,55
2,56 2874,2 180,9 3055,1 29,83
2,56 2843,1 185,3 3028,4 29,57
7 2,57 42252 41,10 40,42 2,12
2,55 -- -- 4150,6 40,69
2,55 4024,5 39,46

Ein mittels der Methode nachRBDFORD (1976) bestimmter Blindwert der 8 M
Harnstofflosung betragt im Mittel 19,85 mg/L (Eihzerte einer Doppelbestimmung:
19,38 mg/L, 20,32 mg/L).

Fir die Proteinbestimmung nach § 64 LFBG, ASU NRG.00-7 in der Fassung vom
26. April 2006wurden in einer Dreifachbestimmung jeweils 4 mL Hentrolllésung
(mit 2,57 g Vollei pro 25 mL bidest. Wasser) untetg. Ein Untersuchungsansatz wies
somit einen Proteingehalt von 0,4112 g auf. Eslergaich folgende Messwerte:

Tabelle 8.3: Proteinbestimmung nach § 64 LFBG, ABLL 06.00-7

Verbrauch der HCI-MaR3ldsung Proteingehalt [mg/g] MW [mg/g] CV [%]

(0,2 M) [mL]
Blindversuch 0 0 0 1
0 0
0 0
Hauptversuch 5,2 110,71 110,71 1,92
51 108,59
5,3 112,84

Die Berechnung der Proteingehalte erfolgte nacimebB.1 (siehe 8.1.3)

8.3.2 Quantifizierung des relativen allergenen Pote  nzials der
Proteinextrakte

Tabelle 8.4a: EAST-Inhibition der Proteinextrakte

Kontrolle bidest. Wasser 0,15 M NaCl- 0,2 M Tween 20-
LOsung L6sung
Konzentration oD Inhibi- oD Inhibi- oD Inhibi- oD Inhibi-
[pg/mL] [Ski] tion [%] [Ski] tion[%] [Skt] tion [%] [Skt]  tion [%]
4225,2 0,070 94,81 0,112 90,40 0,114 90,19 0,109 90,72
422,52 0,143 87,15 0,134 88,10 0,130 88,51 0,106 91,03
42,252 0,114 90,19 0,138 87,68 0,132 88,31 0,117 89,88
4,2252 0,228 78,24 0,200 81,07 0,178 83,48 0,177 83,59
0,4225 0,456 54,33 0,409 59,26 0,414 58,73 0,488 50,97
0,0423 0,910 6,71 0,926 5,034 0,887 9,12 0,817 16,46

0,0042 0,932 440 0948 2,73 0,971 0,31 0,869 11,01
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Tabelle 8.4b: EAST-Inhibition der Proteinextrakte

8M PBS-Puffer 0,1 M Acetat-
Harnstofflésung puffer pH 3,8
Konzentration oD Inhibi- oD Inhibi- oD Inhibi- oD
[ug/mL] [Ski] tion [%] [Skt] tion[%] [Skt] tion [%] [Ski]
4225,2 0,076 94,18 0,117 89,88 0,124 89,15 BL 0,057
422,52 0,121 89,46 0,120 89,56 0,118 89,77 0,065
42,252 0,258 75,09 0,134 88,10 0,122 89,36 NSB 0,021
4,2252 0,827 1542 0,178 83,48 0,212 79,92 0,020
0,4225 0,882 9,65 0,469 52,96 0,441 55,90 BO 1,000
0,0423 0,897 8,08 0,865 11,43 0,928 4,82 0,948
0,0042 0,924 5,24 0,901 7,66 0,935 4,09 Bu 1,175
1,203

Die Berechnung der Inhibitionen erfolgte nach Fdr&2 (siehe 8.1.5)

8.4

Fertigprodukte

Technologisch verandertes Vollei zum Einsatz in

Tabelle 8.5: EAST-Inhibition der Prozessstufen\dalfeies zum Einsatz in Fertigprodukten

Prozessstufe 1

Prozessstufe 2

Prozessstufe 3

Prozessstufe 4

Konzentration oD Inhibi- oD Inhibi- oD Inhibi- oD Inhibi-
[ng/mL] [Skt] tion[%] [Skt] tion[%] [Skt] tion [%] [Skt] tion [%]
4647,16 1,757 90,13 1,788 88,75 1,699 92,71 1,619 96,27
464,716 1,880 84,66 1,891 84,17 1,737 91,02 1,775 89,33
46,4716 1,953 81,41 1,992 79,68 1,988 79,86 2,006 79,06
4,64716 2,208 70,08 2,483 57,85 2541 55,27 2,680 49,09
0,464716 3,148 28,28 3,227 24,77 3,367 18,54 3,367 18,54

0,0464716 3,438 15,38 3,338 19,83 3,574 9,34 3,550 10,40
0,00464716 3,650 10,40 3,449 1490 3,658 5,60 3,683 4,49
Prozessstufe 5 Prozessstufe 6 Prozessstufe 7 Pseztife 8

Konzentration oD Inhibi- oD Inhibi- oD Inhibi- oD Inhibi-
[ng/mL] [Skt] tion[%] [Skt] tion[%] [Skt] tion [%] [Skt] tion [%]
4647,16 1,896 8395 1,798 88,31 1,934 82,26 3,273 22,72
464,716 2,349 63,81 2,431 60,16 2,567 54,11 3,311 21,03
46,4716 3,016 34,15 3,198 26,06 3,197 26,10 3,507 12,32
4,64716 3,382 17,87 3,449 1490 3,449 14,90 3,583 8,94
0,464716 3,467 14,10 3,583 8,94 3,599 8,23 3,688 4,25
0,0464716 3,657 5,65 3,693 4,05 3,688 4,27 3,691 4,14

Prozessstufe 9

Konzentration oD Inhibi- oD oD
[pug/mL] [Skt] tion [%] [Ski] [Ski]
4647,16 3,286 22,14 BL 0,169 BO 3,796
464,716 3,449 14,90 0,173 3,772
46,4716 3,628 11,38 NSB 1,562 Bu 3,810
4,64716 3,574 9,34 1,508 3,849
0,464716 3,629 6,89
0,0464716 3,663 5,82

Die Berechnung der Inhibitionen erfolgte nach Fdré2 (siehe 8.1.5)
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8.5  Technologisch verandertes Volleipulver als Addi tiv in
Brat zur Herstellung von Brihwdrsten

Tabelle 8.6: EAST-Inhibition der Prozessstufen\daleipulvers als Additiv in Brat

Prozessstufe 0 Prozessstufe 1

Konzentration oD Inhibi- Konzentration oD Inhibi-

[pg/mL] [Skt] tion [%] [pg/mL] [Ski]  tion [%]
3922,9 1,773 81,49 7690,72 2,226 0,11
392,29 1,769 81,76 769,072 2,184 2,03
39,229 1,924 72,45 76,9072 2,190 1,76
3,9229 2,071 63,67 7,69072 2,200 1,30
0,39229 2,563 34,20 0,769072 2,225 0,16
0,039229 3,064 4,16 0,0769072 2,197 1,44
0,0039229 3,053 4,82 0,00769072 2,227 0,07
Prozessstufe 2 Prozessstufe 3 Prozessstufe 4 Pssztufe 5

Konzentration oD Inhibi- oD Inhibi- oD Inhibi- oD Inhibi-

[pg/mL] [Ski] tion[%] [Skt] tion[%] [Skt] tion [%] [Skt]  tion [%]
7817,5 1,823 7853 1951 70,83 1,539 31,44 1,628 27,38
781,75 1,945 71,19 2,013 67,15 1,571 29,98 1,706 23,83
78,175 2,428 42,29 2966 10,06 1,607 28,34 1,855 17,03
7,8175 2,895 14,32 3,131 0,18 1,898 15,07 1,994 10,69
0,78175 3,066 4,07 3,118 0,96 2,110 5,40 2,089 6,36
0,078175 3,133 0,06 3,130 0,24 2,184 2,03 2,170 2,67

0,0078175 3,133 0,03 3,131 0,15 2,110 5,40 2,193 1,62

Prozessstufe 6 Prozessstufe 7 Prozessstufe 8 Prozessstufe 9

Konzentration oD Inhibi- oD Inhibi- oD Inhibi- oD Inhibi-
[pg/mL] [Ski] tion[%] [Skt] tion[%] [Skt] tion [%] [Skt]  tion [%]
7817,5 1,822 1854 1,882 74,96 2,061 64,27 1,699 24,15
781,75 1,868 16,44 2,179 57,17 2,365 46,06 1,741 22,23
78,175 2,022 942 2,757 2258 2,817 18,96 1,804 19,36
7,8175 2,100 5,86 3,099 2,07 3,102 1,89 2,137 4,17
0,78175 2,150 3,58 3,118 0,93 3,132 0,12 2,120 4,95
0,078175 2,200 1,30 3,131 0,18 3,131 0,18 2,171 2,62

0,0078175 2,223 0,25 3,124 0,57 3,131 0,15 2,158 3,21

Prozessstufe 10 Prozessstufe 11

Konzentration oD Inhibi- oD Inhibi- oD oD

[ug/mL] [Skt] tion [%] [Skt] tion [%] [Ski] [Ski]
7817,5 2,797 17,06 2,822 15,555 BL 0,169 BO 3,149
781,75 2,878 12,06 2,912 9,95 0,198 3,118
78,175 2,939 8,28 2,957 7,20 NSB 1,469 Bu 3,563
7,8175 2992 504 3,054 1,17 1,459 3,611
0,78175 3,070 0,22 3,049 1,51

0,078175 3,072 0,09 3,069 0,28

0,0078175 3,0/3 0,03 3,069 0,25

Die Berechnung der Inhibitionen erfolgte nach Fdr&2 (siehe 8.1.5)
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8.6 Chemikalien, Gerate, Verbrauchsmittel, Zubehor

8.6.1 Chemikalien

Tabelle 8.7a: Verwendete Chemikalien

Chemikalie Hersteller Sicherheitshinweise

2-(N-Morpholino)ethansulfon-  Invitrogen

saure

3,3,5,5 -Tetramethylbenzidin Fluka

6-Aminohexansaure Merck

Ammoniumsulfat Merck

Anti Human IgE (Kaninchen) Dako

Anti Kaninchen IgG (Ziege) Dako

Borsaure Merck

Bromcyan Merck T+, N R26/27/28-34-50
S9-15-26-28.1-36/37/39-45-61

Citronensaure Merck Xi R36 S26

Coomassie Brilliant Blue G 250  Serva

di-Natriumhydrogenphosphat Merck

Dioctylnatriumsulphosuccinat Fluka

EAST-Testkit ,Spez. IgE ELISAAllergopharma

TR (RV)*

Eisessig Merck C R10-35 S23.2-26-45

Ethanol 96 % Merck FR11 S7-16

Ethanolamin Merck C R20/21/22-34 S26-36/37/39-45

Ethylendiamintetraessigsaure Merck Xi R36-52/53 S61

Formaldehyd 37 % Merck T R20/21/22-36/37/ 38-39/23/24/25-40-43
S26-36/37-45-51

Glutardialdehyd 25 % Merck

Glycerin Merck

Harnstoff Merck

IEF-Anodenpuffer Invitrogen

IEF-Kathodenpuffer; pH 3 - 7 Invitrogen

Kaliumchlorid Merck

Kalium-di-Hydrogenphosphat Merck

Kartoffelprotein Eigene Herstellung

Lysin Freie Base Merck

Magnesiumchlorid Merck

MES SDS Running Buffer Invitrogen

Methanol Merck F, T R11-23/24/25-39/23/24/25
S7-16-36/37-45

Methylenblau Merck Xn R22

Methylrot Merck

MG-Marker (2,5-200 kDa) Invitrogen

Natriumacetat Merck

Natriumazid Merck T+, N R28-32-50/53 S28.1-45-60-61

Natriumchlorid Merck

Natrium-di-Hydrogenphosphat- Merck

Monohydrat

Natriumdodecylsulfat Serva F, Xn R11-21/22-36/37/38 S26-36/37

Natriumhydrogencarbonat Merck

Natriumhydroxid Merck C R35 S26-36/37/39-45

Natriumhydroxid 1 M Merck C R34 S26-36/37/39-45

Natriumthiosulfat-pentahydrat Merck
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Tabelle 8.7b: Verwendete Chemikalien

Chemikalie Hersteller Sicherheitshinweise
ortho-Phosphorsaure 85 % Merck C R34 S26-36/37/39-45
pl-Marker (pl 3 -7) Serva

p-Nitrophenylphosphat Sigma

Ponceaurot Sigma

Rinderserumalbumin Dako

Salzsaure 1 M Merck Xi R36/37/38 S26

Salzsaure 4 M Merck Xi R36/37/38 S26

Silbernitrat Merck C, NR34-50/53 S26-45-60-61
Streptavidin- Dako

Meerrettichperoxidase

Trichloressigsaure Merck C, NR35-50/53 S26-36/37/39-45-60-61
Tris-Hydroxymethyl- J.P. Baker Xi R36/38

Aminomethan

Tris-Hydroxymethyl- J.P. Baker Xi R36/37/38 6-35-36/37-46
Aminomethan-Base

Tween 20 Serva

Wasserstoffperoxid 30 % Merck Xn R22-41 S26-39

8.6.2 Gerate

Tabelle 8.8: Verwendete Gerate

Gerat

Modell

Hersteller

Blot-Einheit

Destillationsapparatur
Elektrophorese-Kammer
ELISA-Plattenreader

Gefriertrocknungsanlage

Kolbenhubpipetten

Kihlschrank
Kihltruhe (-20 °C)
Kihltruhe (-80 °C)
Magnetrihrer

pH-Elektrode
pH-Meter
Schittler
Stepper

Thermostat
Vortex

Waage (fein)
Waage (grob)
Wasserbad
Wasserstrahlpumpe
Zentrifuge

Multiphor lINova Blot
2117-250
Vapodest 12

EI-9001-Xcell Il Mini Cell

Microplate Reader
Gamma A Beta 1-16

0,5-5uL
10-20 L
100 — 200 pL
100 - 1000 pL
200 pL (12-Kanal)
k.A.
k.A.
KLS 3085-1
k.A

H 6160

CG 801

Typ 3016
Multipette Plus

MGW Lauda RMT 6
Reax Top

1202 MP
1602 004
FS 2

k.A.
3K15

Pharmacia (Uppsala, Schweden)

Gerhardt (B@wytschland)

Mex (San Diego, CA. USA)

MRX Dynex Aredogies
(Frankfurt, Deutschland)

Christdf@de, Deutschland)

Christ (Osterode, Deutschland)
Eppendorf (Hamburg,
Deutschland)

k.A.
k.A.
Kryotec (Hamburg, Bszhland)
Heidolph (Schwabach,
Deutschland)
Schott (Mainz, Deutschland)
Schott (Mainz, Deutschland)
GFL (Hannover, Deutschland)
Eppendorf (Hamburg,
Deutschland)
Lauda (Lauda-Kdnigshpfen
Deutschland)
Heidolph (Schwabach,
Deutschland)
Sartorius (G6éttingen, Deutsoti)
Sartorius (Géttingen, Deldsch
Haake (Karlsruhe, Deutschland)
Brand (Wertheim, Deutschland
Sigma (Osterode, Deutschland)
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8.6.3 Verbrauchsmittel und Zubehor

Tabelle 8.9: Verwendete Verbrauchsmittel und Ztibeh

Verbrauchsmittel bzw. Zubehor Modell/Ausfihrung Hersteller
Blotmembranen Nitrocellulose. Opn Schleicher & Schill (Dassel,
Deutschland)

Extraktionsréhrchen 50 mL Nunc (Roskilde, Danemark)

Farbe-Kunststoffschalen 8 Kammern Bio Rad (Herkulas USA)

Filterpapier (Cellulose) Faltenfilter 110 mm Schleicher & Schill (Dassel,
Rundfilter 6 mm Deutschland)

Haushaltstlicher Vileda (Weinheim, Deutschland)

IEF-Gele NuPAGE IEF 3-7, 1 mm, Invitrogen (San Diego. CA. USA)
12 well

Mikrotiterplatten Minisorb, 96 Kavitaten Nunc (Rasle, Danemark)

Pipettenspitzen Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Probengefalie Glas 4 mL Eppendorf (Hamburg, Delatsdh

Reaktionsgefalie Safe Lock. 2 mL Eppendorf (Hamtdegitschland)

SDS-PAGE-Gele NuPAGE 4-12 % Bisis, Invitrogen (San Diego. CA. USA)

1 mm, 12 & 2D well







9 Literatur

A

AABIN B, POULSEN LK, EBBEH@JK, N@RGARD A, FR@KIAER H, BINDSLEV-JENSENC,
BARKHOLT V (1996) Identification of IgE-binding egg white qteins:
comparison of results obtained by different methéusArch Allergy Immunol
109:50-57

AALBERSEE RC (2000) Structural biology of allergend,Allergy Clin Immunoll06:
228-238

AIGNER A, NEUMANN S (1997) Immunchemie, 1. Auflage, Gustav Fischer atgrl
Stuttgart, Jena, Berlin

ALESSANDRIC, CALVANI M JR, ROSENGARTENL, MADELLA C (2005) Anaphylaxis to
quail eggAllergy 60: 128-133

ALLERGOPHARMA (2005)Allergopharma Spez. IgE TR (RV), Enzymimmunoassay z
quantitativen Bestimmung von allergenspezifischgkih Serum oder Plasma,
Mikrotiterversion fur 100 Tests, Joachim Ganzer K3;21465 Reinbek,
Germany

AMERSHAM BIOSCIENCES (1997) Automated silver and coomassie staining of
polyacrylamide gelsProtocol Guide 80-6343-34

ANET J,BAck JF,BAKER RS,BARNETT D, BURLEY RW, HOWDEN EH (1985) Allergens
in the white and yolk of hen's egg. A study of Igieding by egg proteindnt
Arch Aller A Imm77: 364-371

AsTwooDJD, LEACH JN, FucHsS RL (1996)Stability of food allergens to digestion in
vitro, Nat Biotechnoll4: 1269-1273

AULEPP H, VIETHS S (1992) Probleme der Nahrungsmittelallergigtsch Lebensm
Rundscl88: 171-179

B

BARKHOLT V, BESLERM, SamPsON HA (2000) Hen's egg whiteS@allus domesticys
Internet Symposium on Food Allergehsl-29

BAXENDALE W, COURTENAY JS, PHILLIPS AW, ZoLA H (1971) Some properties of
pigeon and other avian serum proteins,J Biochen®: 419



102 9 Literatur

BEARDEN JC JR (1977) Quantitation of submicrogram quantitiespobtein by an
improved protein-dye binding assd&ipchim Biophys Act&33: 525-529

BERNHISEL-BROADBENT J, DINTzIS HM, DINTzIS RZ (1994) Allergenicity and
antigenicity of chicken egg Ovomucoid (Gal d IlIprapared with Ovalbumin
(Gal d 1) in children with egg allergy and in mickeAllergy Clin ImmunoB3:
1047-1059

BERKELMANN T, STENSTEDT T (1998) 2-D Electrophoresis using immobilized pH
gradients. Principles and methods, Amersham PhaanBaatech Inc, Sweden

BESLER M, PETERSEN A, STEINHART H, PASCHKE A (1999) Identification of IgE-
binding peptides derived from chemical and enzyeneavage of ovomucoid
(Gal d 1),Internet Symposium on Food Allergdnsl-12

BESLERM, STEINHART H, PASCHKE A (2000) Allergens of animal origin. Stability and
allergenicity of processed foodmiternet Symposium on Food Allergebs
171-184

BIER M, TERMINIELLO L, DUKE JA, GiBBS RJ, NORD FF (1953) Investigations on
proteins and polymers. X. Composition and fractimmaof ovomucoidArch
Biochem Biophy47: 465-473

BiscHOFFSC, MANNS MP (1996) The scientific basis for food allergy, Medizinische
Klinik (Munich, Germanyp1: 389-395

BisCHOFFSC,MANNS MP (2001)Food allergiesDer Internist42: 1108-1117

BJORKSTEN L, HALMEPURO L, HANNUKSELA M, LAHTI A (1980) Extraction and
properties of apple allergemsllergy 35: 671-677

BonowmI F, IAMETTI S, CASTAGNA C, DALL'AGLIO GF, ROVERE PP (1999) Proteolysis
of bovine beta-lactoglobulin and chicken egg ovalbuduring treatment at
high pressure, Proceedings of the Internationalf€ence, Heidelberg, 289-
292

BRADFORD MM (1976) A rapid and sensitive method for the quantificatioh
microgram quantities of protein utilizing the priple of protein-dye binding,
Anal Biochenv2: 248-254

BRIDGMAN PW (1914)The coagulation of aloumen by pressur&iol Cheml9: 511-
512

BRUIINZEEL-KOOMEN C, ORTOLANI C, AAS K, BINDSLEV-JENSEN C, BJORKSTEN B,
WUTHRICH B (1995) Adverse reactions to food (position pap&igrgy 50:
623-635



hor 103

C

CANFIELD R (1963) The amino acid sequence of egg white lysezynBio Chen38:
2698-2707

CAPONI L, MIGLIORINI P (1999) Antibody usage in the lab, Springer VerlBgrlin,
Heidelberg, New York

CESKA M, LUNDKVIST U (1972) A new and simple radioimmunoassay metlodiHe
determination of IgElmmunochen®: 1021-1030

ComPTON SJ,JoNES CJ (1985) Mechanism of dye response and interferenctne
Bradford protein assaynal Biochenl51: 369-374

CookE SK, RowE BA, EIGENMANN PA, HUANG SK, SAMPSON HA (1996) Allergenic
properties of ovomucoid, the dominant egg prot&iAllergy Clin Immuno®7:
331

CoomBs RRA, GELL PGH (1963) The classification of allergic reactions eriging
disease, Clinical aspects of immunology, Davis|deleiphia

CoomBs RRA, MCLAUGHLAN P (1984)Allergenicity of food proteins and its possible
modifications,Ann Allergy53: 592-596

CRESPOJP,PascuAL C, Burks AW, HELM RM, ESTEBAN MM (1995) Frequency of
food allergy in a pediatric population from Spafediatr Allergy Immunob:
39-43

D

DeaN T (1997) Prevalence of allergic disorders in early childhoBddiatr Allergy
Immunol8: 27-31

DE GROOT J, DE JONGH HHJ (2003) The presence of heat-stable conformers of
ovalbumin affects properties of thermally formed giEgates, Protein
Engineeringl6: 1035-1040

DE MAAT-BLEEKER F, VAN DK AG, BERRENSL (1985) Allergy to egg yolk possibly
induced by a sensitization to bird serum antig&ms, Allergy54: 245-248

DESERTC, GUERIN-DUBIARD C, NAU F, JAN G, VAL F, MALLARD J(2001) Comparison
of different electrophoretic separations of hen etfe proteins,) Agric Food
Chem49: 4553-4561



104 9 Literatur

DESORMEAUXA, BLOCHETJE,PEZOLET M, MARION D (1992)Amino acid sequence of
a non-specific wheat phospholipid transfer protemd its conformation as
revealed by infrared and Raman spectroscopy. Riottisolfide bridges and
phospholipids in the stabilization of the alphabhstructure Biochim Biophys
Actal121:137-152

DeuTscHHF, MORTON JT (1956) Immunochemical properties of heated ovomucoid,
Arch Biochem Biophy&4: 19-25

DJURTOFTR, PETERSENHS, AABIN B, BARKHOLT V (1991) Studies of food allergens:
soybean and egg proteifsjv Exp Med Bio289: 281-293

E

EIGENMANN PA, HUANG SK, Ho DG (1995) Characterization of T-cell clones and cell
lines specific to ovomucoid, Allergy Clin Immuno95: 366-371

ELSAYED S, APoLD J, HOLEN E, VIK H, FLORVAAG E, DYBENDAL T (1991) The
structural requirements of epitopes with IgE bigdoapacity demonstrated by
three major allergens from fish, egg and tree pplsezand J Clin Lab In®1.:
17-31

ELSAYED S, HAMMER ASE, KALVENES MB, FLORVAAG E, ApPOLD J, VIK H (1986)
Antigenic and allergic determinants of ovalbumirPéptide mapping, cleavage
at the methionyl peptide bonds and enzymic hydmslysf native and
carboxymethyl OA|nt Arch Aller A Imn279:101-107

EsTEBAN MM (1992) Adverse food reactions in childhood: Concepportance, and
present problemg, Paediatrics121: S1-S3

F

FERNANDEZ SS,PADILLA AP, MUCCIARELLI S (1999)Protein extraction from Atriplex
lampa leaves: Potential use as forage for animsds for human dietsPlant
Foods for Human Nutritio®4: 251-259

Fu TJ,ABBOTT UR, HATZOS C (2002)Digestibility of food allergens and nonallergenic
proteins in simulated gastric fluid and simulatetéstinal fluid. A comparative
study,J Agric Food Chend0: 7154-7160

G

GALLATI H, PrRACHT L (1985)Peroxidase aus Meerrettich: Kinetische Studien und
Optimierung der Peroxidase-Aktivitatsbestimmung wohiin Substraten 4@
und 3,3",5,5"-Tetramethylbenzidih Clin Chem Clin Biocher®3: 453-460



hor 105

GEHA R (1995)Immunreaktion in Abwesenheit einer Infektion. ianéway C, Travers
P (Hrsg.) Immunologie. Spektrum Akademischer Vetbtaidelberg, 489-538

GORG A, PosTEL W, GUNTHER S (1988) The current status of two-dimensional
electrophoresis with immobilized pH gradieni&gectrophoresi®: 531-546

Gu J, MATSUDA T, NAKAMURA R (1986) Immunochemical identification of the
allergens in egg whitg, Allergy Clin ImmunoV1: 481-486

GUTTMANN A (1996)Capillary sodium dodecyl-sulfate gel electrophasedi proteins,
Electrophoresid7: 1333-1341

H

HANDMAN E, JARVIS HM (1985) Nitrocellulose-based assays for the detection of
glycolipids and other antigens: Mechanism of bigdio nitrocellulose,J
Immunol Mett83: 113-123

HELENIUS A, McCAsSLIN DR, FrIES E, TANFORD C (1979) Properties of detergents,
Methods Enzymd6: 734-749

HENzZGEN M, VIETHS S, REESE|, ERDMANN S, FUCHS T, JAGER L, KLEINE-TEBBE J,
LerPPU, NIGGEMANN B, SALOGA J, VIELUF |, ZUBERBIER T, WERFEL T (2005)
Nahrungsmittelallergien durch immunologische KreaktionenAllergo J14:
48-59

HEUKESHOVEN J, DERNICK R (1986) Neue Ergebnisse zum Mechanismus der
Silberfarbung, Radola BJ (ed.), Elektrophoreseforu86, Eigenverlag
Munchen, 22-27

HIROSEJ, KITABATAKE N, KIMURA A, NARITA H (2004) Recognition of native and/or
thermally induced denatured forms of the major fatldrgen, ovomucoid, by
human IgE and mouse monoclonal IgG antibodBgsci Biotechnol Biochem
68: 2490-2497

HoFFMANN DR (1983)Immunochemical identification of the allergens ggewhite,J
Allergy Clin Immunol71: 481-486

HOFFMANN D, GUENTHER MD (1988) Occupational allergy to avian proteins
presenting as allergy to ingestion of egg ydllllergy Clin ImmunoB1: 484-
488

HOLEN E, ELSAYED S (1990)Characterization of four major allergens of hen-edute
by IEF/SDS-PAGE combined with electrophoretic tfans and IgE-
immunoautoradiographynt Arch Allergy Appl Immund1: 136-141



106 9 Literatur

ILLGNER (2000) Einfluss von hydrostatischem Druck und Temperatuf die
Antigenitat  von  B-Lactoglobulin, Diplomarbeit, Fachhochschule
Weihenstephan

J

JAGER L, WUTHRICH B (2002)Nahrungsmittelallergien und —intoleranzen, 2. Agéa
Urban & Fischer, Minchen, Jena

JANEWAY CA, TRAVERSP (1995) Immunologie, Spektrum Verlag, Heidelberg

JANKIEWICZ A, BALTES W, BOGL KW, DEHNE LI, JAMIN A, HOFFMANN D, HAUSTEIN
D, VIETHS S (1997) Influence of Food Processing on the Immueatbal
Stability of Celery Allergens] Sci Food Agri&Z5: 359-370

JEONG EJ (1998) A study on the allergenicity of egg proteirlan’guk Sikp’'um
Yongyang Hakhoecliil: 228-236

K

KALLWEIT E, FRIES R, KIELWEIN G, SCHOLTYSSEK S (1988) Qualitat tierischer
Nahrungsmittel , 1. Auflage, Verlag Eugen Ulmenttgfart

KAJOSAARIM (1982)Food allergy in Finnish children aged 1 to 6 yeAdtaPaediatr
Scandr1: 815-819

KANNY G, MONERETVAUTRIN DA, FLABBEE J, BEAUDOUIN E, MORISSET M,
THEVENIN F (2001) Population study of food allergy in Frangéllergy Clin
Immunol108: 133-140

KATO |, SCHRODE J, KOHR WJ, LAskowskl M JrR (1987) Chicken Ovomucoid:
determination of its amino sequence, determinadiotihe trypsin reactive site,
and preparation of all three of its domaiBgchemistry-U6: 193-201

KATo Y, OozawA E, MATSUDA T (2001) Decrease in antigenic and allergenic
potentials of ovomucoid by heating in the presesfogheat flour: Dependence
on wheat variety and intermolecular disulfide badgl Agric Food Chend9:
3661-3665

KocH C, JENSENSS,0OsSTERA, HOUEN G (1996)A comparison of the immunogenicity
of the native and denatured forms of a protairMIS104: 115-125



hor 107

KONISHI Y, KURISAKI J, KAMINOGAWA S, YAMAUCHI K (1985) Determination of
antigenicity by radioimmunoassay and of trypsinibitory activities in heat or
enzyme denatured ovomucoldiFood Scb0: 1422-1426

KOVACS-NOLAN J, ZHANG JW, HAYAKAWA S, MINE Y (2000) Immunochemical and
structural analysis of the pepsin-digested egg evlmvomucoid,Int Arch
Allergy Immunol8: 6261-6266

KREFTD, BAUER R, GORLICH R (1995) Nahrungsmittelallergene — Charakteristikd un
Wirkungsweise, de Gruyter, Berlin, New York

KYHSE-ANDERSENJ (1984)Electroblotting of multiple gels: a simple appasatuithout
buffer tank for rapid transfer of proteins from yadtrylamide to nitrocellulose,
J Biochem Biophys Method8: 203-209

L

LAEMMLI UK (1970)Cleavage of structural proteins during assembiynefhead of the
bacteriophage T ature227: 680-685

LANGELAND T (1982a) A clinical and immunological study of ajgrto hen's egg
white. Il. Antigens in hen's egg white studied byrossed
immunoelectrophoresis (CIARMllergy 37: 323-333

LANGELAND T (1982b) A clinical and immunological study of aligrto hen's egg
white. Ill. Allergens in hen's egg white studied IERAllergy 37: 521-530

LANGELAND T (1983) A clinical and immunological study of allgrdo hen's egg
white. VI. Occurrence of protein cross-reactinghwillergens in hen's egg
white as studied in egg white from turkey, duckogm seagull, and in hen egg
yolk, and hen and chicken sera and fleslergy 38: 399-412

LANGELAND T (1985) Allergy to hen's egg white in atopic derrigtiActa Derm
Venereol (Stockh)14:109-112

LANGELAND T, HARBITZ O (1983)A clinical and immunological study of allergy to
hen's egg white. V. Purification and identificatioha major allergen (antigen
22) in hen's egg whitéllergy 38: 131-139

LANNE B, PAaNFILOV O (2004)Protein staining influences the quality of massctpe
obtained by peptide mass fingerprinting after safpam on 2-D gels. A
comparison of staining with Coomassie Brilliant 8land Sypro Rubylournal
of Proteome Researeh 175-179

LEBENSMITTEL- UND FUTTERMITTELGESETZBUCH(LFGB) § 64 i. d. Fassung vom 26.
April 2006, ASU (Amtliche Sammlung von Untersuchawgrfahren), Nr. L
06.00-7, Referenzmethoden Gesamtstickstoffbestingmun



108 9 Literatur

LebucV, DEMEULEMESTERC, POLACK B, GUIZARD C, LE GUERN L, PELTRE G (1999)
Immunochemical detection of egg-white antigens algérgens in meat
productsAllergy 54: 464-472

LEE YH (1992) Food-processing approaches to altering allergeaterpial of milk-
based formula] Pediatr121:47-50

LEHRER SB, HORNER WE, ReEese G (1996) Why are some proteins allergenic?
Implications for biotechnologg€ri Rev Food Sci NutB6: 553-564

LANDESANSTALT FUR LANDWIRTSCHAFT (2005) Agrarmarkte Jahresheft 2005,
Teilauszug: Eier und Schlachtgefligel (http://wwibhyern.de/iem/
agrarmarktpolitik/15911/linkurl_0_11 0_0.pdf)

LICHTENSTEINL (1993)Allergy and the immune systerf8¢ An269: 117-124

M

MARTINEZ A, FERNANDEZ-RIVAS M, MARTINEZ J, PALACIOS R (1997)Improvement of
fruit allergenic extracts for immunoblotting expegnts Allergy 52: 155-161

MATSUDA T, WATANABE K, NAKAMURA R (1982) Immunochemical studies of the
thermal denaturation of ovomucoBliochim Biophys Act@07:121-128

MATSUDA T, WATANABE K, NAKAMURA R (1983) Immunochemical and physical
properties of peptic digested ovomucalddgric Food Chen31: 942-946

MATSUDA T, TSURUTA K, NAKABE Y, NAKAMURA R (1985)Reduction of ovomucoid
immunogenic activity on peptic fragmentation andathdenaturationAgric
Biol Chem49: 2237-2241

MCLAUGHLAN P, ANDERSON KJ, WiDDOWSON EM, CoomBs RRA (1981) Effect of
heat on anaphylactic sensitising capacity of cow#k, goat’s milk, and
various infant formulae fed to guinea pigsch Dis Child56: 165-171

MEANS GE, FEENEY RE (1971) Chemical modification of proteins, CA: Holden-Day,
San Francisco, USA 198-204

MERCK (2006)METHODENBESCHREIBUNG 1.10306. BioquafitProtein (nach Bradford-
Methode), Merck KGaA, 64271 Darmstadt, Germany

MEYERAH, Lebensmittelrecht, Verlag C. H. Beck Miinchen, Stdnd-ebruar 2006
MICcROSOFT(2004) Microsoft Encarta Enzyklopéadie, Microsoftgperation

MINE Y, ZHANG JW (2002) Comparative studies on antigenicity and allergépniof
native and denatured egg white protethdgric Food Chend0: 2679-2683



109

MOLLER M, PASCHKE A, VIELUF D, KAYMA M, VIETHS S, STEINHART H (1997)
Characterization of allergens in kiwi fruit and eleion of cross-reactivity with
allergens of birch pollen and related fruit allexgeFood Agric ImmunoB:
107-121

MOHRING A (2000) Optimierung der Isolierung von Allergenen mittels
Affinitditschromatographie am Beispiel der Mango fgigera indica),
Diplomarbeit

MORISSETM, MONERETVAUTIN DA, KANNY G, GUENARD L, BEAUDOUIN E, FLABBEE
J,HATAHET R (2003) Thresholds of clinical reactivity to milkgg peanut and
sesame in immunoglobulin E-dependent allergiestuatian by double-blind
or single-blind placebo-controlled oral challeng&s Exp Allergy33: 1046-
1051

N

NATALE M, BissoNC, MONTI G, PELTRAN A, GAROFFOLP, VALENTINI S, FABRIS C,
BERTINO E, Coscla A, ConTI A (2004)Cow’s milk allergens identification by
two-dimensional immunoblotting and mass spectroynéfiol Nutr Food Res
48: 363-369

NEUGEBAUERJ (1988) A guide to the properties and uses ofrgetss in biology and
biochemistryCalbiochem Biochemicals

NEUHOFFV, AROLD N, TAUBE D, ERHARDT W (1988) Improved staining of proteins in
polyacrylamide gels including isoelectric focusigels with clear background
at nanogram sensitivity using Coomassie BrillianteBG-250 and R-250,
Electrophoresi®: 255-262

NISBET AD, SAUNDRY RH, MoIR AJG, FOTHERGILL LA, FOTHERGILL JE (1981) The
complete amino-acid sequence of hen ovalbuiim,J Biochemi15: 335-345

NZRGAARD A, BINDSLEV-JENSENC (1992)Egg and milk allergy in adult®\llergy 47:
503-509

O

ORTOLANI C, BRUIINZEEL-KOOMEN C, BENGTSSON U, BINDSLEV-JENSEN C,
BJORKSTENB, H@STA, ISPANOM, JARISH R, MADSEN C, NEKAM K, PAGANELLI
R, POULSEN LK, WUTHRICH B (1999) Controversial aspects of adverse
reactions to food (position papefllergy 54: 27-45



110 9 Literatur

P

PASTORELLO EA, TRAMBAIOLI C (2001)Isolation of food allergens] Chromatogr B
756:71-84

PENG HJ, CHANG ZN, Tsal LC, SuU SN, SHEN HD, CHANG, CH (1998) Heat
denaturation of egg-white proteins abrogates theation of oral tolerance of
specific Th2 immune response in mi&and J Immunel8: 491-496

PERLMANN G (1952) Enzymatic dephosphorylation of ovalbumin atekalbumin,J
Gen PhysioB5: 711-726

PIERCE J, SUELTER CH (1977) An evaluation of the Coomassie brilliantebl@-250
dye-binding method for quantitative protein deteration, Anal BiochenB1.:
478-480

R

ReEaD SM, NORTHCOTE DH (1981) Minimization of variation in the response to
different proteins of the Coomassie Blue G dye inigdissay for proteirinal
Biochem116: 53-64

RHODES MB, BENNETT N, FEENEY RE (1960) Trypsin and chymotrypsin inhibitors
from avian egg whites) Biol Chen235: 1686-1693

RICHARDS MP, HUANG TL (1997) Metalloprotein analysis by capillary isoelectric
focusing,J Chromatogr B Biomed Sci Apg®0: 43-54

RING J (1988) Klinik und Einteilung allergischer Erkrankungen.: iAngewandte
Allergologie, Medizin Verlag GmbH, Minchen

RoiTT IM, BROSTOFFJ, MALE DK (1995) Immunology, 3. Auflage, Georg Thieme
Verlag, Stuttgart, New York

S

SamMPsON HA (1991) Immunologic mechanism in adverse reactioos fdods,
Immunology and Allergy Clinics of North Amerita: 701-716

SCHAFER T, BREUER K (2003) Epidemiology of food allergiesDer Hautarzt;
Zeitschrift fir Dermatologie, Venerologie und vensée Gebiet®4: 112-120

SCHEIBENZUBER M (2002) Molekulare wund Klinische Auswirkungen einer
Hochdruckbehandlung von allergenen Lebensmittelasédtation, Technische
Universitat Minchen



111

SCHMIDT F, SCHMID M, JUNGBLUT PR, MATTOW J, FACIUS A, PLEISSNERKP (2003)
Iterative data analysis is the key for exhaustivalysis of peptide mass
fingerprints from proteins separated by two-dimenal electrophoresig, Am
Soc Mass Spectrofd: 943-956

SCHOBERL H (1999) Physikalisch-chemische und strukturelle Auswirkuamer
hydrostatischen Hochdruckbehandlung auf LebendmittBissertation,
Technische Universitat Minchen

SCHORMULLER J (1968) Handbuch der Lebensmittelchemie, Band.Ikil, Tierische
Lebensmittel, Eier, Fleisch, Fisch, Buttermilch, riSger Verlag, Berlin,
Heidelberg, New York

SCHUTTE L, GREMMEL S, STEINHART H, PAascHKE A (2005) Comparison and
optimisation of blocking and incubation systemsneestigate milk allergens,
macromolecules and their degradation products iod fe physiological,
analytical and technical aspecBroceedings of the International Conference
Euro Food Chem XlJ/IHamburg, Germany, 31 23" Sept.,1: 142-145

SEDMAK JJ,GROSSBERGSE (1977) A rapid, sensitive, and versatile assaypfatein
using Coomassie brilliant blue G258nal Biochenv9: 544-552

Soucl SW, FACHMANN W, KRAUT H (1991) Lebensmitteltabellen fur die Praxis;
herausgegeben von der Deutschen Forschungsaristdleliensmittelchemie,
Garching bei Minchen, 2. Auflage, Wissenschaftlickierlagsgesellschaft
mbH, Stuttgart

SPECTOR T (1978) Refinement of the Coomassie Blue method obtem
quantification,Anal Biochenv86:142-146

STAINES N, BROSTOFFJ, JAMES K (1997) Immunologisches Grundwissen, 3. Auflage,
Spektrum Verlag, Heidelberg, Berlin

STANLEY JS,BANNON GA (1999) Biochemistry of food allergenSJinical Reviews in
Allergy and Immunolog$7:279-291

STEVENS FC, FEENEY RE (1963)Chemical modification of avian ovomucoiliochem
2:1346-1352

StoTTDI (1989)Immunoblotting and dot blotting, Immunol MetH.19: 153-187

SZEPFALUSIZ, EBNER C, PANDJAITAN R, ORLICEK F, SCHEINER O, BOLTZ-NITULESCU
G, KRAFT D, EBNER H (1994) Egg yolk alpha-livetin (chicken serum albajni
Is a cross-reactive allergen in the bird egg symdra Allergy Clin Immunol
93:932-942



112 9 Literatur

T

TAKAGI K, TESHIMA R, OKUNUKI H, SAWADA JI (2003)Comparative study of in vitro
digestibility of food proteins and effect of prektieg on the digestionBiol
Pharm Bull26: 969-973

TAL M, SILBERSTEIN A, NUSSER E (1980) Why does Coomassie Brilliant Blue R
interact differently with different proteins? A piat answerJ Biol Chem260:
9976-9980

TAYLOR SL, LEMANSKE RF JR, BusH RK (1987) Food allergens: structure and
immunologic propertiesAnn Allergy59: 93-99

TowsIN H, GORDON J (1984) Immunoblotting and dot blotting — current statusl an
outlook,J Immunol Metlv2: 3131-3140

TRAVIS J (1971) Human pancreatic enzymes: Interaction of dnrypsin with
chicken ovomucoidBiochem Biophys Res Comnd 793

U

URISUA, ANDO H, MORITA'Y, WADA E, YASAKI T, YAMADA K, KOMADA K, TORII S,
GoToM, WAKAMATSU T (1997) Allergenic activity of heated and ovomutoi
depleted egg white), Allerg Clin Immunoll00: 171-176

V

VIETHS S, SCHONING B, BALTES W (1992a) Allergy to fruits and vegetables in
pollensensitive patients: Allergen characterisatignigé immunoblotting and
peroxidase staining;ood Agr Imn¥: 181-197

VIETHS S, SCHONING B, BROCKMANN S, AULEPP H (1992b) Untersuchungen zur
Allergie gegen Lebensmittel pflanzlicher Herkunftderstellung und
Charakterisierung von Obst- und Gemuseextrakten &arologische
UntersuchungerDtsch Lebensm Runds8B: 239-243 & 273-278

VIETHS S, SCHONING B, AuLeEpP H, BALTES W (1993a) Identifizierung
kreuzreagierender Allergene in Pollen und pflamdic Lebensmitteln,
Lebensmittelchemi47: 49-53

VIETHS S, SCHONING B, JANKIEWICZ A (1993b)Occurence of IgE binding allergens
during ripening of apple fruit§;0od Agric Immunob: 93-105

VIETHS S, SCHONING B, PETERSEN A (1994) Characterization of the 18-kDa apple
allergen by two dimensional immunoblotting and ms&quencingint Arch
Allergy Immunoll04: 399-404



113

VIETHS S (1996) Lebensmittelallergien und andere Unvertcidieitsreaktionen gegen
Lebensmittel, Jahresbericht des Paul-Ehrlich-latstjtLangen

VIETHS S, JANKIEWICZ A, AULEPP H, HAUSTEIN D (1997) Allergy to heated and
processed foods, 8th International Paul Ehrlich iBamGustav Fischer Verlag
Stuttgart, Jena, Lubeck, Ulm, 250-252

VON PIRQUETC (1906) AllergieMinch med Wsci30: 1457

W

WaHLI W, DawiD IB, RYFFEL GU, WEBERR (1981)Vitellogenesis and the vitellogenin
gene familyScience212: 298-304

WALSH BJ, BARNETT D, BURLEY RW, ELLIOT C, HiLL DJ,HOwDEN MEH (1988) New
allergens from hen's egg white and egg yaik,Arch Allergy Appl Immunol
87:81-86

WALsH BJ, ELLIOT C, BAKER RS,BARNETT D, BURLEY RW, HiLL DJ, HowbeN MEH
(1987) Allergenic cross-reactivity of egg-white aggg-yolk proteinsint Arch
Allergy Appl Immuno84: 228-232

WARNERRC (1954) The proteins, Neurath H, Bailey K. eds, Agadt press, London
WESTERMEIERR (1990)Elektrophorese-Praktikum, VCH-Verlag, Weinheim

WiLLiams J(1962) Serum proteins and the livetins of heng-ggk, Biochem J83:
346-355

WiLLIAMS J,ELLERMAN TC (1982) The primary structure of hen ovotransferféar J
Biochem122: 297

WITTEMANN AM, AKKERDAS JA, VAN LEEUWEN J, VAN DER ZEE JS,AALBERSEE RC
(1994)Identification of a cross-reactive allergen (preabig tropomyosin) in
shrimp, mite and insectB)t Arch Allergy Appl Immundl05:56

WUTHRICH B (1993)Nahrungsmittelallergieillergologie16: 280-287

WUTHRICH B (1996) Zur Nahrungsmittelallergie: Begriffsbestimmgy Diagnostik,
Epidemiologie, Klinik,Schweiz Med Wochenschsala6: 770-776

WUTHRICH B, SCHINDLER P, LEUENBERGER P, ACKERMANN-LIEBRICH U (1995)
Prevalence of atopy and pollinosis in the adult ybagon of Switzerland
(Sapaldia study)nt Arch Allergy Immunol06: 149-156

WUTHRICH B, SCHINDLER P, LEUENBERGER P, ACKERMANN-LIEBRICH U (1999)
Atopische  Sensibilisierung,  Luftverschmutzung undespiratorische
Erkrankungen in der Schweiz (Sapaldia-StudMigrgologie22: 267-274



114 9 Literatur

Wyss M, HuwyLER T, WUTHRICH B (1996) ,Bird-egg” and ,eggbird-syndrome*.
Kreuzsensibilisierung zwischen inhalativen und siyen Vogelproteinen,
Allergologiel4: 275-278

Y

YOSHITADA N, YOSHINOBU F, NOBORU N, TOSHITAKA Y (1980) Pasteurization and
quality maintenance of eggs for industrial use.. IRisc gel electrophoretic
evaluation of heat-denatured egg proteins for diegppasteurized liquid eggs,
Rakuno Kagaku, Shokuhin no Ken@1 A85-A90

YOUNG E, STONEHAM MD, PETRUCKEVITCH A, BARTON J, RONA R (1994) A
population study of food intolerandeancet343:1127-1130

Z

ZIERMANN A (2005) Mikrobiologische Kriterien fur Milch, Mileprodukte und andere
Lebensmittel in Europa, Inaugural-Dissertation



Lebenslauf

Persdnliche Angaben:

Name: Sabine Gremmel
Geburtsdatum: 05.08.1978
Geburtsort: Bremerhaven
Ausbildung:
Promotion: 2003 - 2007 Themengebiet: ,,Lebensmittelallergien®,
Universitat Hamburg
Studium: 1998 — 2006 Studium der Lebensmittelchemie,
Universitat Hamburg
2007 Abschluss:
Staatlich geprifte Lebensmittelchemikerin
2003 Erste Lebensmittelchemische Staatsprifung;
Diplom in Lebensmittelchemie
Schulbildung: 1995 - 1998 Berufshildende Schulen Schiffdorf,
Abschluss: Abitur
1991 - 1995 Gymnasium Loxstedt,
Erweiterter Sekundarabschluss |
1989 — 1991 Orientierungsstufe Loxstedt

1985 — 1989 Grundschule Loxstedt

Berufstatigkeit:

Arbeitsverhaltnis: 2006 — 2007 praktisches halbe Jahr im Rahmen der Zweiten
Lebensmittelchemischen Staatspriifung am
Institut fur Hygiene und Umwelt, Hamburg

2003 - 2006 Wissenschaftliche Mitarbeiterin,
Universitat Hamburg






Vortrage, Poster und Publikationen

GREMMEL S, PASCHKE A (2007) Book chapter “Egg allergenicity” in: “Managing
allergens in food”, ed.: C Mills, H Wichers, K Hofmann-Sommergruber, CRC
Press, Woodhead Publishing Limited

GREMMEL S, STEINHART H, PAsSCHKE A: ,Allergen ist nicht gleich Allergen!
Lebensmittelunvertraglichkeiten und Senkung der Allergenitat durch
Kichenpraxis & Co.“ Vortrag - Fortbildung: Gltegemeinschaft Diat und
Vollkost e.V. in Bad Sassendorf, Mérz 2006

GREMMEL S, SCHUTTE L, STOYANOV S, HAMMER G, STEINHART H, PASCHKE A (2005)
Immunochemical detection of egg-white allergens in processed meat products
Allergen; Proceedings of the EURO FOOD CHEM XIlIlI, 09/2005, Volume 1,
136-140

GREMMEL S, SCHUTTE L, STOYANOV S, HAMMER G, STEINHART H, PASCHKE A:
“Macromolecules and their degradation products in food - physicological,
analytical and technological aspects: Immunochemical detection of egg-white
allergens in processed meat products” Vortrag - EURO FOOD CHEM XIlII in
Hamburg, September 2005

SCHUTTE L, GREMMEL S, STEINHART H, PASCHKE A: “Comparison and Optimisation of
Blocking and Incubation Systems to Investigate Milk Allergens” Poster -
EURO FOOD CHEM XIII in Hamburg, September 2005

GREMMEL S, STEINHART H, PASCHKE A (submitted) Comparison of different extraction
solutions for hen’s egg allergen analysis

GREMMEL S, KRATZIN H, SCHALLER R, FRITSCHE R, STEINHART H, PASCHKE A
(submitted) In vitro determination of the allergenic potential of technologically
altered hen’s egg



	Lebenslauf Veröffentlichungen.pdf
	Lebenslauf Veröffentlichungen.pdf
	Lebenslauf
	Persönliche Angaben:
	Ausbildung:
	Berufstätigkeit:

	Vorträge, Poster und Publikationen



