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1 Einleitung

Schon zu Zeiten des HIPPOKRATES (460-377 v. Chr.) wurden Uberempfindlichkeitsreaktionen
gegeniber  Lebensmitteln  beschrieben,  welche nach  heutigem  Wissensstand  den
Lebensmittelallergien zugeordnet werden kénnen. Obwohl diese somit nicht ein Phénomen der
heutigen Gesellschaft darstellen, konnte in den letzten Jahren durch zahlreiche
epidemiologische Studien ein Anstieg der Prévalenz von allergischen Erkrankungen
nachgewiesen werden [ANDRE et al. 1994, ASHER et al. 1995, MONERET-VAUTRIN & KANNY
1995, WUTHRICH 1996, STRACHAN et al. 1997, CHINN et al. 1999, PEARCE et al. 2000, SUNYER
et al. 2000]. Die Lebensmittelallergie stellt eine individuelle Erkrankung des Organismus dar,
welche sich in einer Vielzahl von klinischen Symptomen manifestieren kann. Die vier am
haufigsten betroffenen Organe bzw. Organsysteme sind die Haut, der Respirationstrakt, der
Gastrointestinaltrakt sowie weniger weit betroffen das Herz-Kreislauf-System [SAMPSON 1992q,
WUTHRICH 1993]. Die Diagnostik einer Lebensmittelallergie ist relativ kompliziert, da die
Symptome mit einer zeitlichen Verzégerung auftreten kénnen und somit der Zusammenhang
zwischen erfolgter Nahrungsaufnahme und klinischer Manifestation schwer erkennbar ist
[SAMPSON 1992b, CHANDRA et al. 1993, RING et al. 2001]. Daneben weisen die Patienten nur
wenige der vielféltigen Symptome wie z.B. Rhinitis, Asthma, Urtikaria, Dermatitis oder
Diarrhoe gleichzeitig auf [HEFLE 1996]. Aus dieser Problematik heraus resultieren die
voneinander variierenden Angaben Gber die Prévalenz von Lebensmittelallergien. So wird der
von Lebensmittelallergien betroffene Anteil an der Gesamtbevélkerung bei Séuglingen und
Kindern mit 0.3-7.5 % angegeben, wohingegen der Anteil der Erwachsenen mit 1-2 % deutlich
niedriger liegt [SAMPSON & METCALFE 1991, KARDINAAL 1991, CASTILLO et al. 1996, CHANDRA
1997, BINDSLEV-JENSEN 1998, SAMPSON 1999, STANLEY & BANNON 1999]. Die hdhere Pravalenz
der Lebensmittelallergien bei Kleinkindern kann durch die noch nicht vollstédndige Ausreifung
der gastrointestinalen Epithelmembran und des Immunsystems erklért werden, wodurch es zu
einer erleichterten Aufnahme von intakten Makromolekilen kommen kann [ROBERTSON et al.
1982, HELBING 1998]. Entsprechend den Erndhrungsgewohnheiten z&hlen Kuhmilch und
HUhnerei zu den héufigsten Auslésern einer Lebensmittelallergie in diesem Alter, wobei diese
Uber die Ausbildung einer immunologischen Toleranz mit zunehmendem Alter zumeist
verlorengeht [COLLIN-WILLIAMS & LEVY 1984, LICHTENSTEIN 1993, HELBING 1998, WAHN 2000].
Bei Jugendlichen und Erwachsenen erfolgt die Sensibilisierung héufig Gber das Einatmen
aerogener Allergene wie z.B. Pollen oder z.T. Latex. Hierbei reagieren die durch das
Inhalationsallergen  induzierten  Antikérper mit  den in  ihrer  Struktur  Ghnlichen
Lebensmittelproteinen [CALKHOVEN et al. 1987, HELBING 1998]. Unter den Lebensmittel-
allergien ist die pollenassoziierte Lebensmittelallergie, welche auf dem Mechanismus der
Kreuzreaktivitét zwischen Inhalations- und Lebensmittelallergen beruht, die hé&ufigste Form.
lhre mannigfaltigen Symptome beschrénken sich zumeist auf den Oropharynx [BUSCHMANN
1996, HELBING 1998].



1 Einleitung

1.1 Problemstellung und Arbeitsplan

Trotz intensiver Forschung ist es noch nicht méglich, die Fehlsteuerung des Immunsystems zu
korrigieren. Zur Zeit sind die Therapiemdglichkeiten for Allergiker haufig symptomorientiert
ausgelegt, wobei die Karenz des Allergens neben einer Desensibilisierung oder einer
medikamentdsen Vorsorge die hdaufigste Behandlungsform darstellt. Fir eine verbesserte
Diagnostik und Therapie der Allergien ist die Identifikation und molekulare Charakterisierung
der relevanten Lebensmittelallergene Grundvoraussetzung [BHALLA et al. 2001, KONAN &
VIQUEZ 2002]. Um herauszufinden, wie die Allergene die IgE Antikérperproduktion zu
induzieren vermdgen, sind die Identifizierung und Reinigung derselben fir strukturelle und
immunologische Studien notwendig. Obwohl inzwischen die Primérstruktur von ca. 200
Allergenen bekannt ist, wurden bisher nur relativ wenig pflanzliche Allergene charakterisiert
[STANLEY & BANNON 1999]. Die als Allergene identifizierten Proteine sind in der Allergen-
Datenbank der World Health Organisation (WHO) mit ihren biochemischen und immuno-
logischen Eigenschaften aufgefihrt (WHO)/IUIS é&llergen list: http://www.allergen.org).

Die Tomate (Lycopersicon lycopersicum) zdhlt unter den Solanaceae zu den héufigsten
Auslésern einer Immunglobulin E (IgE)-vermittelten Uberempfindlichkeitsreaktion und ist in den
mediterranen Gebieten mit einer Relevanz von 20 % unter den Lebensmittelallergenen die
haufigste Ursache [ORTOLANI et al. 1988, 1989]. Aufgrund der Popularitédt der mediterranen
Kiche sind Tomaten auch in unseren Regionen zu einem wesentlichen Bestandteil der
Erndhrung geworden und treten hinsichilich ihres allergenen Potentials immer weiter in den
Vordergrund. Diese Arbeit umfaBt nun sowohl die eingehende Untersuchung als auch die
Isolierung und Identifizierung der Allergene der Tomate.

Bereits BLEUMINK et al. [1966] beschrieb eine Steigerung der Allergenitat von Tomaten in
Abhéngigkeit vom Reifegrad. Im Rahmen dieser Arbeit werden die Ergebnisse von BLEUMINK et
al. [1966] anhand drei verschiedener Sorten verifiziert und gegebenenfalls die zur
Allergenitétssteigerung beitragenden Allergene eingehender charakterisiert. Zusétzlich wird
der u.a. beim Apfel [VIETHS et al. 1994a, HSIEH et al. 1995, SON et al. 1995] sowie der Paprika
[JENSEN-JAROLIM et al. 1998] bereits bestatigte EinfluB der Sorte auf das allergene Potential
untersucht. Neben dem Nachweis von Haupt- und Nebenallergenen in der Gesamtfrucht
erfolgt zusétzlich eine Erérterung Uber deren Verteilung innerhalb der Frucht. Zudem wird
gepruft, inwieweit Kohlenhydrate am Aufbau des Allergens bzw. seiner Epitopstruktur beteiligt
sind. Da die Tomatenallergie selten isoliert anzutreffen ist und zumeist mit einer
Sensibilisierung gegeniber Inhalationsallergenen und Latex einhergeht [DE MARTINO et al.
1988, VIETHS et al. 1996c, HANNUKSELA & LATHI 1977, HELBING 1997], werden
Untersuchungen zur Kreuzreaktivitdét mit anderen birkenpollenassoziierten Lebensmitteln
verschiedener Pflanzengruppen durchgefthrt. Das Ziel ist die Identifizierung der for die
Assoziation verantwortlichen Allergene. Um abschlieBend zu klaren, inwieweit eine
Sensibilisierung gegen Tomate infolge der Adsorption immunologisch aktiver Molekile im
Gastrointestinalentrakt  denkbar ist, oder ob sie ausschlieBlich Uber die Inhalation
kreuzreagierender Allergene erfolgt, wird die Stabilitdt der Allergene im Rahmen einer
einfachen in-vitro Simulation des Verdauungsprozesses untersucht.

Um eine molekulare Charakterisierung einzelner Allergene vornehmen zu kdnnen, missen
diese in reiner Form vorliegen. Unter Verwendung chromatographischer und
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elektrophoretischer ~ Verfahren werden im  Rahmen  dieser Arbeit ausgewdhlte
Tomatenallergene im mikropréparativen Maflstab isoliert und anschlieBend einer N-
terminalen Sequenzierung unterworfen.

For die gesamten Untersuchungen werden etablierte elekirophoretische Methoden wie die
Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese  (SDS-PAGE), Isoelekirische Fokus-
sierung (IEF) und 2-dimensionale (2D)-Elekirophorese sowie immunologische Verfahren wie
der Enzymallergosorbenttest (EAST), die EAST-Inhibition und der Immuno bzw. Profilinblot
eingesetzt. Um eine relative Quantifizierung des allergenen Potentials vorzunehmen und
mdgliche Kreuzreaktionen zu ermitteln, findet die EAST-Inhibition Anwendung.

1.2 Pathogenese allergischer Reaktionen

Der Kinderarzt CLEMENS VON PIRQUET pragte 1906 veranlaBt durch “... Befunde von
Uberempfindlichkeit am immunisierten Organismus” als Erster den Begriff der Allergie. Er
verstand darunter ganz allgemein eine spezifisch verdnderte Reaktionsféhigkeit eines
immunisierten Organismus. 1988 differenzierte RING den Begriff der Allergie als

"

. eine
spezifische  Anderung der Immunitétslage im  Sinne  einer  krankmachenden
Uberempfindlichkeit”. Eine echte Lebensmittelallergie ist demnach eine nicht toxische
Uberempfindlichkeitsreaktion, welche durch immunologische Mechanismen vom Soforttyp (Typ
[-Reaktion) gekennzeichnet ist. Die strikte Abgrenzung zu anderen, nicht immunologisch
vermittelten Lebensmittelintoleranzen erfolgt somit Gber pathogenetische Gesichtspunkte
[BRUJINZEL-KOOMEN et al. 1995]. Abb. 1-1 gibt einen Uberblick tber die Einteilung von
Unvertraglichkeitsreaktionen auf Lebensmittel.

Unvertraglichkeitsreaktion auf
Lebensmittel
toxisch nicht toxisch
pseudoallergisch nicht |mm.unolog|sch |mmunologlsch
__________________________ vermittelte 3 vermittelte Allergien
Pharmakologisch ] J
e o " nicht IgE vermittelt | IgE vermittelt
‘ Enzymopathie — 1 |
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, (Typ I1=1V) | (TypI)
Undefiniert N

Abb. 1-1: Einteilung der Lebensmittelunvertréglichkeitsreaktionen

Die Lebensmittelallergie stellt eine inadéquate Reaktion des kdrpereigenen Immunsystems
gegenUber nicht toxisch wirkenden und ansonsten harmlosen Lebensmittelbestandteilen dar,
wobei die Grundlage eine spezifische Antigen-Antikérper-Reaktion bildet. Die bei der
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Variable Doméne

(Antigen Bindungstelle) Soforttyp-Reaktion zentrale Bedeutung des
U o Antikérper IgE wurde erst 1967 von
ISHIZAKA & ISHIZAKA zeitgleich mit JOHANS-

SON & BENNICH erkannt. In einem

sensibilisierten Organismus werden IgE von

Fab-Fragment
Leichte Kette differenzierten Plasmazellen sezerniert und
, , dienen der Erkennung sowie der
< QOligosaccharid

Inhibierung  und Eliminierung  von
Antigenen. Erhéhte Gehalte der ansonsten
Fo Fragment Disulfid-Briicke nur in geringen Konzentrationen vor-

kommenden IgE im Serum werden als
Schwere Kette Hinweis auf eine atopische Erkrankung in

c ¢ Betracht gezogen [KAY 1997]. IgE ist eines
(.}Termm' von insgesamt funf Immunoglobulin-
Abb.1-2: schematische Darstellung von isotypen (IgA, 1gD, IgE, 1gG, IgM) des

Antikrpern Organismus, welche sich in Bezug auf

Molekulargewicht, Ladung, Aminoséuresequenz, Kohlenhydratanteil sowie ihrer Aufgabe
voneinander unterscheiden. Wobei die IgE-Antikérper urspringlich der immunologischen
Abwehr des Wirtes gegen Wurmparasiten dienten [JANEWAY & TRAVERS 1995, KREFT et al.
1995, ROITT et al. 1995]. Allen Immunoglobulinen ist das in Abb. 1-2 dargestellte y-férmige
GrundgerUst bestehend aus zwei identischen leichten sowie zwei ebenfalls identischen
schweren Polypeptidketten, gemein. Eine Stabilisierung dieser Struktur wird UOber die
Ausbildung von intframolekularen Disulfidbricken erreicht [ROITT et al. 1995]. Die kurzen
“Fab”-Fragmente (fragment antigen binding) tragen je zwei variable und konstante Doménen,
wobei die Spezifitdt der Antikérper zu Antigenen in der differierenden Aminosduresequenz der
variablen Domane - dem Paratop - begrindet liegt [SUTTON & GOULD 1993, MEKORI 1996].
Durch eine fir jeden Ig-lsotyp unveréanderliche Sequenz der “Fc”-Fragmente (fragment
crystallin) wird die Funktionalitdt der Antikérper bestimmt. Im Gegensatz zu allen anderen
Antikérpern weisen IgE fUnf statt vier konstante Doménen auf dem “Fc”-Fragment auf [ROITT et

al. 1995].

Antigene, die Uber die Aktfivierung von B-Lymphozyten eine Produktion von spezifischen IgE-
Antikdrpern induzieren und somit zur Auslésung einer allergischen Reaktion befahigt sind,
werden als Allergene bezeichnet. Zumeist handelt es sich bei Lebensmittelallergenen um
Proteine oder Glykoproteine mit einem Molekulargewicht (MG) zwischen 10 und 70 kDa
[SAMPSON 1991, LEHRER et al. 1996] bis 100 kDa [AULEPP & VIETHS 1992, AALBERSE 2000]. Die
erst nach Anlagerung an ein Tragermolekil ebenfalls zur IgE-Bindung beféhigten
niedermolekularen Proteine mit einem Molekulargewicht kleiner 4 kDa werden als Haptene
bezeichnet [ROITT 1993]. Zur allergenen Potenz eines Proteins trégt somit zum einen die
Immunogenitét eines Molekils und zum anderen die Permeabilitdt gegenUber der
Schleimhautmembran bei [TAYLOR 1992]. Die zur Auslésung einer allergischen Reaktion
erforderliche Kreuzvernetzung von gebundenen IgE-Molekilen erfolgt mittels einer Antigen-
Antikérper-Reaktion. Hierfur muf3 das Allergen einen bivalenten bzw. multivalenten Charakter
zeigen, also mindestens zwei spezifische, frei zugéngliche Bindungsstellen aufweisen, die als
Epitope bezeichnet werden. Diese allergenen Determinanten kénnen strukturbedingt in zwei
Gruppen unterteilt werden. Der spezifische Bereich der Sequenzepitope erklart sich
ausschlieBBlich Uber die kontinuierliche Reihenfolge von bis zu 20 Aminoséuren, wohingegen
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die Konformationsepitope tber ihre rdumliche Gestaltung, der Sekundér- bzw. Tertidrstruktur,
definiert werden [GLICK & PASTERNAK 1995].

Ein Lebensmittel beinhaltet in der Regel eine Vielzahl verschiedener Allergene, welche
hinsichtlich ihrer Relevanz fur die Patienten aus allergologischer Sicht unterteilt werden. Bindet
ein Allergen in mehr als 50 % der getesteten Seren von Atopikern spezifisches IgE, so wird
dieses als Majorallergen beschrieben. Wird bei weniger als 10 % der Patienten eine
Sensibilisierung nachgewiesen liegt ein Minorallergen zugrunde. Intermediérallergene sind in
der Lage, eine Sensibilisierung zwischen 10 und 50 % hervorzurufen. Um eine solche
Klassifizierung der Allergene gesichert durchfihren zu kénnen, muf3 ein Patientenkollektiv
vorliegen, welches aus mehr als 50 Individuen besteht [GEHA 1995, VIETHS et al. 1996d].

In pflanzlichen Lebensmitteln als auch in Pollen sind teilweise allergene Molekile mit gleichen
funktionellen Eigenschaften und einer Sequenzhomologie von mindestens 67 % anzutreffen.
Diese als Isoallergene bezeichneten Molekile weisen voneinander divergierende isoelektrische
Punkte (pl) auf, die z.B. aus geringen Variationen in der Primérsequenz des Allergens
resultieren kénnen [KING & THOMAS 1994]. Auftéllig ist, daBB vor allem die Majorallergene Uber
einen hohen Grad an Polymorphismus verfigen. Es wird daher vermutet, daf3 diese Art der
Variation eine Voraussetzung fur die Wirkung eines Antigens als Majorallergen ist, da
hierdurch die Anzahl &hnlicher Epitope, die mit dem IgE reagieren kénnen, erhdht wird
[THOMAS et al. 1998].

Bislang konnte die Mehrzahl der Allergene pflanzlicher Herkunft als Speicherproteine (Soja,
Erdnu3) oder als in grofler Menge vorhandene Protease Inhibitoren (Weizen, Reis, Soja)
identifiziert werden (LEHRER et al. 1996). Zudem werden ebenfalls die in frischen Frichten und
Gemusen vorhandenen Pathogenensis-related (PR) Proteine als Allergene in der Literatur
beschrieben [BREITENEDER & EBNER 2000]. Der aus der englischen Terminologie stammende
Begriff ,PR-Protein” beschreibt Proteine, die in Reaktion auf einen Befall von
Krankheitserregern gebildet werden und deren biologische Funktion noch nicht vollstdndig
geklart ist [BOWLES 1990, STINIZ et al. 1993]. In den letzten Jahren werden auBBerdem
zunehmend die sogenannten Lipid-Transfer-Proteine (LTP) als potentielle Allergene diskutiert.
Diese stabilen, phylogenetisch nah verwandten Proteine besitzen ein Molekulargewicht
zwischen 9-10 kDa und sind als Allergene hauptséchlich in Stdeuropa von Bedeutung. lhre
Funktion liegt in der Membran-Biogenese [KADER 1996] und der Abwehr von Pathogenen
[GARCIA-OLMEDO et al. 1995] begrindet. Besonders in den mediterranen Regionen sind die
LTPs als Hauptallergene for Prunoideae-Allergiker bekannt [SANCHEZ-MONGE et al. 1999].

Die immunologische Uberempfindlichkeit 168t sich nach COOMBS & GELL [1963] neben der
IgE-vermittelten Soforttyp-Reaktion (Typ |) aufgrund der zugrundeliegenden Mechanismen in
drei weitere Typen einteilen. An den Typen Il (cytotoxische Reaktionen) sowie Il
(Immunkomplexreaktionen) sind ebenfalls Antikérper (IgG bzw. IgM) beteiligt, wobei der Typ
IV in erster Linie durch T-Zellen und Makrophagen vermittelt wird. Obwohl in der Praxis diese
Allergietypen nicht vollsténdig isoliert voneinander auftreten [MEKORI 1996, KAY 1997] wird
vermutet, daf3 die Lebensmittelallergien bis zu 90 % nach der Soforttyp-Reaktion ablaufen
[SPREITZER 1996].
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Bevor es zum klinischen Ausbruch einer Soforttyp-Reaktion kommt, geht dieser eine initiale
Sensibilisierungsphase gegen das betreffende Allergen voraus. Bei diesem ersten Kontakt
zwischen Allergen und Immunsystem wird kein offensichtlicher Effekt auf die Zellen des
Organismus ausgeUbt. Somit erscheint diese Phase, welche Uber Jahre andauern kann, ohne
klinische Symptomatik [ROTH et al. 1988]. Die in Abb. 1-3 illustrierte Sensibilisierungsphase
beginnt mit der Aufnahme und der enzymatischen Spaltung der Molekile [1] in kleinere
Fragmente durch Makrophagen, die als antigenprasentierende Zellen (APZ) [2] fungieren. Als
T-Zellepitope werden die erhaltenen Fragmente den T-Lymphozyten [3] prdsentiert, welche
diese durch spezifische Rezeptoren ihrer Oberfléche erkennen und ihrerseits Lymphokine [4],
wie z.B. Interleukin 4 oder y-Interferon ausschitten. Diese freigesetzten Vermittlersubstanzen
induzieren eine Differenzierung von B-Lymphozyten zu Antikérper sezernierenden
Plasmazellen. Das auf diesem Weg produzierte IgE bindet Gber hochaffine F.-Rezeptoren an
die Oberfléche von Granulocyten (Mastzellen [9] und Basophile [10]).

© o. — . g ) Abb. 1-3: zhcs'ebjl'er
o o . ensibilisierung

Die Sensibilisierung wird durch die
Aufnahme  und  Spaltung  der
Allergene [1] durch Makrophagen
eingeleitet. Die dabei entstandenen
Fragmente werden an der
Oberflache  der  Makrophagen,
welche als  antigenprésentierende
Zellen [2] fungieren, den T-Lym-
phozyten  [3]  offeriet.  Nach
Erkennung der Fragmente kommt es
zur Freisetzung von Lymphokinen [4],
wodurch  eine  Ausreifung  der
B-Lymphozyten [5] zu Plasmazellen
[6] erfolgt. Es kommt zu einer
Ausscheidung  von  IgE-Antikérpern
[7], die sich Uber einen langen
Zeitraum an IgE-Rezeptoren [8] von
Mastzellen [9] und an basophile
Granulozvten 1101 binden.

o AIIergene

Plasmazelle é Lymphoklne

B-Lymphozyt (51

[S]IgE R or T-Lymphozyt *
(7l1gE- =

o i"; ‘l’.
I‘! Mas zelle

Erst eine erneute Exposition des Organismus mit dem Allergen hat in Sekundenschnelle eine

allergische Reaktion zur Folge. Diese, als akute Phase bezeichnete Reaktionskaskade, ist
vereinfacht in Abb. 1-4 dargestellt. Sie beginnt mit der Bindung des Epitops des Allergens [1]
an die Paratope von IgE-Molekilen, welche an der Oberflache von Granulocyten [2]
gebunden vorliegen. Durch eine Uberbrickung (bridging) [3] zweier zellgebundener IgE-
Molekile kommt es zur Oberflachendeformation der Mastzelle, wodurch eine Aktivierung von
Enzymen der Zellmembran hervorgerufen wird. Als Konsequenz erfolgt daraufhin die
Freisetzung von in den cytoplasmatischen Granula der Mastzelle gespeicherten
Effektormolekilen durch eine degranulierende Exocytose [4]. Vor allem vasoaktive Amine wie
Histamin und Serotonin sowie inflammatorische Lipide wie Prostaglandine und Leukotriene
sind hierbei zu nennen. Neben der Fahigkeit, allergische Reaktionen zu initiieren, penetrieren
sie zusatzlich in die BlutgefaBBe und lésen dort die Bildung von Adhd&sionsmolekilen [5] aus,
welche auf den Mediatoren selbst als auch den Endothelzellen [6] zu haften vermégen. Die
zirkulierenden Immunzellen [7] des Blutes wie z.B. basophile Granulocyten bleiben dadurch
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Der emeute Kontakt eines bereits
sensibilisierten Organismus mit dem
Allergen [1] fohrt zur Uberbrickung
(bridging) [2] von zwei auf einer
Mastzelle  [3]  lokalisierten  IgE-
Antikérpern  nach  Bindung  des
Allergens an diesen. Als Folge der
daraus resultierenden Deformation
der Mastzellenoberfléche  werden
Mediatoren freigesetzt [4], welche
nach Ubergang in die BlutgefaBe die
Bildung von Adhésionsmolekilen [6]
induzieren. Diese  haften  an
Mediatoren sowie Endothelzellen [7]
und bewirken eine Diffusion [8] von
zirkulierenden Immunzellen [5] in das

umliegende Gewebe.

zundchst an den Endothelzellen haften und treten mit Hilfe der Adhdasionsmolekile als
diffundierende Immunzellen [8] in die umgebende Gewebeschicht ein, wodurch weitere
Mediatoren freigesetzt werden. Die IgE-vermittelte Aktivierung der Mastzellen 16st Gber diesen
Mechanismus eine entscheidende Kaskade von Entzindungsreaktionen aus.

1.3 Klinik und Diagnostik von Lebensmittelallergien

Die auf die IgE-vermittelte Mastzellenaktivierung folgende Entzindungsreaktion erfolgt in zwei
Phasen. Die Sofortreaktion beginnt innerhalb von Sekunden, wohingegen die Spétreaktion erst
nach 8-12 Stunden entwickelt wird. Die Sofortreaktion kommt durch die Aktivitéit von Histamin,
Prostaglandinen und anderen bereits vorhandenen Molekilen zustande. Sie verursachen eine
schnelle Erhéhung der GefaBdurchlassigkeit, eine Kontraktion der glatten Muskulatur als auch
eine Verengung der Bronchien sowie juckreizlokale Entzindungen. Die Spétreaktion wird
durch eine in den aktivierten Mastzellen induzierte Synthese von Mediatoren wie Leukotrienen,
Chemokinen und Cytokinen bewirkt.
schwellungen, gesteigerter Schleimproduktion in den Bronchien, erh&hter Reaktivitét der
Bronchialmuskulatur oder sogar zu anaphylaktischen Reaktionen [BUISSERET 1988, NACLERIO &
BAROODY 1998].
Aufwand ist enorm, wobei nicht allein die Vielzahl der méglichen betroffenen Organe und die

Sie fohren zu anhaltenden Odemen, Gewebe-

Der bei der Diagnostik einer echten Lebensmittelallergie zu leistende

dadurch bedingte Verschiedenheit der Symptome eine Rolle spielen. Weitere Ursachen liegen
ebenso in der groflen Anzahl von potentiellen Allergenen [AULEPP & VIETHS 1992] sowie in den
regional differierenden EBgewohnheiten [KREFT et al. 1995, HILL et al. 1999]. So treten z.B. in
Norwegen vermehrt Allergien gegen Fisch auf, wohingegen in Japan Reis- und Sojaallergien
Uberwiegen und die Erdnuf3 in den USA den Hauptausldser einer Lebensmittelallergie darstellt
[LEHRER et al. 2002]. Aufgrund dieser Problematiken wird der Anteil von Individuen, welche
von einer allergischen Erkrankung betroffen sind, oftmals viel zu hoch eingestuft. So gaben in
einer Studie 20.4 % der beteiligten Probanden an, unter einer Lebensmittelallergie zu leiden.
Die genaue Diagnostik zeigte jedoch, daf3 lediglich 1.4 % dieser Probanden tatséchlich eine
echte Lebensmittelallergie aufwiesen [YOUNG et al. 1994].
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Die Diagnostik stutzt sich heutzutage auf die vier Standbeine Anamnese, Kutantestungen, in-
vitro-Diagnostik und Provokationstests. Um erste Anhaltspunkte zwischen der klinischen
Ausbildung von Symptomen und dem Lebensmittel zu bekommen, wird eine umfangreiche
Anamnese durchgefGhrt. Eine weitere Absicherung der dabei erlangten Hinweise erfolgt
anschlieBend durch Kutantestungen, wobei Lebensmittelextirakte unter die Hautoberfléche
injiziert werden. Hierbei werden entweder kommerziell erhéltliche Lebensmittelextrakte (prick-
test) [EIGENMANN & SAMPSON 1998] oder frische Lebensmittel (prick to prick-test) [DREBORG &
FOUCARD 1983] verwendet. Diese Kutantestungen dienen lediglich als erweiterte
Screeningmethode, da sie haufig zu falsch positiven Ergebnissen fihren kénnen. Hierfir sind
die in den Lebensmitteln natirlich vorkommenden Substanzen wie z.B. Salicylate, Benzoate
oder Sulfite verantwortlich [RING et al. 2001]. Die Bestatigung positiver Hauttestungen wird mit
Hilfe von in-vitro-Tests durchgefihrt, wobei verschiedene Systeme Anwendung finden kénnen.
Zum einem basieren diese Testungen auf der Messung des spezifischen IgE-Gehaltes (Radio-,
Enzym- bzw. Fluoroenzym-allergosorbenttests) oder der Konzentration an Mediatorsubstanzen
(Histaminfreisetzung oder Leukotrientest) im Blut [KLEINE-TEBBE & RYTTER 1997, HELBING 1998,
RING et al. 2001]. Da eine Sensibilisierung gegeniber dem Lebensmittel aus einer
Kreuzreaktivitat resultieren kann, ist ein positiver IgE-Nachweis nicht zwingend mit einer
klinischen Manifestation verbunden. Eine Verifizierung einer Lebensmittelallergie bietet der
Provokationstest, bei welchem dem Probanden das vermeintliche Allergen oral dargeboten
wird. Als akzeptierter und gesicherter Nachweis einer echten Lebensmittelallergie gilt
heutzutage einzig der doppeliblinde, placebo-kontrollierte Provokationstest (DBPCFC), bei
welchem dem Patienten wahrend der Testdurchfihrung ohne sein Wissen das vermeintliche
Allergen bzw. Placebos verabreicht werden [BRUIINZEL-KOOMEN et al. 1995].

1.4 Kreuzreaktivitéiten

Bei Jugendlichen und Erwachsenen zahlen Frichte und Gemise zu den wichtigsten Auslésern
einer Lebensmittelallergie [ORTOLANI et al. 1993, WUTHRICH 1993, BIRCHER et al. 1994,
ETESAMIFAR & WUTHRICH 1998, CABALLERO & MARTIN-ESTEBAN 1998]. Mit einer Gréf3enordnung
von 80 bis 90% sind allergische Reaktionen gegen diese Lebensmittel an Allergien gegen
verschiedene Pollen gebunden [ERIKSSON et al. 1982, THIEL 1988, AULEPP & VIETHS 1992
BIRCHER et al. 1994, CABALLERO & MARTIN-ESTEBAN 1998]. Dieses von THIEL [1988] als
spollenassoziierte Lebensmittelallergie” bezeichnete Phénomen beruht auf immunologischen
Kreuzreaktionen zwischen den Lebensmitteln und Pollenallergenen. Die allergische
Sofortreaktion gegen Lebensmittel entwickelt sich zumeist erst nach einer primaren, inhalativ
ausgeldsten Sensibilisierung gegen Pollenallergene und einer IgE-Kreuzreaktion zwischen
homologen Allergenen in Lebensmitteln und Pollen [BIRCHER et al. 1994, CABALLERO & MARTIN-
ESTEBAN 1998]. Damit ein Allergen als kreuzreaktiv angesehen werden kann, muB3 eine
strukturelle Komplementaritét gegeben sein. Alle bisher in der Literatur beschriebenen
Kreuzallergenitéten besitzen Homologien in der Primér- und Tertidrstruktur und zeigen zudem
den gleichen Faltungstyp [AALBERSE 2000]. Bei einer Homologie der Aminosduresequenz von
60 % gilt eine Kreuzreaktivitét als gesichert [DREBORG 1988, HELBING 1997]. Diese Homologie
ist bei weitem nicht auf eine botanische Verwandschaft beschrénkt, durch phylogenetisch
konservierte Strukturen werden auch taxonomische Grenzen Uberbrickt [VALENTA et al. 1992a,
1992b, ORTOLANI et al. 1993].
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Eines der bedeutendsten, mit Lebensmittelallergien assoziierten Pollenallergene ist der
Birkenpollen. So leiden zwischen 50 - 93 % der Birkenpollenallergiker ebenfalls an einer mehr
oder weniger stark ausgeprdgten Lebensmittelallergie, welche sich meist in Form einer milden
oropharyngealen Symptomatik &ufert [DREBORG 1988]. Das enorme Spektrum der
kreuzreagierenden Frichte reicht von den Rosaceae wie beispielsweise Apfel und Kirschen
Uber HaselnUsse, exotische Frichte wie Kiwis oder Mangos bis hin zum Sellerie. Die
BeifuBBallergiker weisen mit nur 10 % wesentlich seltener eine assoziierte Lebensmittelallergie
auf, wobei die gekoppelten Lebensmittel Gberwiegend der Gruppe der Apiocece und
Solanaceae entstammen [WUTHRICH et al. 1990, PICHLER & STICH 1993]. Wéhrend im
Mittelmeerraum ferner die Kreuzreaktivitat von Graspollen zu Lebensmitteln von Bedeutung ist,
nimmt sie in unseren Breitengraden eine eher untergeordnete Rolle ein [ORTOLANI et al. 1993,
BOCCAFOGLI et al. 1994, GARCIA ORTIZ et al. 1995].

For die Pollenassoziation der Lebenmittelallergien scheinen nach heutiger Erkenntnis im
wesentlichen drei Strukturen verantwortlich zu sein. Die herausragendste Bedeutung unter
diesen nimmt das Birkenpollenallergen Bet v 1 ein. Die Prévalenz dieses Hauptallergens mit
einem MG von 17 kDa betragt in den assoziierten Lebensmitteln zwischen 59 und 96 %
[LUTTKOPF et al. 2000, BALLMER-WEBER et al. 2001] und zeigt zu homologen Pflanzenallergenen
eine Sequenzidentitét von bis zu 67 % auf. Daneben konnte auch eine hohe Homologie
zwischen Bet v 1 verwandten Lebensmittelallergenen und der PR 10 Gruppe der PR-Proteine
nachgewiesen werden [HOFFMANN-SOMMERGRUBER 2000].

Als weitere kreuzreagierende Strukiur werden die in eukaryotischen Zellen ubiquitdar
vorliegenden Profiline mit einem Molekulargewicht zwischen 12 und 15 kDa angegeben
[VALENTA et al. 1992b, STAIGER et al. 1993]. Sie sind Bestandteil des Zytoskeletts, beteiligen
sich an der Regulation von Actin und scheinen eine entscheidende Rolle beim
Pflanzenwachstum sowie der Pollenkeimung zu spielen [VIETHS et al. 1996a & 1996b]. Das als
Bet v 2 bezeichnete Profilin der Birkenpollen weist eine hohe Homologie von durchschnittlich
mehr als 75 % zu anderen pflanzlichen Profilinen auf, wohingegen erhebliche Differenzen zu
tierischen Profilinen zu finden sind. MARTINEZ et al. [1995] beziffert die Sensibilisierung gegen
das als Panallergen bezeichnete Profilin bei Pollenallergikern auf ca. 20 %. Allerdings ist zu
bemerken, daf3 in Abhéngigkeit des untersuchten Lebensmittels 11 % bis 70 % der Patienten
IgE-Antikérper gegen dieses Panallergen besitzen [SCHEURER et al. 2000, 2001a, 2001b;
FOTISCH et al. 2001; REINDL et al. 2002].

Weitere kreuzreaktive Strukturen sind ubiquitér vorhandene N-verknipfte Zucker, die N-
Glycane. Es wird vermutet, daf3 die hohe Immunogenitét dieser Kohlenhydratdeterminanten
(CCD) aus der Art der Verknipfung der Monosaccharide mit dem GrundgerUst resultiert, die
bei Sdugern unbekannt ist [TRETTER et al. 1993, KRISTENSEN et al. 1997, AALBERSE & VAN REE
1997, FOTISCH et al. 1999]. Die beiden Strukturen a/(1,3)-Fucose und B(1,2)-Xylose stehen im
Verdacht, fir die IgE-Bindung verantwortlich zu sein [GARCIA-CASADO et al. 1996, WILSON &
ALTMANN 1998].

Neben den pollenassoziierten Lebensmittelallergien ist das sogenannte “Latex-Frucht-
Syndrom” zu erwdhnen, welches die Assoziation von Latex- und Lebensmittelallergien
beschreibt [BLANCO et al. 1994]. Als kreuzreaktive Strukturen werden hierbei das
Speicherprotein Patatin mit einem MG von 46 kDa [HELBING 1997] sowie CCDs diskutiert
[FUCHS et al. 1997, LEVY et al. 2000].
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1.5 Verdauung

Ziel der Verdauung ist die Uberfohrung der hochmolekularen Substanzen der Nahrung in for
den Organismus absorbierbare Einheiten. Die hierfir notwendige Spaltung erfolgt durch die
in den verschiedenen Verdauungssekreten des Gastrointestinalentraktes enthaltenen Enzyme,
deren Wirkung durch Milieubedingungen wie z.B. die Salzséurekonzentration des Magens
begUnstigt wird.

Der Beginn der Verdauung findet im Mund statt und wird in der Magenpassage durch die
Protease Pepsin sowie das salzsaure Milieu fortgefihrt. Das nur im Sauren aktive Pepsin
spaltet bevorzugt die Peptidbindungen der Proteine bzw. Glycoproteine an deren Aufbau
aromatische Aminoséuren beteiligt sind. Nach einer Aufenthaltsdauer von ca. 60 - 90 min im
Magen gelangt der saure Nahrungsbrei, auch Chymus genannt, in den Dinndarm. Unter
nahezu neutralen Bedingungen erfolgt ein weiterer Proteinabbau unter Einwirkung
verschiedener proteolytischer Enzyme des Pancreassaftes. Die durch die Hydrolyse
entstandenen Einheiten werden von der Dinndarmmucosa absorbiert und gelangen auf
diesem Weg in die Blutbahn bzw. Lymphbahn, von wo aus sich eine Verteilung im gesamten
Kérper anschlieBt. Im Dickdarm, dem letzten Abschnitt des Verdauungstraktes, wird dem nicht
aufgenommenen Speisebrei Wasser entzogen. Die in diesem Abschnitt durch Proteasen
geprégte enzymatische Aktivitat ist durch die mikrobielle Darmflora zu erkléren.

Die Resistenz der Allergene gegeniber der Verdauung ist von besonderer Bedeutung, da fur
die Sensibilisierung eines Organismus intakte Allergene bzw. deren Epitope nach erfolgter
Verdauung notwendig sind [ASTWOOD et al. 1996]. Aufgrund von Kreuzreaktionen stellt die
Persistenz gegenUber Proteasen allerdings keine Voraussetzung zur Fdhigkeit eines Allergens
zur Auslésung der allergischen Reaktion dar. Viele birkenpollenassoziierte Allergene zeigen
eine relativ schwache Stabilitdt gegentber der Verdauung bzw. dem sauren Milieu des
gastrointestinalen Traktes [YAGAMI et al. 2000]. Trotzdem sind sie befdhigt allergische
Reaktionen, wie z.B. das orale Allergiesyndrom (OAS), auszulésen. Ein Beispiel hierfur bietet
die HaselnuB3, bei welcher eine deutliche Reduktion der allergenen Aktivitét durch eine
simulierte in-vitro Verdauung erzielt wurde [VIETHS et al. 1999]. Andere pflanzliche Allergene,
wie z.B. die der Soja und ErdnuBB behalten ihre immunologisch aktiven Epitope selbst im
intestinalen Bereich bei [KIMBER et al. 1999]. Auch die Lipid Transfer Proteine gelten gegeniber
proteolytischen Einflissen als Gberaus resistent, was am LTP der Karotte gezeigt werden konnte
[ASERO et al. 2001].

1.6 Lebensmittelallergien gegen Tomate

Unter den IgE-vermittelten Uberempfindlichkeitsreaktionen gegen die Pflanzengruppe der
Solanaceae stellt die IgE-Sensibilisierung gegen Tomate (Lycopersicon lycopersicum) die
héaufigste klinische Form dar. Die Symptome der allergischen Reaktion reichen vom OAS,
welches durch das Jucken der Zunge, des Mundes sowie des Rachens gekennzeichnet ist, Gber
Irritationen der Haut bis hin zu mit Krémpfen verbundenen Leibschmerzen und Ubelkeit. In
Mitteleuropa  zghlt die Tomate zwar mit einem Anteil von 1.5 % unter den
Lebensmittelallergien zu den selteneren Ursachen [WUTHRICH 1993], ist jedoch bei der
mediterranen Bevdlkerung mit einer Prédvalenz von bis zu 20.6 % der wichtigste Ausléser des
OAS [ORTOLANI et al. 1988, 1989]. Von allergischen Reaktionen oder Sensibilisierungen
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gegen Tomate wird oftmals lediglich im Zusammenhang mit einer Inhalationsallergie berichtet
[HANNUKSELA & LATHI 1977, DE MARTINO et al. 1988, WUTHRICH & SCHMID-GRENDELMEIER 1995,
PETERSEN et al. 1996, BREHLER et al. 1997, CZAJA-BULSA & BACHORSKA 1998]. Die hohe
Relevanz der Kreuzreaktionen der Tomate mit Pollen zeigt sich unter anderen in der Studie von
FOTISCH et al. [2001], in welcher bei 9 % eines aus 357 Pollinosepatienten bestehenden
Kollektivs IgE-Antikérper gegen Tomaten nachgewiesen werden konnten. Die haufig mit einer
Tomatenallergie in Zusammenhang gebrachten inhalativen Allergene sind Grdser-, Birken-
und Beiful3pollen [VIETHS et al. 1996c, DE MARTINO et al. 1988, HANNUKSELA & LATHI 1977,
FOTISCH et al. 2001]. Daneben scheinen die Tomatenallergene ebenfalls eine wichtige Rolle
beim ,Latex-Frucht-Syndrom” zu spielen [HELBING 1997, RECHE et al. 2001]. Abb 1-5 gibt
einen Uberblick Gber bisher bekannte Kreuzreaktivitéten der Tomate mit inhalativen
Allergenen und anderen Lebensmitteln.

Beifuf3

(Artemisis vulgaris)

i Latex l Tomate i Sellerie i
i (Hevea brasiliensis) | (Lycopersicon i (Apium graveolens)
R e e : lycopersicum) | = cmmmmmmmmmmsmmmssoo-ooo- '

Platanen SuBgraser

(Platanus x acerifolia) (Gramineae Juss.)

Abb. 1-5: ZUr Tomate bekannte Kreuzreaktivitéten

Bereits 1966 wurden von BLEUMINK et al. erste Fraktionierungsversuche der Allergene aus
reifen Tomaten durchgefUhrt. Mittels einer DEAE (o-2-Diethylaminoethyl)-Sephadex-Séule
konnte eine Fraktion isoliert werden, in welcher der Grofiteil der Allergenaktivitat - ermittelt
durch Hauttestungen - enthalten zu sein schien. Die Analyse dieser Fraktion ergab, daf3 sie
aus Glycoproteinen mit MG zwischen 20 und 30 kDa bestand; eine weitere Reinigung erfolgte
allerdings nicht. In einer anschlieBenden Studie stellte die gleiche Arbeitsgruppe fest, dass
wéhrend der Reifung eine Allergenitétszunahme zu verzeichnen ist. Dies wurde mit der Bildung
des allergenen Glykoproteins durch eine nichtenzymatische Bréunung (Maillard-Reaktion)
zwischen Protein und reduzierenden Zuckern begrindet [BLEUMINK et al. 1967]. Diese
reifungsabhéngige Zunahme des allergenen Potentials konnte in spéteren Studien von
YUNGINGER [1991] sowie KONDO et al. [2001] bestétigt werden. Uber die Charakterisierung
sowie |dentifizierung der einzelnen IgE-bindenen Tomatenallergene finden sich in der Literatur
wenige Studien. PETERSEN et al. [1996] gelang die Identifizierung eines Allergens mit einem
MG von 16 kDa als Profilin, welches von FUCHS et al. [2002] als Lyc e 1 beschrieben wurde. In
der Studie von FOTISCH et al. [2001] wiesen 44 % der gegen Tomaten sensibilisierten
Individuen IgE-Antikérper gegentber diesen Allergenen auf. Unter Verwendung der
zweidimensionalen Elektrophorese beschrieben PETERSEN et al. weitere Allergene mit MG
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zwischen 25 und 50 kDa und dazugehérigen isoelekirischen Punkten (pl) von 5.2 bis 9.6. Ein
besonders intensiv anférbbares Protein mit einem MG von 52 kDa und einem pl von 5.3
wurde mittels N-terminaler Sequenzierung als B-Fructofuranosidase (B-FF) identifiziert. In einer
anderen Studie konnte gezeigt werden, daf3 es sich bei diesem Allergen um ein Glykoprotein
handelt, wobei seine IgE-Reaktivitat auf CCDs zurUckzufUhren ist [FOTISCH et al. 2001]. Im
Widerspruch zu PETERSEN et al. [1996] charakterisierten FOTISCH et al. [2001] die B-FF mit
einem MG von 50 kDa und einem pl-Bereich von 4.0 - 4.5, wohingegen KONDO et al. [2001]
ein MG von 25 kDa angibt. In den beiden letztgenannten Studien wurden zudem jeweils eine
Polygalacturonase 2A (PG 2A) mittels N-terminaler Sequenzierung identifiziert [KONDO et al.
2001, FOTISCH et al. 2001]. Auch hier treten Diskrepanzen hinsichtlich der Charakterisierung
der identifizierten Allergene auf. So “gaben FOTISCH et al. [2001] fur die PG 2A sowie fur die
Pektinesterase ein MG von 36 kDa an, wohingegen KONDO et al. [2001] das MG der PG 2A
mit 46 kDa und das der Pektinesterase mit 14 kDa angeben. Des weiteren wurde von KONDO
et al. [2001] noch ein zusétzliches Allergen mit einem MG von 18 kDa als Superoxidismutase
identifiziert. Die ldentifizierung der genannten Allergene erfolgte ausschlief3lich Gber die N-
terminale Sequenzierung ohne eine vorangehende Isolierung.

Als weiteres potentielles Tomatenallergen, welches vor allem bei der Bevdlkerung der
Mittelmeerregion von Bedeutung ist, werden die LTP angesehen. Dariber hinaus bestehen
Erkenntnisse, die das Vorkommen eines zum Latexallergen Hev b 7 homologen Patatins
[RECHE et al. 2001] sowie einer Hev b 11 homologen Chitinase [DIAZ-PERALES et al. 1999]
vermuten. Die Relevanz dieser vermeintlich homologen Tomatenallergene beziglich der
Sensibilisierung sowie der klinischen Symptomatik sind bisher noch nicht verifiziert worden.

Obwohl das Profilin von FUCHS et al. [2002] bereits als Lyc e 1 bezeichnet worden ist, ist in der
offiziellen Allergen-Datenbank der WHO bislang noch keine Benennung von Tomaten-
allergenen vorgenommen worden.
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2.1 Patientenseren

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Blutseren resultieren aus einer Kooperation mit der
Hautklinik des Universitétsklinikums Hamburg-Eppendorf und stammen von Patienten mit
einer Typ-l-Reaktion bzw. Sensibilisierung gegen Tomate. Ein Teil der rekrutierten Probanden
leiden zudem unter einer nachgewiesenen Birkenpollenallergie mit ausgeprégter Pollinose
bzw. einer Latexallergie. Nach erfolgter Dokumentation der Anamnesedaten schlof3 sich die
Bestimmung der Gehalte an freiem, allergenspezifischen IgE in den Humanseren mittels EAST
(siehe Anhang 7.4.2) an. Alle fur die allergologischen Untersuchungen verwendeten Seren von
Allergikern weisen eine EAST-Klasse > 2 (Klasseneinteilung siehe Anhang Tab. 7-3) auf; zur
Kontrolle wurde das Serum zweier nicht atopischer Individuen (EAST-Klasse = 0) eingesetzt.
Eine detaillierte Auflistung der eingesetzten Humanseren findet sich in Kapitel 7.19.

Um ein méglichst breites Allergenspekirum in den allergologischen Untersuchungen abdecken
zu kdénnen, wurde aus aliquoten Teilen geeigneter Patientenseren ein Pool erstellt, dessen
Zusammensetzung im Anhang in Tabelle 7-9 aufgefihrt ist.

2.2 Tomate (Lycopersicon lycopersicum (L.) Karst. ex Farw.)

Die in dem Andengebiet Perus beheimatete
Tomatenpflanze gehért zur botanischen Familie der S,
Solanaceae (Nachtschattengewdchse). Nach der
Entdeckung Amerikas gelangte sie vorerst als
Zierpflanze nach Europa und rickte erst nach 1920

zur  Weltwirtschaftspflanze  auf. Der  weltweite

j@hrliche Verzehr dieser Frucht bel&uft sich auf Herkunft ~ ® Anbau
460 000 t. Die Hauptanbaugebiete befinden sich in Abb. 2-1: Herkunft & Anbaugebiete
den USA, China, Tuirkei, Russland, Iltalien und
Indien. Siehe dazu Abb. 2-1.

der Tomate

Die einjahrige strauchartige Pflanze erzeugt einen bis zu 1.5 m hohen, sympodial verzweigten
Sprof3, der mit groflen, unterbrochenen gefiederten Blattern besetzt ist. Die obersténdigen
Fruchtknoten der gelben Bliuten gehen aus 2 - zichtungsbedingt z.T. auch 3-4 - miteinander
verwachsenen Fruchtbléattern hervor. Dabei entstehen zentral an den bis zur Mitte ein-
geschlagenen Fruchtbléttern die markreichen Plazenten, an denen zahlreiche Samen ansitzen
(siehe Abb. 2-2). lhre Samenschalen weisen zundchst ein stark verschleimendes
Zylinderepithel auf, das zusammen mit der ebenso verschleimenden Plazenta die saftige
Gallerte (Pulpa) um die Samen herum erzeugt. Das festere Fruchtfleisch (Perikarp) verfarbt sich
wéhrend der Reifung durch Carotinoide, unter denen das Lycopin Uberwiegt, von grin nach
rot, rosa, orange oder gelb. Die Tomate ist aus dem einheimischen Anbau in der Zeit von
etwa Mai bis Oktober erhélilich; als Importware ganzjahrig.
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Die Sortenvielfalt der Tomate 1663t sich auf ca.
1000 verschiedene Varietdten beziffern,
welche bezuglich ihres Phanotyps
voneinander  divergieren und  diesem
entsprechend in Gruppen eingeteilt werden
kdnnen. Entsprechend der Fruchtgréfe,
welche in erster Linie durch die Anzahl der

Fruchtkammern bestimmt wird, erfolgt eine

Einteilung in  Fleischtomaten mit 5-10

Kammern sowie Flaschentomaten, runde

Abb. 2-2: Aufbau einer Tomate Tomaten, Eiertomaten und den kleinen

Kirsch-  bzw. Cherryfomaten mit  2-3

Kammern. Die Ubergangs- oder Zwischentypen dieser Sorten weisen 3-5 Kammern auf.

Neben GréB3e und Form erfolgt noch eine die Reifung betreffende Einteilung, wonach

gleichzeitig reifende Tomaten mit Kelch und Stielen geerntet und dementsprechend als

Strauchtomaten bezeichnet werden. Das Gewicht einer Tomate schwankt, je nach Sorte, von
wenigen Gramm (Cherrytomaten) bis hin zu einem Kilogramm (Fleischtomaten).

Fir die Untersuchungen, insbesondere zur Verifizierung potentiell vorhandener Sortenunter-
schiede, wurden 10 verschiedene Sorten herangezogen, welche Differenzen beziglich der
Groéfle, Farbe, Form und Geschmack zeigen. Eine Beschreibung der einzelnen Sorten sowie
die an ihnen durchgefUhrten Untersuchungen sind im Anhang 7.20 in der Tabelle 7-11
aufgefohrt.

Der eBBbare Anteil der Tomate besteht zu 94.2 % aus Wasser und enthélt daneben ca. 1.0 %
Protein, 3.0 % Kohlenhydrate und 0.2 % Fett. Der erndhrungsphysiologische Wert der Tomate
beruht vor allem auf dem Gehalt an Vitamin C (17 mg/100g) und Mineralstoffen
(60 mg/100g). Der Geschmack der Tomaten wird im wesentlichen durch é&therische Ole und
organische Sduren bestimmt.

2.3 Lectine

Zum Nachweis auf Kohlenhydratstrukturen der Allergene wurden in dieser Studie verschiedene
Lectine eingesetzt. Diese Proteine oder Glykoproteine binden spezifisch an definierte
Kohlenhydratreste und besitzen keine Enzymaktivitét, womit sie von Antikérpern und Enzymen
abzugrenzen sind [LINDHORST 2000]. Die zum Nachweis von Zuckern verwendeten Lectine
werden im Folgenden kurz beschrieben.

Das bekannteste Lectin Concanavalin A (Con A) mit vielseitigen Bindungseigenschaften
stammt aus der Schwertbohne. Fir seine Bindungsaktivitdt benétigt das zu den Metallo-
proteinen gehérige Con A Calcium und Magnesiumionen. Seine gréfite Bindungsaffinitét weist
Con A gegenUber a-D-Mannose auf, wahrend es aber auch a-D-Glucose zu binden vermag.

Eines von zwei Lectinen aus dem wéafrigen Extrakt der Ricinusbohne ist das Ricinus communis
Agglutinin (RCA). Das toxische RCA bindet generell Glykane mit terminalen Galactosen, zeigt
daneben aber auch eine geringe Bindungsaffinitét zur Lactose.
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Aus dem Samen des Weizens wird das kohlenhydratfreie und chitinbindende Lectin Wheat
Germ Agglutinin (WGA) gewonnen. Seine beiden Bindungsstellen weisen eine spezifische
Affinitat zu B-N-Acetylglucosaminen auf.

Das aus der Erdnuss gewonnene Peanut Agglutinin (PNA) erkennt das Disaccharid Galactose
B(1-3) N-Acetyl-Galactosamin und eignet sich somit zur Identifizierung von O-glycosidisch
gebundenen Kohlenhydratketten.

2.4 Enzyme

FOr die Untersuchung der Stabilitét der Tomatenallergene gegeniber der Verdauung wurde
eine Simulation des Gastrointestinaltraktes unter Verwendung der im folgenden beschriebenen
Enzyme durchgefthrt.

Zur Studie der Verdauungsvorgdnge im Magen wurde Pepsin [EC 3.4.23.1] aus der
Schweinemagenschleimhaut mit einer Aktivitét von 452 Units/mg (gemessen am Substrat
Hdmoglobin) eingesetzt. Pepsin gehdrt zu der Gruppe der Endopeptidasen und wird im
salzsauren Milieu aus der inaktiven Vorstufe Pepsinogen gebildet. Basierend auf dem Substrat
zeigt das aktive Pepsin (MG: 34.5 kDa) ein pH-Optimum im Bereich von pH 1.5 - 2 und bleibt
bis pH 6 stabil. Die Spaltung durch Pepsin erfolgt relativ unspezifisch, wobei die
Peptidbindungen des Carboxylendes von Phenylalanin, Leucin, Methionin oder Tryptophan
bevorzugt werden.

Die Simulation der Proteinverdauung im Intestinaltrakt erfolgte unter Verwendung von Trypsin
und Proteinase K sowie dem Enzymgemisch Pankreatin, bestehend aus Trypsin, Chymotrypsin,
Elastase, Amylasen und Lipasen. Diese Untersuchungen schlossen sich direkt an die simulierte
Magenverdauung an.

Das aus dem Rinderpankreatin gewonnene Trypsin [EC 3.4.21.4] weist eine Aktivitat von
10900 Units/mg sowie ein pH-Optimum von pH 7.6 auf. Das Trypsin mit einem MG von 23.3
kDa wird im Darm in Gegenwart von Calcium aus der inaktiven Vorstufe, dem Trypsinogen,
gebildet. Die Spaltung von Peptidbindungen durch Trypsin erfolgt relativ spezifisch am
Carboxylende der basischen Aminoséuren Lysin und Arginin.

Um mégliche Einflisse der Dickdarmflora bericksichtigen zu kénnen, wurde zudem die
Proteinase K [EC 3.4.21.64] aus dem Pilz Tritirachivm album mit einer Aktivitdt von
37 Units/mg verwendet (gemessen am Substrat Casein). Die verwendete Endopeptidase
hydrolysiert bevorzugt Peptidbindungen am Carboxylende von hydrophoben, N-substituierten
Aminosduren bei einem pH-Optimum zwischen pH 7.0 - 8.0.

Das Enzymgemisch Pankreatin entstammt dem Schweinpankreas und besitzt eine dem
vierfachen der USP-Spezifikation entsprechende Aktivitgt. Eine USP-Spezifikation ist definiert
als die Verdauung des 25-fachen des Enzymeigengewichtes innerhalb von 60 min bei einem
pH von 7.5, gemessen am Substrat Casein.
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3.1 MethodenUbersicht

FOr die Realisierung der gesetzten Ziele dieser Arbeit wurden verschiedene immunologische
und chemische Methoden eingesetzt. In Abb. 3-1 sind alle genutzten Methoden zusammen-
gefafit und in Rubriken eingeteilt dargestellt, wobei nicht der Anspruch erhoben wird, die
Zusammenhénge der Methoden untereinander zu représentieren. Die folgenden Kapitel
liefern eine kurze Erlduterung der Prinzipien der einzelnen Methoden und der vorgenomme-
nen Modifikationen.

Methoden zur Probenaufarbeitung Elektrophoretische Verfahren

v Tieftemperaturextraktion v' SDS-PAGE (2.5 - 94 kDa)
v' Proteinbestimmung nach BRADFORD v IEF (pl 3-7)
v' Dialyse v' 2D-Elektrophorese
v" Semidry-blotting auf NC / PVDF
Unspezifische Férbemethoden Immunologische Verfahren
v Silberfarbung v" Immunoblot
v" Coomassie-Férbung v" Immunoblot-Inhibition
v Brilliant Black-Férbung v Profilin-Blot
v' EAST
v' EAST-Inhibition
Verfahren zur Isolierung Verfahren zum Nachweis von
von Proteinen Glykostrukturen
v" lonenaustauschchromatgraphie (IEC) v' PAS-Férbung
v GréBienausschluBchromatographie (SEC) v Periodatspaltung
v" Umkehrphasen Chromatographie (RPC) v Lectin-Blot
v' Affinitétschromatographie (AC)

N-terminale Sequenzierung

Abb. 3-1: Ubersicht tber die angewandten Methoden
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3.2 Proteinextraktion

Die Basis fir Untersuchungen von Lebensmittelallergenen wird von der Reproduzierbarkeit
und der qualitativen Zusammensetzung der verwendeten Allergenextrakte gebildet [AAS et al.
1978]. Gerade die Extraktion der allergenen Substanzen aus pflanzlichen Lebensmitteln ge-
staltet sich aufgrund des niedrigen Gehaltes an Proteinen und des zudem relativ hohen
Gehaltes an phenolischen Verbindungen problematisch [LOOMIS 1974]. Die kommerziell er-
haltlichen Extrakte erleiden aufgrund der industriell angewandten Extraktion von zerkleinertem
Gewebe mit phosphatgepufferter Kochsalzlésung (PBS) bei 4 °C oftmals einen Allergenitéts-
verlust. Dieser kann durch die Freisetzung von Pflanzenphenolen erklért werden, die durch
Phenoloxidasen unter Sauerstoffeinwirkung zu Chinonen oxidieren und unter Ausbildung ko-
valenter Bindungen mit den Proteinen reagieren [MCEVILY et al. 1992, VIETHS et al. 1992q,
VIELUF et al. 1997].

Durch die von CLEMENTS [1965] entwickelte und von VIETHS et al. 1992b] modifizierte Tieftem-
peraturextraktion wird diese Problematik bericksichtigt. Die Frucht wird bei einer Temperatur
von -40°C mit Aceton homogenisiert, filtriert und der gewaschene Rickstand wird lyophilisiert.
Dadurch werden die in Aceton |8slichen stérenden phenolischen Begleitstoffe abgetrennt und
die Enzymaktivitdt der Polyphenoloxidasen stark herabgesetzt. Gemaf3 der im Anhang 7.2
geschilderten Durchfihrung werden die Proteine aus dem Lyophilisat (Acetonpulver) mit PBS
extrahiert.

Im Rahmen der in-vitro-Untersuchungen erfolgte eine verkirzte Form der Proteinextraktion.
Die mit den jeweiligen Enzymen behandelten Tomatenfrichte wurden lediglich einer Zentrifu-
gation unterzogen, anschlieBend filiriert und lyophilisiert. Fiur die elektrophoretischen
Untersuchungen erfolgte eine Rekonstitution der Extrakte mit dest. Wasser.

3.3 Bestimmung des Proteingehaltes

Die Quantifizierung des Proteingehaltes der Extrakte erfolgt unter Verwendung des Farbstoffes
Commassie Brilliant Blue G 250 nach der Methode von BRADFORD [1976]. Die Reaktion beruht
auf der Bildung eines blauen Protein-Farbstoffkomplexes, welcher durch die Anlagerung ne-
gativ geladener Farbstoffmolekile an die Aminogruppen der Proteine induziert wird und bei
540 nm photometrisch vermessen wird. Bereits 2 Minuten nach Reagenzienzugabe ist der ent-
standene Farbstoff stabil [READ & NORTHCOTE 1981]. Da diese Methode nicht durch
matrixbedingte Begleitstoffe gestért wird, sind keine gesonderten Aufarbeitungsschritte nétig.
Die Quantifizierung erfolgt Uber eine Kalibriergerade mit Rinderserumalbumin (BSA) als Refe-
renzprotein. Angesichts der unterschiedlichen Responsefaktoren verschiedener Proteine
gewdhrleistet diese Methode keine absolute Quantifizierung, so daf3 die Proteingehalte nur
relativ zueinander bestimmt werden kénnen (DurchfGhrung siehe Anhang 7.3).
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3.4 Enzymallergosorbent-Test (EAST)

Der EAST gehdrt zu den wichtigsten in-vitro-Untersuchungsmethoden bei der Diagnostik von
Lebensmittelallergenen. Diese enzymimmunologische Variante des Radioallergosorbent-Tests
(RAST) dient der Messung des freien, allergenspezifischen IgE im Blutserum. Das Prinzip des
EAST, dargestellt in Abb. 3-2, beruht auf zwei hochspezifischen Reaktionsschritten.

Der erste Schritt besteht aus der Kopplung der entsprechenden Allergene an eine als Festpha-
se dienende bromcyanaktivierte Cellulosescheibe nach CESKA & LUNDKVIST [1972]. Im Laufe
der daran anschlieBenden Inkubation mit dem Patientenserum binden die IgE-Antikérper des
Serums an die festphasengekoppelten Allergene. Spezifische mit alkalischer Phosphatase (AP)
gelabelte Anti-IgE-Antikérper markieren die an die Scheiben gebundenen Antikérper. Die AP
erméglicht nun die Umsetzung des farblosen Substrates p-Nitrophenylphosphat zu gelbem p-
Nitrophenolat, welches bei 405 nm photometrisch detektiert wird. Die DurchfGhrung ist in An-
hang 7.4 beschrieben.

Abb. 3-2: Prinzip des EAST

y - L An eine Cellulosescheibe gekoppelte
ol " f‘"‘ Allergene werden mit Patientenseren
oF * inkubiert (1), wobei die Allergene

W ! eine spezifische Bindung mit den IgE-
| “‘i'l_" Antikérpern des Serums eingehen.

AP AP ap AP AP AP ap AP Daran schliefit sich eine Markierung

Q‘-‘i-.. by K der Antikérper durch mit alkalischer
L ? $. Phosphatase (AP) gelabelten Anti-IgE
Jfr""! . an (2). Uber eine enzymatische Reak-
tril I.,} w .
|

- ':;_f - S. e 3 tion der AP mit p-Nitrophenyl-
| £ m E’ phosphat erfolgt die Bildung des
gelbgefdrbten Nitrophenolat, welches

1 2 3 photometrisch detektiert wird (3).

Uber Referenzseren mit bekanntem IgE-Gehalt gegen Lieschgras und entsprechende Allergen-
scheiben erfolgt die Einteilung der Patientenseren entsprechend ihres IgE-Gehaltes in eine der
fonf EAST-Klassen. Die Klassengrenze wird dabei jeweils von einem der vier Referenzseren mit
den IgE-Gehalten 0.35 U/mL (Klasse 1), 0.7 U/mL (Klasse 2), 3.5 U/mL (Klasse 3) und 17.5
U/mL (Klasse 4) gebildet, dabei entspricht 1 U ca. 2.4 ng IgE.

3.5 EAST-Inhibition

Die zu den kompetitiven Hemmtests gehérige EAST-Inhibition gestattet den Nachweis eventu-
eller Kreuzreaktivitdten und bietet zudem die Méglichkeit der relativen Quantifizierung des
allergenen Potentials der eingesetzten Extrakte. Das Prinzip dieser Variation des EAST beruht
auf der der eigentlichen Messung vorangestellten Inkubation des Patientenserums mit dem zu
untersuchenden Extrakt, der Inhibitorlésung [VIETHS et al. 1993a, MOLLER et al. 1997a]. Um
ein moglichst weites Spektrum von Allergenen abdecken zu kénnen wurde als Serum ein Pool
aus verschiedenen Einzelseren verwendet. Als Inhibitor dienten innerhalb dieser Arbeit neben
den verschiedenen Fruchtextrakten zur Untersuchung der Kreuzreaktivitdten auch die Extrakte
der unterschiedlichen Varietaten, der Fruchtfragmente sowie die der in-vitro Verdauung.
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Die Methode beruht auf der Konkurrenzreaktion zwischen den festphasengebundenen Aller-
genen der nativen Frucht und den in Ldsung befindlichen potentiellen Allergenen um das
spezifische IgE des Patientenserums. Je gréfler die IgE-Bindungskapazitét des Inhibitors ist,
desto stdrker erfahrt das Mef3signal eine Verminderung. Zur Bestimmung der maximal er-
reichbaren Inhibition und der 50 %igen Verminderung des Signals (Cso-Wert) wird eine
Verdinnungsreihe des Inhibitors eingesetzt. Der Cs,-Wert ermdglicht dabei den direkten Ver-
gleich des allergenen Potentials verschiedener Extrakte untereinander. Als Bezugsgréfe fur
den Vergleich der Cso-Werte sowie zur Uberprisfung der korrekten Testdurchfihrung wird die
homologe Inhibition durchgefihrt, bei welcher der Inhibitor den nativen festphasengebunde-
nen Extrakten gleicht und zu einer maximalen Reduktion des Mef3signals fUhrt. Die Auswertung
der EAST-Inhibition erfolgt anhand der graphisch dargestellten Inhibitionskurven, welche aus
der Abhdéngigkeit der prozentualen Inhibition von der logarithmisch aufgetragenen Protein-
konzentration der Inhibitorextrakte resultieren (Zur DurchfGhrung siehe Anhang 7.5).

3.6 Elektrophorese

Die Elektrophorese stellt eine etablierte Methode zur Auftrennung von Proteinen dar und ba-
siert auf der Wanderung geladener Molekile in einem Gleichstromfeld. Die Trennung der
Molekule erfolgt aufgrund unterschiedlicher Ladungen und/oder Massen, wobei die Trenn-
scharfe durch die Wanderungsgeschwindigkeit, der Pufferzusammensetzung, der Temperatur
und dem Trégermaterial beeinfluB3t wird.

3.6.1 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidelekirophorese (SDS-PAGE)

Die Trennung bei der SDS-PAGE erfolgt nach dem MG der Molekile. Durch eine Beladung
mit dem anionischen Detergenz SDS enstehen, mit Ausnahme der Glykoproteine, SDS-Protein-
Micellen mit identischem Masse-/Ladungsverhdélinis [GUTTMAN 1996]. Eine anschlieBende
Spaltung der Disulfidbricken unter Verwendung von 2-Mercaptoethanol bewirkt eine Destruk-
tion der Sekundér- und Tertidrstruktur und fihrt nach Auffaltung zu einer einheitlichen
Micellenstruktur. Die Trennung erfolgt in restriktiven Gelen, wodurch basierend auf der gerin-
gen Porengréfle die Wanderung gréflerer Micellen stérker als die der kleineren Micellen
behindert wird. Daraus resultiert eine zum MG proportionale Wanderungsgeschwindigkeit der
Proteinmicellen. Uber den Vergleich mit einem Standardgemisch aus Proteinen mit definiertem
MG, dem sogenannten Marker, erfolgt eine Abschétzung des MG. Das Trennmedium besteht
aus Polyacrylamid-Gelen, welche durch die Copolymerisation von Acrylamid-Monomeren mit
dem als Vernetzer fungierenden N,N’-Methylenbisacrylamid hergestellt werden. Sie zeichnen
sich durch eine hohe mechanische und chemische Stabilitét aus. Die fir die Trennleistung ei-
nes Gels verantwortliche Porengréfle kann bei diesem Polymer Uber die
Totalamidkonzentration und den Vernetzungsgrad reproduzierbar eingestellt werden.

Fur die vorliegende Arbeit fanden drei unterschiedliche Systeme zur Auftrennung der Proteine
Anwendung. Alle Systeme beruhen ausschlieBlich auf den kommerziell erhéalilichen Fertiggelen
vom Typ Novex® NuPage der Firma Invitrogen™ (Groningen, Niederlande).

Um eine Trennung im MG-Bereich zwischen 14 und 94 kDa zu gewdhrleisten, wurde ein Bis-
Tris-HCI gepuffertes Polyacrylamid-Gel mit einer Totalamidkonzentration von 10 % mit einem
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2-(N-morpholino)ethansulfonsdure (MES)-SDS-Elektrodenpuffer verwendet. Diese Systemzu-
sammenstellung ermdglicht eine kontinuierliche Auftrennung Gber den gesamten MG-Bereich.
Um eine sehr gute Trennleistung der Proteine im MG-Bereich zwischen 20 und 60 kDa zu
erzielen, wird anstatt des MES-SDS-Puffers ein 3-(N-morpholino)propansulfonséure (MOPS)-
SDS-Puffer verwendet. Das dritte System beruht auf einem Novex® NuPage Gel mit einer
Totalamidkonzentration von 12 % unter Verwendung des MES-SDS-Puffers, wodurch eine
reproduzierbare Trennung im niedermolekularen Bereich bis 2.5 kDa erméglicht wird. Die
Durchfohrung aller Varianten der SDS-PAGE mit der Zusammensetzung der jeweils ver-
wendeten Marker ist im Anhang 7.6 aufgefihrt.

3.6.2 Isoelektrische Fokussierung (IEF)

Bei der IEF wandern native Molekile bis zum Erreichen ihres pl in einem pH-Gradientensystem
entsprechend ihrer Ladung Richtung Kathode bzw. Anode. Da an dem dem pl entsprechenden
pH-Wert die Nettoladung und dementsprechend auch die Wanderungsgeschwindigkeit der
Proteine im elekirischen Feld gleich Null betrégt, kénnen sie mit dieser Endpunktmethode
fokussiert werden. Das IEF-Trennsystem dieser Arbeit bestand aus Novex® Pre-Cast Gelen der
Firma Invitrogen™ vom Typ IEF-Gel, pH 3-7 in Verbindung mit einem Kathoden- bzw. An-
odenpuffer. Die verwendeten restriktiven Gele erlauben eine Trennung von Proteinen mit pl
zwischen 3 und 7, wobei eine Zuordnung der entsprechenden pl Uber die Verwendung eines
definierten pl-Markers erfolgt. Die DurchfGhrung und die Zusammensetzung des pl-Markers ist
dem Anhang 7.7 zu entnehmen.

3.6.3 2D-Elektrophorese

Die 2D-Elektrophorese stellt eine Kombination der IEF und der SDS-PAGE dar und basiert auf
der Aufeinanderfolge beider Trenntechniken. Im Anschluf3 an die erste Dimension (IEF), bei
welcher die Trennung nach dem pl erfolgt, schlieBt sich senkrecht dazu die auf der Trennung
nach dem MG basierende SDS-PAGE als zweite Dimension an. Entsprechend den Einzeltech-
niken werden die pl bzw. MG der Proteine anhand von Markerproteinen abgeschétzt. Diese
Verbindung der Einzelsysteme erméglich eine hohe Auflésung komplexer Proteingemische und
gewdhrleistet dadurch eine Trennung von Isoproteinen (Durchfohrung siehe Anhang 7.8).

3.7 Semidry-blotting

Unter dem Semidry-blotting nach TOBWIN & GORDON [1984] wird der Transfer von elekiro-
phoretisch aufgetrennten Makromolekilen aus dem Trégergel auf eine immobilisierende
Membran verstanden. Zwischen zwei als Elekiroden dienenden Graphitplatten werden mit
Puffergetrénkte Elekirodenticher, das Gel sowie eine Blotmembran plaziert. Ein effektiver und
gleichméBiger Transfer der Proteine auf eine NC-Membran wird durch die Verwendung eines
diskontinuierlichen Puffersystems gewdhrleistet [KYSE-ANDERSEN 1984, STOTT 1989]. Nach dem
Transfer liegen die Proteine bzw. ihre Bindungsstellen fur spezifische Reaktionen mit Makro-
molekilen wie z.B. IgE-Antikérpern frei zugénglich vor. Eine Bindung an die Membran erfolgt
wahrscheinlich Gber hydrophobe Wechselwirkungen, wobei eine Renaturierung der Proteine
nach dem Verlust des SDS der Elektrophorese angenommen wird [AALBERSE 2000]. Die Bin-
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dungskapazitét einer Membran héngt entscheidend von ihrer Porengréfie ab, wobei eine Po-
rengréfBe von 0.2 um eine Immobilisierung von kleineren Proteinen ermdglicht [HANDMAN &
JARVIS 1985] (Durchfihrung siehe Anhang 7.9.1).

Soll dem Semidry-blotting eine N-terminale Sequenzierung folgen, so wird anstelle einer NC-
Membran eine Polyvinyldifluorid (PYDF)-Membran verwendet, da diese im Gegensatz zur NC-
Membran gegeniber den Reagenzien des Edman-Aminoséureabbaus resistent ist. Fir den
Transfer auf die PVYDF-Membran wurde das kontinuierliche Puffersystem nach WARD et al.
[1990] verwendet (Durchfihrung siehe Anhang 7.9.2).

3.7.1 Immunoblot (IB)

Der Immunoblot wird nach STOTT [1989] als Kombination eines Proteintransfers auf eine im-
mobilisierende Membran mit anschlieBender immunochemicher Detektion zur Differenzierung
von allergenen und nicht allergenen Strukturen beschrieben.

Um unspezifische Farbreaktionen durch remanente freie Bindungsstellen der NC-Membran
nach erfolgtem Semidry-blotting zu vermeiden, wurden diese zunéchst durch Milchproteine
abgesattigt [JOHNSON et al. 1984, AHLROTH et al. 1995]. Um die Empfindlichkeit dieses
Nachweises zu erhdhen, wurde ein von VIETHS et al. [1992b] entwickeltes Verstarkersystem,
welches in Abb. 3-3 veranschaulicht ist, eingesetzt. Das System besteht aus Anti-Human-IgE
vom Kaninchen, mehrfach biotinylierten Anti-Kaninchen IgG aus der Ziege und einem Strepta-
vidin-Meerrettichperoxidase (HRP)-Konjugat. Die verstarkende Wirkung resultiert aus der
mehrfachen Biotinylierung des IgG, wodurch mehrere Molekile des Streptavidin-HRP-
Konjugates gebunden werden kénnen.

Y Tetramethylbenzidin
T

Abb. 3-3: Prinzip des Immunoblot
Die IgE-Antikérper (2) binden an die auf
der NC-Membran immobilisierten Aller-
gene (1). AnschlieBend erfolgt nach-
einander eine Inkubation mit Kaninchen
Anti-Human-IgE (3) und mehrfach bio-
tinyliertem Anti-Kaninchen-IgG aus der
Ziege (4). An daos IgG lagern sich meh-
rere Streptavidin-HRP-Molekile (5) an,

r &Y blau-griine Banden

wodurch nach einer enzymatischen Far-

bereaktion eine blau-grine Farbung

(1) hervorgerufen wird.

NC-Membran

Die Visualisierung der immunologisch detektierten Allergene erfolgt Uber eine enzymatische
Farbreaktion in der die farblose Verbindung 3,3",5,5" -Tetramethylbenzidin (TMB) als Substrat
fungiert. In Gegenwart von Dioctylnatriumsulphosuccinat (DONS) und Wasserstoffperoxid ent-
steht infolge der katalytischen Wirkung der HRP zundchst das blaugeférbte Radikalkation,
welches in Gegenwart von Licht zu einem gelbgeférbten Salz weiter oxidiert wird. Selbst unter
LichtausschluB bleibt diese Farbung nur wenige Tage stabil [GALLATI & PRACHT 1985]. Die
Durchfhrung des IB ist im Anhang unter 7.10 aufgefUhrt.
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3.7.2 Immunoblot-Inhibition

Entsprechend der unter 3.5 beschriebenen EAST-Inhibition erméglicht auch die IB-Inhibition
eine |dentifizierung kreuzreagierender Allergene [VIETHS et al. 1992b] durch eine der immuno-
chemischen Detektion vorangestellten Inkubation mit den zu prifenden Proteinextrakten
(Inhibitoren). Uber die IB-Inhibition kénnen im Gegensatz zur EAST-Inhibition detaillierte Aus-
sagen Uber die Inhibition einzelner Allergene gemacht werden.

Der potentielle Inhibitorextrakt wird im ersten Schritt mit dem Patientenserum vorinkubiert und
anschlieBend auf den zuvor elektrophoretisch getrennten und auf eine NC-Membran transfe-
rierten nativen Extrakt gegeben. Im Verlauf der Vorinkubation binden aktive Allergene des
Inhibitorextraktes an das spezifische IgE des Serums, so daf3 dieses bei der spéteren Inkubati-
on der festphasen-gebundenen Allergene nicht mehr zur Verfigung steht, woraus eine
Schwédchung bzw. Eliminierung der Banden resultiert. Die Methode wird durch den Einsatz
einer homologen Inhibition Uberprift. Zur Verifizierung unspezifischer Inhibitionen bzw. Bin-
dungen erfolgt zudem eine Kontrolle mit einer Ovalbuminlésung bzw. Patientenserum eines
Nicht-Allergikers (Durchfihrung siehe Anhang 7.11).

3.7.3 Profilin-Blot

Der Nachweis von Profilinen erfolgte nach VIETHS et al. [1994b] unter Verwendung polyklona-
ler Antikérper aus Kaninchen, welche zuvor gegen Profiline aus Pollen oder Lebensmitteln
immunisiert worden sind. Eine solche NachweisfUhrung ist aufgrund der engen Verwandtschaft
und der damit verbundenen starken Homologie in der Struktur von Profilinen unterschiedlicher
Herkunft méglich.

Die immunochemische Detektion der Tomatenprofiline erfolgte unter Verwendung eines vom
Paul-Ehrlich-Institut (Langen, Deutschland) zur Verfigung gestellten Antikérpers gegen rekom-
binantes Birnenprofilin Pyr ¢ 4. Fir den Nachweis wurden die Allergenextirakte wie beschrieben
mittels SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine NC-Membran transferiert. Nach der Blockierung
unspezifischer Bindungstellen schlo sich die Inkubation mit dem verdinnten Antikérper an.
Die weitere Detektion mit biotinyliertem Anti-Kaninchen-lgG und Streptavidin-HRP-Konjugat
entspricht der im Kapitel 3.7.1 beschriebenen Methode (Durchfihrung siehe Anhang 7.12).

3.8 Nachweis von Kohlenhydratanteilen

Der Kohlenhydratanteil der im Pflanzenreich weitverbreiteten Glykoproteine kann bis zu 90 %
betragen und ist fir die physiologische Funktion der Proteine von enormer Bedeutung [LEISTNER
& BRECKLE 1988]. Zu den wichtigsten Kohlenhydraten der Glykoproteine pflanzlicher Herkunft
zdhlen unter anderem D-Galactose, D-Mannose, L-Arabinose, L-Rhamnose sowie L-Fucose
[WAFFENSCHMIDT & JAENIKE 1991]. Neben der physiologischen Funktion wird den Kohlenhy-
draten eine Rolle bei der Auslésung der allergischen Reaktion zugesprochen, da viele
Hauptallergene von Pollen und pflanzlichen Lebensmitteln als Glykoproteine identifiziert wer-
den konnten [BREITENEDER et al. 1989, NILSEN et al. 1991]; inwieweit sie jedoch an der Bildung
der Epitopstruktur beteiligt sind, ist noch nicht vollsténdig geklért. Bislang stehen insbesondere
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die a(1,3)-Fucose und B(1,2)-Xylose im Verdacht, fir die IgE Bindung verantwortlich zu sein
[GARCIA-CASADO et al. 1996, WILSON & ALTMANN 1998].

Zum Nachweis von Kohlenhydraten wurden vier, auf zwei unterschiedliche Prinzipien basie-
rende Verfahren, die dem Nachweis von Glykostrukturen dienen, angewendet. Sie werden in
den folgenden Abschnitten kurz erldutert.

3.8.1 Nachweis mittels Periodatspaltung

Unter Einwirkung von Periodat werden die vicinalen Hydroxylgruppen der Kohlenhydrate
oxidativ unter Bildung von Formaldehyd und Ameisenséure gespalten.

Zur einfachen Visualisierung der Glykoproteine wird eine Farbreaktion zwischen den nach
einer Spaltung mittels Periodat entstehenden Aldehyden und dem Schiff”schen Reagenz (Fuch-
sin, Schwefelséure) angewendet. Die Glykoproteine werden bei der sogenannten Periodséure-
Schiff'sche (PAS)-Férbung nach erfolgter elektrophoretischer Trennung im Gel angeférbt und
erscheinen als violettrote Banden (Durchfihrung siehe Anhang 7.15.1).

Um den EinfluB der Kohlenhydrate auf die IgE-Bindungsféhigkeit zu untersuchen, wurde der
elektrophoretisch getrennte und auf NC-Membran geblottete Extrakt mit einer Periodatlésung
inkubiert. Durch Zugabe einer Sorbitlédsung wurde das Uberschissige Periodat entfernt und die
Membran mit dem Patientenserum inkubiert. Daran schlof3 sich die immunochemische Detek-
tion nach 3.7.1 an, bei der - sollte die Kohlenhydratstruktur am Epitopaufbau beteiligt sein -
eine Schwdéchung bzw. Eliminierung der allergenen Bande eintritt. Eine Kontrolle der Methode
erfolgte durch eine parallel verlaufende Inkubation mit deaktivierter Periodatlésung [VIETHS et
al. 1995a]. Allerdings ist dieser Nachweis lediglich als Hinweis auf eine Epitopbeteiligung von
Kohlenhydraten zu werten, da neben den Hydroxylgruppen auch empfindliche Aminosduren
bzw. Aminoséureester von einer Oxidation betroffen sein kénnen. Sollten diese an dem Auf-
bau des Epitops beteiligt sein, so ist auch hier eine Schwdchung oder Eliminierung der Banden
zu erwarten (Durchfthrung siehe Anhang 7.15.2).

3.8.2 Nachweis mittels Lectinen

Auch beim Nachweis der Glykoproteine mittels Lectinen wurden zwei unterschiedliche Metho-
den angewandt. Die erste Methode, der sogenannte Lectinblot, beruht auf der
Charakterisierung des Gesamtextraktes nach elektrophoretischer Trennung und anschliefien-
dem Transfer auf eine NC-Membran, wohingegen die zweite Methode auf einer
vorangestellten Isolierung der durch die entsprechenden Lektine gebundenen Glykoproteine
mittels AC basiert. Diese Methoden dienen lediglich der Identifizierung von Glykoproteinen
und lassen keine Ruckschlisse auf eine Beteiligung der Kohlenhydrate an der Epitopstruktur

ZU.

Im Lectinblot erfolgte die spezifische Detektion Uber den Einsatz von biotinylierten Lectinen,
welche anschlielend - analog dem Immunoblot - unter Verwendung des Streptavidin-HRP-
Konjugates visualisiert wurden. Es wurden die Lektine Con A, PNA und RCA zur spezifischen
Detektion von Kohlenhydratstrukturen verwendet (Durchfihrung siehe Anhang 7.15.3).
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In Zusammenarbeit mit dem GKSS-Forschungszentrum Geesthacht wurde zum Nachweis von
Glykoproteinen eine dort entwickelte Lectin-Affinitétschromatographie durchgefihrt. Das
Prinzip der AC beruht auf der spezifischen, reversiblen Adsorption eines Molekils an einen
affinen, auf dem Saulenmaterial immobilisierten Bindungspartner. Die Desorption der zu iso-
lierenden Substanz erfolgt entweder spezifisch durch einen UberschuB an konkurrierenden
Liganden oder unspezifisch durch deformierende Bedingungen wie z.B. pH-Wert oder lonen-
starke. Zur spezifischen Isolierung der Glykoproteine aus dem Tomatenextrakt fungierten die
Lectine Con A, RCA und WGA als immobilisierte Bindungspartner. Die Desorption der Glyko-
proteine wurde Uber einen individuellen Elutionspuffer spezifisch herbeigefihrt. Die genauen
Chromatographiebedingungen sind im Anhang 7.15.4 beschrieben.

3.9 Unspezifische Farbungen

Zur Visualisierung des Gesamtproteinmusters der elektrophoretisch getrennten Proteine im
Acrylamidgel sowie auf Membranen wurden die nachstehenden Methoden angewandt.

Die Silberfarbung nach HEUCKESHOVEN & DERNICK [1986] basiert auf der Reduktion von Silber-
ionen zu elementarem Silber und zé&hlt mit einer Nachweisgrenze von 0.05 bis 0.1 ng/mm? zu
den empfindlichsten unspezifischen Férbemethoden. Aufgrund des héheren Normalpotentials
der proteingebundenen Silberionen im Vergleich zu den gelfixierten |&uft eine bevorzugte Re-
duktion der proteinassoziierten lonen ab. Die Visualisierung der Proteine ist mit dem
Farm“schen Abschwéacher zwar aufzuheben; die Proteine kénnen anschlielend jedoch nur
erneut unspezifisch detektiert werden und sie sind fir weitere Untersuchungen nicht verfigbar.
Im Gegensatz dazu steht die Commassie-Brilliant-Blue (CBB) Farbung, welche mit einer
Nachweisgrenze von 30 ng/mm? zwar wesentlich unempfindlicher ist, dafir jedoch eine rever-
sible Detektionsmethode darstellt. Eine Entférbung der durch Anlagerung des Farbstoffes
Commassie-Brilliant-Blue G 250 visualisierten Proteine ist ohne Schadigung derselben még-
lich. Neben der Detektion von Proteinen in der Gelmatrix kann diese Methode ebenso zur
Visualisierung auf Membranen genutzt werden. Neben der CBB wird zur Proteindetektion auf
NC-Membranen die nach HANCOCK & TSANG [1983] modifizierte Brilliant Black-Férbung ver-
wendet. Sie basiert ebenso wie die CBB Farbung auf der Anlagerung eines Farbstoffes, bietet
aber im Vergleich zur CBB eine sehr schwache Hintergrundfarbung und damit eine erhéhte
Sensitivitat. Die DurchfUhrungen der jeweiligen Férbemethoden sind im Anhang 7.13 & 7.14
aufgefihrt.

3.10  Verfahren zur Allergenisolierung

For die Isolierung von Proteinen steht in der Literatur eine Auswahl an bereits etablierten
chromatographischen bzw. elekirophoretischen Methoden zur Verfigung. Zu den wichtigsten
chromatographischen Verfahren zéhlen die lonenaustausch-, Gréf3enausschluBB-, Affinitéts-
und Umkehrphasenchromatographie, die je nach Trennproblem zum Einsatz kommen. Die
bedeutendste elektrophoretische Methode zur Isolierung von Proteinen stellt die Elektroelution
dar. Die bisherigen Erfahrungen auf dem Gebiet der Allergenisolierung aus pflanzlichen Le-
bensmitteln zeigen jedoch, daf3 oftmals nur durch eine sinnvolle Kombination der
verschiedenen Trennmethoden ein Erfolg erzielt werden kann.
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3.10.1  lonenaustauschchromatographie (IEC)

Die IEC gehért aufgrund ihrer milden Trennbedingungen, welche eine Aufrechterhaltung der
biologischen Aktivitét gewdhrleisten, zu den bedeutendsten Techniken zur Fraktionierung von
Proteinen und Peptiden [MALMQUIST & LUNDELL 1992]. lhr Prinzip beruht auf der reversiblen
Adsorption geladener Molekile an immobilisierten Gruppen mit entgegengesetzter Ladung.

Zur Trennung der Proteine wurde fir die Anionenaustauscherséule das Material Source ™ 15
Q der Firma Amersham pharmacia biotech (Uppsala, Schweden) verwandt. Dieses lonenaus-
tauscherharz aus Polystyrol-Divinylbenzol-Copolymeren und quarterngren  Ammonium-
gruppen als Festionen ist durch eine hohe Kapazitat gekennzeichnet und somit fur eine Pro-
benaufreinigung in gréf3erem, prédparativem Maf3stab gut geeignet [PHILLIPS et al. 1992]. Bei
der IEC ist allerdings auf einen geringen Salzgehalt der aufzugebenden Proben zu achten, da
ansonsten die Wechselwirkungen zwischen Proteinen und lonenaustauscherharz vermindert
werden kénnen.

Die fur die Isolierung verwendeten Tomatenextrakte wurden, um eine unnétige Salzbelastung
zu vermeiden, mit dem Elutionspuffer | (0.02 M Tris-HCL-Puffer) aus dem Acetonpulver extra-
hiert. Die Durchfihrung der Elution der Proteine von der Séule erfolgte in Anlehnung
BALESTRIERI et al. [1990] und SEPPALA et al. [1999] mit einem 0.02 M Tris-HCI-Puffer bei kon-
stantem pH-Wert unter Verwendung eines NaCl-Gradienten mit einer UV-photometrischen
Detektion bei
214 nm. Die detaillierten Trennbedingungen sind Anhang 7.16.1 zu entnehmen.

3.10.2  GréBenausschluBchromatographie (SEC)

Das Trennprinzip der SEC basiert auf der MolekilgréBie der zu trennenden Substanzen. Die
stationdre Phase besteht aus Perlen mit gequollenem Netzwerk, dessen Permeabilitét Gber
mehrere Gréfenordnungen variiert. Basierend auf dem sterischen AusschluBprinzip werden
die geldsten Substanzen nach abnehmender Molekularmasse eluiert.

Das verwendete Sdulenmaterial Sephacryl S 100 der Firma Amersham pharmacia biotech
(Uppsala, Schweden), ein Mischpolymer aus N,N-Methylenbisacrylamid und Allyldextiran, ist
for eine Trennung von Peptiden und Proteinen mit MG von ca. 1 bis 100 kDa geeignet. In
Anlehnung an MOLLER et al. [1997b] wurde zur Elution ein 0.01 M Phosphatpuffer mit 0.03 M
NaCl eingesetzt und bei 214 nm UV-photometrisch detektiert. Ein gewisser Salzgehalt im
Elutionspuffer ist zur erwinschten Unterdrickung der Wechselwirkungen zwischen Proteinen
und Sdulenmaterial nétig. Die genauen Trennbedingungen sind in Anhang 7.16.2 dokumen-
tiert.

3.10.3  Umkehrphasenchromatographie (RPC)

Die RPC beruht auf der Bindung der in der mobilen Phase gelésten Probe an immobilisiertes
n-Alkylkohlenwasserstoffen oder aromatischen Liganden Uber hydrophobe Interaktionen. Die
RPC ist fur Molekile mit einem hydrophoben Charakter, wie Proteine und Peptide von einer
sehr guten Trennleistung und Wiederfindung geprégt und erméglicht daher eine sehr gute
Trennung fur Molekile mit nur leichten Strukturunterschieden. Allerdings eignet sich die RPC
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nicht als erster Schritt einer Trennung, da viele Begleitstoffe der Matrix aufgrund ihres hydro-
phoben Charakters die Trennleistung der Saule herabsetzen.

Als Séulenmaterial fir die RPC wurde Source™ 15RPC der Firma Amersham pharmacia bio-
tech (Uppsala, Schweden), welches aus einer Polysteren/Divinylbenzen-Basis besteht,
verwandt. Die Elution der Proteine wurde mit einem linearen Gradienten mit steigender Aceto-
nitrilkonzentration in 0.1 % Trifluoressigsdure (TFA) erreicht. Die Chromatographie-
bedingungen sind dem Anhang 7.16.3 zu entnehmen.

3.11  Entsalzung Uber Dialyse

Die Entsalzung der Retentate der chromatographischen Trennungen wurde mittels Slide-A-
Lyzer® Dialyse-Kammern mit einer AusschluBmembran von 10 kDa geméf3 den Angaben des
Herstellers (Pierce, Rockford, USA) durchgefthrt. Im Gegensatz zu den héhermolekularen
Proteinen sind die zu entfernenden Salze zum Durchgang der Membran beféhigt, wéhrend die
Proteine in der Kammer verbleiben (DurchfGhrung siehe Anhang 7.17).

3.12  N-terminale Sequenzanalyse

Das als ,Edman-Abbau” etablierte Verfahren zur Bestimmung der Aminoséuresequenz beruht
auf der stufenweisen Abspaltung von Aminosduren (AS) vom N-terminalen Ende einer Peptid-
kette. An eine endstdndige Aminosdure wird Phenylisothiocyanat gekoppelt, woran sich eine
Abspaltung dieser AS als Phenylisothiocarbamonylpeptid sowie eine Stabilisierung zur Phe-
nylthiohydantoin-(PHT)-Aminosdure anschliefit. Die Identifizierung dieser PHT-Derivate kann
mittels RP-HPLC/UV durchgefihrt werden. Dieses Verfahren ist auf eine zyklische Bestimmung
von bis zu 20 Aminosduren limitiert, da bei einer Erhéhung der Zyklenanzahl eine Auswertung
stetig schwieriger wird.

FOr die Ansequenzierung wurden die Proteine nach elektrophoretischer Trennung auf eine
PVDF-Membran geblottet und unspezifisch mit Coomassie Brilliant Blue angeférbt. Die fur eine
Sequenzierung nétige Menge von mindestens 50 pmol ist zumeist mit der Visualisierbarkeit mit
CBB gewdabhrleistet. Die N-terminale Sequenzierung der zuvor ausgeschnittenen Banden wurde
in Zusammenarbeit mit der Abteilung fir Biochemie der Universitét Hamburg durchgefthrt
(siehe Anhang 7.18).
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4 Ergebnisse

Im ersten Abschnitt dieses Kapitels werden die Ergebnisse zur umfassenden Charakterisierung
der Tomatenallergene vorgestellt, wdhrend sich der zweite Abschnitt mit der Isolierung zweier
Tomatenallergene und deren N-terminaler Sequenzierung befaf3t.

4.1 Charakterisierung der Tomatenallergene

Sowohl die mittels BRADFORD [1976] bestimmten Proteingehalte aller fur die nachfolgenden

Untersuchungen eingesetzten Fruchtextrakte als auch die Ergebnisse der durchgefihrten EAST-
Inhibitionen sind in Anhang 7.21 & 7.22 dokumentiert.

Eine Zuordnung der visualisierten allergenen Banden im Immunoblot beziglich ihres MG bzw.
pl erfolgte anhand der mittels Brilliant  Black-Férbung  (BBF)  angeférbten
Molekulargewichtsmarker (MGM) bzw. pl-Marker (pIM).

4.1.1 SDS-PAGE / Immunoblot

Durch die Zusammenarbeit mit dem Universitatsklinikum Eppendorf stand fir die
Untersuchungen bzw. Charakterisierung der Allergene ein Pool von insgesamt 33 Patienten
mit spezifischen IgE gegen Tomate zur Verfigung. Sémiliche eingesetzten Seren wiesen eine
EAST-Klasse > 2 (vergleiche dazu Anhang 7-19) auf. Zur Charakterisierung wurde der Extrakt
der Sorte «Balkonstar» elektrophoretisch mittels SDS-PAGE getrennt und nach anschlieBendem
Transfer auf eine NC-Membran unter Verwendung der Einzelseren immungeférbt. Um
unspezifische Bindungen ausschlieBen zu kdénnen, erfolgte zudem eine Inkubation mit dem
Serum eines Nicht-Atopikers (EAST-Klasse = 0) als Negativkontrolle (K). In den Abbildungen
4-1 und 4-2 sind die mit den jeweiligen Einzelseren immungefarbten NC-Streifen dargestellt.

BBF Immunférbung
MGM: Molekulargewichtsmarker
BG
BN
. DA
DR*
EH
GC
HI
HKD*
HU
: KG
- KJ
- KK
: KR*
: KS
: LK~
: MM
: PE*
: Kontrollserum

MGM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 1213"1415°16 17" K

94 kDa
67 kDa i“ I
43 kDa 1 i H = ._

30 kDa ! -

VWoON>rGOA~WLN T

N — O

20 kDa

AW

14 kDa

A NON O

*: Bestandteil des Tomatenpoolserums

Abb. 4-1: Immunoblot der Tomate «Balkonstar» unter Verwendung der Einzelseren 1-17
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BBF ‘ Immunférbung

MGM 18 19 20" 21722 23 24 25 26 27 28 29 30" 3132"33" K MGM: Molekulargewichtsmarker

18: RA

19: RC

20: RF*

21: RH*

94 kDa 22: RT

67 kDa E : 23: SA
. i | 24: SDo

43 kDo ™ " e 25: SD

26: SF

i

rTw

30kDa ) | 27 SH
- : 28: S
20 kDa 29. SL

30: WJ*
14 kDa = 37: WP

32: WS*

33: WU*

K: Kontrollserum

*: Bestandteil des Tomatenpoolserums

Abb. 4-2: Immunoblot der Tomate «Balkonstar» unter Verwendung der Einzelseren 18-33

Bis auf die Einzelseren 12 und 19 wiesen alle Seren spezifische IgE-Antikérper gegeniber
einem Allergen mit einem MG von 44 kDa auf, welches mit 93.9 % der eingesetzten Seren am
haufigsten detektiert werden konnte, und somit eine grofle Bedeutung beziglich der Allergie
gegen Tomate zu haben scheint. Trotz des hohen Anteils an positiv reagierenden Seren auf
dieses Allergen kann lediglich eine Tendenz beziglich der tatséchlich vorherrschenden
Relevanz angegeben werden, da fur diese Studie nur eine relativ geringe Patientenanzahl von
33 Patienten zur Verfigung stand. Im héhermolekularen Bereich zeigen 51.5 % der Seren,
d.h. 17 von insgesamt 33, Antikérper gegen ein 70 kDa Protein. Im unteren MG-Bereich bei
14 kDa wurde ein weiteres Protein mit einer relativ hohen Héaufigkeit von 48.5 % der Seren
detektiert. Hierbei koénnte es sich
aufgrund des MG um die im

70 kDa 51.5%; (17)
Pflanzenreich  ubiquitar  vertretenen 65 kDa o (12)
Profiline handeln, welche schon bei 50 kD 27 3%: (9
einer Vielzahl von Pflanzen als c 444D 93.9%: (31)
Allergene identifiziert wurden. Als 2 36 kDo o: (12)
sogenanntes Intermedidrallergen kann < 54,00 a1
wahrscheinlich das 26 kDa Protein 28 kD
angesehen werden, welches durch 14 26 kDa 4%; (14)
Seren (42.4%) visualisiert werden 18 kDa
konnte. Daneben kénnen auch die 14 kDa 48.5%; (16
Proteine von 30, 36, 50 und 65 kDa zu <14 \Da [3.0% (1)
dieser Gruppe gezéhlt  werden; ‘

0% 25% 50% 75% 100%

zwischen 27.3 und 36.4 % der Seren
detektierten diese Allergene. Eine
Ubersicht Uber die nachgewiesenen Abb. 4-3: Darstellung Uber die Detektionshaufigkeit
der apparenten Tomatenallergene

Anteil positiv reagierender Seren von 33 Seren

allergenen Proteine im Tomatenextrakt
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sowie deren Detektionshaufigkeit liefert Abb. 4-3. Die Antikérper von nur drei Seren
detektierten Allergene im Bereich von 18 kDa (14, 23, 24) bzw. 28 kDa (8, 14, 23) und
scheinen somit in Zusammenhang mit einer Tomatenallergie zu den Minorallergenen zu
z&hlen. Ebenfalls ein Minorallergen stellt ein Protein im niedermolekularen Bereich <14 kDa
dar, gegen welches lediglich ein Patient (15) spezifische IgE-Antikérper aufwies. Unspezifische
Bindungen konnten durch die Inkubation mit dem Nichtallergikerserum (K), wobei keine
Banden visualisiert wurden, ausgeschlossen werden.

4.1.2 IEF / Immunoblot

Eine Charakterisierung der Tomatenproteine hinsichtlich ihrer pl erfolgte mittels IEF in einem
pH-Bereich von 3-7 anhand der Proteinextrakte aus der Gesamtfrucht der Sorte «Balkonstar.
Das Gesamtproteinmuster wurde nach der elektrophoretischen Auftrennung mittels der

Silberfarbung BBF‘Immunf unspezifischen  Silberfarbung im Gel visualisiert. Zur

Detektion der Allergene wurde nach einem Semidry-Blot

1 pM pIM T K eine Immunférbung unter Verwendung des
= W 3 Tomatenpoolserums durchgefihrt. Wie aus Abb. 4-4,
welche beide Farbungen dokumentiert, ersichtlich wird, wies

. 60 e das Gesamtproteinmuster zwei sehr ausgeprégte Banden

bei einem pH von 5.8 und 5.9 auf. Neben diesen beiden

5.2/5.3 Z Banden wurden durch die Silberférbung differenzierte

: | Banden bei einem pl von 6.5, 5.5, 5.0, 4.8, 3.8 sowie
f 502 g weitere Banden unterhalb des pls von 3.5 visualisiert. Die
- = unspezifisch sehr gut detektierbaren Proteine mit einem pl
. s ® von 5.8, 5.9 sowie 3.8 zeigten im Immunoblot ein IgE-

i bindendes Potential. Daneben traten etwas schwdcher

visualisierte Banden bei pH 5.0 und 5.5 sowie eine Anzahl
sehr diffus erscheinender Banden im pH-Bereich von 5.0 -
pIM: pl-Marker 6.0 auf, welche mittels Silberférbung nicht visualisiert

1: «Balkonstar» .
K: Kontrollserum werden konnten. Die pl der Allergene der Tomate

Abb. 4-4: Silberférbung & IB

nach |EF die Inkubation mit dem Kontrollserum ausgeschlossen

beschrénken sich somit hauptsdchlich auf den neutralen bis
sauren pH-Bereich. Unspezifische Bindungen konnten durch

werden.

413 2D-Elektrophorese / Immunoblot

Eine Zuordnung der ermittelten pl zu den MG der Allergene erfolgte unter DurchfGhrung einer
2D-Elektrophorese. Hierbei schlo3 sich nach erfolgter IEF in der ersten Dimension eine
Auftrennung der Proteine nach ihrem MG in zweiter Dimension an. In Abb. 4-5 ist die
unspezifische Silberfarbung sowie der unter Verwendung des Poolserums durchgefUhrte
Immunoblot dokumentiert.
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2D-Elektrophorese

Silberféirbung ‘ BBF ‘ Immunférbung
MGM «Balkonstar» MGM «Balkonstar»
| o
94 kDa
94 kDa 67 kDa g
67 kDa i f )
43 Ko = 43 kDa >
‘ 30 kDa -
30 kDa -
20 kDa
20 kDa
| 14 kDa
14 kDa
= : -
pIM g 6’ - § P i L b
.0 5.2/ 4.5/ 3.5 6.0 5.2/ 4.5/ 3.5
5.3 4.2 5.3 4.2

Abb. 4-5: Silberférbung & IB nach 2D-Elektrophorese

In der unspezifischen Silberfarbung (Abb. 4-5 linke Seite) der zweidimensionalen Auftrennung
ist zu erkennen, daf3 die beiden Banden bei pH 5.8 und 5.9 der IEF aus einer Vielzahl von
Proteinen mit unterschiedlichen MG resultierten. Besonders deutlich traten hierbei allerdings
Proteine mit einem M von ca. 70, 45, 44, 36 und 26 kDa in Erscheinung. Diese Proteine
konnten im Immunoblot (Abb. 4-5 rechte Seite) zudem als Allergene charakterisiert werden
und verteilten sich z.T. Uber einen weiten pH-Bereich. So erstreckten sich z.B die allergenen
Proteine mit einem MG von 44 kDa Uber einen Bereich von pl 5.7 - 6.1. Des weiteren konnte
der Bande bei pl 3.8 aus der IEF ebenfalls ein MG von 44 kDa zugeordnet werden. Im Bereich
von pH 5.9 - 6.0 wurden auBBerdem, in der unspezifischen Silberférbung und im Immunoblot,
vier Spots mit einem MG von 70 kDa visualisiert. Bei einem pl von 5.8 waren zwei allergene
Spots bei 45 kDa, ein Spot bei 36 kDa sowie zwei Spots bei 26 kDa apparent. Die bei der
Charakterisierung der Patientenseren (siehe dazu 4.1.1) nachgewiesenen Allergene bei 14,
18, 28, 30, 50 und 65 kDa konnten im Immunoblot nach 2D-Auftrennung allerdings nicht
nachgewiesen werden. Dies kdnnte darin begrindet liegen, daf3 diese Allergene einen pl
oberhalb von 7 besitzen, so daf3 sie nicht detektiert werden konnten, da fir die erste
Dimension lediglich ein IEF-Gel mit einem pH-Bereich von 3-7 zur Verfigung stand.

4.1.4 Sortenvergleich

Der potentielle EinfluB der Sorte auf das allergene Potential bzw. auf das Allergenspekirum
wurde anhand von zehn verschiedenen Sorten, welche dem gleichen Anbaugebiet
entstammten, verifiziert. In der in Abb. 4-6 (linke Seite) dargestellten Silberfarbung wiesen alle
Sorten Proteine im MG-Bereich von <14 bis 94 kDa auf. Darin lielen sich beziglich des
Proteinmusters zwischen den einzelnen Sorten leichte Differenzen feststellen. Wéhrend alle
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Extrakte eine intensiv hervortretende Bande bei 44 kDa aufweisen, ist sie in den Extrakten der
Sorten «Togo Trefle» (2) und «Flamme» (3) nicht deutlich erkennbar. Daneben wird deutlich,
daB eine Reihe von Proteinen, insbesondere im Bereich von ca. 18 bis 40 kDa, zwar in jedem
Extrakt auftraten, jedoch unterschiedlich intensiv detektiert worden sind. So zeigen z.B. die
Extrakte der Sorten «Flamme» (3) und «El Salvador» (10) eine stark ausgeprégte Bande bei ca.
28 kDa, welche bei allen anderen Sorten weitaus weniger stark hervortraten. Ebenso war die
Intensitdt der Bande bei ca. 36 kDa bei den Extrakten der Sorten «Balkonstar» (1), «Togo
Trefle» (2) und «Tasty Tom» (7) intensiver als bei den anderen, wobei die Sorte «Balkonstar»
hier sogar eine Doppelbande aufwies. Die im Proteinmuster auftretenden Unterschiede sind
jedoch unabhdngig von der Einteilung in Cherry-, Strauch-, Busch- und Fleischtomaten zu
sehen (Einteilung siehe Tab. 7-11 im Anhang).

Silberférbung ‘BBF ‘ Immunférbung
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 MGM MGM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 K

i

. [— - — —_— . 94 kDa - = = ]
—|E‘-—; = ,la-‘ * b mm 67kDa e = = L |
1 — " =) |
=
- e ThEea Ll Ul ML "
BE IEE’ oLk E
s 30 kDa - — a = ™
TH TTHHEL q 1]
= 20 kDa ‘
. _— . o - E
- : - o 0. -
- - - -
— -
|- e
MGM: Molekulargewichtsmarker 3: «Flamme» 6: «unbekannte Sorte»  9: «Roma»
1: «Balkonstar 4: «Estrella» 7: «Tasty Tom» 10: «El Salvador
2: «Togo Trefle » 5: «Yellow King» 8: «Sweet million» K: Kontrollserum

Abb. 4-6: Silberfarbung & IB zehn verschiedener Tomatensorten

Bei der immunologischen Detektion (sieche Abb. 4-6 rechte Seite) der Tomatensorten zeigte
sich ein &hnliches Allergenspekirum aller Sorten. Obwohl in der Silberférbung nicht bei allen
Sorten eine deutliche Visualisierung von Proteinen mit einem MG von 44 kDa erfolgte, war in
allen Extrakten bei diesem MG eine intensiv gefarbte allergene Bande apparent. Daneben
waren Allergene mit einem MG von 14, 36, 50, 65, 70 kDa in den Extrakten s@mtlicher
untersuchter Sorten vorhanden. Weiterhin ist mit Ausnahme der Sorten «Togo Trefle» (2) und
«Flamme» (3) ein IgE-bindendes Protein mit einem MG von 30 kDa zugegen, wobei bei «Togo
Trefle» zusétzlich noch das Allergen bei 26 kDa nicht nachweisbar war. Lediglich in den Sorten
«Balkonstar» (1), «<Flamme» (3) und «Estrella» (4) waren bei einem MG von 28 kDa allergene
Banden detektierbar. Der Extrakt «Estrella» wies zudem als einzige Sorte eine intensive Bande
bei 40 kDa auf. AuBerdem wurden in den Extrakten der Sorten «Togo Trefle» (2), «Yellow
King» (5) und der unbekannten Sorte (6) im oberen MG-Bereich >94 kDa allergene Proteine
durch Inkubation mit dem Poolserum visualisiert. Anhand der IEF konnten hinsichtlich des
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Allergenspektrums keine Unterschiede festgestellt werden (Ergebnisse nicht dargestellt).
Unspezifische Bindungen konnten durch die Inkubation mit dem Kontrollserum ausgeschlossen
werden.

Um die Relevanz der leicht differierenden Allergenbandenmuster der SDS-PAGE zu verifizieren
und die allergene Potenz relativ quantifizieren zu kénnen, wurde eine IB- sowie eine EAST-
Inhibition durchgefUhrt, wobei der Extrakt jeder Sorte festphasengebunden mit allen anderen
Tomatensorten inhibiert wurde. Die durchgefuhrten IB-Inhibitionen zeigten, daf3 entsprechend
der homologen Inhibition die Extrakte jeder Sorte die Detektion sdmilicher Allergenbanden
gleichermafBen zu hemmen vermochten (nicht abgebildet). Die Inhibitionsgraphen der EAST-
Inhibition sind exemplarisch in Abb. 4-7 mit der Sorte «Balkonstar» als festphasengebundene
Komponente aufgezeigt. Wahrend die Inhibitionskurven sémilicher Sorten annéhrend
identisch verlaufen, wies die homologe Inhibition der Sorte «Balkonstar» einen signifikant
steileren Verlauf auf. Dies spiegelt sich auch in der zur 50 %igen Inhibition fihrenden
Proteinkonzentration der Exirakte wider. Wahrend die einzelnen Sorten kaum schwankende
Cso-Werte zwischen 8.4 ug/mL («Roma») und 26.0 ug/mL («Flamme») aufweisen und sich
somit nicht signifikant unterschieden, lag der Cs,-Wert der Sorte «Balkonstar» (homologe
Inhibition) mit 0.7 ug/mL deutlich niedriger. Die hier exemplarisch dargestellten Ergebnisse
der Versuchsvariante, bei welcher der Extrakt «Balkonstar» festphasengekoppelt vorlag,
wurden anhand der anderen Versuchsvariationen bestatigt.

Sortenabhéngigkeit C[ff;/,:f[}e
- Festphase: «Balkonstar» -

—— «Balkonstar»; homolog 0.7
100 - —=— Sweet million» 10.3
«Togo Trefle » 19.3
— 80 ~ —— «Roman» 8.4
%‘ 60 —»— «E| Salvador» 9.2
:g —e— «Tasty Tom» 8.5
2 40+ «Yellow King » 10.7
£ 20 4 «Flamme» 26.0
J «Estrella» 14.7
0 ‘ : : : : ‘ —e— «unbekannte Sorte» 21.3

0,01 0,1 1 10 100 1000 10000

Konzentration [ug/mlL]

Abb. 4-7: Inhibitionsgraphen verschiedener Tomatensorten
Festphase: «Balkonstar»

AbschliefBend &8t sich festhalten, daf3 zwischen den verschiedenen Sorten leichte Differenzen
im Gesamtproteinmuster festgestellt werden kénnen, diese jedoch nicht mit den geringfigigen
Unterschieden im Allergenbandenmuster korrespondierten. Zudem kann aufgrund der IB-
Inhibition darauf geschlossen werden, daf3 die allergenen Banden, welche nicht bei allen
Sorten detektiert werden konnten, identische oder stark homologe Epitope wie die anderen
vorhandenen Allergene tragen. Die Ergebnisse der EAST-Inhibition zeigten eine etwas stérkere
allergene Aktivitat der Sorte «Balkonstar». Die Ubrigen Sorten wiesen keine signifikanten
Unterschiede hinsichtlich ihrer allergenen Potenz auf.
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4.1.5 Reifung

Um eine potentielle Verdnderung der Allergenitét wdhrend des Reifungsprozesses zu
bestimmen, wurden vier verschiedene Reifestufen der drei Tomatensorten «Balkonstars, «Sweet
million» und «Togo Trefle» untersucht. Die Frichte wurden im grinen, orangen, roten und
dunkelroten Zustand geerntet und fir die Untersuchungen aufgearbeitet. Abb. 4-8 gibt die
unspezifische Silberférbung und die immunologische Detektion der Proteinextrakte der
verschiedenen Reifegrade der Sorte «Balkonstar» wieder.

Silberfarbung lBBF‘ Immunférbung
1 2 3 4 MGM MGM 1 2 3 4K

— m—

94 kDa &= -
" ER R ITEraTy | ﬂ ol .
i i | MGM: Molekulargewichtsmarker
p— — . 3kDo W B B8 . 1: «Balkonstar; grin
I—: = —_— ok - e e . 2: «Balkonstar»; orange
N n - P - - 3. «Balkonstars; rot
.| - 4: «Balkonstars; dunkelrot
- . H mm 20kDa K: Kontrollserum
= 5 B 14 kDa
- - - !

Abb. 4-8: Silberférbung & IB verschiedener Reifegrade der Sorte «Balkonstar»

Im Gesamtproteinmuster war insbesondere die Entstehung eines Proteins mit einem MG von
44 kDa zu erkennen. Erst in der ausgereiften roten bzw. dunkelroten Frucht wurde dieses
Protein duBerst intensiv detektiert. Daneben wurden in Abhdangigkeit des Reifegrades noch
weitere Proteine mit MG von 16, 26 sowie 30 kDa stérker ausgebildet. Die durch die
Silberfarbung erzielten Erkenntnisse wurden anhand der spezifischen Detektion der Allergene
im Immunoblot bestétigt. Die in der grinen Frucht noch schwach angeférbte Bande bei
44 kDa wurde, einhergehend mit der Reifestufe, ebenfalls stetig intensiver visualisiert. Ebenso
verhielt es sich mit den IgE-bindenden Proteinen bei 26 und 30 kDa. Im Gegensatz zur
Silberférbung zeigte die allergene Bande bei 36 kDa keine Intensitdtszunahme. Im Bereich von
30 kDa wurde wiederum mit zunehmendem Reifegrad (roter und dunkelroter Zustand) ein IgE-
bindendes Protein detektiert, welches anhand der unspezifischen Farbung nicht differenziert
visualisiert worden war.

Zur Absicherung der visuell erlangten Ergebnisse erfolgte eine densitometrische Auswertung
der Immunoblots mittels der Auswertesoftware ,ScanPack” (Densitogramme siehe Anhang
7.23). Die bereits beschriebenen Verénderungen wurden ebenfalls Uber die densitometrische
Auswertung bestatigt, die in Abb. 4-9 graphisch dargestellt ist. Es zeigte sich eine
Abhéangigkeit der Detektionsintensitét der allergenen Banden bei den MG 26, 30 und 44 kDa
zu dem Reifegrad der Frichte. Bei allen drei erwéhnten Banden war eine deutliche
Intensitatszunahme erkennbar, wobei die Peakfléche der 26 kDa Bande am stérksten zunahm.
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Waéhrend sich die Zunahme zwischen der grinen und orange-farbenen Reifestufe noch nicht
so deutlich abzeichnete, war der Intensitétsunterschied zur ausgereiften, roten Frucht sehr
ausgepragt. So stieg die Peakfléche der Bande mit einem MG von 44 kDa beispielsweise um
ca. 45 % an. Im weiteren Reifungsverlauf zur dunkelroten Frucht war wiederum nur eine
geringe Zunahme erkennbar. Die Bande mit einem MG von 30 kDa hatte mit einem Zuwachs
von 10 % die geringste Intensitétszunahme der drei beschriebenen Banden. Die anderen
allergenen Banden wurden von dem Reifeprozef3 nicht beeinfluBt, wobei bei keinem Allergen
eine signifikante Abnahme der Detektionsintensitdt nachgewiesen werden konnte.

1500 +
1250 -
g 1000 - [ «Balkonstar»; grin
o .
8 7501 «Balkonstar»; orange
L M «Balkonstar»; rot
3 500 - i
a MW «Balkonstar»: dunkelrot
250 4 { E‘
0 1l ‘ C = l
$ S8 $388 S
¥ T X I I < X =<
T$ 88 38§ R
I ] |

Abb. 4-9: Inhibitionsgraphen verschiedener Reifegrade der Sorte «Balkonstar»
Festphase: «Balkonstar»; rot

Die beiden ebenfalls untersuchten Tomatensorteen «Sweet million» und «Togo Trefle» zeigten
analoge Verdnderungen der Protein- bzw. Allergenzusammensetzung im Laufe des
Reifungsprozesses, so daf3 auf eine Darstellung dieser Ergebnisse verzichtet worden ist.

Die zur relativen Quantifizierung des allergenen Potentials durchgefihrte EAST-Inhibition mit
der roten Reifungsstufe als Festphase resultierte in einer stetigen Allergenitdtszunahme im

Tomatenreife
- Festphase: «Balkonstar»; rot - Cap-Werte
[ug/ml]
100
T 80 «Balkonstar»; grin 8.4
E 60 «Balkonstar»; orange 5.5
::.5 40 —e— «Balkonstar»; rot 0.7
—_g 20 1 —e— «Balkonstar»; dunkelrot 0.7
O T T T T 1
0,1 1 10 100 1000

Proteinkonzentration [ug/ml]

Abb. 4-10: Inhibitionsgraphen verschiedener Reifegrade der Sorte «Balkonstar»
Festphase: «Balkonstar»; rot
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Verlauf der Reifung und war somit mit den Ergebnissen des Immunoblots vergleichbar.
Waéhrend bei der unreifen, grinen Frucht eine Proteinkonzentration von 8.4 ug/mL eine 50
%ige Inhibition induzierte, lagen die Konzentrationen der reifen Frichte mit 0.7 ug/mL deutlich
niedriger (siehe Abb. 4-10). Obwohl zwischen den letzten beiden Reifestufen im Immunoblot
Unterschiede vorhanden waren, zeigten sie einen homologen Inhibitionskurvenverlauf und
identische Cs-Werte.

4.1.6 Tomatenbestandteile

Der Aufbau der Tomate &8t sich leicht in verschiedene Fragmente gliedern, welche sich in
ihrem Erscheinungsbild sowie ihrer Konsistenz deutlich voneinander abgrenzen (siehe hierzu
Kapitel 2-2). Um die Allergenverteilung innerhalb der Tomate zu verifizieren, wurde die Frucht
der Sorten «Estrella», «Flamme» und «Roma» in die Fragmente Schale, Perikarp, Pulpa,
Plazenta und Samen zerlegt, die einzeln einer allergologischen Untersuchung unterzogen
wurden. Parallel hierzu wurde bei allen Untersuchungen ein Extrakt der Gesamtfrucht
mitgefihrt. Der Abb. 4-11 ist die Silberférbung wie auch die Immunférbung der Fragmente
der Sorte «Estrella» zu entnehmen. Im Proteinmuster der verschiedenen Extrakte (2-5) zeigten
sich keine auffdlligen Unterschiede im Vergleich zur Gesamtfrucht (1). AusschlieBBlich im
Extrakt des Samens (6) waren Uber den gesamten MG-Bereich einige zusétzliche
Proteinbanden zu erkennen, so daf} dieses Proteinspektrum deutlich von dem der anderen
Fragmente bzw. der Gesamtfrucht abwich. Die anderen Fragmente zeigten lediglich eine
etwas schwdchere Intensitat einiger Banden.

Im IB der einzelnen Fragmente waren z.T. deutliche Unterschiede im Vergleich zum
Gesamtextrakt erkennbar. Wahrend die Allergenmuster des Perikarps (3) und der Plazenta (5)
nur hinsichtlich ihrer Detektionsintensitét von dem der Gesamtfrucht abwichen, war in der
Schale (2) ausschlieBlich das 44 kDa apparent. Der Extrakt der Pulpa (4) wies im unteren MG-
Bereich Differenzen auf, welche sich in dem Aufireten eines IgE-bindenden Proteins mit einem

Silberférbung ‘ BFF ‘ Immunférbung
1 2 3 45 6 MGM MGM 1 2 3 4 5 6 K

ad - MGM: Molekulargewichtsmarker
= = : 94 kDa ks e 1: «Estrella» ; Gesamtfrucht
= = . 67 kDa e | = ™ 2: «Estrella» ; Schale
| — - 43 kDa l A R.B- 3. «Estrella» ; Perikarp
— et L 4: «Estrella» ; Pulpa
- - B B Em 30kDa 5: «Estrella» ; Plazenta
6: «Estrella» ; Samen
& B 20kDa K: Kontrollserum
e i
il [ -
-
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Abb. 4-11: Silberférbung & IB verschiedener Fragmente der Sorte «Estrella»
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MG <14 kDa sowie der Abwesenheit des 14 kDa Allergens manifestierten. Der Extrakt des
Samens (6) zeigte im Bereich zwischen 16 und 30 kDa funf zusétzliche, im Gesamtextrakt
nicht detektierbare, allergene Proteine. Zudem wurde im oberen MG-Bereich ein weiteres
Allergen bei ca. 60 kDa visualisiert.

BBF Immunoblotinhibition

MGM 1 2 3 45 6 7 8K

MGM: Molekulargewichtsmarker
: ohne Inhibitor

1
2: Ovalbumin
94 kDa .
e 3. «Estrella»; Gesamtfrucht
67 kDa [
= 4: «Estrellax; Schale
43 kDa 5: «Estrella»; Perikarp
30 kDa 6: «Estrellax; Plazenta
- = 7: «Estrella»; Pulpa
20 kDa 8: «Estrella»; Samen

14 kDa = - - (homolog)
: Kontrollserum

~

Abb. 4-12: IB-Inhibition der verschiedenen Fragmente der Sorte «Estrella»
elektrophoretisch getrennter Extrakt: «Estrella»; Samen

Um festzustellen, inwieweit die zusétzlich detektierten IgE-bindenden Proteine des Samens die
gleichen Epitope tragen bzw. in welchen weiteren Fragmenten sie in einer nicht detektierbaren
Konzentration auftreten, wurde eine IB-Inhibition durchgefUhrt. Dabei wurden die Proteine des
Samenextraktes elekirophoretisch getrennt und mit den Extrakten der einzelnen Fragmente als
auch mit dem der Gesamtfrucht inhibiert. Zur Priofung auf eine unspezifische Inhibition diente
eine Ovalbuminlésung als Inhibitor. Das Ergebnis ist Abb. 4-12 zu entnehmen. Da das
Bandenmuster sowie die Intensitét der detektierten Banden der mit Ovalbumin (2) und der
ohne Inhibitor (1) durchgefGhrten Inhibition identisch waren, konnte eine unspezifische
Inhibition ausgeschlossen werden. Die Vorinkubation mit den Extrakten der Gesamtfrucht (3)
sowie der Pulpa (7) fuhrten entsprechend der homologen Inhibition (8) zu einer Eliminierung
des kompletten Bandenmusters mit Ausnahme der 44 kDa Bande. Die Extrakte der Schale (4),
des Perikarps (5) und der Plazenta (6) fGhrten hingegen zu keiner vollsténdigen Hemmung der
Bandenvisualisierung, wobei der Extrakt der Plazenta das schwdchste Inhibitionsvermégen
aufwies. Alle drei Extrakte bewirkten keine Inhibition der IgE-bindenden Proteine mit einem
MG von 16, 33 und 60 kDa. Diese Ergebnisse lassen darauf schlieBen, da3 die eben
genannten Allergene nur in der Pulpa und im Samen der Tomatenfrucht vorkommen und
zudem andere Epitope tragen. Eine ebenso durchgefihrte Inhibition des elektrophoretisch
getrennten Gesamtextraktes mit den Extrakten der einzelnen Fragmente der Tomatenfrucht
(nicht abgebildet) fohrte zu keiner Hemmung der Bandendetektion durch den Samenextrakt.
Ebenso konnte lediglich die Bande bei 44 kDa durch die Vorinkubation mit dem Extrakt der
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Schale entsprechend der homologen Inhibition geschwdcht werden. Alle anderen Allergene
waren weiterhin vorhanden. Die Exirakte des Perikarps, der Plazenta und der Pulpa stimmen
mit der homologen Inhibition Gberein.

Durch die Charakterisierung der Proteine bzw. Allergene der einzelnen Fragmente anhand
ihres pl mittels IEF mit anschlieBender Silberfarbung bzw. im IB - siehe dazu Abb. 4-13 -
wurden die mittels SDS-PAGE erzielten Ergebnisse bestétigt. Ebenso wie in der SDS-PAGE
zeigte der Extrakt des Samens (6) nach erfolgter IEF im Vergleich zur Gesamtfrucht ein
differentes Protein- bzw. Allergenmuster. Wéhrend in allen Extrakten zwei intensive Banden bei
einem pH von 5.8 und 5.9 in der Silberfarbung als auch im Immunoblot detektiert wurden,
wies der Samen in diesem Bereich nur leicht diffuse Banden auf. Allerdings zeigte sich im
Extrakt des Samens im Proteinmuster eine Doppelbande bei einem pl von 6.0, deren allergene
Potenz im IB nachgewiesen werden konnte. Zudem traten weitere, in den anderen Extrakten
nicht detektierbare Allergene im Bereich zwischen pH 4.8 und 5.7 sowie oberhalb pH 6.0 auf.
Zusdtzlich zum Samen zeigte auch der Extrakt der Schale (2) ein von den Extrakten der
anderen Fragmente abweichendes Protein- bzw. Allergenmuster. Dieser zeigte zusétzliche
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Abb. 4-13: Silberfarbung & IB verschiedener Fragmente der Sorte «Estrella» nach IEF

Proteine im sauren pH-Bereich, welche im Gesamtextrakt zwar vorhanden, jedoch weniger
stark ausgeprdgt waren. Im IB zeigte sich, daf3 lediglich im Extrakt der Schale sowie im
Gesamtextrakt eine scharfe Bande mit einem pl von 3.8 und weitere diffuse Banden unterhalb
pH 3.5 apparent waren. Alle anderen Tomatenbestandteile zeigten in diesem Bereich keine
IgE-bindenden Proteine.

Zum Vergleich der allergenen Potenz der verschiedenen Bereiche der Tomate wurde eine
EAST-Inhibition durchgefthrt. Die Inhibitionsgraphen sowie die dazugehérigen Csy-Werte sind
der Abb. 4-14 zu entnehmen. Die relative Quantifizierung der Extrakte deutet auf eine weitaus
niedrigere Potenz des Tomatensamens hin. Abweichend von den Inhibitionskurven der Gbrigen
Tomatenfragmente, welche sich anndhrend deckungsgleich darstellten, zeigte die des Samens
einen deutlich flacheren Verlauf. Die geringere allergene Aktivitét des Samens spiegelt sich
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zudem in dem mit einer maximalen Inhibition von 48 % nicht erreichten Csp-Wert wider. Im
Vergleich dazu liegen die zur 50 %igen Inhibition bendtigten Proteinkonzentrationen der
anderen Fragmente im Bereich zwischen 3.0 und 5.2 ug/mL und wichen somit von dem der
Gesamtfrucht (3.7 ug/mL) nur geringfigig ab.

Tomatenfragmente W
. -Werte
- Festphase: «Estrella» - 5[;’19 Jonl]
100 —e— «Estrella»; homolog 3.7
= 80 —=a— «Estrella»; Plazenta 3.0
g 60 «Estrella»; Schale 5.2
£ 40 «Estrellax; Perikarp 3.1
= —=a— «Estrellax; Pulpa 3.6
- 20 ; «Estrella»; Samen nicht erreicht
0 - w \ \ , \
0,01 0,1 1 10 100 1000

Proteinkonzentration [ug/mL]

Abb. 4-14: Inhibitionsgraphen verschiedener Fragmente der Sorte «Estrella»
Festphase: «Estrella»; Gesamtfrucht

Die am Beispiel der Sorte «Estrella» exemplarisch dargestellten Ergebnisse sind mit denen der
anderen Sorten kongruent, so daf} die jeweiligen Einzelergebnisse nicht dargestellt worden
sind.

Ausgehend von diesen Untersuchungen 1663t sich feststellen, daf3 die Allergenverteilung bzw.
das Allergenmuster innerhalb der Frucht variiert. Dabei sind mit Ausnahme des Samens die
allergenen Potenzen der Bestandteile als identisch anzusehen.

4.1.7 Profilinnachweis

Wie in Kapitel 4.1.1 bereits beschrieben, kénnte es sich bei dem im niedermolekularen
Bereich von 14 kDa detektierten Allergen um ein Profilin handeln, welches ubiquitér in
verschiedenen Pflanzen vorkommt. Zur Identifizierung der Allergene mit einem MG von 14
kDa als Profiline fand eine Inkubation der elekirophoretisch aufgetrennten und geblotteten
Extrakte der Tomate mit einem Anti-Birnenprofilin-Antikérper statt. In diesem sogenannten
Profilinblot konnte in jedem Extrakt der verschiedenen Sorten ausschlie3lich eine diskrete
Bande bei 14 kDa visualisiert werden (nicht abgebildet). Die pl der als Profiline identifizierten
Allergene konnten im Blot der im pH-Bereich 3-7 aufgetrennten Tomatenextrakte nicht
bestimmt werden (Ergebnisse nicht dargestellt). Dies ist mit den Ergebnissen der 2D-
Elektrophorese (siehe Abb. 4.1.3) Ubereinstimmend, in welcher kein Spot bei einem MG von
14 kDa zu erkennen war. Vermutlich liegt der pl der Profiline auf3erhalb des bei der IEF bzw.
2D-Elektrophorese verwendeten pH-Bereiches.

Am Beispiel der Sorte «Estrella» wurde zudem die Anwesenheit von Profilinen in den einzelnen
Fruchtbestandteilen mittels des Profilinblots Gberprift. Aus Abb. 4-15 ist ersichilich, daf3 in der
Schale, dem Fruchtfleisch sowie der Plazenta Profiline mit einem MG von 14 kDa visualisiert
worden sind, wohingegen die Blotstreifen der Extrakte aus der Pulpa und des Samens keinerlei
Banden aufwiesen. Dieses stimmt mit den jeweiligen, in Abb. 4-11 dargestellten kompletten
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Allergenmustern Uberein. Auch dort konnten in den Extrakten der Pulpa und des Samens keine
IgE-bindenden Proteine mit einem MG von 14 kDa nachgewiesen werden. Anhand des
Profilinblots wurde zudem gezeigt, daB es sich bei der im Gesamtallergenmuster vorhandenen
Bande des Samens bei 16 kDa (siehe Abb. 4-11 bzw. 4-15) um kein Profilin handelt, da diese
im Profilinblot nicht visualisiert worden ist. Unspezifische Banden konnten durch die Inkubation
mit einem Kontrollserum ausgeschlossen werden. Abschlieend kann festgestellt werden, daf3
es sich bei den in der Tomatenfrucht vorkommenden IgE-bindenden Proteine um Profiline
handelt, welche jedoch in den Bereichen der Pulpa und des Samens nicht auftreten.

BBF Profilinblot
MGM 1 2 3 4 5 6 K

_— T — e =1 |

MGM: Molekulargewichtsmarker

|
i' : Kontrollserum

Zé t%‘; b [ : | 1: «Estrella» ; Gesamtfrucht
-—J II | 2: «Estrellay ; Schale
43 kDa i | | | 3. «Estrella» ; Fruchtfleisch
30 kDa | | | | 4: «Estrella» ; Pulpa
| } 5: «Estrella» ; Plazenta
20 kDa l { || 6: «Estrella» ; Samen
14 kDa | & - K
|
i
]

Abb. 4-15: Profilinblot verschiedener Fragmente der Sorte «Estrellax

4.1.8 Nachweis von Kohlenhydraten

Im Pflanzenreich liegen eine Vielzahl der Proteine als Glycoproteine vor, wobei eine
Beteiligung der Kohlenhydrate am Aufbau des zur IgE-Bindung fahigen Epitops nach heutigem
Kenntnisstand nicht auszuschlieflen ist. Inwieweit es sich bei den Allergenen der Tomaten um
Glycoproteine handelt, wurde im Rahmen dieser Arbeit Gber vier Methoden, welche auf zwei
verschiedenen Prinzipien beruhen, untersucht. Eine eingeschrénkte Aussage Uber die
Bedeutung der Kohlenhydrate beziglich der IgE-Bindungsfahigkeit kann dabei lediglich mittels
der Periodatspaltung mit anschlieBendem Immunoblot getroffen werden.

4.1.8.1 Nachweis mittels Periodatspaltung

Zum Nachweis von Glycoproteinen wurde die PAS-Féarbung, welche im Gel stattfindet,
verwendet. In Abb. 4-16 ist das Resultat dieser Farbung dokumentiert (DurchfGhrung siehe
Anhang 7.15.1). Im Gesamtextrakt der Tomate sind deutlich vier Banden mit MG 20, 26, 36
und 44 kDa visualisiert worden. Die anderen, in der Silberférbung detektierten Proteine im
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Extrakt der Tomate, konnten anhand der PAS-Férbung nicht als Glycoproteine identifiziert
werden. Um eine eventuelle Beteiligung des Kohlenhydratanteils an der Epitopstruktur belegen
zu kénnen, wurden die mittels SDS-PAGE getrennten und auf NC-Membran geblotteten
Proteine des Tomatenextraktes einer Inkubation mit Periodat unterzogen (vgl. Anhang 7.15.2).
Nach erfolgter Oxidation mit 0.2 M Periodat ist im Immunoblot unter Verwendung des
Poolserums, dargestellt in Abb. 4-16, eine Schwéchung des 44 kDa Allergens erkennbar.
Zudem hatte die Inkubation mit Periodat eine Eliminierung der Allergene mit einem MG
36 kDa zur Folge. Auferdem zeigte sich eine leichte Schwéchung des 26 kDa-Allergens. Alle
anderen Banden wurden im Vergleich zum Allergenspekirum, welches lediglich mit dem
Poolserum inkubiert worden ist, in unverdnderter Intensitdt detektiert. Das durch Mannit
deaktivierte Periodat, welches als Negativkontrolle diente, besitzt hingegen keinen Einfluf3 auf
die IgE-bindende Potenz der Allergene. Zudem wurden durch das Kontrollserum keine Banden
detektiert, so dafl unspezifische Bindungen ausgeschlossen werden konnten. Dieses Ergebnis
liefert eine Hinweis auf eine mégliche IgE-bindende Aktivitat des Kohlenhydratanteils des 36
kDa Proteins. Die vorliegende Schwdchung der allergenen Banden bei 26 bzw. 44 kDa
kdnnten ebenfalls auf eine mégliche Kohlenhydratbeteiligung am Epitopaufbau hinweisen.
Dabei ist jedoch zu beritcksichtigen, daf3 diese Nachweismethode relativ unspezifisch ist. Die
Behandlung mit Periodat kann zur Oxidation von empfindlichen AS-Resten fihren, woraus
ebenfalls eine Schwéchung bzw. Eliminierung der allergenen Banden resultieren kann.

PAS-Féarbung BFF | Immunférbung

MGM 1 MGM 2 3 4 K
-_— |
.-
94kDa  [me= .
67 kDZ — 94 kDa | MGM: Molekulargewichtsmarker
67 kDa 1 <] 1: «Balkonstam
43kDa S 43 kDa | - i--j 2: «Balkonstam;
30kDa  hem 30 kDa ] mit 0.2 M NalO,
L 3: «Balkonstar»;
ows BN B 2000 | mit 0.2 M deaktivierter NalO4
4: «Balkonstar»
14kDo e 14 kDa K: Kontrollserum
LS .H

Abb. 4-16: Nachweis von Glycoproteinen im Extrakt der Sorte «Balkonstar» mittels
PAS-Farbung sowie einer Inkubation mit Periodat folgendem Immunoblot
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4.1.8.2 Nachweis mittels Lectinen

Eine im Vergleich zur PAS-Férbung weitaus empfindlichere Methode zum Nachweis von
Glycoproteinen wird durch den Einsatz von Lectinen ermdglicht, welche spezifisch an
Kohlenhydrate zu binden vermégen. Somit ist eine Spezifikation der Proteinbanden beziglich
ihres Kohlenhydratanteils méglich. Innerhalb dieser Arbeit erfolgte der Nachweis zum einem
mit dem sogenannten Lectin-Blot zum anderen Gber eine Isolierung von Glycoproteinen mittels
AC unter Verwendung von zwei unterschiedlichen Lectinliganden.

Lectin-Blot

Der Lectin-Blot basiert auf der Inkubation des elektrophoretisch getrennten und geblotteten
Extraktes der Tomate mit Lectinen, welche HRP konjugiert sind und somit anschlielend mittels
TMB immunochemisch detektiert werden kénnen (Durchfihrung siehe Anhang 7.15.3). Die
unter Verwendung der Lectine Con A, PNA und RCA erzielten Ergebnisse werden in Abb. 4-17
wiedergegeben. Eine Inkubation mit dem Lectin Con A resultierte in der Detektion einer
Vielzahl von Proteinen im Bereich von 18 bis 70 kDa. Der Vergleich mit dem ebenfalls in Abb.
4-17 dargestellten Allergenspekirum der Tomatenfrucht 1Bt vermuten, daf3 die Allergene N-
glycosidisch an einem Glycanrest gebunden sind, welcher entweder a-Mannose, a-Glucose
oder a-N-Acetylglucosamin enthdlt. Weitaus weniger Banden werden unter Verwendung des
Lectins RCA detektiert. Dieses a- und B-Galactose spezifische Lectin, bindet lediglich an die

BBF ‘ Lectin-Blot
MGM 1 2 3 4 K

94 kDa Ly -
67 kDa [ren m
43kDa W MGM: Molekulargewichtsmarker
P 1: Poolserum

30kDa e 2: Con A

¥ 3. PNA
20 kDa H ol 4: RCA

q K: Kontrollserum

14 kDa '

Abb. 4-17: Nachweis von Glycoproteinen im Extrakt der Sorte
«Balkonstar» mittels Lectinen

Glycoproteine mit einem MG von 20 kDa und zeigte eine sehr schwache Bindung im oberen
MG-Bereich zwischen 36 und 70 kDa. Eine spezifische Detektion an Glycoproteine der Tomate
war dagegen mittels PNA nicht zu beobachten. Daraus kann geschlossen werden, daf3 die von
PNA detektierbare Struktur N-Acetyl-galactosamin keine Rolle im Kohlenhydratanteil der
Glycoproteine der Tomate spielt. Anhand des immungefdrbten Extraktes der Tomate ohne
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vorhergehende Inkubation mit Lectinen, bei welchem keine Banden visualisierbar waren,
kénnen unspezifische Bindungen ausgeschlossen werden.

Lectin-Affinitétschromatographie

Uber die AC, bei welcher die Lectine RCA bzw. WGA auf der Trennsdule festphasengekoppelt
vorlagen, erfolgte eine spezifische Bindung der Glycoproteine in Abhéngigkeit der
verwendeten Lectine. In einem Folgeschritt wurden die an die Lectine spezifisch gebundenen
Komponenten von der Saule eluiert und elekirophoretisch sowie immunologisch untersucht
(Durchfohrung siehe Anhang 7.15.4). Abb. 4-18a zeigt das Chromatogramm der
Affinitatstrennung des Tomatenextraktes der Sorte «Estrella» unter Verwendung des
Lectinliganden RCA. Es wird deutlich, daf3 ein Teil des Extraktes eine Affinitét zum RCA aufwies
und daran gebunden wurde. Durch Zugabe von Lactose - siehe gestrichelte Linie im
Chromatogramm - erfolgte die spezifische Elution. Das Totvolumen sowie das Eluat wurden
mittels SDS-PAGE hinsichtlich seiner Komponenten untersucht. Wie aus Abb. 4-18b ersichtlich
wird, waren im Totvolumen nur wenige Proteine im unteren und oberen MG-Bereich
erkennbar. Im Eluat waren indes eine Vielzahl von intensiv detektierten Banden im Bereich von
20 bis ca. 70 kDa vorhanden. Aufgrund ihrer hohen Detektionsintensitét und ihres diffusen
Erscheinungsbildes lieBen sie sich nur noch schlecht einem exakten MG zuordnen bzw.
voneinander differenzieren. Die unscharfe Trennung war dabei auf den Kohlenhydratanteil
dieser Glycoproteine zuriickzufGhren. Im Vergleich zum Lectin-Blot unter Verwendung von RCA
(vgl. Abb. 4-17 ), erfolgte eine Detektion der Proteine im gleichen MG-Bereich. Es zeigte sich
jedoch ein Unterschied hinsichtlich der auftretenden Intensitét. Durch die vorangestellte
spezifische Abtrennung mittels der AC kam es zu einer Konzentrierung, welche in der
Detektionsstérke der Glycoproteine zum Ausdruck kam. Anhand der spezifisch abgetrennten

Silberféirbung IBBF ‘ Immunférb.

1 2 MGM MGM 1 2 K
[SKT] Durchlauf ; Elution -
0.1 i
i —
i “ 94kDa
i == 47 kDa
I B :3iDo MGM: Molekulargewichtsmarker
1 1: «Estrella»; Durchlauf
0.05 - i B 30 kDa d 2: «Estrellay; Eluat
i o 20 0 K: Kontrollserum
1
! - 14 kDa
1
i
0.00 1 Amstmdens J

L
T T 1 T T T
0 5 10 15 20 25 30 [min]
a: b:

Abb. 4-18: a: Chromatogramm der Affinitétstrennung des Extraktes der Sorte «Estrellax»
b: Silberférbung und IB der Fraktionen dieser Trennung

Lectinligand: RCA
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Glycoproteine wurde zudem eine Immunfarbung unter Verwendung des Patientenserums
durchgefihrt, welche ebenfalls in Abb. 4-18b gezeigt ist. Wahrend im Durchlauf eine
unscharfe Bande bei 44 kDa zu erkennen war, wurde im Eluat ein IgE-bindendes Glycoprotein
mit einem MG von 30 kDa visualisiert. Anhand dieses Ergebnisses kann geschlossen werden,
daBB es sich bei dem im Gesamtextrakt der Tomate apparenten 30 kDa-Allergen um ein
Glycoprotein handelt, bei welchem a- bzw. B-Galactose am Aufbau des Kohlenhydratanteils
beteiligt sind.

Das Chromatogramm der Affinitatstrennung des Tomatenextraktes unter Verwendung von
WGA als Lectinliganden ist in Abb. 4-19a wiedergegeben. Auch hier ist anhand des
Chromatogramms von einer deutlichen Bindung von Komponenten des Tomatenextraktes an
den Sdaulenliganden auszugehen. Eine selektive Elution der gebundenden Komponenten
erfolgte durch Zugabe von N-Acetylglucosamin (siehe gestrichelte Linie). In der Silberférbung
des konzentrierten Eluates waren Uber den gesamten Bereich von <14 kDa bis hin zu 94 kDa
Glycoproteine visualisierbar, in deren Kohlenhydratanteil B-N-Acetylglycosamine vorhanden
sind. Entsprechend des Eluates der AC unter Verwendung des Liganden RCA erschienen auch
diese Banden ziemlich unscharf. Besonders aufféllig sind die relativ diskreten Banden bei
<14, 26, 37 und >67 kDa, welche jedoch im IB keine IgE-bindende Aktivitat aufwiesen. Im
Extrakt des Eluates sowie des Durchlaufes konnte unter Verwendung des Poolserums ein
allergenes Glycoprotein mit einem MG von 44 kDa nachgewiesen werden. Dies kénnte ein
Hinweis darauf sein, dafl es sich bei der im Gesamtallergenspekirum detektierten IgE-
bindenden Bande bei 44 kDa um mehrere, unterschiedliche Proteine bzw. Glycoproteine
handelt.

Silberféirbung ‘BBF ‘ Immunférb.
1 2 MGM MGM 1 2 K

B

[SKT] Durchlauf Elution

i
i
0.1 !
1 —
1 - 74 kDa
i 67 kDa MGM: Molekulargewichtsmarker
i m o 1: «Estrella; Durchlauf
1 2: «Estrellax; Eluat
0.05 i ke K: Kontrollserum
o 20100
|
I B 14kDa
|
0.00 +——t e
N S E N E— = B
0 5 10 15 20 25 30 [min]
a: b:

Abb. 4-19: a: Chromatogramm der Affinitétstrennung des Extraktes der Sorte «Estrella»
b: Silberfarbung und IB der Fraktionen dieser Trennung
Lectinligand: WGA
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Zusammenfassend kann festgestellt werden, daf3 in der Tomatenfrucht eine Vielzahl von
Glycoproteinen vorhanden sind. Durch die spezifische Abtrennung von Glycoproteinen unter
Verwendung der beiden Lectine RCA und WGA konnte gezeigt werden, daf3 es sich zumindest
bei einem Allergen mit einem MG von 44 kDa sowie bei einem 30 kDa Allergen um
Glycoproteine handelt.

4.1.9 in-vitro Verdau
Anhand einer in-vitro Verdauung wurde die Stabilitdt der Tomatenallergene anhand der

unbekannten Sorte gegentber der proteolytischen Spaltung untersucht.

Silberférbung ‘ BBF‘ Immunférbung
1 2 3 4 5 6 7 MGM MGM 1 2 3 4 5 6 7 K

— L — E
. MGM: Molekulargewichtsmarker
1: nativ
k o h 94 kDa - - - 2: ohne Pepsin ‘
- 07kDo [SS pH 1.2; t» 120 min
g . 5
- [ 5w BB - B - 3. Pepsin» c>2:10° U/kg
-4 B - - ‘ o oH 1.2; 1> 120 min
1 L1 MHaiaiEN - Rakedl™ 4: Pepsin» c» 4:10° U/kg
- - - oH 1.2; 1> 120 min
: h g 20kDa r‘ 5: Pepsin» c» 1-10° U/kg
A B — K pH 1.2; 1> 120 min
h - 'i - D 6: Pepsin» c» 1:107 U/kg
P " :‘ pH 1.2;t» 120 min
7: Pepsin
- l K: Kontrollserum

Abb. 4-20: Silberfarbung und IB der Extrakte der simulierten Magenverdauung

Simulierfer Magenverdau

Im ersten Schritt wurden die Tomatenallergene zur Simulation der Magenverdauung einer
Inkubation mit Pepsin bei einem pH von 1.2 unterworfen. Die Zeiten der Inkubation (30 - 120
min) wurden dabei ebenso wie die verwendeten Pepsinaktivitéten (2:10° - 1-107 U/kg) variiert.
In Abb. 4.20 sind die unspezifisch angefdrbten Gesamtproteinmuster sowie die spezifisch
immungeférbten Blotstreifen unterschiedlich behandelter Tomaten dargestellt. Da die
Inkubationsdauer der Pepsinlésungen keinen EinfluBB auf die Verdnderungen der Proteine bzw.
Allergene besaf3, wurde von den verwendeten Pepsinaktivitaten lediglich die Inkubationsdauer
von 120 min reprdsentativ fir die anderen Versuchsvarianten dargestellt. Der EinfluB des
niedrigen pH-Wertes auf die Proteine wurde anhand einer Inkubation der Tomaten mit einem
sauren Medium (pH 1.2) ohne Pepsinzusatz UOberprift. Dabei zeigten sich im
Gesamtproteinmuster (2) im Vergleich zur nativen Frucht leichte Differenzen, welche sich
hauptsdchlich in der schwécheren Detektierbarkeit der Proteine im Bereich von 20 - 30 kDa
und in der Ausbildung von neuen Proteinbanden im unteren MG-Bereich manifestierten.
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Dagegen zeigte dieser Extrakt das fur die Tomate spezifische Allergenmuster und lie3 keine
Unterschiede zu dem der nativen Tomate erkennen. Ein EinfluB des pH-Wertes auf die
allergene Potenz konnte somit ausgeschlossen werden. Durch den Zusatz von 2-10° U/kg
Pepsin wurden die Verdnderungen im Gesamtproteinmuster (3) deutlicher. Im MG-Bereich
>14 kDa konnten nur noch sechs diskrete Banden visualisiert werden und die Intensitét und
Anzahl der Banden <14 kDa nahmen zu. Mittels Immunférbung waren nur noch die
Allergene bei 18, 36, 44 und 70 kDa erkennbar. Dabei ist zu bemerken, daf3 die Intensitat
der Bande bei 18 kDa stark geschwécht war. Eine allergene Aktivitat der neu entstandenen
Proteine <14 kDa konnte allerdings nicht nachgewiesen werden. Eine Erhéhung der
Pepsinaktivitat auf 1-10% U/kg fuhrte zu keinem weiteren Abbau der Proteine bzw. Allergene
(4-5). Eine Erhdhung der Pepsinaktivitét auf 1:10° U/kg fuhrte hingegen zu einem
weiterfihrenden Abbau der Proteine im mittleren MG-Bereich, welches anhand der
Schwdchung der Detektionsintensitét erkennbar war (6). Zudem konnte das zuvor noch
detektierbare Allergen mit einem MG von 36 kDa im Immunoblot (6) nicht mehr visualisiert
werden. Allerdings wurde eine neue IgE-bindende Bande mit einem etwas geringeren MG von
ca. 30 kDa visualisiert, welche weder im nativen noch in den mit Pepsin behandelten Extrakten
nachweisbar war. Unspezifische Banden konnten anhand eines mit dem Serum eines
Nichtallergikers inkubierten Blotstreifens ausgeschlossen werden. Zudem konnte dem Pepsin
im Immunoblot (7) keine IgE-bindende Aktivitdt nachgewiesen werden.

Simulierter Magenverdau Csp-Werte

- Festphase: «unbekannte Sorte» - [ug/mL]
__eunbekannte Sorte; nativ 4.6
100 ohne Pepsin, pH 1.2 4.9
80 - ——Pepsin»c»2:10°U/kg  30.9
60 - Pepsin»c»>»4:10°U/kg  17.0
40 —«—Pepsin>c»> 1-10°U/kg  23.8
20 1 —=Pepsin> c» 1-10” U/kg 42.2

0 . —x—Pepsin nicht erreicht
0,1 1 10 100 1000

Konzentration [ug/mlL]

Abb. 4-21: Inhibitionsgraphen unterschiedlicher Extrakte der simulierten Magenverdauung
Festphase: «unbekannte Sorte»; nativ

Zur relativen Quantifizierung der allergenen Potenz wurde eine EAST-Inhibition, bei welcher
die native Tomate festphasengekoppelt vorlag, durchgefihrt. Deren graphische Auswertung ist
in Abb. 4.21 dargestellt. Es ist deutlich zu erkennen, daf3 die Inhibitionskurve des Pepsins bzw.
der Pepsinldsung nicht ansteigt und von diesem somit keine allergene Aktivitat ausgeht. Durch
den Zusatz von Pepsin zur Tomate kam es jedoch zum Abbau der Tomatenproteine und damit
verbunden zur Reduktion des allergenen Potentials, welches sich im flacheren
Inhibitionskurvenverlauf der Pepsin behandelten Tomaten wiederspiegelt. Allerdings kann von
keinem signifikanten Unterschied zwischen den mit unterschiedlichen Pepsinaktivitét
behandelten Tomaten gesprochen werden. Die ermittelten Cso-Werte dieser Extrakte
schwankten in einem Bereich zwischen 17.0 und 42.2 ug/mL, wobei kein Anstieg mit
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steigender Pepsinkonzentration festzustellen war. Der pH-Wert von 1.2 hat entsprechend dem
Ergebnis des Immunoblots keinen EinfluB auf das allergene Potential, da die Inhibitionskurven
als auch die Cys,-Werte der nativen und der pH-behandelten Tomate nahezu identisch waren.
Insgesamt konnten die elektrophoretisch erzielten Ergebnisse, bei welcher zwar eine Reduktion
aber keine Eliminierung der IgE-Bindungsféhigkeit festgestellt wurde, bestétigt werden.

Simulierter Darmverdau

Im zweiten Schritt sollte der Einflu3 der proteolytischen Enzyme des Dinndarms auf die IgE-
Bindungsfahigkeit der Tomatenallergene untersucht werden. Entsprechend der Verdauung
schlof3 sich der in-vitro Darmverdau dem simulierten Magenverdau (pH 1.2; ¢ > 1:10° U/kg;
t » 120 min) an. Dabei wurde der mit Pepsin behandelte Extrakt mit den Enzymen Trypsin,
bzw. Pankreatin und zusdtzlich Proteinase K Uber verschiedene Zeitrdume inkubiert (60 - 120
min). Abb. 4-22 liefert eine Darstellung der durchgefUhrten Farbung der verwendeten
Einzelenzyme sowie ausgewdhlter Extrakte der in-vitro Darmverdauung. Wie schon in den mit
Pepsin inkubierten Extrakten zeigten sich in der unspezifischen Anférbung der Exirakte der
simulierten Darmverdauung eine Reihe von neuen Proteinbanden im unteren MG-Bereich.
Anhand des Immunoblots konnte diesen Proteinen in keinem Extrakt eine allergene Aktivitat
nachgewiesen werden. Nach dem Verdau der Tomaten unter Verwendung des Trypsins (2)
war im Immunoblot weiterhin die IgE-bindende Bande bei 44 kDa visualisierbar. Zudem war
eine Bande bei 30 kDa apparent, welche durch die weitere Hydrolyse des 36 kDa Allergens

Silberférbung ‘ BBF‘ Immunférbung
1 2 3 45 6 7 8 MGM MGM 1 2 3 4 5 6 7 8 K

'
- - — 94 kDa [
67 kDa e
— e
; 43kDa [ _
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= == 30kDo | n - -

-= 20 kDa
: - 4100 g
T
- AR~
i—

-
MGM: Molekulargewichtsmarker 3. Pankreatin» 1:25 6: Trypsin

pH 7.5; t» 120 min

1: nativ 4: Pankreatin» 1:12.5 7: Pankreatin
pH 7.5; t» 120 min

2: Trypsin» ¢» 200-10° U/kg 5: Pankreatin» 1:12.5 8: Proteinase K

pH 7.5; 1> 120 min Proteinase K» c¢» 185 10% U/kg

oH 7.5: t» 240 min K: Kontrollserum

Abb. 4-22: Silberfarbung und IB der Extrakte der simulierten Darmverdauung
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zustande gekommen sein kénnte, da nach erfolgter Pepsininkubation (vgl. Abb. 4-20) diese
noch vorhanden war. Weiterhin kam es zum Abbau der allergenen Bande mit einem MG von
70 kDa und zur Entstehung einer allergenen Bande oberhalb von 94 kDa. Der Verdau mit
dem Enzymgemisch Pankreatin (3) lieferte dhnliche Ergebnisse wie der zuvor beschriebene
Verdau unter Verwendung von Trypsin. Allerdings kam es durch Zusatz von Pankreatin zu
keinem enzymatischen Abbau des 70 kDa-Allergens, welche sich im Immunoblot weiterhin
zeigte. Erst eine Erhdhung der Enzymaktivitét fUhrte zur Hydrolyse dieses Allergens (4). Die
Allergene mit einem MG von 30 und 44 kDa zeigten sich dagegen weiterhin Uberaus resistent.
Die an eine Behandlung mit Pankreatin (pH 7.5, 1:12.5; t » 120 min) anschlieBende
Inkubation mit Proteinase K (5) wies in der unspezifischen Silberfarbung keine
charakteristischen Tomatenproteine mehr auf. Unterhalb <14 kDa zeigten sich 3 Banden,
welche in den zuvor enzymatisch behandelten Extrakten ebenso erkennbar waren. Im oberen
MG-Bereich >94 kDa waren jedoch zwei neue Proteinbanden detektierbar, welche in der
anschlieBenden Immunféarbung eine IgE-bindende Aktivitét zeigten. Wéhrend die allergene
Bande bei 36 kDa nicht mehr nachweisbar war, wurde die 44 kDa mit deutlich verminderter
Intensitét visualisiert.

DaB es sich bei den Banden >94 kDa nicht um Proteine aus den Enzymen handelte, konnte
anhand der Immunfarbungen der Einzelenzyme (6-8) unter Verwendung des Poolserums
bestatigt werden. Auf diesen Blotstreifen waren keine Banden sichtbar. Durch Inkubation der
einzelnen Extrakte mit dem Serum eines Nichtallergikers konnten zudem unspezifische
Bindungen ausgeschlossen werden (nicht abgebildet).

Simulierter Darmverdau

- Festphase: «unbekannte Sorte» - CS[‘;;A;:E
—s=— unbekannte Sorte; nativ 4.6
100 1 —=— Pepsin» c»> 1-10° U/kg 23.8
80 - Trypsin» ¢» 200-10° U/kg 61.3
% 60 1 —— Pankreatin; 1:25 71.1
: Pankreatin; 1:12.5 64.9
3407 —=— Proteinase K» c» 185-102U/kg ~ 99.3
20 Trypsin nicht erreicht
0 +—= ‘ : . —%— Pankreatin nicht erreicht
0,1 1 10 100 1000 —=— Proteinase K nicht erreicht

Konzentration [ug/mlL]

Abb. 4-23: Inhibitionsgraphen unterschiedlicher Extrakte der simulierten Darmverdauung
Festphase: «unbekannte Sorte»; nativ

Das potentiell verbliebene allergene Potential der Tomaten des simulierten Darmverdaus
wurde mittels der EAST-Inhibition untersucht. Aus Abb. 4-23 ist zwar eine Reduzierung jedoch
keine Eliminierung der allergenen Aktivitdt der Tomaten der in-vitro Darmverdauung
erkennbar. Durch die Inkubation mit den darmspezifischen Enzymen kam es im Vergleich zu
den mit Pepsin verdauten Extrakien zu einer weiteren Verminderung der allergenen Potenz,
welches sich in den etwas flacher verlaufenden Inhibitionskurven und den zu hdheren
Proteinkonzentrationen verschobenen Cso-Werten (61.3 - 99.3 ug/ml) auflerte. Dabei zeigte
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der mit Proteinase K inkubierte Extrakt mit einem Cs-Wert von 99.3 ug/mL die geringste
Aktivitgt. Entsprechend dem Immunoblot zeigten die verwendeten Enzyme auch in der EAST-
Inhibition keine allergene Potenz.

4.1.10 Kreuzreaktivitéiten

Die Kreuzreaktivitét zwischen Tomaten und Inhalationsallergenen wird in der Literatur oftmals
beschrieben. Allerdings wurde bislang noch nicht untersucht, inwieweit sich diese Assoziation
auf eine Kreuzreaktivitdt zu anderen Frichten auswirkt. Daher wurden im Rahmen dieser
Arbeit die birkenpollenassoziierten Lebensmittel Apfel, Haselnuf3 und Sellerie sowie die
exotischen Lebensmittel Banane und Litchi auf eine eventuell existente Kreuzreaktivitét
untersucht. Ergénzend dazu wurde auf eine potentielle Assoziation zu den botanisch
verwandten GemUsearten Kartoffel und Paprika getestet. Um die Resultate der Untersuchung
Uberprifen zu kénnen, wurden die einzelnen Methoden parallel mit dem tierischen und somit
nicht kreuzreaktiven Hihnerei als Negativkontrolle durchgefthrt. Die fir die immunologischen
Untersuchungen verwendeten Einzelseren, welche mit Ausnahme des HUhnereies gegen die
einzelnen Lebensmittel eine EAST-Klasse > 2 aufwiesen, sind im Anhang 7.19 aufgefuhrt. For
die Detektion der Eiallergene stand ein Serum mit einem sehr hohen spezifischen IgE-Gehalt
gegen Huhnerei zur Verfigung. In Abb. 4-24 sind die Silberférbung und der unter
Verwendung des zusammengestellten Poolserums durchgefihrte IB dokumentiert. Sémtliche
Extrakte zeigten in der Silberférbung eine Vielzahl von Proteinen, welche Gber einen weiten
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—
H |
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MGM: Molekulargewichtsmarker 3: Paprika 6: Banane 9: Ei
1: Tomate 4: Sellerie 7: Apfel
2: Kartoffel 5: Litchi 8: Haselnuf

"Verwendung des Serums mit spezifischen IgE gegen Hihnerei

Abb. 4-24: Silberfarbung und Immunoblot verschiedener Frucht- & Gemuseextrakte

MG-Bereich verteilt sind. Der IB der Tomate (1) zeigte mit Ausnahme des Allergens mit einem
MG von 18 kDa das in Kapitel 4.1.1 beschriebene Allergenspekirum. Im Kartoffelextrakt
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konnte das von SEPPALA et al. [1999] beschriebene Hauptallergen Sol t 1 (Patatin) mit einem
MG von 43 kDa sowie die Allergene Sol t 2 - 4 im MG-Bereich zwischen 16 und 23 kDa
[SEPPALA et al. 2001] visualisiert werden. Zudem waren weitere Allergene bei 14 kDa und,
entsprechend den Ergebnissen von WAHL et al. [1990] im Bereich von 36 bis 65 kDa
vorhanden. Die bisher in der Literatur beschriebenen IgE-bindenden Proteine der Paprika im
Bereich zwischen 23 und 50 kDa [LEITNER et al. 1998] konnten im untersuchten Paprikaextrakt
bestatigt werden. Zusétzlich wurde eine allergene Bande bei 14 kDa und weitere oberhalb von
50 kDa detektiert. Die bei einem MG von ca. 44 kDa visualisierte Bande trat dabei besonders
intensiv hervor. Im untersuchten Sellerieextrakt waren Allergene im Bereich von 23 - 70 kDa
apparent, wobei die Banden bei 23 und 60 kDa besonders deutlich hervortraten. Die
Hauptallergene Api g 1 und Api g 2 mit MG von 16 bzw. 17 kDa [BAUER et al. 1996;
JANKIEWICZ et al. 1998] konnten dagegen nicht visualisiert werden. Der Litchiextrakt wies IgE-
bindende Proteine bei 14 und 23 kDa sowie im Bereich von 30 bis 94 kDa auf, wobei das von
FAH et al. [1995] beschriebene pollenassoziierte Allergen bei 16 kDa nicht detektiert werden
konnte. Im Extrakt der Banane wurden Allergene im Bereich von 40 - 43 kDa detektiert, wobei
in der Literatur bislang nur Proteine mit einem MG von 30 - 37 kDa beschrieben worden sind
[SANCHEZ-MONGE et al. 1999]. Das Hauptallergen des Apfels Mal d 1 mit einem MG von
18 kDa [EBNER et al. 1991, VANEK-KREBITZ et al. 1995] wurde neben weiteren, bereits in der
Literatur erwdhnten IgE-bindenden Proteinen bei 31, 35, 50, 60 und 67 kDa [HSIEH et al.
1995, VIETHS et al. 1992a, HEISS et al. 1996] deutlich detektiert. Im Extrakt der Haselnuf3
wurden die Minorallergene bei 14 kDa und im Bereich zwischen 40 und 69 kDa [CABALLERO et
al. 1997] detektiert. Das von HIRSCHWEHR et al. [1992] beschriebene Hauptallergen der
HaselnuB3 bei 18 kDa konnte dagegen nicht nachgewiesen werden. Unter Verwendung des
Serums des Ei-Allergikers wurde im Immunoblot des HUhnereies das Hauptallergen
Ovalbumin bei einem MG von 43 kDa sehr intensiv detektiert. Daneben zeigte sich eine
weitere allergene Bande bei 28 kDa, welche dem von BESLER et al. [1997] identifizierten
Ovomucoid zuzuordnen ist.

Die durchgefUhrte IB-Inhibition mit den verschiedenen Inhibitoren an der elekirophoretisch
aufgetrennten und geblotteten Tomate ist in Abb. 4-25 wiedergegeben. Die ohne Inhibitor
durchgefihrte  Immunférbung (1) wies das bereits beschriebene charakteristische
Allergenspektrum der Tomate auf. Eine mit Ovalbumin als Inhibitor durchgefGhrte Inkubation
(2) zur Prifung auf eine unspezifische Inhibition zeigte keine Verdnderung und keine
Schwéchung der detektierten Banden. Die Inkubation mit dem Extrakt des HUhnereies fUhrte
ebenfalls zu keiner Verdnderung des Allergenspekirums der Tomate. Dementsprechend
konnte eine unspezifische Hemmung der Bandenvisualisierung ausgeschlossen werden. Durch
die homologe Inhibition der Tomate (3) kam es zu einer vollstdndigen Ausléschung sémilicher
Banden. Entsprechend der Tomate fuhrte auch die Inkubation mit den Extrakten der Kartoffel
(4) und Paprika (5) zu einer Inhibition aller IgE-bindenden Proteine, so daf3 keine Banden
mehr visualisierbar waren. Der Sellerieextrakt (6) bewirkte ebenfalls eine sehr starke Inhibition
der Tomatenallergene. Lediglich das 44 kDa-Allergen war in stark geschwéchter Intensitét
nachzuweisen. Wéhrend nach Inkubation mit dem Extrakt des Apfels (10) nur noch eine Bande
bei 65 kDa nachzuweisen war, konnte zusétzlich zu dem 65 kDa-Allergen die allergene Bande
bei 44 kDa durch den Extrakt der Banane (10) nicht inhibiert werden. Ein etwas schwécheres
Inhibitionsvermégen zeigte der Extrakt der Litchi (9), bei welchem die IgE-bindenden Proteine
bei 44, 36 und 26 kDa noch detektierbar waren. Die Inkubation mit dem Extrakt der Haselnuf3
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(11) fohrte lediglich zur Hemmung des 14 kDa-Allergens. Die anderen Banden waren in z.T.
leicht geschwéchter Intensitét noch deutlich visualisierbar.

BBF Immunoblotinhibition

MGM 1 2 3 4 5 6 7 8 9101112

MGM: Molekulargewichtsmarker

1: ohne Inhibitor
2: Ovalbumin
3. Tomate

2‘7‘ EBO b S o 4: Kartoffel

“ . 5: Paprika
43 kDa . B 1 e b 6: Sellerie
30 kDa i ] 7: Banane
1 8: Litchi
20 kDa 9: Apfel
14 kDa 10: Haselnuf3
11: Ei

K: Kontrolle

Abb. 4-25: IB-Inhibition verschiedener Extrakte
elektrophoretisch getrennter Extrakt: Tomate

Zusétzlich  zur IB-Inhibition wurde eine EAST-Inhibition, bei welcher die Tomate
festphasengekoppelt vorlag, durchgefuhrt. In Abb. 4-26 & 4-27 sind die Inhibitionen der
untersuchten Extrakte graphisch dargestellt. Die Inhibitionskurven der GemuUseextrakte aus
Kartoffel, Paprika und Sellerie weisen einen fast identischen Verlauf auf, welcher sich ebenso
in ihren Cs,-Werten, die zwischen 12.7 - 22.6 ug/mL kaum voneinander differierten,
bestatigte. Im Vergleich zur homologen Inhibition der Tomate mit einem Cg-Wert von

Kreuzreaktivitét
- Festphase: Tomate -
100 1 Cso-Werte
[ug/mL]
80 1
= / —e— Tomate 1.7
5 %0 Z Kartoffel 12.7
2 40 - —— Paprika 16.8
= Sellerie 22.6
201 —e—Hohnerei nicht erreicht
0+ ey ‘ ‘ ‘ ‘
0,01 0,1 1 10 100 1000

Konzentration [ug/mL]

Abb. 4-26: Inhibitionsgraphen verschiedener Extrakte
Festphase: «Balkonstar»
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1.7 ug/mL waren sie nur leicht zu héheren Proteinkonzentrationen verschoben. Einen etwas
starker erhdhten Cso-Wert wies der Extrakt des Apfels mit einer Konzentration von 41.8 ug/mL
auf, welcher sich ebenfalls im Verlauf der Inhibitionskurve wiederspiegelte. Einen im Vergleich
zur homologen Inhibition weitaus flacheren Kurvenverlauf besaf3en die Extrakte der Banane,
Litchi und Haselnuf3. Dabei konnte die inhibierende Wirkung der Bananen- und Litchiextrakte
aufgrund der Cs-Werte (86.5 & 88.8 ug/mlL) und der erreichten maximalen Inhibitionen (75
& 71 %) als anndhrend identisch angesehen werden. Die schwdchste Inhibitionswirkung zeigte
dagegen die HaselnuBB mit einer maximalen Inhibition von 58 % und einem Cso-Wert von
172 ug/mL. Anhand des Kurvenverlaufes und der nicht erreichten 50 %igen Inhibition des
HUhnereiextraktes konnten zudem unspezifische Inhibitionen ausgeschlossen werden.

Entsprechend der Inhibitionsversuche der verschiedenen Extrakte an der festphasen-
gebundenen Tomate wurden die Extrakte der unterschiedlichen GemuUse bzw. Frichte an eine
Festphase gekoppelt und mit der Tomate inhibiert. Die Ergebnisse dieser IB-Inhibitionen sind
in den Abb. 4-28 und 4-29 dargelegt. Die Prifung auf eine unspezifische Inhibition mittels
einer Ovalbuminlésung fuhrte mit Ausnahme des HUhnereies zu keiner Verdnderung des

Kreuzreaktivit&t
0. - Festphase: Tomate - Cyp-Werle
[ug/mL]
< 801 —+—Tomate 1.7
‘g 60 / Haselnu  171.6
_-g 40 . / —e— Apfel 41.8
f =& —=— Banane 86.5
201 Litchi 88.8
0= »—1 | ‘ ‘ ‘
0,01 0,1 1 10 100 1000

Konzentration [ug/mL]

Abb. 4-27: Inhibitionsgraphen verschiedener Extrakte
Festphase: «Balkonstar»

mittels Poolserum detektierbaren Allergenspekirums. Beim Hthnerei kam es dagegen
erwartungsgemaf zur fast vollsténdigen Eliminierung der Bande bei 60 kDa, dem Ovalbumin.
Eine homologe Inhibition fihrte ebenfalls zur kompletten Hemmung der Bandenvisualisation.

Wéhrend nach der Inkubation des elekirophoretisch aufgetrennten Kartoffelextraktes mit dem
Extrakt der Tomate noch schwache allergene Banden im Bereich von 20 kDa und 43 kDa
vorhanden waren, fUhrte eine homologe Inkubation zur vollstdndigen Eliminierung. Die
Inkubation der festphasengebundenen Extrakte Paprika und Sellerie mit dem Extrakt der
Tomate resultierten in einer der homologen Inhibitionen entsprechenden Hemmung der
Bandenvisualisation. Die im Bananenexirakt sehr intensiv visualisierte Bande bei 43 kDa
konnte durch den Tomatenextrakt nicht vollkommen inhibiert werden und war
dementsprechend noch als schwache Bande detektierbar. Die Bindung des spezifischen IgE an
das 50 kDa-Allergen der Litchi konnte durch eine Inkubation mit dem Extrakt der Tomate nicht
verhindert werden, so daf3 diese Bande weiterhin visualisierbar war. Die Detektion der
anderen Litchiallergene wurde entsprechend der homologen Inhibition gehemmt.
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BBF Immunoblotinhibition
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Abb. 4-28: IB-Inhibition der Tomate
elektrophoretisch getrennter Extrakte: Kartoffel, Paprika, Sellerie bzw. Hihnerei
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Abb. 4-29: IB-Inhibition der Tomate

elektrophoretisch getrennter Extrakte: Banane, Litchi, Apfel bzw. Haselnuf3
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Das im Apfelextrakt intensiv detektierte Hauptallergen Mal d 1 konnte durch die homologe
Inhibition vollsténdig inhibiert werden, wohingegen eine Inkubation mit dem Extrakt der
Tomate zu keiner Verminderung der Detektionsintensitat fGhrte. Beim HaselnuBextrakt kam es
durch die Tomate ebenfalls zu einer Eliminierung grof3er Teile des Allergenspekirums, wobei
eine Inhibition des Hauptallergens der HaselnuB3 mit einem MG von 18 kDa nicht erfolgte.

Die Ergebnisse der IB-Inhibition wurden anhand einer EAST-Inhibition verifiziert. Wiederum
lagen die Exirakte der verschiedenen GemuUse und Frichte festphasengebunden vor und
wurden mit dem Exirakt der Tomate inhibiert. In Abb. 4-30 sind die resultierenden Cso-Werte
der einzelnen Inhibitionen dargestellt. Die EAST-Inhibitionen der festphasengebundenen
Extrakte Kartoffel, Paprika und Sellerie zeigten nur leicht voneinander differierende
Inhibitionskurven (nicht dargestellt) und Cs-Werte des Tomatenextraktes im Vergleich zur
homologen Inhibition.

Waéhrend die maximale Inhibition des homologen Apfelextraktes 86 % erreichte, induzierte der

Kartoffel B Homolog
Tomate
Paprika
*_21-3 Sellerie
[
&
9 5 Litchi
5 %
S35 Banane
g
S Apfel n.e.
8
Haselnuf 173.5
Ei n.e.
0 20 40 60 80 100

cso-Wert [ug/ml]

Abb. 4-30: Darstellung der C5p-Werte der EAST-Inhibition

n.e.: nicht erreicht

Tomatenextrakt lediglich eine maximale Inhibition von 26 % und erreichte somit auch kein
Cso-Wert.  Gegenuber des festphasengekoppelten  HaselnuBextraktes  zeigte  der
Tomatenextrakt ebenfalls eine geringe inhibierende Wirkung. Wéhrend der Cg-Wert der
homologen Inhibition bei 0.9 ug/mL lag, wurde zur Erreichung einer 50 %igen Inhibition eine
Konzentration von 173 ug/mL des Tomatenextraktes benétigt.

Die zur Kontrolle auf unspezifische Inhibition mitgefGhrte  EAST-Inhibition  des
HUhnereiextraktes lieferte das erwartete Ergebnis. Die Inhibition des Tomatenextraktes fUhrte
zu einer maximalen Hemmung von 5 % und dementsprechend zu keinem Cs,-Wert.
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4.2 Isolierung von Tomatenallergenen

In den folgenden Kapiteln werden die erarbeiteten Ansdtze zur Isolierung von Tomaten-
allergenen detailliert dargestellt.

4.2.1 Isolierung des 44 kDa Allergens

Eines der interessantesten Allergene der Tomatenfrucht stellt ein IgE-bindendes Protein mit
einem MG von 44 kDa dar. Aufgrund seiner herausragenden Bedeutung hinsichtlich seiner
hohen Detektionshdufigkeit der Einzelseren sowie der Kreuzreaktivitét sollte eine Methode zur
Isolierung dieses Allergens entwickelt werden.

42.1.1 IEC

Anhand der IEF (vgl. 4.1.2) konnte gezeigt werden, daf3 die stérkste allergene Aktivitat der
Tomaten zwischen den isoelektrischen Punkten 5.8 und 5.9 vorliegt. Unter Verwendung der
zweidimensionalen Elektrophorese (vgl. 4.1.3) wurde die Apparenz des 44 kDa Allergens in
diesem pl-Bereich belegt. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde im ersten Schritt der Isolierung
dieses Allergens eine IEC mit einer Anionenaustauschersdule (Material Source™ 15 Q)
angewendet. In Anlehnung an die von SEPPALA et al. [1999] modifizierte Methode nach
BALESTRIERI et al. [1990] wurde ein 0.02 mol/L Tris-Puffer (pH 8.0) mit einem Salzgradienten
von 0 bis 0.5 mol/L NaCl verwendet. Die genauen Trennbedingungen sind dem Anhang
7.16.1 zu entnehmen.

Zur Uberprifung der Trennleistung der Séule als auch zur Optimierung des Gradienten
wurden Standardproteine mit einem bekannten pl eingesetzt. Fir eine spatere Abschétzung
der pl der jeweiligen Proteinfraktionen wurde anhand der optimierten Bedingungen eine
Kalibrierung durchgefihrt. Die annéhrend linear verlaufende Kalibriergerade ist in Abb. 4-31
dargestellt. Die verwendeten Standards als auch die dazugehérigen Konzentrationen und
Retentionszeiten sind im Anhang in Tab. 7-6 aufgefUhrt.

Kalibriergerade
- [EC-Standard -

0 20 40 60 80 100
Retentionszeit [min]

Abb. 4-31: Kalibriergerade der IEC
R?.0.9881
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Da die IEC durch einen hohen Salzgehalt erheblich gestért und die Trennleistung deutlich
herabgesetzt wird, wurden die Proteine aus dem Acetonpulver nicht wie Ublich mittels PBS
extrahiert, sondern unter Verwendung des in der Chromatographie eingesetzten Tris-Puffers.
Anhand einer SDS-PAGE mit anschlieBendem Immunoblot sowie einer EAST-Inhibition
(Ergebnisse nicht aufgefihrt) konnte sichergestellt werden, daf3 dieser Extrakt die gleichen
Proteine bzw. Allergene und allergene Potenz wie der PBS-Extrakt aufwies. In Abb. 4-32 ist ein
Chromatogramm des mittels IEC aufgetrennten Tomatenextraktes der unbekannten Sorte

dargestellt.
5, % Eluent 1
N - 50
. 40
N 0
A

oo 125 250 s 500 625 750 675 wil

Abb. 4-32: Chromatogramm der IEC-Trennung des Tomatenextraktes
der unbekannten Sorte
: Gradient

Die bei 214 nm detektierbaren Substanzen verteilten sich Gber den gesamten auftrennbaren
pl-Bereich, wobei viele Komponenten bereits im Totvolumen der Sé&ule nach ca. 4 min
eluierten. Hierbei handelt es sich zum einem um nichtionische und UV-aktive Substanzen der
Probenmatrix, zum anderen werden sdmiliche Proteine mit einem pl > 8.0 an der
Anionenaustauschersdule nicht retardiert, da sie in diesem Elutionspuffer positiv geladen
vorliegen. Bei einer Retentionszeit von ca. 40 min tritt im Chromatogramm ein Peak besonders
deutlich hervor. Den zu dieser Zeit eluierenden Substanzen kann anhand der ermittelten
Kalibriergeraden ein ungefdhrer pl von ca. 5.9 zugeordnet werden. Des weiteren werden die
eluierenden Substanzen bei einer Retentionzeit zwischen 70 und 75 min sehr stark detektiert,
woraus sich ein abgeschatzter pl von ungeféhr 4.5 ergibt.

Zur Uberprifung der mittels IEC durchgefihrten Trennung der Proteine des Tomatenextraktes
wurde das Eluat entsprechend Abb. 4-33a fraktioniert. Die Eluate der jeweiligen Fraktionen
wurden anschlieflend lyophilisiert, in einer minimalen Menge (50 - 100 ul) Probenpuffer
aufgenommen, reduziert und elektrophoretisch mittels SDS-PAGE getrennt.

Abb. 4-33b zeigt die unspezifisch angeférbten Proteine der einzelnen Fraktionen der IEC-
Trennung. Besonders auffdllig war, daf3 in allen Fraktionen, mit Ausnahme des Exiraktes des
Totvolumens (Fraktion 1), eine intensive Bande bei einem MG von 44 kDa apparent war.
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Silberférbung
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Abb. 4-33: a: Chromatogramm der fraktionierten IEC-Trennung des Tomatenextraktes
b: Silberférbung der Fraktionen nach IEC-Trennung

Daneben sind nur wenige, deutlich schwdcher detektierte Proteine mit einem hdheren als auch
niedrigeren MG detektierbar. Zudem ist gut erkennbar, daf3 ein Grof3teil der Tomatenproteine
bereits mit dem Totvolumen von der Sdule eluierte. Dabei handelte es sich hauptséchlich um
Proteine mit mittleren MG zwischen 20 und 40 kDa.

BBF Immunférbung
MGM: Molekulargewichtsmarker
N: «unbekannte Sorte»; nativ. 5: IEC-Fraktion 5 MGM N 1T 2 3 4 56 78 9
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Abb. 4-34: a: Chromatogramm der fraktionierten IEC-Trennung des Tomatenextraktes
b: Immunoblot der Fraktionen nach IEC-Trennung
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4 Ergebnisse

Unter Verwendung des Poolserums wurden anschlie3end die Fraktionen beziglich der darin
vorkommenden IgE-bindenden Das
Untersuchung ist in Abb. 4-34b dargestellt. Mit dem Totvolumen wurden mehrere Allergene

Proteine mittels IB untersucht. Ergebnis dieser
von der Saule eluiert. Dabei handelte es sich unter anderem um IgE-bindende Proteine mit
einem mittleren MG von 26, 28, 30 und 36 kDa. Daneben konnte aber auch das Profilin mit
einem MG von 14 kDa sowie eine Bande bei 44 kDa visualisiert werden. Diese Allergene
wurden unter den gegebenen Bedingungen nicht vom Séulenmaterial retardiert und scheinen
somit einen pl > 8.0 zu besitzen. In allen anderen Fraktionen (2-9) trat jeweils eine allergene
Bande bei einem MG von 44 kDa auf. Diese wurde in den Fraktionen 3-8 von weiteren IgE-
bindenden Proteinen mit einem héheren MG begleitet, wohingegen in den Fraktionen 2 und 9
ausschlieBlich die 44 kDa-Bande visualisiert worden ist. Weitere Allergene mit MG von 30, 36
und 40 kDa konnten in den Fraktionen 3, 4, 5 und 6 nachgewiesen werden. Die in der
Silberférbung visualisierten Banden im unteren MG-Bereich wiesen im Immunoblot keine
allergene Aktivitét auf. In den Fraktionen 2 und 9 ist ein 44 kDa-Allergen das einzig

nachweisbare.

Da in sdmtlichen Fraktionen eine allergene Bande mit einem MG von 44 kDa detektierbar
war, wurde die Trennleistung der IEC anhand der Eluate Oberprift. Hierzu wurden drei
ausgewdhlte Fraktionen der IEC (2, 4 und 9) mittels |IEF elektrophoretisch getrennt und
unspezifisch sowie immunologisch angefdrbt. Anhand der in Abb. 4-33 dokumentierten
Silberfarbung ist zu daB die detektierten Proteinbanden jeder
unterschiedlichen pH-Bereichen vorlagen. Sie stehen zudem in relativ guter Korrelation zu den

sehen, Fraktion in
pl, welche Uber die Retentionszeiten abgeschétzt worden sind. Der geschétzte pl der Proteine
aus Fraktion 2 lag bei 6.9. In der Silberfarbung lagen die Proteine dieser Fraktion im Bereich
pH 6.0 und 7.0.
entsprechend waren auch die allergenen

zwischen Dem-

Silberféirbung ‘BBF‘ Immunf.
Banden diesem pl-Bereich zuzuordnen

Abb. 4-35). Der
I | Kalibriergerade der IEC ermittelte pl der

123 pM pM 1 2 3

(siehe Uber die

Fraktion 9 lag bei pl 4.5, welche anhand

- 0 = der IEF mit pl 4.6 bestatigt werden
konnte. Lediglich der fur die Fraktion 4

abgeschdétzte pl von 5.9 lag in der IEF mit

5.2/5.3 einem pl von ca. 5.3 etwas niedriger. Da

| die Proteine bzw. Allergene verschiedene
pH-Bereiche aufzeigen, konnte die
Trennleistung der IEC-S&ule durch die IEF

bestatigt werden.

o 4.5/4.2

Zusammenfassend ~ kann  festgestellt

werden, daf3 es mittels der IEC gelungen
pIM: pl-Marker
1: IEC-Fraktion 2

2: |EC-Fraktion 4

3: IEC-Fraktion 9 ist, eine gute Vorreinigung der Proteine

des Tomatenextraktes zu erreichen. Ein

Abb. 4-35: Silberfarbung & IB der
mittels IEF aufgetrennten
IEC-Fraktionen 2, 4 und 9
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4 Ergebnisse

Fraktionen der IEC zwar nur noch wenige Allergene bzw. weitere Begleitproteine apparent
waren, war die I[EC fir eine vollsténdige Isolierung nicht ausreichend, so daf3 eine weitere
Reinigung entsprechender Fraktionen erfolgen mufte.

4212 RPC

An die IEC schlo3 sich eine Umkehrphasenchromatographie an, welche fir hydrophobe
Substanzen wie z.B. Proteine eine sehr gute Trennleistung aufweist. Die Trennung wird
reprasentativ. am Beispiel der Fraktion 4 der IEC aufgezeigt, welche aus fonf IEC-L&aufen
gepoolt, lyophilisiert und unter Verwendung einer Dialyse-Kaommer entsalzt wurde.
AnschlieBend erfolgte die Trennung in Anlehnung an die Methode von FAHLBUSCH et al.
[1995] mit einem Gradientensystem aus 0.1 mol/L TFA und Acetonitril sowie einer UV-
photometrischen Detektion bei 214 nm. Die Trennbedingungen sind im Anhang unter 7.16.3
aufgefUhrt. Abb. 4-36 zeigt représentativ die Trennung der aus funf Laufen gepoolten Fraktion
4 der IEC unter Darstellung des verwendeten Gradienten. Die deutlich abfallende Basislinie
wurde durch das verwendete Gradientensystem verursacht.

i % Acetonitril
150

125
100 - 80
75

0 - 60
2

o = 40
-25]

50 - 20
=75

“1o0d T T T T T

10 15 20 25 30 min

Abb. 4-36: Chromatogramm der RPC-Trennung der IEC-Fraktion 2

Zur Uberprifung der mittels RPC erzielten Trennung wurden im Abstand von 5 min Fraktionen
aufgefangen, welche anschlieflend lyophilisiert und in einer minimalen Menge Probenpuffer
aufgenommen wurden. Die unspezifische Silberférbung der mittels SDS-PAGE aufgetrennten
Eluate ist in Abb. 4-37 dokumentiert. Neben der Silberférbung der einzelnen Fraktionen der
RPC-Trennung ist zum Vergleich noch einmal das Gesamtproteinmuster der eingesetzten IEC-
Fraktion 4 (F,) dargestellt. Obwohl im Chromatogramm der RPC im Fraktionsbereich 1 ein
deutlicher Peak auftrat, waren in der Silberfédrbung nur sehr schwache Proteinbanden
detektierbar. Fraktion 2 zeigte in der Silberfarbung keine visualisierbaren Proteine. Wéhrend
in den Fraktionen 4 und 5 der Grof3teil der zu trennenden Proteine nachgewiesen werden
konnte, wurde in der RPC-Fraktion 3 nur noch ein Protein mit einem MG von 44 kDa-Protein
detektiert. Mittels der RPC ist es demnach gelungen das 44 kDa von anderen Begleitproteinen
zu trennen. Zum Nachweis der Allergene wurde eine SDS-PAGE mit anschlie3endem IB unter
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4 Ergebnisse

Silberférbung
MGM F, 1 2 3 4 5

MGM: Molekulargewichtsmarker

F,: IEC-Fraktion 4 3: RPC-Fraktion 3
1: RPC-Fraktion 1 4: RPC-Fraktion 4
2: RPC-Fraktion 2 5: RPC-Fraktion 5 94 K5
o 67 kDo - B
- : : : : : 43kDa . E e :
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Abb. 4-37: a: Chromatogramm der fraktionierten RPC-Trennung einer IEC-Fraktion

b: Silberférbung der Fraktionen nach RPC-Trennung
Verwendung des Poolserums durchgefihrt. Aus dem in Abb. 4-38 wiedergegebenen IB ist klar
ersichtlich, daf3, entsprechend der Silberférbung, in der Fraktion 3 ausschlieBBlich das 44 kDa-
Allergen vorlag. Obwohl in der Fraktion 4 noch weitere Proteine unspezifisch angeférbt
worden sind, wurde im IB ebenfalls nur noch das 44-kDa-Allergen detektiert. Daneben wies
Fraktion 5 noch weitere Allergene im oberen MG-Bereich auf. Gemdaf3 der Silberférbung
waren in Fraktion 1 und 3 keine allergenen Strukturen nachweisbar.

BBF Immunférbung

MGM F, 1 2 3 4 5
MGM: Molekulargewichtsmarker

F,: [EC-Fraktfion 4 3: RPC -Fraktion 3
1: RPC-Fraktion 1 4: RPC -Fraktion 4 94 kDa
2: RPC-Fraktion 2 5: RPC -Fraktion 5 67 kDa e
43 kDa - o
i 30 kDa
20 kDa
14 kDa

) % E

a: | " b

Abb. 4-38: a: Chromatogramm der fraktionierten RPC-Trennung einer IEC-Fraktion
b: Immunfarbung der Fraktionen nach RPC-Trennung
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4 Ergebnisse

4.2.1.3 N-terminale Sequenzierung

Um Gber den Vergleich mit Proteindatenbanken eine eventuelle Identifizierung des isolierten
Allergens vornehmen zu kénnen, wurde eine N-terminale Sequenzanalyse nach Edman
durchgefihrt. Der aus funf RPC-Léufen gepoolte Extrakt der Fraktion 3 wurde lyophilisiert und
anschlieBend mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Nach einem Transfer der Proteine auf eine PVDF-
Membran erfolgte eine unspezifische CBB-Farbung (Durchfihrung siehe Anhang 7.14.2). Wie
schon in der Silberfarbung sowie dem IB (siehe Kapitel 4.2.1.2) wurde auch in der CBB-
Farbung lediglich eine Bande bei 44 kDa detektiert (nicht dargestellt). Diese Bande wurde aus
der Membran ausgeschnitten und direkt zur Bestimmung der AS-Sequenz eingesetzt. Die fur
die Sequenzanalyse vorliegende Proteinkonzentration von 2.94 pmol lief} einen Umfang von
15 Edman-Cyclen zu, deren Ergebnis in Tab. 4-1 wiedergegeben ist. Eine Recherche in der
Proteindatenbank SWISSPROT ergab eine 100 %ige Ubereinstimmung mit der AS-Sequenz der
Polygalacturonase 2 A der Tomate. Somit konnte das Allergen mit einem MG von 44 kDa
eindeutig als Polygalacturonase 2A identifiziert werden.

Tab. 4-1: N-terminale Aminoséuresequenz der analysierten Proteinbande und
der Polygalacturonase 2A der Tomate (SWISSPROT PO5117)

44-kDa-Bande "G/l K|V IN VI L|S I G A K G| ™

Polygalacturonase 2A | G | | | K |V | IN|V | L|S 8% G A K G ¥D

Die 44 kDa-Bande aus den IEC-Fraktionen 2 und 9 wurde ebenfalls isoliert und einer N-
terminalen Sequenzanalyse unterzogen (nicht dargestellt). Die aus den Analysen
resultierenden Aminosduresequenzen sind mit der in Tab. 4-1 aufgefGhrten identisch, so daf3
es sich bei dem 44 kDa der IEC-Fraktionen 2 und 9 mit den geschétzten pl von 6 bzw. 4.5
ebenfalls um die Polygalacturonase 2A handelt.

4.2.2 Isolierung des 26 kDa Allergens

Im Rahmen der Trennung mittels IEC wurde neben der unbekannten Sorte ebenfalls der
Extrakt der Sorte «Balkonstar» eingesetzt. Im Laufe der elektrophoretischen Untersuchung der
einzelnen Fraktionen dieser Trennung zeigten sich in der Proteinzusammensetzung im
Vergleich zu der IEC-Trennung der unbekannten Sorte deutliche Differenzen, auf welche im
folgenden Kapitel naher eingegangen wird. Unter anderem konnte in einer Fraktion ein IgE-
bindendes Protein mit einem MG von 26 kDa nachgewiesen werden, welches daraufhin zur
Identifizierung isoliert werden sollte.
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4 Ergebnisse

Der aus dem Acetonpulver unter Verwendung des Tris-HCI-Puffers gewonnene Extrakt wurde
entsprechend der in 4.2.1.1 aufgefUhrten Bedingungen mittels IEC getrennt. In Abb. 4-39 sind
zum Vergleich die jeweiligen Chromatogramme der IEC-Trennung beider Tomatensorten

Ubereinandergelegt dargestellt. Anhand der Chromatogramme waren nur geringfigige
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unbekannte Sorte

«Ba|l7onstc r»

Abb. 4-39:

Chromatogramme der IEC-Trennung des Tomatenextrakte
der unbekannten Sorte (-) und «Balkonstar» (-)

Unterschiede festzustellen, welche sich im wesentlichen in einer leichten Verschiebung der

Retentionszeiten der Peaks &uflerten.

In Abb. 4-40 ist d

ie Silberfadrbung ausgewdhlter Fraktionen der IEC-Trennung eines

Silberféirbung

MGM N 1 2 3 4
MGM: Molekulargewichtsmarker 2: IEC-Fraktion 2
N: «Balkonstar»; nativ 3: IEC -Fraktion 4
1. IEC -Fraktion 1 4: |[EC -Fraktion 9 94 kDa
67 kDa  feem EEE
43kDa e ==
a =a -
- 30 kDa — g ]
20 kDa = ]
14 kDa 1 . T
150, f— —
- -

a: b:

Abb. 4-40: a: Chromatogramm der fraktionierten IEC-Trennung der Sorte «Balkonstar»
b: Silberférbung der Fraktionen nach IEC-Trennung

-61-
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Proteinextraktes der Sorte «Balkonstar» dargestellt. Entsprechend der IEC-Trennung des
Extraktes der unbekannten Sorte wurde auch bei der Sorte «Balkonstar» ein Grof3teil der
Proteine nicht an der Séule retardiert und eluiert im Totvolumen (1). Einen grofien Unterschied
zwischen den beiden Tomatensorten 1Bt sich jedoch anhand der Fraktion 4 darlegen.
Wéhrend in der korrespondierenden Fraktion des Proteinextraktes der unbekannten Sorte
Banden bei MG von 15, 34, 44, 50 und 70 kDa (vgl. Abb. 4-31b (5)) detektiert wurden,
waren in dieser Fraktion der Sorte «Balkonstar» (vgl. Abb. 4-40b (3)) zwei weitere diskrete
Proteinbanden mit einem MG von ca. 18 und 26 kDa apparent. Des weiteren wurde im
Extrakt der Fraktion 2 der Sorte «Balkonstar» im Gegensatz zur entsprechenden Fraktion der
unbekannten Sorte (vgl. 4-31b (2)) das als Polygalacturonase 2A identifizierte Protein mit
einem MG von 44 kDa nicht visualisiert. In dieser Fraktion war ausschlielich eine
Proteinbande bei ca. 28 kDa erkennbar. Dagegen stimmte die Proteinzusammensetzung der
Fraktion 9 der Sorte «Balkonstar» wieder mit der entsprechenden Fraktion der unbekannten
Sorte Uberein. In den Fraktionen beider Sorten waren lediglich das 44 kDa Protein als diskrete,
deutlich detektierte Bande zu erkennen. Im IB der Fraktionen der IEC-Trennung des Extraktes
«Balkonstar», dargestellt in Abb. 4-41, wurden die bereits in der unspezifischen Silberférbung
manifestierten Unterschiede zur unbekannten Sorte bestdtigt. Obwohl in Fraktion 2 die
Polygalacturonase 2A nicht visualisiert werden konnte, wurde sie im IB schwach detektiert.
Damit konnte gezeigt werden, daf3 die Polygalacturonase 2A in einer sehr geringen
Konzentration auch in dieser Fraktion der Sorte «Balkonstar» vorhanden ist. Zudem war in

BBF Immunférbung
MGM N 1 2 3 4

MGM: Molekulargewichtsmarker 2: IEC-Fraktion 2
N: «Balkonstam; nativ 3: IEC -Fraktion 4

1. IEC -Fraktion 1 4: |EC -Fraktion 9 94 kDa

67 kDa
43 kDa

I

Iy

30 kDa

20 kDa

14 kDa

0
0o 125 250 S 500 625 750 &5 nin b

Abb. 4-41: a: Chromatogramm der fraktionierten RPC-Trennung einer IEC-Fraktion
b: Immunfarbung der Fraktionen nach RPC-Trennung

Fraktion 3 neben dem 44 kDa-Allergen ein weiteres Allergen im Bereich von 26 kDa
vorhanden. Das in der Silberfarbung detektierbare Protein mit einem MG von ca. 15 kDa wies
dagegen keine IgE-bindende Aktivitat auf. In Fraktion 9 konnte unter Verwendung des
Poolserums, entsprechend der Fraktion der unbekannten Sorte, die Polygalacturonase 2A
detektiert werden.
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Um diesen Unterschied dieser beiden Sorten beziglich der Apparenz des 26 kDa-Allergens
mit einem abgeschatzten pl von 5.3 zu verifizieren, wurden Extrakte der Tomatensorten
«Estrella», «Togo Treflen, «Sweet million» und «Flamme» mittels IEC aufgetrennt und
anschlieBend elekirophoretisch sowie allergologisch untersucht. Obwohl die Chroma-
togramme sdmtlicher Sorten den charakteristischen Verlauf aufwiesen (nicht dargestellt),
konnte in keiner weiteren Sorte ein 26-kDa-Allergen mit einem abgeschétzten pl von 5.3
nachgewiesen werden. Vielmehr war das Protein- bzw. Allergenspekirum der entsprechenden
Fraktionen mit dem der unbekannten Sorte identisch. Im Vergleich zur unbekannten Sorte
wiesen sie hinsichtlich der Verteilung des 44 kDa-Allergens leichte Konzentrationsunterschiede
auf (nicht dargestellt).

Aufgrund der unterschiedlichen Protein- bzw. Allergenverteilung in den jeweiligen Fraktionen
der beiden Sorten kann von einer Sortenspezifitdt ausgegangen werden (vgl. Kapitel 4.1.4).
Zwar liegen in den Extrakten beider Sorten Proteine bzw. Allergene mit gleichem MG vor,
jedoch  zeigt sich  zumindest fir das Allergen mit einem MG von
26 kDa ein anderer isoelekirischer Punkt. Wahrend das 26 kDa-Allergen der Sorte
«Balkonstar» einen abgeschétzten pl von 5.3 besitzt, eluierte das Allergen mit einem MG von
26 kDa der unbekannten Sorte wahrend des Totvolumens der Sdule. Dies deutet darauf hin,

daf3 dieses Allergen ein pl > 8.0 besitzt.

4222 SEC

Um eine Isolierung des 26 kDa-Allergens zu erreichen, sollte eine weitere Auftrennung der
I[EC-Fraktion erfolgen. Aufgrund der unterschiedlichen MG der beiden Allergene von 44 bzw.
26 kDa wurde daher eine SEC durchgefihrt. Die Trennung erfolgte an Sephacryl S 100 nach
MOLLER et al. [1997b] unter Verwendung eines Elutionspuffers (pH 7.0) mit 0.01 mol/L
Phosphat und 0.03 mol/L NaCl und UV-photometrischer Detektion bei 214 nm. Die genauen
Bedingungen sind dem Anhang 7.16.2 zu entnehmen.

Die Uberprifung der Trennleistung der Séule wurde anhand von Standardproteinen mit
unterschiedlichen MG durchgefthrt. Wie aus Abb. 4-42 ersichilich, verlauft die
Kalibriergerade, in der das MG gegen die Retentionszeit dargestellt ist, annéhernd linear. Die
einzelnen Standards sowie die dazugehérigen Retentionszeiten sind in Tab. 7-7 des Anhanges
aufgefihrt.

Kalibriergerade
- SEC Standard -

Molekulargewicht [kDa]
I
o
[ ]

0 T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60

Retentionszeit [min]
Abb. 4-42: Kalibriergerade der SEC an Sephacryl S 100
R?:0.9552
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Vor einer weiteren Auftrennung mittels SEC wurde die IEC-Fraktion 3 des Extraktes der Sorte
«Balkonstar» lyophilisiert und in 1T mL des SEC-Elutionspuffers aufgenommen. In Abb. 4-43 ist
ein Chromatogramm des mittels SEC aufgetrennten IEC-Eluates wiedergegeben.

mu
100 g

S0

80

7o

50

S0

40

=0

20

Abb. 4-43: Chromatogramm der SEC-Trennung der IEC-Fraktion 3

Zur Untersuchung des in der SEC aufgetrennten IEC-Eluates wurde im Bereich von 20 -
50 min fraktioniert, da nach einer Abschéatzung anhand der Kalibriergeraden die beiden
Allergene mit den MG von 44 bzw. 26 kDa in diesem Zeitraum eluieren sollten. Dies konnte
anhand des Chromatogrammes insofern bestétigt werden, daf3 in diesem Bereich zwei Peaks
zu erkennen waren. Die Eluate der SEC wurden lyophilisiert und wiederum in einer minimalen
Menge an Probenpuffer aufgenommen. Im Gegensatz zu den vorhergehenden Unter-
suchungen wurde die SDS-PAGE unter Verwendung des MOPS-Elektrodenpuffers verwendet,
welcher im mittleren MG-Bereich eine bessere Trennleistung ermdglicht. Die unspezifische

Silberférbung
MGMF, 1 2 3 4 5

MGM: Molekulargewichtsmarker

F,: IEC-Fraktfion 3: SEC-Fraktion 3 — +
1: SEC-Fraktion 1 4: SEC-Fraktion 4
2: SEC-Fraktion 2 5: SEC-Fraktion 5

94 kDa -

67kDa

43 kDa -

30 kDa [r—

20 kDa -

14 kDa —

B , e R D , .
b [ ) % ) % % E) % b

Abb. 4-44: a: Chromatogramm der fraktionierten SEC-Trennung einer IEC-Fraktion
b: Silberférbung der Fraktionen der SEC-Trennung
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Visualisierung der Proteine der SEC-Fraktion ist in Abb. 4-44 dargestellt. Wahrend in Fraktion
1 der SEC keine Proteinbanden detektiert worden sind, befand sich in Fraktion 2 der Grofiteil
der Proteine mit MG zwischen 34 und >94 kDa. Daneben war eine sehr schwach
ausgebildete Bande im Bereich von 26 kDa zu erkennen. Die Proteinbanden im oberen MG-
Bereich waren in Fraktion 3 zwar noch detektierbar, wiesen jedoch eine schwéachere Intensitat
auf. Dafir waren diskrete Banden mit den MG 14 und 26 kDa erkennbar. Die Fraktion 4
weist nur noch zwei diskrete Banden mit einem MG von 14 und 26 kDa, sowie eine schwach
detektierte Bande bei 34 kDa auf. In Fraktion 5 waren keine Proteine mehr visualisierbar. Der
unter Verwendung des Poolserums durchgefihrte IB ist in Abb. 4-45 dargestellt. Wahrend in
den Fraktionen 2 und 3 das gesamte Allergenspekirum der IEC-Fraktion présent war, wurde
in der Fraktion 4 ausschliellich das 26 kDa-Allergen detektiert. Entsprechend der
Silberfarbung waren in den Fraktionen 1 und 5 keine IgE-bindenden Proteine vorhanden.

BBF Immunférbung
MGM F, 1 2 3 4 5

MGM: Molekulargewichtsmarker

F,: IEC-Fraktion 3: SEC-Fraktion 3
1. SEC-Fraktion 1 4: SEC-Fraktion 4
2: SEC-Fraktion 2 5: SEC-Fraktion 5 94 kD¢
67 kDc
43 kDc
30 kD¢
- .
20 kD¢
14 kDc

° X e . .
5 [ ) E & % ) % )
a: b :
H :

Abb. 4-45: a: Chromatogramm der fraktionierten SEC-Trennung einer IEC-Fraktion
b: Immunféarbung der Fraktionen nach SEC-Trennung

Zusammenfassend &8t sich feststellen, daf3 eine Isolierung des 26 kDa Allergens von dem
44 kDa Allergen mittels SEC erfolgreich war. Allerdings konnte eine vollsténdige Abtrennung
von den Begleitproteinen mit einem MG von 14 bzw. 36 kDa nicht erreicht werden. Zudem
war die Menge an isoliertem 26 kDa Allergen fir eine N-terminale Sequenzierung nicht
ausreichend. Um einen weiteren Isolierungsschritt mittels RPC anschlieBen zu kénnen, war es
erforderlich, aufgrund der niedrigen Proteinkonzentration, die Fraktionen mehrerer SEC Laufe
zu poolen. Bei der elektrophoretischen Prifung der einzelnen Léaufe stellte sich jedoch heraus,
dof3 diese Methode keine reproduzierbaren Ergebnisse lieferte und somit eine Trennung
anhand der Retentionszeiten nicht durchfGhrbar war. Anhand des Chromatogramms der SEC-
Trennung und der Ergebnisse der elekirophoretischen Untersuchungen (vgl. Abb. 4-42 &
4-43) wurde vermutet, daf3 das 26 kDa-Allergen bei einer Retentionszeit von 40 min eluiert.
Aufgrund der schwachen UV-Detektion dieses Proteins war eine reproduzierbare
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Fraktionierung anhand des Chromatogramms ebenfalls nicht méglich, so daf3 von einer
weiteren Trennung mittels SEC abgesehen wurde.

4223 RPC

Ein weiterer Ansatz zur lIsolierung des 26 kDa-Allergens der Sorte «Balkonstar» war die
Trennung des IEC-Eluates mittels der RPC. Analog der in Kapitel 4.2.1.2 aufgefihrten
Bedingungen wurde eine Trennung an einer RPC-Phase der IEC-Fraktion 4 durchgefthrt. In
Abb. 4-46 sind ein Chromatogramm dieser Trennung sowie die Silberfédrbungen und die
Immunférbung der relevanten Fraktionen dargestellt. Sowohl nach Silberfarbung als auch

Silberférbung ‘BBF ‘Immunfﬁrb.
12 3 MGM MGM 1 2 3

MGM: Molekulargewichtsmarker 2: RPC -Fraktion 2

——
1: RPC-Fraktion 1 3: RPC -Fraktion 3 94 kDa
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43 kD .-
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o
I
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Abb. 4-46: a: Chromatogramm der fraktionierten RPC-Trennung der IEC-Fraktion
b: Silber- und IB der Fraktionen der RPC-Trennung

nach immunochemischer Detektion mittels Poolserum ist klar ersichtlich, daf3 lediglich das IgE-
bindene Protein mit einem MG von 44 kDa von den anderen Proteinen abgetrennt werden
konnte, welches mit Trennung des IEC-Eluates der unbekannten Sorte (siehe Kapitel 4.2.1.2)
Ubereinstimmt. Innerhalb der RPC-Fraktionen 2 und 3 wurde das 26 kDa-Protein zwar von der
Saule eluiert, lag aber in den Fraktionen mit einer Vielzahl anderer Proteinen vor. Mit der RPC
konnte keine ausreichende Abtrennung des 26 kDa-Allergens von anderen Proteinen erzielt
werden. Zudem war dieses Ergebnis auch hinsichtlich einer Vorreinigung fir einen weiteren
Isolierungsschritt nicht befriedigend, so daf3 auf eine weitere Anwendung der RPC zur
Isolierung des 26 kDa-Allergens verzichtet wurde.
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4.2.2.4 N-terminale Sequenzierung

4 Ergebnisse

Obwohl keine vollsténdige Isolierung des 26 kDa-Allergens erreicht werden konnte, wurde

eine N-terminale Sequenzanalyse durchgefihrt. Hierfir wurde die aus finf Laufen gepoolte
Fraktion 4 der IEC mittels SDS-PAGE unter Verwendung des MOPS-Puffers getrennt und nach
dem Transfer auf eine PYDF-Membran mittels CBB unspezifisch angefarbt. Wie aus Abbildung

BBF CBB
MGM 1

94 kDa
67 kDa

43 kDa

30 kDa —_—

20 kDa

=

14 kDa -

MGM: Molekulargewichtsmarker

1: RPC-Fraktion 1

Abb. 4-47: CBB-Farbung des IEC-Eluates

auf der PYDF-Membran

4-47  ersichtlich ist, konnte eine gute
Auftrennung der Proteine erreicht werden. Die
Proteine mit den MG 26 und 44 kDa konnten
als diskrete Banden visualisiert werden. Beide
Banden wurden ausgeschnitten und direkt zur
Sequenzanalyse eingesetzt. Die ermittelte AS-
Sequenz des 44 kDa Allergens zeigte wiederum
eine 100 %ige Ubereinstimmung mit der
Aminosduresequenz der Polygalacturonase 2A
der Tomate (Sequenz siehe Tab. 4-1; Kapitel
4.2.1.3). Die relativ geringe Konzentration des
26 kDa-Allergens war fur eine DurchfGhrung
von lediglich 8 Cyclen ausreichend. Die
ermittelte N-terminale AS-Sequenz ist in Tab. 4-
2 aufgefohrt. Uber eine Datenbankrecherche
konnte eine Identifizierung des Allergens nicht
erfolgen, jedoch ergab sich eine 75 %ige
Homologie zu einem Cystein Protease Inhibitor
der Kartoffel.

Tab. 4-2: N-terminale Aminosduresequenz der analysierten Proteinbanden sowie
des Cystein Protease Inhibitors der Kartoffel (SWISSPROT P24744)

26-kDa-Bande

X

\%

P °E V Y A ‘Ubereinstimmende

Aminosduren sind

Cystein Protease Inhibitor

'L

\Y

P SE v Yy D grau unterlegt
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5 Diskussion

Mit der vorliegenden Arbeit sollte zum einem eine umfassende Charakterisierung der IgE-
bindenden Proteine der Tomate durchgefUhrt und ein Ansatz zur Isolierung dieser erarbeitet
werden.

5.1 Charakterisierung der Tomatenallergene

Anhand einer SDS-PAGE mit anschlieBender immunochemischer Detektion unter Verwendung
der 33 zur VerfUgung stehenden Einzelseren wurden die IgE-bindenden Proteine der Tomate
hinsichtlich ihres MG charakterisiert. Die anhand dieser IB erfolgten Aussagen Uber die
Einteilung in Major, Intermedidr- und Minorallergene entsprechend der Detektionsfrequenz
der einzelnen Allergene innerhalb des Patientenkollektives ist lediglich als Tendenzangabe zu
werten, da fur eine gesicherte Aussage das relativ kleine Kollektiv von 33 sensibilisierten
Patienten nicht ausreichend grof3 war. Nach GEHA et al. [1995] ist eine fundierte
Klassifizierung erst ab einer KollektivgréBe von mindestens 50 Patienten méglich.
Entsprechend der Einteilungsdefinition eines Majorallergens, wonach Uber 50 % der Individuen
eine IgE-Bindung zu einem Allergen aufweisen missen [DREBORG et al. 1994], kénnte es sich
bei dem 44 kDa Allergen der Tomate um ein solches handeln. In dem untersuchten
Patientenkollektiv besaBen 31 von 33 Seren spezifisches IgE gegen dieses Allergen und wiesen
im IB eine intensiv gefarbte Bande auf. Im Rahmen der spéter durchgefUhrten Isolierung
konnte dieses 44 kDa Allergen als Polygalacturonase 2A identifiziert werden. Auch RECHE et al.
[2001] beschrieben ein IgE-bindendes Protein mit einem MG von 44 kDa, welches im IB eine
starke Férbung induzierte. Das von FOTISCH et al. [2001] erwahnte Allergen mit einem MG
von 43 kDa kénnte ebenso mit Polygalacturonase 2A Ubereinstimmen. KONDO et al. [2001]
wiesen ein Majorallergen mit einem MG von 46 kDa nach, welches von 72.2 % der Seren
detektiert wurde und ebenfalls als Polygalacturonase 2A identifiziert worden war. Somit ist das
von KONDO et al. [2001] beschriebende 46 kDa Allergen mit dem nachgewiesenen 44 kDa
identisch. Ein weiteres potentielles Majorallergen stellt das 70 kDa Allergen mit einer
Detektionshéaufigkeit von 51.5 % dar. Daneben treten weitere Allergene mit MG von 14, 26,
30, 36, 50 und 65 kDa, welche wahrscheinlich als Intermediérallergene angesehen werden
kénnen. Von weniger als 10 % der Seren wurden IgE-bindende Proteine mit MG von 18 und
28 kDa detektiert. Lediglich ein Serum wies spezifisches IgE gegeniber einem Allergen mit
einem MG von ungefdhr 9 kDa auf, welches dem in der Studie von FOTISCH et al. [2001]
nachgewiesenen und als LTP identifizierten IgE-bindenden Protein mit dem gleichen MG
entsprechen kénnte. Generell stimmen die ermittelten MG weitgehend mit den in der Literatur
angegebenen MG fur die Tomatenallergene Gberein. PETERSEN et al. [1996] beschrieben
diverse Allergene in einem MG-Bereich zwischen 18 und 70 kDa, wohingegen von KONDO et
al. [2001] mehrere Allergene im Bereich von 14 und 46 kDa angegeben wurden. Dabei
identifizierten KONDO et al. [2001] ein 22 sowie 25 kDa Allergen als 3-Fructofuranosidase, bei
18 kDa die Superoxid Dismutase sowie die Allergene mit einem MG von 14 und 34 kDa als
Pectinesterase. Daneben beschrieben sie ein IgE-bindendes 16 kDa Protein, welches auch in
der Studie von PETERSEN et al. [1996] erwdhnt wurde, sowie ein weiteres bei 7 kDa. Im
Gegensatz zu KONDO et al. [2001] wurde von FOTISCH et al. [2001] fur die B-
Fructofuranosidase ein MG von 50 kDa und fur die Pectinesterase ein MG von 36 kDa
angegeben. Anhand der Ergebnisse des IB der Einzelseren |aBt sich eine erhebliche
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Heterogenitét der individuellen Sensibilisierungsspektren feststellen, wodurch auch die
Differenzen der angegebenen MG der Tomatenallergene der verschiedenen Studien zu
erklaren sind.

Eine weitere Charakterisierung der Tomatenallergene erfolgte mittels IEF. Die dabei
verwendeten Fertiggele lieBen eine Aufirennung der Proteine in einem pH-Bereich von pH 3 -
7 zu. In der unspezifischen Silberférbung waren gut ausgebildete Proteinbanden mit pl von
3.8,4.8,5.0, 5.5, 5.8 und 5.9 erkennbar, wobei lediglich die Proteinbanden bei einem pl von
3.8, 5.8 und 5.9 eine IgE-bindende Aktivitét aufwiesen. Anhand einer 2D-Elektrophorese
konnten die Ergebnisse der IEF bestdtigt und den pl ein MG zugeordnet werden. So konnte
gezeigt werden, daf3 sich der pl der 44 kDa-Bande Gber einen pl-Bereich von 5.7 - 6.1
erstreckte und ebenso bei einem pl von 3.8 vorhanden war. Die 70 kDa Bande teilte sich in
der zweidimensionalen Elektrophorese in vier Spots mit pl zwischen 5.9 und 6.0. Bei den
Allergenen mit gleichen MG und verschiedenen pl kénnte es sich um Isoallergene handeln,
wobei die 2D-Elektrophorese lediglich als Hinweis auf eine potentielle Apparenz von
Isoallergenen zu sehen ist. Fir eine fundierte Klérung wére eine Identifizierung dieser
Allergene nétig. Den IgE-bindenden Banden mit einem MG von 26 und 36 kDa konnte jeweils
ein pl von 5.8 zugeordnet werden. Das potentielle Profilin mit einem MG von 14 kDa, konnte
in der 2D- Elektrophorese jedoch weder in der Silberfarbung noch im IB visualisiert werden.
Dies kénnte darin begrindet liegen, daf3 dieses Protein ein pl oberhalb 7 besitzt und somit
durch das, in der ersten Dimension verwendete |EF-Gel, welches einen Trennbereich zwischen
pH 3 und 7 besitzt, nicht aufgetrennt werden konnte. In der Literatur finden sich nur wenige
Studien, welche die pl von Tomatenallergenen beschreiben. PETERSEN et al. [1996] beschrieb
ein Allergen mit einem MG von 52 kDa und einem pl von 5.3, welches als f3-
Fructofuranosidase identifiziert wurde. Zudem wurden von ihnen weitere 20 Allergene im
Bereich zwischen pl 5.2 und 7.5 nachgewiesen, welche jedoch nicht genauer bestimmt
wurden. FOTISCH et al. [2001] gaben fir ein Allergen, welches sie ebenfalls als -
Fructofuranosidase identifizierten ein MG von 50 kDa an und ordneten diesem einen pl
Bereich von 4 bis 4.5 zu. Des weiteren beschrieben sie insgesamt vier IgE-bindende Proteine
mit einem MG von 36 kDa, wovon drei als Isoallergene der Polygalacturonase 2A bezeichnet
wurden und im pl-Bereich zwischen 6.8 und 7.5 auftraten. Dem vierten, als Pectinesterase
identifizierten 36 kDa Allergen, wurde ein pl von 9.3 zugeordnet. Wie schon im
Allergenspektrum der SDS-PAGE kénnen die verschiedenen pl und MG auch hier Gber die
Verwendung von Seren unterschiedlich sensibilisierter Individuen erklért werden. Hinzu kommt
des weiteren die Verwendung verschiedener Trennsysteme in der IEF. So wurde die IEF in der
Studie von PETERSEN et al.[1996] in einem pH-Gradienten von 3.6 - 9.3 durchgefihrt,
wohingegen die Trennung von FOTISCH et al. [2001] in einem Bereich von pH 3 bis 10
erfolgte. Das in dieser Studie verwendete IEF-Gel erméglichte die Trennung im pH-Bereich von
3-7.

Anhand zehn verschiedener Tomatensorten wurde eine potentielle Sortenabhéngigkeit des
Allergenspektrums und der allergenen Aktivitét untersucht. Bei der Auswahl der Tomatensorte
wurde darauf geachtet, daf3 ein relativ breites Spektrum verschiedener Phéanotypen abgedeckt
wurde. Als Vertreter der Cherrytomate wurden die Sorten «El Salvador» und «Sweet million»
eingesetzt, wohingegen «Togo Trefle» ein Vertreter der Fleischtomate darstellt. «Flamme» und
«Estrella» sind typische Stabtomaten, wdahrend die Sorten «Roma» und «Balkonstar» zu den
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Buschtomaten gezdhlt werden. Obwohl die genaue Sortenbezeichnung der «unbekannte
Sorte» nicht bekannt war, gehért sie ebenso wie die Sorte «Tasty Tom» zu den Strauchtomaten.
Im Gegensatz zu sdmilichen anderen Sorten war die Sorte «Yellow King» im reifen Zustand
von leuchtend gelber Farbe. Im Gesamtproteinmuster der SDS-PAGE zeigten sich geringfigige
Unterschiede im Proteinmuster zwischen den einzelnen Sorten, die hauptséchlich auf einer
unterschiedlichen Intensitét der einzelnen Proteine basierten. Das Allergenspekirum war fast
identisch; doch auch hier konnten leichte Differenzen festgestellt werden. So wurden die
allergenen Banden mit MG von 26, 28 und 30 kDa nicht in jeder Tomatensorte
nachgewiesen. Allerdings standen die Unterschiede in keiner Relation zu den Phénotypen der
verschiedenen Sorten. In der IB-Inhibition, bei welcher jeder Extrakt festphasengekoppelt und
als Inhibitor eingesetzt wurde, zeigten jedoch alle Sorten ein identisches Inhibitionsvermégen.
Dies lie3 darauf schlieflen, daf3 die in nicht jeder Sorte vorhandenen Allergene identische oder
zumindest grole Homologien zeigen. Die zu erkennenden Unterschiede im Proteinmuster
bzw. im Allergenspekirum der verschiedenen Tomatensorten kénnten durch die jahrelang
erfolgten Zichtungsversuche erklart werden, wodurch es zur Anreicherung bzw. Reduzierung
verschiedener Proteine gekommen sein kann. In der EAST-Inhibition zeigte der Extrakt der
Sorte «Balkonstar» im Vergleich zu allen anderen Sorten eine leicht erhéhte allergene Potenz.
Die allergene Aktivitat aller anderen Tomatensorten ist dagegen miteinander vergleichbar.
Ahnliche Ergebnisse konnten von JENSEN-JAROLIM et al. [1998] in der botanisch verwandten
Paprika festgestellt werden. Von acht untersuchten Paprikasorten konnte lediglich in funf
Sorten ein Protein bzw. Allergen mit einem MG von 23 kDa nachgewiesen werden. Eine
Untersuchung hinsichtlich des allergenen Potentials wurde in dieser Studie jedoch nicht
durchgefihrt. Entsprechend diesen Ergebnissen konnten auch in der Kartoffel Differenzen im
Protein- sowie Allergenspekirum unterschiedlicher Sorten festgestellt werden [SCHUBERT et al.
submitted]. Anhand einer EAST-Inhibition zeigten sich dagegen keine Unterschiede beziglich
der allergenen Potenz. Im Gegensatz dazu konnten erhebliche Differenzen der allergenen
Aktivitat verschiedener Apfelsorten festgestellt werden [VIETHS et al. 1993b, 1994a & HSIEH et
al. 1995]. Die jUngeren Zuchtsorten wie «Golden Delicious» und «Granny Smith» zeigen eine
starkere Allergenitadt als die Apfelsorten «Boskoop», «Gloster» und «Jamba». VIETHS et al.
[1994a] und SON et al. [1999] konnten in diesem Zusammenhang die Korrelation zwischen
der allergenen Potenz und der Konzentration des Hauptallergens Mal d 1 belegen. Im
Gegensatz dazu konnten KINDER et al. [1999] anhand von vier Mangosorten keine
Sortenabhéngikeit feststellen. Zu dem gleichen Ergebnis fuhrten die Untersuchungen von
ZUNKER [2001] an Mangos und Litchis. Ebenso zeigten WIGOTZKI et al. [2000], daof
verschiedene HaselnuB3- bzw. Karottensorten das gleiche Protein- bzw. Allergenspektrum und
keine Unterschiede in ihrer Allergenitét aufweisen.

Die Untersuchung des allergenen Potentials wéhrend des Reifungsprozesses wurde an den
Sorten «Balkonstar», «Sweet million» und «Togo Trefle» durchgefihrt, welche jeweils in vier
verschiedenen Reifestadien geerntet wurden. Alle drei Sorten zeigten eine Zunaohme der
allergenen Potenz mit fortschreitendem Reifegrad. Anhand der unspezifischen Farbung wurde
eine Konzentrationszunahme verschiedener Proteine beobachtet, welche sich ebenso im IB
wiederspiegelte. Die Farbung der allergenen Banden mit einem MG von 26, 30 und
44 kDa war in den reifen, roten Frichten deutlich intensiver als in den unreifen. Uber den
Konzentrationsanstieg dieser Allergene kénnte eine Zunahme der allergenen Potenz erklért
werden. Diesen Ergebnissen entsprechend beschrieben auch KONDO et al. [2001] einen
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Anstieg der Allergenkonzentration wéhrend des Reifungsprozesses. Sie dokumentierten in den
reiferen Frichten ebenfalls einen héheren Gehalt der Polygalacturonase 2A (46 kDa) sowie
eines als B-Fruktofuranosidase identifiziertes 25 kDa-Allergen, welche mit den 26 kDa-
Allergen Ubereinstimmen kénnte. Daneben beschrieben sie eine Steigerung des Gehaltes der
Pectinesterase mit einem MG von 14 kDa. Diese Ergebnisse stimmen damit Uberein, daf3 die
Polygalacturonase 2A zusammen mit der Pectinesterase am Reifungsproze3 der Tomate
beteiligt ist [BIRD et al. 1988]. Im Gegensatz dazu begrindeten BLEUMINK et al. [1967] die
ebenfalls festgestellte Zunahme der Allergenaktivitét von Tomaten durch die Entstehung neuer
Allergene durch die Maillardreaktion. Dieser Zusammenhang konnte in dieser Studie jedoch
nicht bestétigt werden. Anhand des Apfels konnten VIETHS et al. [1993b] und HSIEH et al.
[1995] eine Zunahme der allergenen Potenz wéhrend der Reifung feststellen, wobei diese in
Relation zur Konzentrationszunahme des Hauptallergens Mal d 1 stand. Dagegen wurden von
PASCHKE et al. [2001] sowie ZUNKER [2001] keine Allergenitatsverdnderungen in reifenden
Mangos nachgewiesen.

Zudem wurde die Allergenverteilung innerhalb der Tomatenfrucht an den Sorten «Estrellax,
«Flamme» und «Roma» untersucht, wobei die Tomate in ihre Bestandteile Schale, Fruchtfleisch,
Plazenta, Pulpa und Samen aufgeteilt worden ist. FERNANDEZ-RIVAS & CUEVAS [1999] konnten
bei den der Familie der Rosaceae zugehérigen Frichten Apfel, Birne und Pfirsich eine erhdhte
allergene Potenz der Schale gegeniber dem Fruchtfleisch feststellen. Auch FUNES et al. [1999]
dokumentierten im Fruchtfleisch der Frichte der Anacardiaceae andere IgE-bindende Proteine
als in der Schale. PASTORELLO et al. [1999] konnten nachweisen, daB sich die in einer Vielzahl
von Pflanzen vorkommenden und allergenen LTP in den Schalen der Frichte anreichern. Im
Gegensatz hierzu konnten in der Kartoffel, welche mit der Tomate phylogenetisch verwandt ist,
keine Differenzen der IgE-Bindung zwischen Mark und Schale festgestellt werden [SEPPALA et
al. 1999; CASTELLS et al. 1986]. Ebensowenig fuhrt die ungleichméBige Reifung der
klimakterischen Mangofrucht zu einer heterogenen Verteilung der Allergene innerhalb der
Frucht [ZUNKER 2001]. Die durchgefUhrten Untersuchungen wiesen allerdings auf eine
heterogene Allergenverteilung innerhalb der Tomatenfrucht hin. Wdhrend in der Schale
ausschlieBlich das 44 kDa-Allergen vorhanden war, konnte dieses im Samen nicht detektiert
werden. Dafir wies der Samen zusédtzliche, im Gesamtextrakt der Tomate nicht detektierbare
Allergene auf. In der IB-Inhibition, bei welcher der Extrakt des Samens festphasengebunden
vorlag, konnte zudem gezeigt werden, daf3 die Allergene mit einem MG von 16, 33 und
60 kDa nur in der Pulpa und im Samen vorkommen und zudem im Vergleich zu den anderen
in der Tomatenfrucht apparenten Allergenen verschiedene Epitope tragen. Die Differenzen
konnten anhand der IEF verifiziert werden. Die pl der Allergene des Samens lagen im
Gegensatz zu allen anderen Fruchtbestandteilen bei einem pl von 6.0 und im Bereich von 4.8
- 5.7. Zudem konnte die in der Gesamtfrucht bestimmte Bande bei pH 3.8 in keinem anderen
Fragment als in der Schale nachgewiesen werden. Die Untersuchung der Tomatenbestandteile
mittels EAST-Inhibition zeigte eine deutlich niedrigere Allergenitét des Samens gegeniber allen
anderen Fragmenten. Die im Samen vorliegenden abweichenden Proteine bzw. Allergene
kédnnten Uber die Funktion des Samens erklért werden. So enthdlt der Samen im Gegensatz zu
den anderen Fruchtbestandteilen die zur Erstentwicklung einer neuen Pflanze benétigte
Néhrstoffreserve, die sich aus Kohlenhydraten, Proteinen und Fetten zusammensetzt [FRANKE
1997].
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Anhand eines gegen rekombinantes Birnenprofilin gerichteten Antikérpers wurde die Présenz
von Profilinen in den unterschiedlichen Tomatenfragmenten untersucht. Diese ubiquitér
vorkommenden Proteine werden als kreuzreagierende Allergene in pflanzlichen Ressourcen
angesehen. Sie konnten in einer Vielzahl von Pflanzen bereits als Minorallergene
nachgewiesen werden, wobei jeweils ein einheitliches MG von ca. 14 kDa angegeben werden
konnte [VALENTA et al. 1992a, 1992b; VAN REE et al. 1992, 1995; VALLER et al. 1992;
MARTINEZ et al. 1995; EBNER et al. 1995; VIETHS et al. 1995b; BAUER et al. 1996; JANKIEWICZ et
al. 1996, 1997, 1998; DANSCHER et al. 1998; LEITNER et al. 1998; Diez-GOMEZ et al. 1999].
Zudem sind die IgE-bindenden Epitope der Profiline durch eine hochkonservierte Sekundér-
bzw. Tertidrstruktur determiniert [ORTOLANI et al. 1993]. Im Rahmen dieser Studie konnte in
der Tomate das 14 kDa Allergen als Profilin identifiziert werden, wobei dieses in der Schale
sowie in der Pulpa nicht zugegen war. DARNOWSKI et al. [1996] vermuteten als erste das
Vorhandensein von Profilinen in der Tomate. PETERSEN et al. [1996] und FOTISCH et al. [2001]
identifizierten eine 16 kDa Allergen als Profilin, wohingegen FUCHS et al. [2002] fur das
Tomatenprofilin nach erfolgter Klonierung ein MG von 14.252 kDa angaben und dieses als
Lyc e 1 bezeichneten. In der vorliegenden Arbeit wiesen 16 der 33 Patienten, d.h. 48.5 %,
eine Sensibilisierung gegenUber dem Profilin auf, welches in guter Korrelation zu den
Ergebnissen von FOTISCH et al. [2001] steht, in welcher 44 % der Patienten auf das Profilin
reagierten. Uber die Verteilung von Profilin innerhalb der Frucht sind bislang noch keine
Untersuchungen bekannt.

Als weitere kreuzreagierende Struktur zwischen phylogenetisch nicht verwandten Organismen
werden die CCD diskutiert [AALBERSE 1981]. Um potentielle Glycoproteine zu identifizieren und
deren Relevanz als Allergene zu verifizieren, kamen verschiedene Methoden zum Einsatz.
Mittels der PAS-Férbung konnten in der Tomate vier Glycoproteine mit MG von 20, 26, 36
und 44 kDa visualisiert werden. Dieses Resultat wurde durch eine Periodatspaltung, bei
welcher eine Zerstérung der Kohlenhydrate erfolgte, verifiziert. Bei der anschlieBenden
immunochemischen Detektion unter Verwendung des Poolserums war zum einem eine
Schwachung der 26 kDa und 44 kDa-Bande erkennbar. Zum anderern hat die
Periodatbehandlung zur Eliminierung der IgE-Bindungsféhigkeit des 36 kDa Allergens gefUhrt.
Die Detektion aller anderen Allergene erfolgte unveréndert. Dieses Ergebnis deutet darauf hin,
dofB3 die Allergene mit den MG von 26, 36 und 44 kDa CCD tragen kénnten. Da die
Allergenbanden bei 26 und 44 kDa nur geschwécht worden sind, wdre es méglich, daf3 diese
Proteine neben potentiellen CCD weitere, nur durch Proteine gebildete Sequenz- bzw.
Konformationsepitope tragen. Allerdings kénnen diese Ergebnisse nur als Hinweise auf eine
mogliche CCD gewertet werden, da die Periodatbehandlung ebenso eine Verénderung von
oxidationsempfindlichen AS zur Folge haben kénnte, woraus ebenfalls eine Zerstérung des
Epitops resultieren wirde. Die Apparenz von CCD auf den Allergenen der Tomate wird durch
die Ergebnisse von ZELENY et al. [1999] bestatigt. Sie charakterisierten die Struktur der N-
gebundenen Oligosaccharide der Tomate und konnten zeigen, daf3 bei der Mehrheit der N-
Glycane an dem terminalen N-Acetylglycosamin ein a-1,3-Fucose-Rest vorliegt. Von GARCIA-
CASADO et al. [1996], WILSON & ALTMANN [1998] und PETERSEN & MUND [2001] konnte die
IgE-bindende Potenz der a-Fucose nachgewiesen werden. BLEUMINK et al. [1966,1967]
beschrieben die Isolierung einer nicht ndher charakterisierten Fraktion der Tomate mit einem
hohen allergenen Potential, welche aus Glycoproteinen mit MG zwischen 20 und 30 kDa
bestand. Eine Periodatbehandlung fihrte in der Studie von PETERSEN et al. [1996] zu einer
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drastischen Reduzierung der IgE-bindenden Proteine, wobei lediglich das Profilin noch
detektierbar war. Eine sensiblere Methode zum Nachweis von Glycoproteinen stellt die
spezifische Detektion durch die Verwendung von Lectinen dar. Der Nachweis erfolgte mittels
Lectin-Blot, bei welchem die HRP- konjugierten Lectine Con A, PNA und RCA zur Verfigung
standen. Wdhrend das Lectin PNA keine Bindungsaktivitat aufwies, zeigt RCA, welches
spezifisch auf a- und B-Galactose reagiert, schwache Bindungen an Glycoproteine mit MG
von 20 kDa sowie zwischen 36 und 70 kDa. Eine Inkubation mit dem Lectin Con A resultierte
in einer Detektion von einer Vielzahl von Proteinen im Bereich von 18 - 70 kDa. Der Vergleich
mit dem Allergenspekirum 1aBt vermuten, daf3 es sich bei den Allergenen um Glycoproteine
handelt, bei welchen a-Mannose, a-Glucose bzw. N-Acetylglucosamin glycosidisch gebunden
sind. Der Nachweis potentieller Glycoproteine wurde zudem unter Verwendung der AC, bei
welcher die Lectine RCA bzw. WGA als Liganden fungierten, durchgefthrt. Die von den
Lectinliganden retardierten Glycoproteine wurden nach erfolgter Elution von der Séule
elektrophoretisch getrennt und unspezifisch sowie immunologisch detektiert. Das unspezifisch
visualisierte Eluat der RCA wies Proteine im Bereich zwischen 20 und 70 kDa auf. Im
Gegensatz zum RCA-Lectinblot konnten die Proteine intensiver detektiert werden, welches
jedoch in der Konzentrierung des Extraktes nach erfolgter AC begrindet liegt. Von diesen
Glycoproteinen konnte lediglich ein Protein bei 30 kDa als Allergen identifiziert werden. Eine
Vielzahl von Proteinen im gesamten MG-Bereich von 14 bis 94 kDa zeigte eine
Bindungsaffinitdt zum Lectin WGA, wobei auch hier lediglich das 44 kDa-Allergen als
Glycoprotein nachgewiesen werden konnte. Daneben konnte das 44 kDa-Allergen jedoch
auch im Durchlauf der WGA-AC nachgewiesen werden. Dies kénnte ein Hinweis darauf sein,
dafB3 die im IB bei 44 kDa sichtbare Bande durch mehrere, unterschiedliche IgE-bindende
Proteine hervorgerufen wird. Es wére aber auch denkbar, daf3 es sich um das gleiche Protein
handelt, welches unterschiedliche Kohlenhydratketten tréigt. Dies stimmt mit dem Ergebnis der
2D-Elektrophorese Uberein, bei welcher sich die Spots mit einem MG von 44 kDa Uber einen
pl-Bereich von 3.8 bis 6.1 verteilten. Diese Verteilung kénnte zum einen Uber leichte
Unterschiede in der AS-Sequenz oder Uber unterschiedliche Kohlenhydratketten erkléart
werden. Der Nachweis von Kohlenhydraten des 44 kDa-Allergens, welche spéter als
Polygalacturonase 2A identifiziert wurde, steht dabei im Einklang mit der molekularen
Charakterisierung dieses Proteins durch GRIERSON et al. [1986] und SHEEHY et al. [1987]. Sie
konnten zeigen, daf3 die Polygalacturonase 2A an vier Stellen eine N-glycosidische Bindung
aufweist. FOTISCH et al. [2001] dokumentierten Glycoproteine in der Tomate Uber den MG-
Bereich 20 - 94 kDa. Sie beschrieben, daf3 die meisten Allergene der Tomatenfrucht, mit
Ausnahme der Proteine mit MG 23, 40 und 43 kDa, in ihrem Epitopaufbau Glycostrukturen
tragen. PETERSEN & MUND [2001] konnten unter Verwendung des Lectins Aleuria aurentia
Agglutinin (AAA), welches a-Fucose spezifisch zu binden vermag, mehrere Glycoproteine
detektieren. Dabei wurden auch Banden >65, 35 - 45, 31 und 25 kDa visualisiert, welche
auch im IB vorhanden waren und somit eine IgE-bindende Aktivitét aufwiesen. Da a-Fucose
als IgE-bindende Struktur angesehen wird [GARCIA-CASADO et al. 1996; WILSON & ALTMANN
1998; PETERSEN & MUND 2001], wird vermutet, daf3 die IgE-Reaktivitat der eben beschriebenen
Allergene auf dem Vorkommen von Kohlenhydratdeterminanten basieren kénnte. Dies steht in
Ubereinstimmung mit der durchgefohrten Periodatspaltung, bei  welcher die IgE-
Bindungsfahigkeit des 26 und 44 kDa Allergens, welche dem 25 und 43 kDa-Allergen
entsprechen kénnten, geschwacht wurde. Zudem kénnte das von PETERSEN & MUND [2001]
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beschriebene 35 kDa-Allergen mit der allergenen Bande bei 36 kDa, welche nach der
Periodatbehandlung nicht mehr apparent war, Gbereinstimmen.

Im Rahmen zur Stabilitdtsuntersuchung gegeniber  proteolytischen  Enzymen  der
Tomatenallergene wurde eine einfache Simulation des menschlichen Verdauungstraktes
durchgefUhrt. Dadurch sollte geklért werden, ob durch die Tomatenallergene eine
Sensibilisierung des Immunsystems Gber den gastrointestinalen Trakt erfolgen kann. Nach
ASTWOOD et al. [1996] und TAYLOR [1992] ist eine Sensibilisierung des Organismus nur dann
moglich, wenn die Allergene die Magenpassage des Verdauungstraktes mit intakten Epitopen
Uberstehen. Daher wird die Proteinstabilitdt gegentber der enzymatischen Verdauung auch im
Rahmen einer Sicherheitsbeurteilung von genetisch verdnderten Pflanzen untersucht [FUCHS et
al. 1993; REeD et al. 1996]. Eine Auslésung von schwachen klinischen Symptomen wie dem
OAS ist jedoch nicht an eine Persistenz der Allergene gegentber der proteolytischen Spaltung
gebunden, sondern kann ebenso Uber potentiell vorhandene KreuzreaktivitGten der
Lebensmittel zu Pollenallergenen erfolgen. Ein Beispiel hierfur stellt die birkenpollenassoziierte
HaselnuBallergie dar. VIETHS et al. [1999] konnten einen weitgehenden Abbau der
Allergenaktivitat bzw. der Allergene der Haselnuf3 nach erfolgter Pepsinbehandlung feststellen.
Die trotzdem auftretenden klinischen Symptome, welche sich fast ausschlieBlich auf das OAS
beschrankten, erklarten sie Uber die Kreuzallergenitat zu Birkenpollen. Gegeniber den in der
Literatur beschriebenen Studien, in welchen lediglich eine Simulation der Magenverdauung mit
Pepsin erfolgte [ISHIZAKA et al. 1960; MATSUDA et al. 1983; ASTWOOD et al. 1996], wurde dem
Magenverdau eine in vitro Darmverdauung unter Verwendung der Enzyme Trypsin, Pankreatin
und Proteinase K angeschlossen. Die fir die simuliete Magenverdauuung verwendete
Pepsinaktivitat sowie die Variation der Inkubationsdauer orientierte sich an den von ASSELIN
[1989], ASTWOOD et al. [1996] und MATSUDA et al. [1983] gewdhlten Parametern. Bereits
beim Eintritt in den Magen kann es durch den niedrigen pH-Wert zur Hydrolyse der Proteine
kommen, so dafl neben der Inkubation mit verschiedenen Pepsinkonzentrationen die
Einwirkung des pH-Wertes auf die Tomatenproteine untersucht wurde. In dem Extrakt der nur
mit Séure behandelten Tomate konnten keine Unterschiede des Allergenspektirums im
Vergleich zur nativen Tomate festgestellt werden. Zudem konnte mittels der EAST-Inhibition
eine identische Allergenaktivitdt nachgewiesen werden. Einen geringfigigen Einfluf} eines
sauren Mediums auf die Allergene konnten BARNETT & HOWDEN [1986] an einem Glycoprotein
der Erdnufl sowie KORTEKANGAS-SAVOLAINEN et al. [1983] an Hefeallergenen nachweisen.
HONMA et al. [1994] stellten eine unverdnderte Allergenitét des Ovalbumins aus dem
HUhnerei bis pH 3.0 fest. Die Einwirkung von Pepsin auf die Tomatenallergene induzierte
einen deutlichen Abbau mehrerer Proteine, lediglich die Allergene bei 18, 36, 44 und > 70
kDa waren stabil. Die in der unspezifischen Silberférbung detektierten neuen Banden im
unteren MG-Bereich zeigten keine IgE-bindende Reaktivitat. Eine Erhéhung der Enzymaktivitét
hatte eine weitere Hydrolyse der Allergene zur Folge. Wéhrend die allergene Bande bei einem
MG von 36 kDa nicht mehr apparent war, konnte eine neue Bande mit einem etwas
geringeren MG von ca. 30 kDa detektiert werden. Dies |48t die Vermutung zu, daf es sich bei
der neuen Bande um ein Fragment des 36 kDa-Allergens handelt, bei welchem das IgE-
bindende Epitop erhalten blieb. Dies stimmt mit Ergebnissen von MAHMOUD et al. [1992]
Uberein, wonach fur die Aktivitét eines Allergens nicht die Stabilitét des gesamten Proteins
sondern lediglich die des Epitops von Bedeutung ist. In der Tomate zeigten sich allerdings
keine Neo-Allergene, wie sie durch SCHWARZ et al. [1980] in Kuhmilch oder von POSCH et al
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[1999] in Avocados nachgewiesen wurden. Durch die EAST-Inhibition konnte, entsprechend
der Ergebnisse des IB, eine leichte Reduktion der allergenen Aktivitat durch eine Hydrolyse mit
Pepsin nachgewiesen werde. Dabei zeigten sowohl die Erhéhung der Pepsinaktivitét als auch
eine verldngerte Inkubationsdauer keinen EinfluB auf die allergene Potenz. YAGAMI et al.
[2000] beschrieben Allergene der Kartoffel und Kiwi, welche Uber eine Inkubationsdauer von
16 Stunden resistent waren. Allerdings dokumentierten sie ebenso Latexallergene, welche
schon nach 8 min hydrolysiert worden sind. Die Resistenz von Pfirsichallergenen im sauren
Milieu unter Einwirkung von Pepsin konnte von VAN REE et al. [2000] belegt werden.
Demgegenuber steht die Untersuchung am Apfel von JENSEN-JAROLIM et al. [1999]. Sie
dokumentierten eine vollstdndige Hydrolyse des Hauptallergens Mal d 1 unter gastrischen
Bedingungen. ASTWOOD et al. [1996] belegten ihre Aussage, daf3 ein Allergen die
Magenpassage unter Erhaltung des Epitops Uberstehen muf3, anhand von verschiedenen
Lebensmitteln. Dabei zeigten sie, daf3 die Allergene eine hdhere Persistenz gegentber nicht
IgE-reaktiven Proteinen aufwiesen und somit erst eine Aufnahme Uber die Mucosa méglich ist.
Entsprechend der nachgewiesenen Resistenz einiger Tomatenallergene wéren diese demnach
zu einer Sensibilisierung des Organismus befahigt. Die Sensibilisierung gegen das Profilin der
Tomate scheint dagegen eher Uber eine Kreuzreaktion erklérbar, da schon nach einer
Inkubation mit der geringsten Pepsinaktivitat dieses im IB nicht mehr nachweisbar ist. Die
Instabilitét des Profilins wird dabei Gber die Ausbildung eines Konformationsepitops erklért,
welches anhand von Réntgenstrahl- und NMR-Analysen bestatigt werden konnte [CEDERGREN-
ZEPPENZAUER et al. 1993, VINSON et al. 1994]. Die Wahl der Enzymaktivitét for die simulierte
Darmverdauung orientierte sich an der Studie von ASSELIN et al. [1989]. Die Inkubation der
zuvor einer Magenverdauung unterzogenen Tomate mit Trypsin bewirkte einen Abbau der
allergenen Bande bei ca. 70 kDa, wohingegen sich das Allergen bei 44 kDa als Uberaus
resistent erwies. Daneben wurde eine neue IgE-bindende Bande oberhalb 94 kDa detektiert.
Auch die Inkubation mit Proteinase K fuhrte zur Bildung einer neuen allergenen Bande im
oberen MG-Bereich, wobei keine weiteren Banden mehr visualisiert wurden. Die Bildung
dieser neuen allergenen Banden kann durch die Entstehung eines sogenannten Plasteins
erklart werden. Diese proteindhnliche Struktur wird durch die Reaktion des Hydrolates einer
enzymatischen Spaltung mit proteolytischen Enzymen gebildet und weist ein héheres MG als
die Ausgangssubstanz auf [ERIKSON & FAGERSON 1976]. Neben der Plastein-Reaktion kann
nach ASSELIN et al. [1989] allerdings auch ein Peptid-Peptidcrosslinking fur eine Neubildung
von IgE-bindenden Strukturen verantwortlich sein. Die Inkubation mit Pankreatin hatte im
Vergleich zum eingesetzten Extrakt der Pepsinverdauung keine weitere Hydrolyse zur Folge.
Erst eine Erhdhung der Aktivitdt des Pankreatins fihrte zum Abbau der IgE-bindenden 70 kDa
Bande, wéahrend durch die Verléngerung der Inkubationsdauer keine Allergenitétsminderung
erzielt werden konnte. Dies stimmt mit dem Ergebnis von MAHMOUD et al. [1992] Gberein,
welche anhand einer Pankreatinspaltung an Molkeproteinen demonstrierten, daf3 in den
ersten 10 % der Gesamthydrolysezeit der Hauptteil der proteolytischen Reaktion abléuft und
somit auch der gréfite Allergenitétsverlust zu erwarten ist. Die Tomatenallergene wiesen nach
der simulierten gastrointestinalen Verdauung immer noch eine recht hohe Allergenitét auf,
welche auf eine hohe Persistenz dieser Proteine hindeutete. Die Allergene der Erdnuf3 zeigen
gegenUber den proteolytischen Prozessen einer simulieten Magenverdauung mit
anschlieBender Darmverdauung eine entsprechende Persistenz [VIETHS et al. 1999]. Es kam
lediglich zu einer geringen Senkung der allergenen Aktivitat. Im Extrakt der verdauten Erdnuf3
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konnte eine IgE-bindende Bande mit einem MG von 23 kDa nachgewiesen werden, welche
aus der Hydrolyse des Hauptallergens der Erdnuf3 (66 kDa), Ara h 1 resultierte und somit ein
Fragment desselben darstellt. DOMINGUEZ et al. [1990] beschrieben eine hohe Stabilitét der
Senfallergene gegeniber den Verdauungsprozessen. Im Gegensatz dazu steht die Studie von
BURKS et al. [1991a], in welcher von einer fast 10-fachen Reduktion der allergenen Aktivitat
der Sojaallergene nach erfolgtem VerdauungsprozeB berichtet wird. Ebenso zeigen die
Epitope der Haselnuf3 [Vieths et al. 1999] und die des Ovomucoid des Hihnereies [YAMADA et
al. 2000] eine geringe Persistenz gegentber Verdauungsenzymen. Es ist jedoch aufféllig, daf3
in vielen Lebensmitteln sowohl persistente als auch labile Allergene vorhanden sind [YAGAMI et
al. 2000]. Das Aufireten von labilen Allergenen kann dabei wahrscheinlich Gber die
existierenden Kreuzreaktivitdten zu Inhalationsallergenen erklért werden, wodurch Uber den
inhalativen Weg der Organismus sensibilisiert werden kann..

Die Tomatenallergie wird hdufig mit dem Latex-Frucht-Syndrom in Verbindung gebracht
[ABECK et al. 1994; HELBING 1997; BREHLER et al. 1997; GARCIA ORTIZ et al. 1998, RECHE et al.
2001]. Aber auch im Zusammenhang mit einer Sensibilisierung gegen Birkenpollen
[HANNUKSELA & LATHI 1977; PFAU et al 1996; VIETHS et al. 1996c] sowie einer Graserpollinose
findet sie Erwdhnung [ORTOLANI et al. 1988; DE MARTINO et al. 1988; BOCCAFOGLI et al.
1994]. Daneben finden sich auch vereinzelt Berichte Gber eine Kreuzreaktion zwischen
Tomaten und BeifuB3pollen [WUTHRICH et al. 1990, PICHLER & STICH 1993]. Basierend auf
diesen Erkenntnissen sollte nun die Evidenz der Kreuzreaktivitdt zu anderen pflanzlichen
Lebensmitteln untersucht werden. Fir diese Studie wurden die birkenpollenassoziierten
Lebensmittel Apfel, HaselnuB3, Litchi und Sellerie, die latexassoziierte Banane sowie die
phylogenetisch verwandte Kartoffel und Paprika ausgewdhlt. Das fur diese Untersuchungen
zusammengestellte Poolserum wies eine EAST-Klasse > 2 gegen samtliche Extrakte auf. Der
Extrakt des HUhnereies diente als Kontrolle der Methode und wurde in den Untersuchungen
mitgefUhrt. Sowohl in der phylogentisch verwandten Kartoffel als auch in der Paprika konnten
s@mtliche, in der Literatur beschriebenen Allergene nachgewiesen werden. Beide Extrakte
vermochten bei der IB-Inhibition des elekirophoretisch getrennten Tomatenextraktes eine
Inhibition sdmtlicher Tomatenallergene zu induzieren. Ebenso zeigten beide Extrakte in der
EAST-Inhibition, bei welcher die Tomate festphasengekoppelt vorlag, eine &hnlich hohe
Allergenaktivitgt. Die hohe Kreuzreaktivitat innerhalb der Pflanzengruppe der Solanacece
wurde Uber die IB- bzw. EAST-Inhibition, bei welcher der Tomatenextrakt als Inhibitor diente,
bestatigt. In der IB-Inhibition wurden sdmtliche Allergene der Kartoffel eliminiert oder
zumindest stark geschwdcht, wdhrend die Paprikaallergene komplett gehemmt wurden.
Ebenso waren die jeweils erreichten Cj,-Werte der homologen Inhibitionen und der des
Tomatenextraktes annéhrend identisch. ORTEGA et al. [1999] untersuchten die Kreuzreaktivitat
der Pflanzengruppe der Soloanacece anhand des Tabaks. Dabei stellten sie mittels CAP-
Inhibition und des Skin Prick Tests fest, da3 die Tomatenallergene Homologien zu den
Tabakallergenen aufweisen. Allerdings konnte zwischen dem Tabak und der Kartoffel trotz
botanischer Verwandtschaft keine Kreuzreaktivitét nachgewiesen werden. RECHE et al. [2001]
dokumentierten mittels I1B- und CAP-Inhibition eine sehr hohe Kreuzreaktivitgt zwischen der
Kartoffel und der Tomate, welche sie unter anderem auf das zum Latexallergen Hev b 7
homologen Patatin mit einem MG von 44-46 kDa zurickfGhren. Auch HELBING [1997]
vermutet, daf3 das Speicherprotein Patatin mit einem MG von 46 kDa eine wichtige
kreuzreaktive Struktur beim Latex-Frucht Syndrom darstellt. Im Vergleich zu den botanisch
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verwandten Lebensmitteln zeigte die latexassoziierte Banane eine schwdchere immunologische
Beziehung zu den Tomatenallergenen. In der IB-Inhibition vermochte der Extrakt der Banane
die Tomatenallergene bei 44 und 65 kDa nicht vollsténdig zu inhibieren. Andersherum konnte
die IgE-Bindung an das 43 kDa- Bananenallergen durch den Tomatenextrakt ebenfalls nicht
komplett gehemmt werden. Entsprechend dozu lag der Csp-Wert der homologen EAST-
Inhibition der Tomate bei einer Konzentration von 1.7 ug/mL, wohingegen eine Konzentration
von 86.5 ug/mL des Bananenextraktes fir eine 50 %ige Inhibition nétig waren. Die EAST-
Inhibition des festphasengekoppelten Bananenextraktes lieferte &hnliche Ergebnisse. Eine
Kreuzreaktivitdt zwischen der Banane und der Tomate gilt damit als bestatigt, die wohl
haupséchlich auf die Strukturhomologie der Bananenallergene zum Latexallergen Hev b 7
zurUckzufGhren ist [BLANCO et al. 1994; ANDRE et al. 1995]. Bei der Charakterisierung der
Allergene der birkenpollenassoziierten Lebensmittel Apfel, HaselnuB3, Litchi und Sellerie
konnten nicht alle in der Literatur beschriebenen Allergene detektiert werden. Wéhrend im
Apfel sémtliche Allergene, unter anderem auch das Mal d 1, visualisiert wurden, wies das
Poolserum keine spezifisches IgE gegen das Hauptallergen der HaselnuB3 bei 18 kDa, dem 16
kDa Allergen der Litchi sowie den Hauptallergenen Api g 1 und Api g 2 des Selleries mit MG
von 16 bzw. 17 kDa auf. Wahrend die Inkubation des Sellerieextraktes in der IB-Inhibition zu
einer Schwéchung aller IgE-bindenden Banden fihrte, war nach erfolgter Inkubation des
Apfelextraktes noch eine deutliche Bande bei 65 kDa apparent. Durch die Litchi konnten die
allergenen Banden bei MG von 26, 36 und 44 kDa nicht inhibiert werden. Die Inkubation mit
dem HaselnuBBextrakt resultierte lediglich in der Inhibition des Tomatenprofilins. Alle anderen
Banden waren weiterhin vorhanden. Diese Ergebnisse spiegelten sich auch in der EAST-
Inhibition der festphasengekoppelten Tomate wider. Von den vier Extrakten besaf3,
entsprechend der IB-Inhibition, der Sellerieextrakt die héchste und der Haselnuflextrakt die
geringste Inhibitionsfahigkeit. Bei der Litchi bzw. der Sellerie als Festphasenkomponenten
wurde jeweils eine allergene Bande bei 50 kDa durch die Tomate nicht inhibiert. Des weiteren
zeigte das 23 kDa Allergen der Sellerie keine Kreuzreaktivitét zu den Tomatenallergenen. In
der EAST-Inhibition wiesen sowohl die Litchi als auch der Sellerie im Vergleich zur Tomate
dagegen dhnliche Cso-Werte auf. Im Gegensatz dazu kam es durch die Tomate nur zu einer
geringfugigen Inhibition des Apfels und der Haselnu. Das Hauptallergen des Apfels, Mal d 1,
zeigte in der IB-Inhibition keine immunologischen Ahnlichkeiten zu den Tomatenallergenen
und konnte somit nicht durch diese inhibiert werden. Zudem bewirkte der Tomatenextrakt in
der EAST-Inhibition lediglich eine maximale Inhibition von 26 %. Ahnliche Ergebnisse wurden
anhand der Haselnuf3 erzielt. In der IB-Inhibition wurde keine Eliminierung der allergenen
Bande bei 18 kDa durch die Tomate erreicht. Ebenso lag der Cso-Wert, resultierend aus der
EAST-Inhibition des Tomatenextraktes mit 173.5 ug/mL signifikant héher als der der
homologen Inhibition mit dem HaselnuBextrakt (0.9 ug/mL). Basierend auf diesen Ergebnissen
kann nur von einer geringfigigen Kreuzreaktivitat der Tomate zum Apfel und der Haselnuf3
ausgegangen werde. Da die jeweiligen Hauptallergene des Apfels bzw. der Haselnuf3 stark
homolog zum Bet v 1 sind, wird vermutet, daf3 die Tomatenallergene keine immunologische
Ubereinstimmung mit diesem Birkenpollenallergen aufweisen. Diese Vermutung wird durch
die Studie von FOTISCH et al. [2001] gestUtzt, in welcher nur eine unwesentliche Inhibition der
Tomatenallergenitét durch rekombinates Bet v 1 erzielt werden konnte. Es ist daher zu
vermuten, daf3 die in der Literatur beschriebene Kreuzreaktivitét zu Birkenpollen in erster Linie
auf Bet v 2 Homologe der Tomate und auf CCD zurickzufhren ist. Wie am Beispiel der Litchi
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und Sellerie gezeigt, darf eine Kreuzreaktivitdt der Tomate mit birkenpollenassoziierten
Lebensmitteln jedoch nicht unterschétzt werden.

5.2 Isolierung von Tomatenallergenen

Zur lsolierung eines Tomatenallergens wurde das 44 kDa-Allergen ausgewdhlt, da es
basierend auf den vorangegangenen Untersuchungen nicht nur hinsichtlich der
Sensibilisierungshaufigkeit sowie der Detektionsintensitat von Interesse ist. Es schien zudem bei
verschiedenen pl apparent zu sein und spielt nach RECHE et al. [2001] auBBerdem beziglich
der Latexassoziation der Tomate eine entscheidende Rolle. Der Isolierung bzw. Reinigung des
Allergens sollte sich eine Identifizierung anschlief3en.

Bisher liegen wenige Arbeiten vor, die sich mit der Isolierung und Reinigung von
Tomatenallergenen beschéftigten. Eine Charakterisierung der Allergene erfolgte lediglich
anhand einer elektrophoretischen Trennung mit anschlieBender immunologischer Detektion.
Die bislang durchgefUhrten Identifizierungen von Allergenen der Tomate Uber eine N-
terminale Sequenzierung wurden ohne eine vorangestellten Isolierung durchgefihrt [PETERSEN
et al. 1996, FOTISCH et al. 2001; KONDO et al. 2001]. Lediglich BLEUMINK et al. [1966]
fraktionierten den Extrakt aus reifen Tomaten mittels sequentieller Prazipitation und
anschlieBender IEC an einer DEAE-Sephadex-Séule. Dabei isolierten sie eine Fraktion, die
immunologisch eine hohe allergene Potenz aufwies und in welcher Glycoproteine mit MG
zwischen 20 und 30 kDa vorlagen [BLEUMINK et al. 1967]. Weitere Isolierungsversuche wurden
ebenso wenig wie genauere Untersuchungen der Glycoproteine dieser Fraktion durchgefihrt.
Da mittels der 2D-Elektrophorese gezeigt werden konnte, daf3 der pl des zu isolierenden 44
kDa-Allergens im schwach sauren pH-Bereich liegt, wurde die IEC unter Verwendung einer
Anionenaustauschersdule  mit  der unbekannten  Tomatensorte  durchgefihrt.  Die
elektrophoretische Untersuchung der einzelnen Fraktionen zeigte, daf3 in fast jeder Fraktion
eine allergene Bande mit einem MG von 44 kDa apparent war. Um eine Verschleppung
dieses Allergens Uber den gesamten pl-Bereich ausschlieBen zu kénnen, wurden drei
Fraktionen mittels IEF untersucht, wodurch gezeigt werden konnte, daf3 die Trennung nach den
pl mittels IEC erfolgreich verlief. In der Vergangenheit kamen Anionenaustauschersdulen
bereits mehrfach erfolgreich zur Isolierung von Proteinen zum Einsatz. BURKS et al. [1991b]
setzte eine Anionenaustauscherséule zur Isolierung des Hauptallergens Ara h 1 der Erdnuf3
ein. Ebenso konnten BERNHISEL-BROADBENT et al. [1994] Gber eine DEAE Sephacryl-Séule die
Proteine Ovomucoid, Ovotransferin und Ovalbumin reinigen. An einem Resource Q-Material
wurden die Kiwi Proteine Act ¢ 1 [PASTORELLO et al. 1996] und Act ¢ 2 [MOLLER et al. 1997b]
vorgereinigt. Auch SEPPALA et al. [1999] verwendeten eine Anionenaustauscherséule als ersten
Schritt fir eine weiterfihrende Isolierung des Patatins der Kartoffel.

Da mittels der IEC keine ausreichende Isolierung der Allergene erzielt werden konnte, wurde
eine weitere Reinigung mittels RPC angeschlossen. Nach PASTORELLO & TRAMBAIOLI [2001]
besitzt diese Methode eine sehr hohe Trennleistung sowie eine gute Reproduzierbarkeit.
FAHLBUSCH et al. [1995] setzten die RPC als zweiten Schritt zur Isolierung des Apfelallergens
Mal d 1 erfolgreich ein. Daneben wurde auch zur Reinigung des Patatins der Kartoffel die RPC
eingesetzt [SEPPALA et al. 1999]. Fur die weitere Reinigung der Allergene mit dem MG von
44 kDa und den unterschiedlichen pl von ca. 6.0, 5.3 bzw. 4.6 aus drei verschiedenen
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Fraktionen der IEC erwies sich die RPC als geeignet. Die isolierten Allergene wurden einer N-
terminalen Sequenzanalyse unterzogen. Dabei wurde fir alle drei isolierten Allergene die
identische AS-Sequenz anhand von 15 Cyclen des Edman-Abbaus ermittelt. Durch eine
Datenbankrecherche in SWISSPROT konnten alle drei analysierten Allergene aufgrund einer
100 %igen Ubereinstimmung der AS-Sequenz als Polygalacturonase 2A identifiziert werden.
Bei den als Polygalacturonase 2A identifizierten Allergenen mit unterschiedlichen pl kénnte es
sich zum einem um Isoenzyme handeln. Eine andere Erkldrung stellen die vier potentiellen N-
glycosidisch gebundenen Kohlenhydrate dar. Eine unterschiedliche Glycosylierung der
Polygalacturonase 2A wirde verschiedene pl zur Folge haben. Ohne eine vorangestellte
Isolierung vorzunehmen identifizierten KONDO et al. [2001] mittels N-terminaler
Sequenzanalyse ebenfalls ein Majorallergen als Polygalacturonase 2A und gaben ein MG von
46 kDa an. Daneben identifizierten auch FOTISCH et al. [2001] ein Allergen mit einem MG von
36 kDa als Polygalacturonase 2A. Auch sie gaben fir die Polygalacturonase 2A verschiedene
pl zwischen 6.8 und 7.5 an. Bei dem von FOTISCH als Polygalacturonase 2A identifizierten 36
kDa Allergen kénnte es sich um ein Bruchstick der Polygalacturonase 2A handeln. Ausgehend
von dieser Vermutung wdren auch die differierenden pl erklérbar, da hieraus eine
unterschiedliche AS-Zusammensetzung resultiert. Aufgrund der hohen Homologie zwischen
Polygalacturonasen verschiedenen Pflanzen [FOTISCH et al. 2001] wird vermutet, daf3 die
Polygalacturonase eine neue Klasse von Panallergenen représentiert. Zudem kdnnte Uber die
Polygalacturonase die klinische Assoziation zwischen der Allergie gegen Gréserpollen und
Tomaten erklért werden [DE MARTINO et al. 1988].

Anhand den Ergebnissen der Trennung mittels IEC verschiedener Tomatensorten zeigte sich,
daB in der Sorte «Balkonstar» ein 26 kDa-Allergen mit einem pl von ca. 5.3 apparent ist,
welches in keiner anderen Sorte nachzuweisen war. Aufgrund dieses Ergebnisses erschien eine
Isolierung sowie ldentifizierung des Proteins von besonderem Interesse zu sein. Fur die weitere
Reinigung der IEC-Fraktion wurde die SEC gewdhlt, da sie bereits erfolgreich als letzter
Reinigungsschritt for Allergene mit ausreichend differierenden MG eingesetzt wurde, welche
zuvor mit anderen chromatographischen Methoden aus dem Gesamtexirakt isoliert worden
sind [PASTORELLO & TRAMBAIOLI 2001]. So konnten z.B. das Senfallergen Sin a 1 [MENENDEZ-
ARIAS et al. 1988] oder auch das Casein der Kuhmilch [MENA et al. 1992] erfolgreich isoliert
werden. Im Gegensatz dazu wurde mittels SEC keine vollsténdige Isolierung des 26 kDa-
Allergens erreicht; zudem erwies sich die SEC in Fraktionierungsversuchen als nicht
reproduzierbar. Auch eine an die IEC angeschlossene Trennung mittels RPC fUhrte zu keiner
ausreichenden Isolierung des 26 kDa-Allergens. Die N-terminale Sequenzierung dieses
Allergens erfolgte somit aus dem Extrakt der entsprechenden IEC-Fraktion. Bei dem Vergleich
mit den Eintrédgen der Proteindatenbank SWISSPROT [2002] konnte eine 75 % ige Homologie zu
dem Cystein Protease Inhibitor der Kartoffel festgestellt werden. SEPPALA et al [2001]
identifizierten in der Kartoffel zwei Isoenzyme des Cystein Protease Inhibitors mit einem
allergenen Potential, welche sie als Sol t 3.0101 und Sol t 3.0102 bezeichneten.

53 Ausblick

In der Literatur finden sich bislang keine Studien Uber die klinische Relevanz bzw. die
Einteilung der Tomatenallergene in Minor- und Majorallergene. Daher sollte anhand eines
ausreichend groflen Patientenkollektives solch eine Charakterisierung der Allergene der
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Tomate erfolgen. Des weiteren sollten in diesen Studien die sortenspezifischen Unterschiede
bericksichtigt und verifiziert werden. Die Untersuchungen zur Stabilitét der Tomatenallergene
gegeniber einem proteolytischen Verdau zeigten, daf3 ein Teil der Tomatenallergene sehr
resistent waren und somit zur Sensibilisierung Uber den Gastrointestinaltrakt beféhigt wéren.
Diese bisher in einem einfachen ,batch”-System durchgefUhrten Untersuchungen sollten durch
einen Versuchsaufbau, welcher den dynamischen in-vivo Prozef3 und somit die Absorption der
Allergene durch die Mucosa bericksichtigt, ergénzt werden. Hinsichtlich der Kreuzreaktivitat
der Tomate kénnten weitere Untersuchungen an der isolierten Polygalacturonase 2A mit
rekombinanten Birkenpollenallergenen oder Latexallergenen durchgefthrt werden, um die
Relevanz dieses Allergens genauer bewerten zu kénnen. Um die Apparenz potentiell
vorhandener Kohlenhydratdeterminanten zu verifizieren, kénnte eine Deglycosylierung des
Proteins mit nachfolgender immunochemischer Detektion durchgefihrt werden, wie sie bereits
von BESLER et al. 1997 am Ovomucoid gezeigt wurde. Diese Methode wirde es zudem
ermdglichen, die erhaltenen Fragmente hinsichtlich ihrer MG mittels Massenspekirometrie zu
bestimmen und dadurch eine Aussage Uber den Kohlenhydradanteil des Proteins zu machen.
Da die AS-Sequenz des Allergens der Polygalacturonase 2A bereits bekannt ist, kénnten
mittels synthetisierten Peptiden, welche sich in ihrer AS-Sequenz Uberlappen, eventuell
vorliegende Sequenzepitope identifiziert werden. Anhand des Hauptallergens Sol t 1 konnten
unter Verwendung dieser Methodik bereits verschiedene Major- und Minorallergene
identifiziert werden [ASTWOOD et al. 2000].
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6 Zusammenfassung / Summary

Die vorliegende Arbeit hatte eine umfassende Charakterisierung der Allergene der Tomate
zum Ziel. Neben der Charakterisierung sollte eine Methode zur Isolierung ausgewdhlter
Allergene erarbeitet werden. Fir die allergologischen Untersuchungen wurde ein Poolserum,
bestehend aus Einzelseren mit spezifischen IgE-Gehalt gegen Tomate der EAST-Klasse > 2,
eingesetzt. Die Bestimmung des allergenen Potentials und die Charakterisierung der Allergene
erfolgte  dabei mittels elektrophoretischer und  immunologischer  Verfahren.  Zur
Allergenisolierung wurden chromatogaphische Trennmethoden eingesetzt.

Neben einem potentiellen Majorallergen mit einem MG von 44 kDa konnten in der Tomate
noch weitere Allergene mit MG von 14, 18, 26, 28, 30,36, 50, 65 und 70 kDa nachgewiesen
werden. Die Charakterisierung der Tomatenallergene mittels IEF, zeigte, daf3 sich die pl der
Allergene hauptséchlich auf den neutralen bis sauren pH-Bereich beschrénken. Dabei wurden
Banden bei pl von 3.8, 5.8 und 5.9 besonders intensiv detektiert. Anhand der 2D-
Elektrophorese konnte den MG ein pl zugeordnet werden. Dabei zeigte sich, daf3 den
Allergenen mit MG von 26, 44 und 70 kDa jeweils mehrere pl zugeordnet werden konnten,
was auf die Anwesenheit von Isoallergenen hindeuten kénnte.

Die Ergebnisse der Untersuchungen der zehn Tomatensorten «Balkonstar», «Togo Trefle»,
«Flamme», «Estrella», «Yellow King », «Tasty Tom», «Sweet million», «Roma», «El Salvador» und
einer unbekannten Sorte zeigten beziglich des Protein- und Allergenspektrums
sortenspezifische Unterschiede. In der EAST-Inhibition zeigte die Sorte «Balkonstar» eine leicht
erhéhte allergene Potenz im Vergleich zu den anderen Sorten, die eine vergleichbare
Allergenitét aufwiesen.

Die anhand von drei Sorten durchgefGhrten Untersuchungen zur Veranderung der Allergenitat
wdhrend des Reifungsprozesses fihrten zu einem einheitlichen Ergebnis. Die allergene Potenz
der Frichte nahm wahrend des Reifungsprozesses zu; analog dozu konnte im
Allergenspekirum ein Konzentrationsanstieg der Allergene mit MG von 26, 30 und 44 kDa
ermittelt werden.

Die Untersuchungen der verschiedenen Fruchtfragmente (Schale, Perikarp, Pulpa, Plazenta
und Samen) von drei unterschiedlichen Tomatensorten des gleichen Reifestadiums belegten
die signifikanten Unterschiede der Bestandteile hinsichtlich des Allergenspektrums,
insbesondere des Samens. Dieser zeigte im Vergleich mit allen anderen Fragmenten ein
unterschiedliches Allergenspekirum sowohl in der SDS-PAGE als auch der IEF, wobei in der
SDS-PAGE insbesondere im MG-Bereich zwischen 16 und 30 kDa zusdizliche IgE-bindende
Proteine aufféllig waren. Zudem waren die Allergene bei 14 und 44 kDa im Samen nicht
apparent. Anhand der IB-Inhibition konnte gezeigt werden, daf3 drei Allergene des Samens im
Vergleich zu den anderen Allergenen differente Epitope tragen und zudem lediglich im Samen
und der Pulpa vorhanden sind. Anhand der IEF konnte weiterhin gezeigt werden, daf3 sich
auch die pl der Allergene des Samens von denen der anderen Fragmente unterscheiden. In
der EAST-Inhibition konnte fir den Samen eine deutlich schwéchere allergene Potenz ermittelt
werden.

Der Nachweis von Profilinen erfolgte unter Verwendung eines rekombinanten Anti-
Birnenprofilin-Antikérpers. In der Gesamtfrucht der Tomate konnte die allergene 14 kDa-
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Bande als Profilin identifiziert werden. Aufer im Samen, bei welchem im Profilinblot keine
Bande detektiert werden konnte, war sie in sdmtlichen Fruchtbestandteilen der Tomate
vorhanden.

In der Tomate konnte eine Vielzahl von Glycoproteinen mit vier Methoden, welche auf zwei
verschiedenen Prinzipien beruhen, nachgewiesen werden. Anhand der PAS-Farbung, welche
auf der Spaltung mit Periodat beruht, konnten die Proteine mit MG 20, 26, 36 und 44 kDa als
Glycoproteine identifiziert werden. Eine Inkubation der geblotteten Proteine des nativen
Tomatenextraktes mit Periodat und einer anschlieBenden immunochemischen Detektion hatte
die Eliminierung des 36 kDa Allergens sowie eine Intensitatsschwéchung der 26 und 44 kDa
Allergene zur Folge. Aufgrund dieser Ergebnisse ist bei diesen Allergenen eine Beteiligung der
Kohlenhydrate am Epitopaufbau denkbar. Das zweite zur Detektion von Glycoproteinen
eingesetzte Prinzip beruhte auf der Detektion derselben mit Lectinen. Unter Verwendung des
Lectins Con A im Lectin-Blot konnten im MG-Bereich von 18 bis 70 kDa eine Vielzahl von
Glycoproteinen nachgewiesen werden, wohingegen mittels RCA nur wenige und mittels PNA
keine Glycoproteine nachweisbar waren. Die Lectin-AC wurde unter Verwendung der Lectine
RCA und WGA durchgefihrt. Mittels RCA war es moglich, das 30 kDa Allergen als
Glycoprotein zu identifizieren. Ein weiteres allergenes Glycoprotein mit einem MG 44 kDa
konnte unter Verwendung des Lectins WGA nachgewiesen werden. Aufgrund der
verschiedenen Spezifitét der verwendeten Lectine konnte zudem gezeigt werden, daf3 an dem
Kohlenhydrataufbau der beiden allergenen Glycoproteine mit MG 30 und 44 kDa
unterschiedliche Zucker beteiligt sind. Inwieweit diese Allergene Kohlenhydratdeterminanten
tragen konnte jedoch nicht abschlieBend geklart werden.

Gegenuber einer simulierten Magenverdauung der Tomate zeigten sich lediglich die Allergene
mit MG von 44 und 36 kDa persistent. Die Inkubation mit Enzymen des Intestinaltraktes
(Pankreatin bzw. Trypsin) fUhrte zu einer weiteren Hydrolyse des 36 kDa-Allergens zu einem
Molektl mit einem MG von 30 kDa unter Erhaltung des Epitops, wohingegen das 44 kDa
weiterhin stabil war. Im niedermolekularen Bereich konnten keine IgE-bindenden Fragmente
nachgewiesen werden.

Die mit der Tomate botanisch verwandten Lebensmittel Kartoffel und Paprika wiesen eine stark
ausgebildete Kreuzreaktivitat auf. Demgegeniber konnte keine Kreuzreaktivitét der Tomate zu
den Bet v 2 homologen Allergenen Mal d 1 des Apfels und dem 18 kDa Allergen der
HaselnuB festgestellt werden. Somit zeigten diese beiden Lebensmittel auch nur eine schwach
ausgeprégte Kreuzallergenitat, welche auf Minorallergene der Birkenpollen bzw. der Haselnuf3
zurickzufihren ist. Zu den anderen untersuchten Lebensmitteln Banane, Litchi, Sellerie konnte
dagegen eine deutliche immunologische Beziehung festgestellt werden.

Die Isolierung des 44 kDa Allergens erfolgte in zwei Reinigungschritten. Im ersten Schritt
erfolgte eine Vorreinigung des Gesamtexiraktes mittels IEC an einer Anionenaustauschersdule.
Drei Fraktionen dieser Trennung wurden anschlieBend jeweils gepoolt und Gber eine RPC-
Saule weiter fraktioniert. Die so isolierten 44-kDa-Allergene mit verschiedenen pl (ca. pl 6.0,
5.3 bzw. 4.6) konnten jeweils Uber eine AS-Sequenzanalyse als Polygalacturonase 2A
identifiziert werden.

Eine vollsténdige Isolierung des 26 kDa Protein mittels einer Kombination aus IEC und SEC,
als auch die Kombination der IEC mit der RPC war nicht erfolgreich. Eine N-terminale
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Sequenzierung dieses Allergens erfolgte daher aus der vorgereinigten IEC-Fraktion. Dabei
zeigte sich eine 75 %ige Homologie des 26 kDa Allergens aus der Tomate zum Cystein
Protease Inhibitor der Kartoffel.

The aim of the present study was an extensive examination of the allergens of tomatoes. Apart
from characterisation, a method for the isolation of some selected allergens was a prime goal.
For allergological investigations a pool serum was used which contained single sera that had
specific IgE contents against tomato of EAST-class > 2. The determination of the allergenic
potential and the characterisation of the allergens was performed using electrophoretical and
immunological methods. For isolation of the allergens chromatrographical separation
techniques were applied.

Besides a potential major allergen with a molecular weight (MW) of 44 kDa, further allergens
with MW of 14, 18, 26, 28, 30 ,36, 50, 65 and 70 kDa were detected. Characterisation of
the tomato allergens by IEF showed that the isoelectrical points (pl) of the allergens are mainly
limited to neutral to acid pH. Major intensive bands were detected at pl values of 3.8, 5.8
and 5.9. On the basis of two-dimensional electrophoresis, pl could assing to the different
molecular weights. Several allergens, i.e. those with MW 26, 44 and 70 kDa, had more than
one pl, which might be an indication of the presence of isoallergens.

The results of the investigation of ten tomato cultivars «Balkonstar», «Togo Trefle», «<Flammeb,
«Estrella», «Yellow King », «Tasty Tom», «Sweet million», «Roma», «El Salvador» and an
unknown variety showed differences between the varieties with regard to both their protein-
and their allergen spectrum. EAST-inhibition resulted in a slightly increased allergenic activity
of the variety «Balkonstar» in comparison to the other cultivars, which exhibited a similar
allergenicity.

Changes in the allergenic potential during ripening were investigated for three varieties. The
result was a uniform allergenic potential increase during the maturing process.
Correspondingly, an increase in the concentration of the allergens with MW of 26, 30 and
44 kDa could be observed.

Investigations of the different fragments of the fruit (peel, pericarp, pulpa, placenta and seed)
of three varieties at the same stage of maturity resulted in significant differences of the
fragments with regard to their allergenic spectrum. Especially the seed showed, in contrast to
the other fragments, a different allergen spectrum, with SDS-page as well as with IEF. With
SDS-page additional IgE binding proteins were observable, especially for MWs between
16 and 30 kDa. Furthermore the allergens with MWs of 14 and 44 kDa were not apparent in
the seed. It was possible to show by IB-Inhibition that, in contrast to the other fragments, three
allergens of the seed have different epitopes. These allergens are only present in the seed and
the pulpa. On the basis of IEF it was possible to show that the isoelectrical points of the
allergens in the seed are also different to those of the other fragments. EAST-Inhibition proves
a significantly lower allergenic potential of the seed.

Profilins were detected by using a recombinant anti-pear profilin-antibody. The 14 kDa band
of the complete tomato was identified as being a profilin. Except for the seed, for which no
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band was detected in the profilin blot, the above mentioned band was apparent for all the
other fragments of the fruit.

A large number of glycoproteins was detected by applying four different methods based on
two distinct mechanisms. By PAS staining, based on splitting by periodate, proteins of the MW
20, 26, 36 and 44 kDa were identified as glycoproteins. The incubation of the blotted native
tomato proteins with periodate followed by an immunological detection revealed an
elimination of the 36 kDa allergen and an increased intensity of the 26 and 44 kDa allergens.
These results led to the theory that for these allergens a carbohydrate structure is part of the
epitope. The second method applied for detection of glycoproteins was based on detection
with different lectins. By using Con A in the lectinblot a number of glycoproteins could be
detected , whereas by using RCA only a few were detectable and with PNA no glycoproteins
were verifiable. The lectin affinity chromatography was performed under application of the
lectins RCA and WGA. By using RCA the 30 kDa allergen could be identified as a
glycoprotein. Another allergenic gylocoprotein with the MW of 44 kDa was shown by applying
WGA. On account of the different specification of the lectins it could be shown that different
sugars are involved in building the carbohydrate structure of the two glycoproteins with MG of
30 and 44 kDa. To what extent these allergens carried carbohydrate determinants could not
be clarified.

Only the allergens of MW 36 and 44 kDa appeared to be resistant to simulated gastric
digestion. Incubation with enzymes of the intestinal tract (pancreatin resp. trypsin) led to
hydrolysis of the 36 kDa molecule, yielding a molecule of 30 kDa which maintains the
epitope. The 44 kDa still remained stable. IgE binding fragments of lower MW were not
detectable.

Botanically related vegetables such as potato and red pepper showed strong cross-reactivity to
the tomato. In contrast, cross reactivity was determined neither with Bet v2 homologeous
allergens Mal d1 of the apple nor with the 18 kDa allergen of the hazelnut. Consequently only
minor cross allergenic potential was observed for these foods, which can be traced back to
minor allergens of birch pollen or hazelnut, respectively. In addition, a significant
immunological relation was determined for other foods investigated, i.e. banana, lychee and
celery.

The 44 kDa allergen was isolated in two cleaning up steps. In the first step the extract was
purified by IEC with an anion exchange column. Three fractions of the separation were then
pooled and further fractionated by use of an RPC-column. The isolated 44 kDa allergens with
different IEP (pl 6.0, 5.3 resp. 4.6) were successfully identified using n-terminal sequencing as
being polygalacturonase 2 A.

The complete Isolation of the 26 kDa protein was not succesful, neither by using a
combination of IEC and SEC nor by combining IEC and RPC techniques. However, n-terminal
sequencing was conducted using the pre-purified IEC fraction. The 26 kDa allergen of the
tomato shares 75 % identity with the cystein protease inhibitor of the potato.
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7.1 Gewinnen der Patientenseren

& 10 mL Blut mittels Serumrdhrchen abnehmen

& mind. 30 min abkihlen lassen

& 10 min bei 4 °C und 4000 U/min zentrifugieren

& Uberstehendes Serum (ca. 3-4 mL) in Tubes abfillen
& Seren bei -80 °C lagern

7.2 Extraktion der Proteine aus dem Lebensmittel
7.2.1 Tieftemperaturextraktion (TTE)
Die Tieftemperaturextraktion wird modifiziert nach VIETHS et al. [1992a] durchgefihrt.

verwendete Lsungen

Diethylether / Aceton-Gemisch: 1:1 (viv) T=-80°C

PBS (pH 7.4): 7.95g NaCl
1.44g Ng,HPO,
02g KH,PO,
02g KClI

mit bidest. H,O ad 1000 mL

Acefonpulverherstellung

100 mL Aceton bei -80 °C fir mind. 2 Stunden lagern
50 g des Analysenguts abwiegen

in das vorgekihlte Aceton geben

for mind. 2 Stunden bei -80 °C lagern

mit dem Ultraturrax homogenisieren

bei -20°C Uber Nacht lagern

Homogenat Uber Buchnertrichter absaugen

R wrwrvrvwrwwr

3 mal mit je 20 mL kaltem Aceton (T= -20°C) und abschlieBend einmal mit einem
Aceton / Diethylether-Gemisch (1:1; T= -20°C) waschen

Rickstand trockensaugen

in einen Rundkolben Gberfihren

2 Stunden bei -80 °C durchfrieren lassen

Uber Nacht lyophilisieren

Lyophilisat fein vermahlen und bei -20 ° C lagern

l v rvrvenw

Acetonpulver
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Profeinextrakte

0.5 - 3 g Acetonpulver einwiegen

15 mL PBS-Lsg. hinzufigen

pH-Wert mit 0.1 mol/L NaOH auf pH 7.4 einstellen

1 h unter EiskUhlung rihren

1 h bei 4 °C & 3000 g zentrifugieren

Rickstand abnutschen und verwerfen

Filtrat in Aligoute (2 mL) portionieren und in Vials abfillen
Lyophilisieren und bei -20°C lagern

PBS-Extrakt

v rrvrrvrvwvwrnrwr

7.2.2 In-vitro Verdau

Im Rahmen der in-vitro Verdauung werden die Enzyme entsprechend den in den Tabellen 7-1 & 7-2
aufgefUhrten Bedingungen eingesetzt.

verwendete Lsungen

HCI: 122 mL  HCI (36 %ig)
4 mol/L
mit dest. H,O ad 1000 mL
NaOH-Lsg: 4g NaOH
0.1 mol/L

mit dest. H,O ad 1000 mL

Tab. 7-1: Bedingungen der simulierten Magenverdauung

Ink ti it
Enzym pH-Wert Enzymkonzentration nkuba !onszel
[min]
-- 1.2 -- 60, 120
5 Pepsin 1.2 2-10° Units/L 60, 120
B
° Pepsin 1.2 4-10° Units/L 60, 120
>
O
= Pepsin 1.2 1-10° Units/L 60, 120
Pepsin 1.2 1-107 Units/L 60, 120
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Tab. 7-2: Bedingungen der simulierten Darmverdauung

Enzym pH-Wert Enzymkonzentration Inkubq’r!onszelt
[min]
1.2 60
- 7.5 B 120
Pepsin 1.2 1-10° Units/L 120
Pankreatin 7.5 Enzym : Frucht 1 : 25 60, 120
Pepsin 1.2 1-10% Units/L 120
Pankreatin 7.5 Enzym : Frucht 1 :12.5 60, 120
Pepsin 1.2 1-10% Units/L 120
S Trypsin 7.5 200-10° Units/L 60, 120
3 Pepsin 1.2 1-10¢ Units/L 120
“E>’ Trypsin 7.5 400-10° Units/L 60, 120
5 Pepsin 1.2 1-10° Units/L 60
Q Pankreatin 7.5 Enzym : Frucht 1 :12.5 60
Proteinase 7.5 18500 Units/L 60,120
Pepsin 1.2 1-10° Units/L 60
Pankreatin 7.5 Enzym : Frucht 1 : 12.5 60
Proteinase 7.5 74000 Units/L 60, 120
Pepsin 1.2 1-10° Units/L 60
Pankreatin 7.5 Enzym : Frucht 1 : 12.5 60
Proteinase 7.5 148000 Units/L 60, 120
Die Extraktion der proteolytisch behandelten Friichte erfolgt direkt aus den verdauten Lésungen.

in-vitro Magenverdau:

S

v ow v

rvr w v r

20 g frische Tomaten in der Moulinette homogenisieren

mit 4 mol/L HCI pH-Wert auf 1.2 einstellen

Zugabe von definierter Enzymmenge (Vergleich Tab. 7-1)

bei 37° im Umluftirockenschrank unter Rihren fir verschiedene Zeiten (Vergleich Tab. 7-1)
inkubieren

mit T mol/L NaOH pH auf 7.5 bringen und dadurch Pepsin inaktivieren

Suspension 30 min bei 4 °C & 10000 U/min zentrifugieren

Rickstand abnutschen und verwerfen

Filtrat in Aligoute (2 mL) portionieren und in Vials abfillen

Lyophilisieren und bei -20°C lagern

in-vifro Darmverdau:

74

7SNV 780 7808 74

20 g frische Tomaten in der Moulinette homogenisieren

mit 4 mol/L HCI pH-Wert auf 1.2 einstellen

Zugabe von 1-10° Units/L Pepsin

bei 37° im Umluftirockenschrank unter RUhren fur 60 bzw. 120 min inkubieren
mit 1 mol/L NaOH pH auf 7.5 bringen

Zugabe des Enzyms zur Simulierung des Darmverdaus (Vergleich Tab. 7-2)
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74

bei 37° im Umluftirockenschrank unter Rihren fir verschiedene Zeiten (Vergleich Tab. 7-2)
inkubieren

Suspension fuor 20 min bei 90 °C erhitzen

30 min bei 4 °C & 10000 U/min zentrifugieren

Riuckstand abnutschen und verwerfen

Filtrat in Aligoute (2 mL) portionieren und in Vials abfillen

R R r r

Lyophilisieren und bei -20°C lagern

7.3 Proteinbestimmung
Die Proteinbestimmung erfolgt nach der Methode von BRADFORD [1976].

verwendefte Lésungen

Lésung 1: 10 mL  Ethanol (96 %)
20 mL  Phosphorséaure (88%)
35mg Coomassie Serva Blue G

Lésung 2: 3mL Lésung 1
3 mL Phosphorsdure (88 %)
1.5 mL  Ethanol (96 %)
42.5mL bidest. H,O

Die Lésung 2 wird bei RT unter LichtausschluB aufbewahrt

Standardldsungen: 400 ug BSA/ mL 20 mg BSA ad 50 mL H,O (ST)
300 ug BSA/mL  18.75 mL ST ad 25 mL H,O
200 ug BSA/ mL  12.50 mL ST ad 25 mL H,O
100 ug BSA / mL 6.25 mL ST ad 25 mL H,O
50 ug BSA/ mL  3.125 mL ST ad 25 mL H,0O
20 ug BSA / mL 1.25 mL ST ad 25 mL H,O
10 ug BSA/ mL  0.625 mL ST ad 25 mL H,O

Probelésungen: die PBS-Extrakte werden direkt bzw. falls notwendig verdinnt
zur Messung eingesetzt

Durchfihrung

& 50 uL Standard- bzw. Probeldsung in je eine Vertiefung einer Mikrotiterplatte pipettieren
(for den Blindwert 50 uL PBS)

& 200 uL Lésung 2 hinzugeben

& im ELISA-Reader 10 sec schitteln, nach 5 min bei A= 590 nm gegen Blindwert vermessen
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7.4 Enzymallergosorbent-Test (EAST)
7.4.1 Herstellung der Allergenscheiben
Bromcyanaktivierung

Die Bromcyanaktivierung sowie die Kopplung der Scheiben erfolgt nach der von MOLLER et al. [1997q]
modifizierten Methode nach CESKA & LUNDKVIST [1972].

verwendete Lésungen

NaOH-Lsg.: 4g NaOH
1 mol/L
ad 100 mL bidest. H,O
NaHCO;-Lsg.: 2.1g NaHCO;,
0.005 mol/L
ad 10 L bidest. H,O
NaOH-Lsg.: 10g NaOH
10 % ig
ad 100 mL bidest. H,O
Natriumhypochloritlsg.: 12.2g NaClO,
ad 100 mL dest. H,O
Durchfihrung
& 15 g Papierscheiben (ca. 5000 Stiick) in einem mit 250-mL-Tropfirichter und pH-Meter versehenen
1-L-Zweihalskolben in 150 mL bidest. H,O kurz quellen lassen
& inzwischen 15.0 g Bromcyan in 450 mL bidest. H,O unter RUhren |6sen
(im Abzug mit Atemschutzmaske durchzufGhren)
& Bromcyanlésung zur Papierscheibensuspension hinzugeben
& Durch Zutropfen von 1 mol/L NaOH pH-Wert auf 10-10.5 einstellen und solange einhalten, bis
75 mL verbraucht sind. Der pH-Wert darf nicht Gber 11.5 steigen
& Lésung Gber einen Bichnertrichter absaugen
& Scheiben insgesamt 12 x mit je 0.005 mol/L NaHCO,-Lsg. waschen, je 2 min stehen lassen,
absaugen
& anschlieBend nacheinander 2 x mit je 375 mL folgender Lésungen waschen:
= dest. H,O
=  Aceton: H,O (25:75, v:v)
=  Aceton: H,O (50:50, v:v)
=  Aceton: H,O (75:25; v:v)
=  Aceton
& Bromcyanaktivierte Scheiben lyophilisieren
& Scheiben bei -20 °C lagern
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Entsorgung der Bromcyanabfélle

& BrCN-Ldsung in 10 %iger Natronlauge 1 h stehenlassen

& bei einem pH-Wert von 10-11 einen 50 % igen UberschuB an Natriumhypochloritlsg. zugeben

& Uber Nacht stehenlassen

& Lssung auf einen pH-Wert von 7 einstellen (Gasentwicklung 1) und den UberschuB an Hypochlorit
mit Hydrogensulfit zerstéren

& Lésung Uber das Abwasser entsorgen

Kopplung der Proteinextrakfe an die Scheiben

verwendete L&sungen

Inkubationspuffer: 15.6 g NaH,PO, H,O

ad 1000 ml mit bidest. H,O
Il 8.4g NaHCO;,

ad 1000 ml mit bidest. Wasser

I 190 mL |
803 mL I
mit 4 mol/L HCI auf pH 7.4 einstellen
v 800 mL Il
3g BSA
37.22g EDTA
2g NaN;

2mL Tween 20

mit 4 M HCI auf pH 7.4 einstellen

NaHCO;-Lsg.: 21.0g NaHCO,

0.5 mol/L
ad 500 mL dest. H,O
pH auf 8.4 einstellen

NaHCO;-Lsg.: 4.2g NaHCO,

0.1 mol/L
ad 500 ml dest. H,O
pH auf 9.5 einstellen

Ethanolaminpuffer: 5mL C,H,NO

ad 500 mL dest. H,O
mit 4 mol/L HCI auf pH 9.2 einstellen
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Natriumacetatpuffer:
0.1 mol/L

7 Anhang

4.2 g Natriumacetat

ad 500 mL dest. H,O
mit 4 mol/L HCI auf pH 4.0 einstellen

Extrakte in bidest. H,O aufnehmen und auf eine Proteinkonzentration von ca. 20 ug/mL einstellen
100 mL entsprechend verdinnte Extraktlésung in einen 250 mL-lodzahlkolben fillen
ca. 300 bromcyanaktivierte Papierscheiben (ca. 0.63 g) hinzugeben

Papierscheiben mit 100 mL 0.5 mol/L NaHCO;-Lésung waschen, anschlieBend absaugen

Durchfihrung

Nt

Nt

\/

& Lésung Gber Nacht bei 4 °C rihren

& Uberstand absaugen (Wasserstrahlpumpe)
\/

& 100 mL Ethanolaminpuffer hinzugeben

& 2 h bei Raumtemperatur rihren

N\

absaugen und nacheinander mit folgenden Lésungen waschen:

= 3 x mit jeweils 100 mL 0.1 mol/L NaHCO;-Lésung
= 2 x mit jeweils 100 mL 0.1 mol/L Natriumacetat-Lésung
= 2 x mit jeweils 100 mL 0.5 mol/L NaHCO;-Lésung

& letzte Waschlésung grindlich absaugen

& Papierscheiben mit 100 mL dest. H,O einmal sptlen und mit dest. H,O in einen

250-mL-Rundkolben Gberfihren, Wasser grindlich absaugen
& 2 hin der TiefkGhltruhe einfrieren
& Papierscheiben Uber Nacht lyophilisieren

& lyophilisierte Papierscheiben in der Tiefkihltruhe bei -20 °C lagern

7.4.2 EAST-Bestimmung

Die EAST-Bestimmung wird entsprechend der Anweisung des verwendeten Testkits ,Spez. IgE ELISA TR

(RV)” der Firma Allergopharma (Reinbek, Germany) durchgefthrt.

verwendete Lésungen

Waschlésung:

Konjugatlésung:

Substratlésung:

Farbetabletten:

Farbelésung:

Stopldsung:

Referenzallergenscheiben:

entsprechend Testkit (enthdlt Tween 20, PBS)

entsprechend Testkit (enthdlt anti-Human-IgE, konjugiert mit
AP)
1:1 mit Allergenverdinnungslésung verdinnt

entsprechend Testkit (enthalt MgCl,)

entsprechend Testkit
(enthéalt PNPP (p-Nitrophenyposphat))

1 Farbetablette in 5 mL Substratlésug 16sen
entsprechend Testkit (1 mol/L NaOH)

festphasengekoppelter Lieschgrasextrakt
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Referenzlésungen: Kalibrierreihe mit vier Seren
A = 0.35 U/mL spez. IgE gegen Lieschgras (EAST-Klasse 1)
B = 0.7 U/mL spez. IgE gegen Lieschgras (EAST-Klasse 2)
C = 3.5 U/mL spez. IgE gegen Lieschgras (EAST-Klasse 3)
D = 17.5 U/mL spez. IgE gegen Lieschgras (EAST-Klasse 4)

Durchfihrung

& fur die Bestimmung benétigte Allergenscheiben in Inkubationspuffer tauchen und anschlieflend auf
Filterpapier trocknen
& Referenzscheiben nicht in Inkubationspuffer tauchen

74

je eine Scheibe in eine Vertiefung einer Mikrotiterplatte geben

74

ie 50 uL Patientenserum bzw. Kontrollserum auf die Allergenscheiben und je 50 uL Referenzserum
auf die Referenzscheiben pipettieren

Mikrotiterplatte mit Parafilm abdecken und 1 h bei 37 °C unter Lichtausschluf3 inkubieren

250 uL Waschlésung zupipettieren und nach 10 min absaugen

Waschvorgang 2 mal wiederholen

in jede Vertiefung 50 uL Konjugatlésung (1:1 verdinnt) pipettieren

Mikrotiterplatte mit Parafilm abdecken und Uber Nacht unter Lichtausschluf3 inkubieren

250 uL Waschlésung zupipettieren und nach 10 min absaugen

Waschvorgang 2 x wiederholen

200 L Férbeldsung in jede Vertiefung pipettieren

Rrrrrv v e rr

zuséitzlich 200 ul Farbeldsung in 2 leere Vertiefungen pipettieren
- zur Bestimmung des Reagenzienblindwertes-
1 h bei 37 °C unter Lichtausschluf3 im Trockenschrank inkubieren

7gN 74

100 uL Stoplésung zupipettieren und 10 sec schitteln

74

250 pL aus jeder Vertiefung in eine korrespondierende Vertiefung einer leeren Mikrotiterplatte
UberfUhren
& bei A= 405 nm photometrisch mittels ELISA-Reader vermessen

Auswertung in EAST-Klassen

Tab. 7-3: Einteilung der EAST-Klassen

IgE-Gehalt
EAST Klasse [U/ml]
EAST Klasse O 0-0.35
EAST Klasse 1 0.35-0.70
EAST Klasse 2 0.70-3.50
EAST Klasse 3 3.50-17.50
EAST Klasse 4 > 17.50
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7.5 EAST-Inhibition

Die EAsT-Inhibition erfolgt nach einer von MOLLER et al. [1997] modifizierten Methode nach VIETHS et al.
[1993b] unter Verwendung des in-vitro Testkits ,Spez. IgE ELISA TR (RV)” der Firma Allergopharma
(Reinbek, Germany).

verwendete Lésungen

Allergenverdinnungslsg: 300 mg BSA

100 uL  Tween 20
50 mg NaNj

ad 100 mL PBS

Ovalbuminlsg.: 10 mg Ovalbumin

ad 10 mL Allergenverdiinnungslésung
Konjugatlsg.: entsprechend dem Testkit (enthalt Anti-Human-

IgE, konjugiert mit AP)
1:1 mit Allergenverdinnungslésung verdinnt

Serum: 1:1 mit Allergenverdinnungslésung verdinnt
Durchfihrung
& fur die Bestimmung benétigte Allergenscheiben in Inkubationspuffer tauchen und anschlieflend auf
einem Filterpapier trocknen
& jeweils eine Allergenscheibe in je eine Vertiefung einer Mikrotiterplatte Gberfihren
& jeweils folgende Lésungen auf die Allergenscheiben pipettieren:
= 50 uL unverdinnter Inhibitorextrakt & 50 uL Serum
= 50 uL Inhibitorextrakt (1:10) & 50 uL Serum
= 50 uL Inhibitorextrakt (1:100) & 50 pL Serum
= 50 uL Inhibitorextrakt (1:1000) & 50 pL Serum
= 50 uL Inhibitorextrakt (1:10000) & 50 uL Serum
= 50 puL Inhibitorextrakt (1:100000) & 50 uL Serum
= ohne Inhibitor (B): 50 uL Allergenverdinnungslsg. & 50 uL Serum
= unspezifische Bindung (B,): 50 uL Ovalbuminlsg. & 50 uL Serum
= nicht spezifische Bindung (NSB): 100 uL Allergenverdinnungslsg.
& Mikrotiterplatte mit Parafilm abdecken und 3 h bei 37 °C unter Lichtausschluf3 inkubieren
& 250 uL Waschlésung zupipettieren und nach 10 min absaugen
& Waschvorgang 2 mal wiederholen
& nach dem letztem Waschvorgang grindlich absaugen
& in jede Vertiefung 50 ul Konjugatlésung (1:1 mit Allergenverdinnungsldsung verdiinnt) pipettieren
& Mikrotiterplatte mit Parafilm abdecken und Gber Nacht bei Raumtemperatur unter Lichtausschlu3
inkubieren
& 250 uL Waschlésung zupipettieren und nach 10 min absaugen
& Waschvorgang 2 mal wiederholen
& nach dem letzten Waschvorgang grindlich absaugen
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& jeweils 200 uL Féarbeldsung in die Vertiefungen pipettieren

& for die Bestimmung des Blindwertes 2 x jeweils 200 uL Féarbelésung in zwei leere Vertiefungen
geben

& 1 h bei 37 °C unter LichtausschluB im Trockenschrank inkubieren

& 100 uL Stoplésung zupipettieren und 10 sec schitteln

& 250 L aus jeder Vertiefung in eine korrespondierende Vertiefung einer leeren Mikrotiterplatte
UberfUhren

& bei A= 405 nm photometrisch mittels ELISA-Reader vermessen

Auswertung

Die Berechnung der prozentualen Inhibition erfolgt Gber folgende Formel:

B, —-B
Inhibition[%] = (0—) .
(BO — NSB)
Bo: MeBwerte ohne Inhibitorzusatz
B: MefB3werte der einzelnen Inhibitionsstufen

NSB:  Nichtspezifische Bindung

7.6 SDS-PAGE (NuPAGE™)

Die Probenaufarbeitung erfolgt entsprechend VIETHS et al. [1992c]. Zur SDS-PAGE wird das
NUuPAGE™ Elektrophorese System mit Fertiggelen und -l6sungen der Firma Novex™ (San
Diego, CA, USA) entsprechend der angegebenen Vorschriften verwendet.

Probenvorbereitung

verwendete Lésungen

Probenpuffer (pH 6.8): 3.03g Tris
2.5mL B-Mercaptoethanol
5.0mL CGlycerin
2.0g SDS
0.01 g Bromphenolblau
150 uL  Pyronin Y-Lésung (1%ig in H,O, w:v)
40 mL  bidest. H,O

Die Lésung mit 4 mol/L HCI auf pH 6.8 einstellen und mit bidest. H,O ad 50 mL

Durchfihrung

& Lyophilisierte Proteinextrakte in bidest. H,O aufnehmen und einstellen
& Extrakte 1:1 mit Probenpuffer versetzen
& 3 min bei 90 °C im Wasserbad reduzieren
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Bis-Tris gepufferte NuPAGE™

verwendefte Lésungen

Elektrodenpuffer
NuPAGE™
MES-SDS Running Buffer:

7 Anhang

97.6 g

60.6 g Tris Base
10g SDS
3.0g EDTA

MES (2-(N-Morpholino)ethansulfonséure)

mit bidest. H,O ad 500 mL

Vor Gebrauch 1:19 mit dest. H,O verdinnen

Elekirodenpuffer
NuPAGE™
MOPS-SDS Running Buffer:

verwendete Gele

NuPAGE™
10 % Bis-Tris Gel:

NuPAGE™
12 % Bis-Tris Gel:

Durchfihrung

104.6 g
60.6 g Tris Base
10g SDS
3g EDTA

MOPS (3-(N-morpholino)propansulfonséure)

mit bidest. H,O ad 500 mL

Vor Gebrauch 1:19 mit dest. H,O verdinnen

Totalamidkonzentration:
Puffer:

Gel-Mafle:

Gel-Typ:

Totalamidkonzentration:
Puffer:

Gel-Mafle:

Cel-Typ:

10 %

Bis-Tris

8cmx8cmx 1 mm
10, 12 well & 2 D-well

12 %

Bis-Tris

8cmx8cmx 1 mm
10, 12 well & 2 D-well

& Gel-Kassette aus der Verpackung entnehmen und mit bidest. H,O spilen

Gel-Kassette entsprechend der Novex-NuPAGE™-Vorschrift in der Elektrophorese-Kammer

& Klebestreifen von der Unterseite der Gel-Kassette entfernen
& den Kamm aus der Gel-Kassette herausziehen
& Probenslots mit Elektrodenpuffer spilen
N
(Xcell Il Mini Cell) plazieren
& Kammern mit Elektrodenpuffer befillen

& Probenslots mittels HPLC-Spritze mit 5-30 uL Probelsg. bzw. Markerlsg. - je nach Slotgréfie und

Proteingehalt - beladen
& Elektrodenbriicke auflegen
& Spannung (200 V) anlegen

& den Lauf beenden, wenn die aus dem Probenpuffer stammenden Farbstoffe an der Unterseite des

Gels (Anode) angelangt sind

& Strom ausschalten, Elektrophorese-Kammer 6ffnen und Gel-Kassette entnehmen

& Gel-Kassette aufbrechen und Gel vom Kunststofftrager (Gel-Kassette) ablésen
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& Gel direkt farben (Silber- bzw. CBB-Farbung) oder zum Semidry-Blot einsetzen
Zusammensetzung der Molekulargewichtsmarker

Tab. 7-4: Zusammensetzung des Molekulargewichtmarkers | (14-94 kDa)

lekul icht
Protein e rkg:;ewm A B C
Phosphorylase 94.0 >l & ;
| - | —
Rinderserumalbumin 67.0 > ol | — ||||| :
" - I V-
Ovalbumin 43.0 > IV —
e v -
Carboanhydrase 30.0 >V v vi
VI - IV
Trypsininhibitor 20.1 >V
v
a-Lactalbumin 14.4 >V | VI —

|

A: Verteilung im 10 % Bis-Tris Gel unter Verwendung des NuPAGE™ MES-SDS Running Buffer
B: Verteilung im 10 % Bis-Tris Gel unter Verwendung des NUPAGE™ MOPS-SDS Running Buffer
C: Verteilung im 12 % Bis-Tris Gel unter Verwendung des NuPAGE™ MES-SDS Running Buffer

Das fertige Proteingemisch des MG-Markers wird in 1 mL Probenpuffer aufgenommen und
entsprechend der Beschreibung unter 7.6 reduziert.

7.7 IEF (NUPAGE™)

Zur IEF wird das NuPAGE™ Elektrophorese System mit Fertiggelen und -I6sungen der Firma Novex™
(San Diego, CA, USA) entsprechend der angegebenen Vorschriften verwendet.

verwendete Lésungen

Kathodenpuffer: 5.8 g Lysin (freie Base)
NuPAGE™
IEF Cathode Buffer mit bidest. H,O ad 100 mL
Vor Gebrauch 1:9 mit bidest. H,O verdinnen und mit Helium 10 min entgasen
Anodenpuffer: 2.4 mL Phosphorsdure (85 %ig)
NuPAGE™
IEF-Anode Buffer mit bidest. H,O ad 100 mL
Vor Gebrauch 1:49 mit bidest. H,O verdinnen
Probenpuffer: Glycerin
bidest. H,O
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verwendefte Gele

NuPAGE™ IEF Gel: pl:
GCel-Mafle:
Cel-Typ:
Durchfihrung

1:1 mit Probenpuffer versetzen

Elektrodenbricke auflegen

Rrwrwr rvrww

Spannung wie folgt anlegen:
= 100 Volt for 1 h
= 200 Volt for 1 h
= 500 Volt fur 1 h

7 Anhang

3-7 & 3-10
8cmx8cmx 1 mm
10 well & 12 well

Lyophilisierte Proteinextrakte in bidest. H,O aufnehmen und entsprechend einstellen

Aufbau der Elektrophoresekammer und Fertiggelvorbereitungen entsprechend 7.6
Kathodenkammer mit Novex™ IEF-Cathode Buffer befillen

Anodenkammer mit Novex™ IEF-Anode Buffer befillen

& Gel entsprechend 7.6 entnehmen und direkt zur Férbung oder zum Semidry-Blot einsetzen

Zusammensetzung des pl-Markers

Tab. 7-5: Zusammensetzung des pl-Markers

Protein pl-Wert A
Cytochrom C 10.7 -~
Ribonuclease A 9.5

8.3 /
Lectin 8.0

7.8 / —

. 7.4 /

Myoglobin 6.9
Carbonic anhydrase 6.0 1
B3-Lactoglobulin >3 }—/ =

5.2 ‘
Trypsin inhibitor 45 —— -
Glucose oxidase 4.2 —/_
Amyloglucosidase 3.5 -

A: Verteilung im IEF Gel im pl-Bereich von 3-7
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7.8 2D-Elektrophorese

Die 2D-Elektrophorese wird modifiziert nach GORG et al. [1988] unter Verwendung von IEF bzw. SDS
Fertiggele und -l16sungen der Firma Novex™ (San Diego, CA, USA) durchgefihrt.

verwendete L8sungen

Tris-HCI-Puffer; pH 6.8: 6.06 g Tris-HCI
0.4g SDS

ad 100 mL mit bidest. H,O
mit 4 M HCl ad pH 6.8 einstellen

DTT: 125 mg DTT (a-Dithiothreitol)
(frisch ansetzen!)
ad 250 mL mit bidest. H,O

Aquilibrierlésung: 2.0g SDS
36 g Harnstoff
3mg EDTA

3 mg Bromphenolblau
3 mg Pyronin-Y
10 mL  Tris-HCI-Puffer
35mL  Glycerin

ad 100 mL mit bidest. H,O

Durchfihrung

& IEF analog 7.7 durchfthren

& einen Slot-Streifen der IEF ausschneiden

& Gelstreifen in ein Pyrexglas Gberfohren und mit 15 mL Aquilibrierlésung und 200 uL DTT-Lésung
versetzen

3 min bei 90 °C reduzieren

Gelstreifen auf 2d-well Gel auflegen

elekirophoretische Trennung analog 7.6 durchfihren

Nach vollsténdigem Probeneintritt in das 10 % Bis-Tris-Gel den IEF-Gelstreifen entfernen

[ ZGN 7SN 740N 748 74

Gel direkt farben (Silberférbung) oder zum Semidry-Blot einsetzen
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9 Semidry-Blot

9.1 Semidry-Blot auf NC-Membranen

Der Semidry-Blot auf NC-Membranen erfolgt modifiziert nach KHYSE-ANDERSEN [1984].

verwendete L&sungen

Anodenpuffer | (pH 10.4): 18.15g Tris
0.3 mol/L Tris 0.05g NaN,
20 % Ethanol 100 mL  Ethanol (96 %ig)

mit bidest. H,O ad 500 mL

Anodenpuffer Il (pH 10.4): 1.52g Tris
0.025 mol/L Tris 0.05g NaN,
20 % Ethanol 100 mL  Ethanol (96 %ig)

mit bidest. H,O ad 500 mL

Kathodenpuffer (pH 7.6): 2.6 g EACA (6-Aminohexanséure)
0.04 mol/L EACA 0.05g SDS

0.01 % SDS 0.05g NaNj

20 % Ethanol 100 mL  Ethanol (96 %ig)

mit bidest. H,O ad 500 mL

Durchfihrung
& die Blotmembran entsprechend der Gréfe der Gele zurechtschneiden
& Graphitkathode mit bidest. Wasser anfeuchten
& 4 Lagen Haushaltsticher mit Kathodenpuffer trénken und auf die Kathode legen
& aus der Gel-Kasette entnommenes Gel auf die blauen Haushaltsticher legen
& Blotmembran in Anodenpuffer Il tranken und luftblasenfrei auf das Gel legen
& Bereiche - an denen kein Transfer erfolgen soll - mit Kunstoffstreifen abdecken
& 2 Lagen Haushaltsticher mit Anodenpuffer Il tranken und auf Blotmembran legen
& 4 Lagen Haushaltsticher mit Anodenpuffer | tranken und auf den Stapel legen
& Luftblasen aus dem Stapel rollen
& mit bidest. Wasser angefeuchtete Graphitanode auflegen
& Semidry-Blot unter den folgenden Bedingungen durchfihren:
= SDS-Gel = |EF-Gel

30 Volt - 15 Volt

0.8 mA/cm? - 0.25 mA/cm?

80 min - 130 min

NC-Membran bei RT trocknen lassen und anschlieBend entsprechend farben
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7.9.2 Semidry-Blot auf PYDF-Membranen
Die Durchfihrung erfolgt analog nach WARD et al. [1990].

verwendete L&sungen

Elektrodenpuffer (pH 11) 554 mg  CAPS ((3-Cyclohexyl-amino)-1-propansulfonséure)
10 mmol/L CAPS 25 mL  Methanol
10 % Methanol

mit bidest. Wasser ad 250 mL

Durchfihrung

& SDS-PAGE bzw. IEF analog 7.6 bzw. 7.7 durchfihren

& PVDF-Blotmembran zurechtschneiden & einige Sekunden mit Methanol befeuchten
& 15 min in Elektrodenpuffer équilibrieren

& SDS-PAGE-Gel 30 min in Elektrodenpuffer lagern

& Graphitkathode mit bidest. Wasser anfeuchten

& 6 Lagen Haushaltstiocher in Elektrodenpuffer tranken und auf die Kathode legen

& Gel auf die Tucher legen

& Blotmembran luftblasenfrei auf das Gel legen

& freie Stellen - an denen kein Transfer erfolgen soll - mit Kunststoffstreifen abdecken
& 6 Lagen Haushaltsticher in Elektrodenpuffer tréinken und auf Blotmembran legen
& Luftblasen aus dem Stapel rollen

& angefeuchtete Graphitanode auflegen

& Blotbedingungen:

& 30 Volt

& 0.8 mA/cm?

&~ 70 min

& Membran bei RT trocknen und anschlie3end zur Férbung einsetzen
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Immunoblot
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Die immunochemische Detektion erfolgt unter Anwendung des Verstérkersystems nach VIETHS et al.

[1992a].

verwendete L8sungen

PBS (pH 7.4): 7.95¢g
1.44 g

0.2¢g
0.2¢g

Blockierlésung: 59

5% Magermilchpulver 100 uL

0.1 % Tween 20

0.01 mol/L PBS

Inkubationspuffer: 100 mg

0.1 % BSA 50 uL

0.05 % Tween 20

0.01 mol/L PBS

Waschpuffer: 50 uL

0.05 % Tween 20

0.01 M PBS

Patientenseren: 1:14

Anti-Human-IgE: 1:4000

Ar?h-.qu'\mchen-IgG 1.6000

(biotinyliert):

Streptavidin-HRP: 1:20000

Umpufferldsung (pH 6.0): 121.2 mg

0.01 mol/L Tris

Farbelésung: Lésung 1:

(frisch ansetzen)

Lésung 2 (pH 5.0):

NaCl

Na,HPO,

KH,PO,

KClI

mit bidest. H,O ad 1000 mL

Magermilchpulver
Tween 20

mit PBS ad 100 mL
BSA
Tween 20

mit PBS ad 100 mL
Tween 20

mit PBS ad 100 mL
in Inkubationspuffer

in Inkubationspuffer
in Inkubationspuffer

in Inkubationspuffer

Tris

in 80 mL bidest. H,O lésen
mit 4 mol/L HCI auf pH 6.0 einstellen
mit bidest. H,O ad 100 mL

24 mg TMB (3,3',5,5" -Tetramethylbenzidin)

80 mg DONS (Dioctylnatriumsulfosuccinat)
mit Ethanol (96 %ig)ad 10 mL

0.94 g Citronensdure

1.82g Na,HPO, 2 H,0O

in 80 mL bidest. H,O |5sen
pH 5.0 einstellen
mit bidest. H,O ad 100 mL

Farbeldsung 1 und 2 im Verhélinis 1:3 mischen
20 uL H,0, zu je 40 mL Farbelésung geben
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Durchfihrung

(77 7 7 78 7 72 7 /N /A 7 N 7 78 78 7

Proteine analog 7.6 bzw. 7.7 auftrennen
Semidry-Blot entsprechend 7.9.1 durchfohren

Blotmembran trocknen lassen

NC-Membran in ca. 0.4 cm breite Streifen schneiden und in Férbekammer einlegen

unspezifische Férbung 2 mal 15 min mit Blockierlésung unterbinden
Uber Nacht mit Patientenserum inkubieren

dreimal fur je 5 min mit Waschpuffer waschen

1 h mit anti-Human-IgE inkubieren

mit Waschpuffer 3 mal 5 min spilen

1 h mit anti-Kaninchen-IgG inkubieren

mit Waschpuffer 3 mal 5 min spilen

20 min mit HRPkonjugiertem Streptavidin inkubieren

mit Waschpuffer 3 mal 5 min spilen

1 min mit Umpufferlésung konditionieren

ca. 5 min. mit Férbelésung - bis zur ausreichenden Farbung - behandeln
trocknen und digital archivieren

7.11  Immunoblot-Inhibition

Diese Detektion wird entsprechend VIETHS et al. [1995b] durchgefihrt.

verwendete Lésungen

Entsprechend 7.10

Durchfihrung
& Semidry-Blot analog 7.9.1 durchfihren
& NC-Membran in Streifen schneiden
& 2 mal 15 min. mit Blockierldsung behandeln
& Proteinextrakte auf 400 ug/mL mit bidest. Wasser einstellen =Inhibitorlésung
& zeitgleich:
=  pro zu inhibierenden NC-Streifen 100 uL Poolserum mit je 200 ulL Inhibitorlésung
versetzten und mit Inkubationspuffer ad 1.5 mL verdinnen
= zudem 100 ulL Poolserum mit 200 uL Ovalbuminlsg. (1 mg/mL in Inkubationspuffer)
und 1.2 mL Inkubationspuffer versetzten = unspezifische Inhibition
& jeweils 1 h bei Raumtemperatur vorinkubieren, dann auf die Streifen geben
& je 1 Streifen ohne Inhibitor und 100 uL Poolserum bzw. Kontrollserum sowie 1.4 mL
Inkubationspuffer behandeln
& Inkubation mit jeweiliger Inhibitorlésung Uber Nacht
& Immunochemische Detektion entsprechend 7.10
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7.12  Profilinnachweis

Der Nachweis auf Profilin wird nach der Methode von VIETHS et al. [1994a] und FAH et al. [1995]
durchgefihrt.

verwendete L8sungen

Anti-Kaninchen-Birnen-Profilin: ~ 1:10000 in Inkubationspuffer

Durchfihrung

& Immunoblot — entsprechend 7.10 — bis zur Blockierung durchfGhren
& Ober Nacht mit rekombinantem Anti-Birnen-Profilin inkubieren
& wie unter 7.10 beschrieben férben

7.13  Unspezifische Farbung der Proteine im Gel
7.13.1  Silberfarbung
Die Durchfihrung dieser Férbung entspricht der Methode nach HEUCKESHOVEN & DERNICK [1986].

verwendete Lsungen

Fixierlésung: 15 mL  Ethanol (96 %ig)
(frisch ansetzen 1) 5mL Eisessig

mit bidest. H,O ad 50 mL

Inkubationslésung: 15 mL  Ethanol (96 %ig)
3.4 g Natriumacetat
O..l g N025203 - 5 Hzo
300 uL  Glutardialdehyd (25 %ig)
mit bidest. H,O ad 50 mL
Versilberungsldsung: 0.1g AgNGQ;
10 uL  Formaldehyd (37 %ig)

mit bidest. H,O ad 50 mL

Entwicklungslésung: 1.25g Na,COq
(pH 11.8) 5uL  Formaldehyd (37 %ig)

mit bidest. H,O ad 50 mL
Stopldsung: 0.93 g Titriplex Il

mit bidest. H,O ad 50 mL
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Durchfihrung

Rrrr R R R rwrrr

7.

Proteinauftrennung wie in Kapitel 7.6 bzw. 7.7 beschrieben
Gel in eine Kunststoff- oder Glaswanne Uberfihren

mind. 30 min mit Fixierlsg. behandeln

anschlieBend mind. 30 min mit Inkubationslsg. konditionieren
fonfmal fur je 5 min mit bidest. H,O waschen

20 min mit Versilberungslésung inkubieren

1 min mit bidest. H,O waschen

1 min mit Entwicklungslsg. spulen

3-7 min mit Entwicklungslsg. - bis Banden gut sichtbar sind - behandeln
15 min mit der Stoplésung behandeln

digitalisieren

13.2  Coomassie-Brilliant-Blue (CBB)-Férbung

Die Farbung erfolgt analog der Vorschrift nach FLING & GREGERSON [1986)].

verwendete Lsungen

Fixierende Férbelsg.: 0.5g Coomassie R-250
50 % Ethanol 250 mL  Ethanol (96 %ig)
12 % Eisessig 60 mL Eisessig

0.1 % Coomassie R-250
mit bidest. H,O ad 500 mL
Entférbelsg.: 90 mL  Ethanol (96 %ig)

18 % Ethanol 40 mL  Eisessig

8 % Essigsdure
mit bidest. H,O ad 500 mL

Durchfihrung

74 772 74 7Nl 74

Proteine entsprechend 7.6 bzw. 7.7 auftrennen

Gel in eine Kunststoffwanne Uberfihren

Uber Nacht mit Farbelsg. versetzen

Hintergrund des Gels mit Entférbelsg. bis zum Hervortreten der Proteinbanden entférben
Entfarbevorgang durch Zugabe von Cellulosetiichern beschleunigen

Digital archivieren
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7.14  Unspezifische Farbung von Proteinen auf Membranen
7.14.1  Brilliant Black-Férbung auf NC-Membranen

Die unspezifische Visualisierung der Proteine auf Membranen erfolgt modifiziert nach HANCOCK &
TSANG [1983].

verwendete L&sungen

NaOH-Lsg.: 8.0g NaOH
0.2 mol/L
mit bidest. H,O ad 1000 mL

PBS-Tween-Lsg.: 9.76 g NaCl
2.9g Na,HPO,
0.24g NaH,PO,

0.Tg NaN,
0.5mL Tween 20

mit bidest. H,O ad 1000 mL

Farbelsg.: 250 uL  Brilliant-Black-Tinte
2.5mL Eisessig

mit PBS-Tween-Lsg. ad 250 mL

Durchfihrung

& Proteine entsprechend 7.6 bzw. 7.7 auftrennen
Semidry-Blot analog Kapitel 7.9.1 durchfihren
Membran in NaOH-Lsg. 5 min &quilibrieren
mit PBS-Tween-Lsg. viermal 10 min waschen

R or v r

mit Férbelsg. — bis zur ausreichenden Visualisierung der Proteine - behandeln

7.14.2  Coomassie-Brilliant-Blue-Farbung auf PYDF-Membran
Die CBB-Féarbung erfolgt in nach der Methode von WARD et al. [1990].

verwendete Lésungen

Fixierende Férbelsg.: 0.5g Coomassie R-250
50 % Methanol 250 mL  Methanol
12 % Eisessig 60 mL | Eisessig

0.1 % Coomassie R-250
mit bidest. H,O ad 500 mL

Entférbelsg.: 50 mL  Methanol

50 % Methanol
mit bidest. H,O ad 100 mL
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Durchfihrung

Semidry-Blot entsprechend 7.9.2 durchfohren

PVDF-Membran mit dest. H,O spilen

Fir einige Sekunden mit Methanol konditionieren

1-2 min mit Férbelsg. behandeln

bis zur Entférbung des Hintergrundes mit Entférbelsg versetzen
mit dest. H,O spuUlen

e rr rvrwr

Membran bei RT trocknen
7.15  Nachweis von Kohlenhydratstrukturen

7.15.1  Periodséure-Schiff (PAS)-Farbung
Dieser Nachweis erfolgt nach MUHLAU [2000].

verwendete Lsungen

Fixierlésung: 70 mL  Methanol
70 % Methanol 10 mL  Essigséure
10 % Essigséure
mit dest. H,O ad 100 mL

Periodl&sung: 7 mL  Essigséure
30 % Essigsdure 1g Periodséure
1 % Periodséure
mit dest. H,O ad 100 mL

Schiffs-Reagenz: Fertiglésung

Durchfihrung

Proteine entsprechend 7.6 bzw. 7.7 auftrennen

30 min mit Fixierlsg. behandeln

5 min mit bidest. H,O waschen

Uber Nacht bei 4 °C unter Lichtausschluf mit Schiffs-Reagenz behandeln
Hintergrund des Gels bidest. H,O bis zum Hervortreten der Banden entférben

wrrv rv v

digitalisieren
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7.15.2  Periodatspaltung

Der Nachweis von Kohlenhydratstrukturen mittels Periodatspaltung erfolgt nach der Methode von VIETHS
et al. [1995b].

verwendete L8sungen

Periodatlésung; pH 5.0: 2.13g NalO,
0.1 mol/L 0.08 g Natriumacetat
0.01 mol/L.
ad 100 mL mit bidest. H,O
Deaktivierte Periodatlésung: 2.13g NalO,
0.1 mol/L 0.08 g Natriumacetat
0.01 mol/L 091 g Sorbit
0.05 mol/L
ad 100 mL mit bidest. H,O
Sorbitlsg.: 0.91 g Sorbit
0.5 mol/L

ad 100 mL mit bidest. H,O

Durchfihrung

& Immunoblot - analog 7.10 - bis zum Blockieren durchfihren

& Je 1 Blotstreifen mit je 1.5 mL Periodatldsung bzw. deakt. Periodatlésung 2 h im Dunkeln
inkubieren

Reaktion durch Zugabe von 1.5 mL Sorbitlésung unterbrechen

dreimal mit Inkubationspuffer waschen

Streifen mit Patientenseren inkubieren

wor r r

entsprechend Kapitel 7.10 anférben

7.15.3 Lectin Blot

Der Nachweis auf Kohlenhydratstrukturen unter Verwendung von biotynilierten Lectinen wird in
Anlehnung an die Methode von VIETHS et al. [1994b] durchgefihrt.

verwendefte Lésungen

biotinylierte Lectine: Con A, PNA und RCA

Lectinlésungen: 1 mg der biotinylierten Lectine in T mL PBS aufnehmen
und 1:1000 in Inkubationspuffer (2 1 ug/mlL)

Durchfihrung

& Immunoblot — entsprechend 7.10 — bis zur Blockierung durchfohren
& 1 h mit jeweiliger Lectinlsg. inkubieren
& wie unter 7.10 beschrieben férben
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7.15.4  Nachweis mittels Affinitétschromatographie

Der Nachweis von Kohlenhydratstruktur mittels einer spezifischen Affinitdtschromatographie unter
Verwendung der Lectine Con A, WGA und RCA erfolgt entsprechend den Methoden von CARTELLIERI
[2002]. Die Durchfthrung der Affinitétschromatographie erfolgte am GKSS-Forschungszentrum

Geesthacht.
AC-Bedingungen
WGA-Tréager RCA-Tréger
Pumpe: Merck Hitachi Pump L-7100
Detektor: Merck Hitachi DA-Detector L-7450
Messwellenlénge: A= 214 nm
Auswerteinheit: Auswertesoftware HSM (HPLC System Manager) Merck Hitachi
Probenaufgabevolumen: 0.67 mL
Trennsdule WGA-Toyopearl! RCA-Silica
Adsorptionspuffer: 0.01 mol/L Phosphatpuffer 0.01 mol/L Phosphatpuffer
0.15 mol/L NaCl 0.15 mol/L NaCl
pH 7.2 pH 7.2
Elutionspuffer: 0.2 mol 0.1 mol/L
N-Acetylglucosamin Lactose
im Adsorptionspuffer im Adsorptionspuffer
Probe: SEC-Retenate
Flow: 0.3 mL/min
Durchfihrung
& Extraktion der Proteine geméaf 7.2.1

N
N
N

zur Abtrennung von stérenden Zuckern den Extrakt Gber die SEC-Séule (siehe 7.16.2) geben
SEC-Retenate dialysieren
zur Affinitétschromatographie einsetzen
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7.16  Methoden zur Proteinisolatiierung
7.16.1 IEC

Die Proteinisolierung tGber die IEC erfolgt in Anlehnung an die Methoden nach BALESTRIERI et al. [1990],
MOLLER [1997] & SEPPALLA et al. [1999]. Die Proteinextraktion erfolgt geméaf der
Tieftemperaturextraktion unter Verwendung des Tris-HCI-Puffers anstatt des in 7.2.1 beschriebenen PBS,
um zusétzliche Salze zu vermeiden.

IEC-Bedingungen
Pumpe: Merck Hitachi Pump L-7100
Detektor: Merck Hitachi UV-Detector L-7400
Messwellenléange: A= 214 nm
Auswerteinheit: PC, Chrom Star 4.14

Probenaufgabevolumen: |1 mL — Probenschleife

Trennsdule Source™ 15 Q, 5.50 x 10 mm

Eluent A: 0.02 mol/L Tris-HCL, pH 8.0

Eluent B: 0.02 mol/L Tris-HCL & 0.5 mol/L NaCL, pH 8.0
Gradient: 0-5 min 100 % Eluent A

5-70 min linear auf Eluent A/ B; 75% /25 %
70-80 min linear auf 100% Eluent B
80-81 min 100 % Eluent B
81-85 min linear auf 100 % Eluent A
85-100 min 100 % Eluent A, Equilibration

Probe: Proteinextrakt aus dem Acetonpulver (mittels Eluent | extrahiert)
Flow: 1 mL/min
Kalibrierung

& Standardprotein gemdfB Tab. 7-2 ad 100 mL Eluent A [8sen
& 1 mL der Ldsung injizieren und geméf obenbeschriebenen Bedingungen trennen

Tab. 7-6: Kalibrierung der IEC-Séule

Standardprotein Einwaage ol Retentionszeit
[mg/100 mlL] [min]
Myoglobin 8.1 7.4 5.6
Conalbumin 22.3 6.1 39.3
a-Lactalbumin 2.2 4.8 59.2
Ovalbumin 9.1 4.6 70.7
Amyloglucosidase 8.1 3.5 97.2
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7.16.2 SEC

Die Proteinisolierung Gber die SEC erfolgt modifiziert nach HAGEL et al. [1989].

SEC-Bedingungen
Pumpe: Merck Hitachi Pump L-7100
Detektor: Merck Hitachi UV-Detector L-7400
Messwellenlénge: A= 214 nm
Auswerteinheit: PC, Chrom Star 4.14

Probenaufgabevolumen: |1 mL — Probenschleife

Trennséule Sephacryl S 100, 250 x 10 mm
Eluent : 0.03 mol/L NaCL; 0.01 mol/L Na,HPO, - 2 H,O ; pH 7.0
isokratisch
Probe: Dialysierte Retanate der IEC
Flow: 1 mL/min
Kalibrierung

& Standardprotein gemdf Tab. 7-3 ad 100 mL Eluent A 18sen
& 1 mL der Standardldsung injizieren und geméf obigen Bedingungen trennen

Tab. 7-7: Kalibrierung der SEC-Séule

Standardproein Einwaage Molekulargewicht Retentionszeit
[mg/100 mL] [kDa] [min]
Rinderserumalbumin 2 67.0 25.9
Ovalbumin 2 43.0 33.8
Ribonuclease A 2 13.7 54.5
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7.16.3 RP-HPLC
Die Proteinisolierung an einer Umkehrphasen (RP)-Séule erfolgt modifiziert nach FAHLBUSCH et al.
[1995].
RPC-Bedingungen
Pumpe: Merck Hitachi Pump L-7100
Detektor: Merck Hitachi UV-Detector L-7400

Messwellenlénge:

A= 214 nm

Auswerteinheit:

PC, Chrom Star 4.14

Probenaufgabevolumen:

1 mL — Probenschleife

Trennsdule Source™15 RPC, 60 x 10 mm

Eluent A: 0.1 mol/L TFA

Eluent B: Acetonitril

Gradient: 0-30 min linear auf Eluent A/ B; 50 % / 50 %
30-35 min linear auf Eluent A/ B; 20 % / 80 %
35-40 min 100 % Eluent A, Equilibration

Probe: Dialysierte Retanate der IEC

Flow: 1 mL/min

7.17  Dialyse

Das Entsalzen der Retenate der IEC und SEC erfolgt mit Slide-A-Lyzer® 10 K Dialyse-Kammern der

Firma Pierce (Rockford, USA) unter Einhaltung der entsprechenden Vorschriften.

& Lyophilisierte Retanate in 1 - 2.5 mL bidest. H,0 aufnehmen und in die Dialyse-Kammer injizieren
& Uber Nacht bei 4°C gegen bidest. H,O dialysieren

<& Dialysat lyophilisieren

& Fur weitere Untersuchungen in bidest. H,O aufnehmen

7.18 N-terminale Sequenzierung

Durchfihrung

& PVDF-Membran analog Kapitel 7.14.2 unspezifisch anférben

Entsprechende Proteinbanden mittels Skalpell ausschneiden

N\
& In Eppendorftubes Gberfihren und zur Sequenzierung geben —Proteinmindestmenge: 50 pmol
<& Die Auswertung erfolgt Gber eine Datenbankrecherche im Internet — z.B. SWISSPROT
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Charakterisierung der verwendeten Patientenseren

Tab. 7-8: Patientenseren

EAsT-Klasse — .. Allergenbanden
Nr. Patient (.;hrg B Spez. IgE-Gehalt Klinische im Immunoblot
eschl. [U/mL] Symptome [kDal]
1 BG 56 - o 3-5.753 kA 14; 43; 50; 65; 70
2 BN 78 -9 2 -2,436 JM,AT,E,RH 43
3 DA 72 .o 2 -2.094 RH 14; 26; 43; 50
4 DR 65 -0 2-0.752 SL, JIM 14; 26; 30; 43
5 EH 69 -9 2-0,719 kA 43; 50; 70
6 GC 70 -9 2-0,787 E, U, RH 43; 50; 65; 70
7 HI 57 -9 3- 6,241 kA 14; 36; 43
8 HKD 54 - & 3.12.517 E UB, UT 26; 28; 30; ?;% 43; 50; 65;
9 HU 47 -9 3-5,125 SB,AT, E 14; 26; 30; 36; 43; 65; 70
10 KG 64 -9 2 -1.338 IM 43; 65; 70
1 KJ 69 - o 3-14.563 kA 14; 26; 36; 43; 65; 70
12 KK 55-9 2-1.749 SL 36
13 KR 85 -0 2 -2.581 BS, UB, KB 43
14 KS 50.9 2. 9129 £ UT 14; 20; 26; 28; 30; 36; 43;
! 50; 65; 70
15 LK 42 - 2 -3.257 RH < 14; 43
16 MM 54 - o 2 - 1,247 kA 14; 43
17 PE 69 - @ 2-0.928 N, AT,BS 30; 36; 43
18 RA 68 -9 2-0,763 uTt 26; 43
19 RC 62 -9 2-0,958 uT 26
20 RF 53-0 4-60.18 0B, Ut | 2030 ?;%; 43 50: 65
21 RH 64 - & 2-2.093 N, SB, AT,JM, U 14; 43; 70
22 RT 73-0 2-0,777 ND, JM,AT 14; 43
23 SA 58 -0 3 - 6,807 IM, SL, E 14; 20; 26; 28; 30; 36, 43;
! e 50; 65; 70
24 SDo 65 -9 2-1,872 E, IM 18; 26; 43
25 SD 74 - o 2-0.825 kA 43; 50; 65; 70
26 SF 67 - o 2-0,936 E, JM, UB,SB 43; 50; 65; 70
27 SH kA -9 2-1,338 uT 43
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EAsT-Klasse — .. Allergenbanden
. Jhrg — Klinische .
Nr. Patient Geschl Spez. IgE-Gehalt Symbtome im Immunoblot
' [U/mL] it [kDa]
28 S| 68 -9 2-1,802 IM, RH 14; 26; 30; 43
29 SL 72 -0 2-1,084 JM, BH 14; 43
30 Wi 44 - & 2 - 1.445 IM, E, SB 14;26; 30; 36; 43; 65; 70
31 WP 48 - o 2-1.356 kA 14; 26; 30; 36; 43; 65; 70
32 WS 44- o 3-4.030 JM, AT,SB 43;70
33 WU 41 -9 3-4.493 UT,SB 30; 36; 43; 70

kA: keine Angabe
RH: Rhinitis
SL: Schwellung der Lippen
E: Ekzeme
ND: Neurodermitis
SB Schluckbeschwerden
KB: Kreislaufbeschwerden

AT: Augentréne

n

BS: Bauchschmerzen

JM: Jucken im Mundbereich

UT: Urtikaria
AT: Atemnot
UB: Ubelkeit

BH: Brennen im

Hals

Tab. 7-9: Zusammensetzung des Poolserums

Poolserum

Serenzusammensetzung

Tomate

DR, HDH, KR, KS, LK, PE, RH, RF,
WIJ, WS, wWu

Tab. 7-10: Zusammensetzung des Poolserums der Untersuchungen zur Kreuzreaktivitét

EAsT-Klasse - spez. IgE-Gehalt [U/mL]

Seren
Tomate Kartoffel Paprika Sellerie Litchi
HKD, RF, WU, SL, KS, HI, 3 3 3 2 2
UH, AS, WS 5.368 5.455 4.694- 2.846 3.185
AE
41 -9
EAsT-Klasse - Spez. IgE-Gehalt [U/mL]
Seren
Banane Apfel Haselnu3 Ei
HKD, RF, WU, SL, KS, HI, 3 2 2
UH, AS, WS 3.363 2.856 2.362 ) )
AE 4
41 -9 N i i >75
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In nachstehender Tabelle sind alle untersuchten Tomatenvarietaten unter Angabe ihrer

besonderen Merkmale aufgefihrt.

Tab. 7-11 Ubersicht Gber die verwendeten Tomatenvarietéten

e Reifungs- bzw. Anbaugebiet besondere Merkmale
Varietat .
Phénotyp Merkmale
Deutschland
Balkonst Buscht t --
«Balkonstar» uschtomate Vier & Marschland
«Roman Buschtomate Deutschland pflaumenférmige Form
Buschtomate Deutschland
T Trefl eriffelte Form
«logo frefien Fleischtomate Vier & Marschland oent
«Flamme» Stabtomate Deutschland --
Deutschland
Estrell Stabt t --
«rsirefian ablomaie Vier & Marschland
St ht t
«El Salvador» ravehiomate Deutschland --
Cherrytomate
Sweet mill Stabtomate Deutschland fiefrote Frucht
«Sweet million» iefrote Fruc
Cherrytomate Vier & Marschland
«Tasty Tom» Strauchtomate Deutschland --
«Yellow King » Buschtomate Deutschland --
Deutschland
unbekannte Sorte Strauchtomate evisehian leuchtend rote Frucht

Vier & Marschland

7.21 Probenextrakte

In diesem Abschnitt sind sémtliche untersuchten Proteinextrakte mit ihren dazugehérigen, fur die
Elektrophorese, eingestellten Proteingehalten aufgefihrt; entsprechend den Abschnitten der Ergebnisse

sortiert.

Tab. 7-12: Allergencharakterisierung

Extrakt Methode Proteinkonzentration
[ug/mL]
«Balkonstar» SDS-PAGE 277
«Balkonstar» IEF 330
«Balkonstar» 2D-Elektrophorese 2533

-114-



7 Anhang

Tab. 7-13: Sortenvergleich

Proteinkonzentration
Extrakt Methode lug/mL]
«Balkonstar» SDS-PAGE 277
«Sweet million» SDS-PAGE 285
«Togo Trefle » SDS-PAGE 257
«Roman» SDS-PAGE 242
«Flamme» SDS-PAGE 328
«Estrellax» SDS-PAGE 245
«Yellow King » SDS-PAGE 257
unbekannte Sorte SDS-PAGE 382
«Tasty Tom» SDS-PAGE 300
«El Salvador» SDS-PAGE 259

Tab. 7-14: Reifung

Proteinkonzentration
Extrakt Methode Lg/ml]
«Balkonstar», grin SDS-PAGE 303
«Balkonstar»; orange SDS-PAGE 250
«Balkonstar», rot SDS-PAGE 277
«Balkonstar»; dunkelrot SDS-PAGE 267

Tab. 7-15: Tomatenbestandieile

Proteinkonzentration
kt thod
Extra Methode lug/mL]

SDS-PAGE 245

«Estrella»; Gesamtfrucht \EF 181
. SDS-PAGE 191

«Estrellax; Fruchtfleisch \EE 172
Ectrellan: S SDS-PAGE 369
«Estrella»; Samen \EF 283
Estrellan: Pl . SDS-PAGE 203
«Estrellax; Plazenta \EF 293
SDS-PAGE 361

«Estrellax»; Schale \EE 339
Estrella: Pul SDS-PAGE 154
«Estrella»; Pulpa \EE 275
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Tab. 7-16: Tomatenbestandteile, IB-Inhibition

elektrophoretisch | Proteinkonzentration Inhibitor Proteinkonzentration
getrennter Extrakt [ug/ml] [ug/mL]

«Estrella»; Gesamtfrucht | 205

«Estrella»; Fruchtfleisch | 196

«Estrella»; Samen 369 «Estrella»; Samen 190
! «Estrellax; Plazenta 210
«Estrellax; Schale 239

«Estrella»; Pulpa 218

Tab. 7-17: Profilinnachweis

Proteinkonzentration
Extrakt Methode Lg/ml]
«Estrella»; Gesamtfrucht Profilinblot 245
«Estrellax; Fruchtfleisch Profilinblot 191
«Estrella»; Samen Profilinblot 369
«Estrella»; Plazenta Profilinblot 203
«Estrellax»; Schale Profilinblot 361
«Estrellax»; Pulpa Profilinblot 154

Tab. 7-18: Nachweis von Kohlenhydratstrukturen im Gel und der Membran

Extraki Methode Proteinkonzentration
[ug/mL]
«Balkonstar» PAS-Férbung 277
«Balkonstar» Periodatspaltung 277
«Balkonstar» Lectin-Blot 277

Tab. 7-19: Nachweis von Kohlenhydratstrukturen
nach Affinitétschromatographie

Proteinkonzentration
Extrakt Methode lug/ml]
«Estrella» RCA; Durchlauf 39
«Estrella» RCA; Elution 97
«Estrella» WGA; Durchlauf 15
«Estrella» WGA,; Elution 51
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Tab. 7-20: in vitro Verdau; Tomate: unbekannte Sorte

Inkubationsdauer Proteinkonzentration
Extrakt E E konz. H-Wert
ra nzym nzymkonz pH-We [min] lug/ml]
nativ -- - - 439
M1 -- 1.2 120 340
M2 Pepsin 2 - 10° Units/L 1.2 120 349
M3 Pepsin 4+ 10° Units/L 1.2 120 461
M4 Pepsin 1 108 Units/L 1.2 120 284
M5 Pepsin 1+ 107 Units/L 1.2 120 289
i + 108 Uni . 12
D1 Pepsm 1 107 Un!’rs/L 1.2 0 159
Trypsin 2 - 107 Units/L 7.5 120
Pepsin 1+ 10° Units/L 1.2 120
b2 Pankreatin 1:25; E:F 7.5 120 85
Pepsin 1+ 10° Units/L 1.2 60
1
D3 Pankreatin 1:12.5; E:F 7.5 120 68
Pepsin 1+ 10° Units/L 1.2 60
D4 Pankreatin 1:12.5; E:F 7.5 120 293
Proteinase K | 185 + 10% Units/L 7.5 120
E:P Enzym:Frucht-Verhdltnis
Tab. 7-21: verwendete Enzyme
Enzvm Proteinkonzentration
i [ug/ml]
Pepsin 4900
Trypsin 200
Pankreatin 600
Proteinase K 450
Tab. 7-22: Kreuzreaktivitét
Proteink trati
Extrakt Sorte Methode roteinkonzeniration
[ug/mL]
Tomate «Balkonstar» SDS-PAGE 277
Kartoffel «Karlena» SDS-PAGE 347
Paprika «California wonder» SDS-PAGE 315
Sellerie unbekannt SDS-PAGE 403
Litchi «Mauritius» SDS-PAGE 240
Banane unbekannt SDS-PAGE 363
Apfel «Golden Delicious» SDS-PAGE 3620
Haselnuf «Neapler» SDS-PAGE 2100
Ei Trockenei SDS-PAGE 382
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Tab. 7-23: Kreuzreaktivitét, IB-Inhibition |

7 Anhang

elektrophoretisch | Proteinkonzentration Inhibitor Proteinkonzentration
getrennter Extrakt [ug/ml] [ug/mlL]
Tomate 245
Kartoffel 242
Paprika 219
Sellerie 196
Tomate 389 Litchi 189
Banane 203
Apfel 234
Haselnuf3 215
Ei 284
Tab. 7-24: Kreuzreaktivitat, IB-Inhibition Il
elektrophoretisch Proteinkonzentration Inhibit Proteinkonzentration
ibitor
getrennter Extrakt [ug/mlL] ° [lug/mlL]
Kartoffel
Kartoffel 403 arete 274
Tomate 221
Paprika 239
Paprik 394
apria i Tomate 221
Selleri 1
Sellerie 384 eere 75
Tomate 221
Litchi 204
Litchi 401
et Tomate 221
Banane 199
B 379
anane Tomate 221
Apfel 239
Apfel 406
pie Tomate 221
Haselnuf3 224
Haselnuf3 419 aselny
Tomate 221
Ei 229
Ei 421
I Tomate 221
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7.22  Ergebnisse der EAST-Inhibition

Tab. 7-25: Sortenunterschiede; Festphase: «Balkonstar»

7 Anhang

Inhibitor Konzentration  Extinktion Extinktion = Extinktion = Extinktion | Inhibition Cso-Wert
[ug/mlL] [Skt] OA [Ski] B, [Ski] NSB [Ski] [%] [ug/ml]

1394 0.175 96
139.4 0.298 90

«Balkonstar» 13.94 0.560 1.711 2.009 0.101 76 0.7
1.394 0.921 57
0.1394 1.339 35
0.01394 1.731 15
3512 0.233 93
351.2 0.645 71

«Togo Trefle » 35.12 0.983 1.711 2.009 0.101 >4 19.3
3.512 1.275 38
0.3512 1.466 28
0.03512 1.771 13
1909 0.217 94
190.9 0.558 76

«Sweet million» 19.09 0.934 1.711 2.009 0.101 26 10.3
1.909 1.388 33
0.1909 1.516 26
0.01909 1.727 15
3116 0.231 93
311.6 0.509 79

«Roman 31.16 0.916 1.711 2.009 0.101 >7 8.4
3.116 1.162 44
0.3116 1.539 25
0.03116 1.789 12
502 0.094 86
50.2 0.286 60

«Flamme» 5.02 0.554 0.752 0.742 -0.015 25 26.0
0.502 0.684 8
0.0502 0.784 0
621 0.058 90
62.1 0.215 70

«Estrella» 6.21 0.457 0.752 0.742 -0.015 38 14.7
0.621 0.632 15
0.0621 0.628 15
831.0000 0.189 95
83.1000 0.662 71
8.3100 1.074 49

«El Salvador» 0.8310 1523 1.711 2.009 0.101 25 9.2
0.0831 1.635 20
0.0083 1.852 8
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7 Anhang

Inhibitor Konzentration ~ Extinktion Extinktion = Extinktion = Extinktion Inhibition Cso-Wert
[ug/mL] [Skt] OA [Ski] B, [Skt] NSB [Ski] [%] [ug/mL]
460.0000 0.233 86
46.0000 0.379 60
«unbekannte 4.6000 0.550 30
Sortes 0.4600 0587 0.735 0.722 0.151 24 21.3
0.0460 0.642 14
0.0046 0.690 6
1358.0000 0.138 98
135.8000 0.349 80
13.5800 0.469 57
«Tasty Tom» 1.3580 0.728 1.355 1.325 0.109 44 3.9
0.1358 1.039 23
0.0136 1.253 6
450.0000 0.217 89
45.0000 0.368 65
) 4.5000 0.511 41
«Yellow King » 0.4500 0.583 0.744 0.762 0.153 29 10.7
0.0450 0.651 18
0.0045 0.647 19
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7 Anhang

Tab. 7-26: Reifung; Festphase: «Balkonstar», rot

inhibitor Konzentration = Extinktion Extinktion Extinktion Extinktion Inhibition Cso-Wert
[ug/mL] [Skt] OA [Ski] B, [Ski] NSB [Ski] [%] [ug/mlL]

1394 0.175 26
139.4 0.298 90

«BG”(S;SJ[GF»; 13.94 0.560 1.711 2.009 0.101 76 0.7
1.394 0.921 57
0.1394 1.339 35
1492 0.168 97
149.2 0.497 79

“BC‘”‘Cr’S;*C“”" 14.92 0.932 1.711 2.009 0.101 56 8.4
9 1.492 1.398 32
0.1492 1.589 22
995 0.165 97
99.5 0.448 82

«Balkonstar»; 9.95 0.941 1.711 2.009 0.101 56 5.5

orange

0.955 0.378 33
0.0955 1.513 26
1004 0.163 97
«Balkonstar»; 100.4 0.342 o

10.04 0.743 1.711 2.009 0.101 66 0.7
dunkelrot 1.004 1.000 53
0.1004 1.352 34
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7 Anhang

Tab. 7-27: Tomatenbestandteile; Festphase: «Estrella», Gesamtfrucht

Inhibitor Konzentration = Extinktion Extinktion = Extinktion = Extinktion | Inhibition Cso-Wert

[ug/mL] [Ski] OA[Skil  By[Ski]  NSB[Ski] [%] [ug/ml]
471 0.084 90
el 47.1 0.195 76
«Estrella»; 4.7 0.359 0.743 0.760 0.012 54 3.7
Gesamtfrucht
0.471 0.649 16
0.0471 0.685 10
510 0.054 94
el 51.0 0.147 82
«Estrellax; 510 0.327 0.743 0.760 0.012 58 3.0
Plazenta
0.510 0.581 24
0.0510 0.653 14
454 0.055 94
elle 45.4 0.155 81
«Estrellax; 454 0.398 0.743 0.760 0.012 48 5.2
Schale
0.454 0.525 31
0.0454 0.609 20
492 0.063 93
el 49.2 0.182 77
«Estrellan; 4.92 0.328 0743 0760  0.012 58 3.1
Fruchtfleisch
0.492 0.625 18
0.0492 0.697 8
406 0.056 94
el 40.6 0.238 70
« ;*pr;’”' 4.06 0.379 0.743 0.760 0.012 51 3.6
0.406 0.539 30
0.0406 0.604 21
496 0.400 48
el 49.6 0.612 20 <h
«Estrellay; 4.96 0.644 0.743 0.760 0.012 15 nict f
Samen erreicht
0.496 0.680 1
0.0496 0.742 2
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7 Anhang

Tab. 7-28: in-vitro-Magendauung; Festphase Tomate, nativ

Inhibit Konzentration = Extinktion Extinktion = Extinktion = Extinktion | Inhibition Cso-Wert
nhibrior [ug/mL] [Ski] OA [Ski] By [Ski]  NSB [Ski] [%] [ug/mL]
410.0000 0.207 90
41.0000 0.332 68
unbekannte 4.1000 0.442 49
Sorte, nativ 0.4100 0.592 0.613 0.722 0.151 23 4.6
0.0410 0.665 10
0.0041 0.689 6
466.0000 0.184 94
46.6000 0.299 74
Oh”]e:)PePS_'“ 4.6600 0.440 . ’) 151 49 .
t» 120 min 0.4660 0.625 0.613 0.7 0.15 17 .9
pH»>» 1.2
0.0466 0.620 18
0.0047 0.687 6
299.0000 0.269 92
mit Pepsin 29.9000 0.642 49
¢»2-10° U/kg 2.9900 0.890 21
t» 120 min 0.2990 1.021 1.052 1.079 0.195 7 50.9
pH»> 1.2 0.0299 1.023 6
0.0030 1.125 0
344.0000 0.194 100
mit Pepsin 34.4000 0.524 63
c> 4:10° U/kg 3.4400 0.895 21
oH» 1.2 . 0.996 1.052 1.079 0.195 9 17.0
> 120 min 0.0344 1.031 5
0.0034 1.038 5
332.0000 0.225 97
mit Pepsin 33.2000 0.580 56
> 1-10° U/kg 3.3200 0.975 12
t» 120 min 0.3320 1.097 1.052 1.079 0.195 0 238
pH»>» 1.2 0.0332 1.106 0
0.0033 1.132 0
110.0000 0.475 68
) . 11.0000 0.864 24
mit Pepsin
c>» 1107 U/kg 1.1000 1.081 0
t> 120 min 0.1100 1.059 1.052 1 1.079 1 0.195 2 42.2
pH»> 1.2 0.0110 1.117 0
0.0011 1.077 0
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7 Anhang

Fortsetzung Tab. 7-28
Inhibitor Konzentration ~ Extinktion Extinktion = Extinktion = Extinktion Inhibition Cso-Wert
[ug/mL] [Ski] OA[Skif  B,[Skil  NSB [Ski] [%] [ug/ml]
267.0000 0.654 12
26.7000 0.703 3 )
Pepsin 2.6700 0654 0683 0722  0.151 12 e:r:itL’r
0.2670 0.726 0
0.0267 0.709 2
Tab. 7-29: in-vitro-Darmdauung; Festphase Tomate, nativ
Inhibitor Konzentration = Extinktion = Extinktion = Extinktion = Extinktion  Inhibition Cso-Wert
[ug/mL] [Ski] OA[Skif  B,[Ski  NSB[Ski] [%] [ug/ml]
399.0000 0.332 76
Trypsin 39.9000 0.572 44
c»2:107 U/k 3.9900 0.680 30
t>» 120 ming 0.3990 0.822 0.837 0.901 0.153 11 61.3
pH»> 7.5 0.0399 0.837 8
0.0040 0.824 10
460.0000 0.234 86
Pankreatin 46.0000 0.484 42
1:25 4.6000 0.550 30
t>» 120 min 0.4600 0.602 0.613 0.722 0.151 21 711
pH»> 7.5 0.0460 0.642 14
0.0046 0.690 6
493.0000 0.279 83
Pankreatin 49.3000 0.561 45
1:12.5 4.9300 0.747 21
t» 120 min 0.4930 0.792 0.837 0.901 0.153 15 64.9
pH»> 7.5 0.0493 0.842 8
0.0049 0.867 4
468.0000 0.334 76
Proteinase K 46.8000 0.621 37
.102 4.6800 0.867 4
C”f5] ;8 m%kg 0.4680 ogss 0837 0.901 0.153 ) 99.3
pH» 7.5 0.0468 0.913 0
0.0047 0.884 2
173.0000 0.731 6
17.3000 0.729 7
. 1.7300 0.774 0 nicht
Trypsin 0.1730 0730 0786 0.772 0.128 7 erreicht
0.0173 0.734 6
0.0017 0.814 0
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7 Anhang

Fortsetzung Tab. 7-29

Inhibitor Konzentration = Extinktion  Extinktion = Extinktion = Extinktion  Inhibition Cso-Wert

lug/ml] [Ski] OA[Sk]  B,[Skf  NSB[Ski] [%] [ug/mL]
128.0000 0.666 16
12.8000 0.686 13
) 1.2800 0.734 6 nicht
Pankreatin 0.1280 0.694 0.786 0.772 0.128 12 orreicht
0.0128 0.789 0
0.0013 0.874 0
153.0000 0.740 5
15.3000 0.697 12
] 1.5300 0.738 5 nicht
Proteinase K 0.1530 0.768 0.786 0.772 0.128 1 erreicht
0.0153 0.785 0
0.0015 0.803 0

Tab. 7-30: Kreuzreaktivitéten |; Festphase Tomate

Konzentration ~ Extinktion Extinktion = Extinktion = Extinktion Inhibition Cso-Wert

Ibiferiss [ug/mL] [Skf] OA[Sk]  B,[Sk]  NSB[Ski] (%] lug/ml]
211 0.1355 90
21.1 0.2150 68
Tomate 2.11 03285 = 0465 = 0099  0.458 37 1.7
0.211 0.4010 17
0.0211 0.4010 8
30.4 0.195 75
3.04 0.258 58
Kartoffel 3.04 0363  0.465 0099  0.458 37 12.7
0.304 0.430 7
0.0304 0.525 0
2520 0.151 86
252 0.194 74
Paprika 25.2 0265 0465 0099  0.458 55 16.8
2.52 0.360 29
0.252 0.482 0
388.0000  0.344 89
38.8000  0.874 53
' 3.8800 1.297 30
Sellerie 3880 598 1510  1.808  0.138 s 22.6
0.0388 1.544 10
0.0139 1.671 10
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Fortsetzung Tab. 7-30

7 Anhang

Inhibitor Konzentration = Extinktion Extinktion = Extinktion = Extinktion | Inhibition Cso-Wert
[ug/ml] [Ski] OA [Ski] B, [Ski] NSB [Ski] [%] [ug/mlL]
315.0000 0.616 71
31.5000 1.266 32
o 3.1500 1.660 9
Litchi 0.3150 1.826 1.510 1.808 0.138 0 88.8
0.0315 1.898 0
0.0032 1.847 0
303.0000 0.558 75
30.3000 1.320 29
3.0300 1.426 23
Banane 0.3030 1850 1.510 1.808 0.138 0 86.5
0.0303 1.889 0
0.0139 1.931 0
338.0000 0.396 85
33.8000 1.032 46
3.3800 1.530 17
Apfel 0.3380 1759 1.510 1.808 0.138 3 41.8
0.0338 1.939 0
0.0034 1.985 0
375.000 0,839 57
37.500 1,233 34
3.750 1,535 16
Haselnuf3 0.3750 1 752 1.510 1.808 0.138 3 171.6
0.0375 1,713 6
0.037 1,736 4
402.0000 1.824 0
40.2000 1.835 0
. 4.0200 1.819 0 i
Ei 0.4020 a7y 1570 1.808 0138 . er“r';m
0.0402 1.849 0
0.0040 1.894 0
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7 Anhang

Tab. 7-31: Kreuzreaktivitéten II; Festphase: verschiedene Gemise & Frichte

Inhibitor Konzentration = Extinktion Extinktion = Extinktion = Extinktion | Inhibition Cso-Wert
[ug/mlL] [Ski] OA[Ski]  B,[Skif  NSB [Ski] [%] [ug/mlL]
211.0000 0.133 96
¢ 21.1000 0.229 73
artoffel; 2.1100 0346 0590 = 0536  0.117 45 5.9
homolog 0.2110 0.428 26
0.0211 0.513 6
304.0000 0.181 85
30.4000 0.262 65
«Balkonstars 3.0400 0.353 0.590 0.536 0.117 44 3.1
0.3040 0.500 9
0.0304 0.561 0
123 0.1440 93
. 12.3 0.2620 65
aprika; 1.23 03465 0589 = 0536  0.116 45 4
homolog 0.123 0.4885 1
0.0123 0.6050 0
282 0.1480 92
28.2 0.2385 71
«Balkonstar» 2.82 0.3439 0.589 0.536 0.116 46 2.1
0.282 0.4555 19
0.0282 0.5240 3
473.0000 0.291 99
47.3000 0.373 65
Sellerie; 4.7300 0.463 28
homolog 0.4730 0.527 0.575 0.530 0.288 : 18.7
0.0473 0.526 2
0.0047 0.578 0
368.0000 0.286 101
36.8000 0.374 64
3.6800 0.465 27
«Balkonstars 0.3680 0513 0.575 0.530 0.288 7 15.2
0.0368 0.520 4
0.0037 0.472 24
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Fortsetzung Tab. 7-31

7 Anhang

Inhibitor Konzentration  Extinktion Extinktion =~ Extinktion = Extinktion  Inhibition Cso-Wert
[ug/ml] [Ski] OA [Ski] B, [Ski] NSB [Ski] [%] [ug/ml]
422.0000 0.208 87
42.2000 0.335 50
Litchi; 4.2200 0.395 32
homolog 0.4220 0.481 0.470 0.505 0.165 1 42.2
0.0422 0.503 1
0.0042 0.536 0
368.0000 0.254 74
36.8000 0.366 41
3.6800 0.405 29
«Balkonstar» 0.3680 0.454 0.470 0.505 0.165 15 69.3
0.0368 0.513 0
0.0037 0.511 0
297.0000 0.270 84
29.7000 0.685 34
Banane; 2.9700 0.988 0
homolog 0.2970 0.966 1.019 0.967 0.142 0 61.3
0.0297 1.002 0
0.0030 1.014 0
457.0000 0.327 78
45.7000 0.549 51
4.5700 0.689 34
«Balkonstar» 0.4570 0.803 1.019 0.967 0.142 20 41.6
0.0457 0.904 8
0.0046 0.893 9
362.0000 0.398 86
36.2000 0.639 52
Apfel; 3.6200 0.806 29
homolog 0.3620 0.895 1.052 1.011 0.300 16 28.8
0.0362 0.936 10
0.0036 0.993 2
433.0000 0.828 26
43.3000 0.812 28
4.3300 0.920 13 nicht
«Balkonstar» 0.4330 0.940 1.052 1.011 0.300 10 orreicht
0.0433 0.944 9
0.0043 0.940 10
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7 Anhang

Fortsetzung Tab. 7-31

Konzentration ~ Extinktion Extinktion = Extinktion = Extinktion Inhibition Cso-Wert

Iibiferies [ug/mL] [Ski] OA[Sk]  B,[Ski]  NSB [Ski [%] [ug/mL]
410.0000  0.157 94
41.0000  0.162 92
HaselnuB; 4.1000 0.184 85
romolog 04700 0335 0.483 0425  0.141 22 0.9
0.0410 0.478 0
0.0041 0.447 0
468.0000  0.263 57
46.8000  0.310 41
4.6800 0.678 17
Balkonstary " o0 0.923 0.483 0425  0.141 0 1735
0.0468 0.948 0
0.0047 0.429 0
402.0000  0.025 99
40.2000  0.033 98
Ei: 4.0200 0.093 88
romelog 04020 0296 0643 0669 0018 - 0.3
0.0402 0.946 0
0.0040 0.950 0
4360000  1.015 0
43.6000 1.390 0
4.3600 1.109 0 Sicht
«Balkonstar» 0.4360 1934 0.643 0.669 0.018 0 erreicht
0.0436 0.870 0
0.0044 0.784 0
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Ontische Intensitét skt

Opntische Intensitét skt

Opntische Intensitét skt

Opntische Intensitét skt

7 Anhang

Abb. 7-1: Densitogramme der Immunoblots verschiedener Reifestufen
a: «Balkonstar»; grin b: «Balkonstar»; orange

c¢: «Balkonstar»; rot d: «Balkonstar»; dunkelrot
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7.23  Densitogramme
4
250 ( Allergen Start [Rf] Ende [Rf] Area
200 - ’ 14 kDa 0.680 0.707 50
26 kDa 0.471 0.476 82
150 = 30 kDa 0.462 0.470 55
. 36 kDa 0.357 0.421 777
100 + \ fl 44 kDa 0.286 0.357 839
J\ M| |. 650 kDo 0.248 0.286 421
50 = |I 65 kDa 0.186 0.229 580
i
i | | . 1 . 'ﬁ: 70 kDa 0.152 0.186 277
a: 0 0.40 0.80 (R-Wert [Ski])
250 1
Allergen Start [Rf] Ende [Rf] Area
200 - | 14 kDa 0.671 0.730 107
‘| 26 kDa 0.468 0.512 136
150 | 30 kDa 0.443 0.468 92
| 36 kDa 0.350 0.411 556
100 1 widl | 44 kDa 0.282 0.348 927
U | 50 kDa 0.245 0.286 483
50 = Ih | ‘ 65 kDa 0.179 0.223 563
LA .- kD 1 1 1
. i U\ A A 70 kDa 0.150 0.179 99
b: 0 0.40 0.80 (Re-Wert [Ski])
250 =
I Allergen Start [Rf] Ende [Rf] Area
200 14 kDa 0.678 0.730 78
26 kDa 0.457 0.535 382
150 4 " 30 kDa 0.418 0.455 193
l'I | 36 kDa 0.355 0.418 679
100 - 11 " 44 kDa 0.275 0.355 1346
o !||“I 50 kDa 0.236 0.275 457
50 - || L | L f 65 kDa 0.188 0.236 575
N
] . . 70 kD 0.154 0.188 219
0 ..n_.—l'r" - 2 L o L} ; Hrll a
¢ 0 0.40 0.80 (R-Wert [Ski])
250 1 Allergen Start [Rf] Ende [Rf] Area
-—| 14 kDa 0.680 0.737 146
200 4 ,
| 26 kDa 0.452 0.528 545
150 A : 30 kDa 0.414 0.450 197
) | 36 kDa 0.355 0.411 402
100 ! - i 44 kDa 0.263 0.355 1526
col 50 kDa 0.245 0.263 473
50 - |'| N [ I| | . ‘ 65 kDa 0.177 0.243 766
\J W |
, f | a1 | 70 kDa 0.150 0.179 412
d: 0 0.40 0.80 (Re-Wert [Skil)



7 Anhang

7.24  Chemikalien. Gerdte. Verbrauchsmaterialien & Zubehér

7.24.1 Chemikalien

Aceton Merck F R11.59-16-23.2-33
6-Aminohexansdure Merck

Ammoniumhydrogencarbonat Merck Xn R22
Ammoniumperoxodisulfat. p.A. Merck Xn R8-22-42/43.517-26-43.1
Amyloglucosidase Fluka

Anti-Human-IgE (Kaninchen) Dako

Anti-Kaninchen-IgG. biotinyliert (Ziege) Dako

Brilliant-Black-Tinte Pelikan

Bovine Serum Albumin. pH 7. reinst Serva

Bromcyan Merck T* C R26/27/28-34. 59-26-45
Bromphenolblau Merck

Chymotrypsinogen A Pharmacia

Citronensdure Merck

Coomassie Brillant Blue R/G 250 Serva

Conalbumin Fluka

i’s‘cggsc)lohexylammo 1-propansulfonséure Serva

Diethylether Merck F* R12-19. §9-16-29-33
Dioctylnatriumsulfosuccinat (DONS) Fluka Xn R22.522-24/25
EAST-Testkit ,Spez. IgE ELISA TR (RV)” Allergopharma

EDTA (Titriplex) Merck

Essigsdure. > 99 % Fluka C R10-35. 52-23.2-26
Ethanol 96 % Merck F R11.57-16

Ethanolamin Merck Xi R20-36/37/38
Formaldehyd. 37 % Merck T R23/24/25-40-43. S26-36/37-44-51
Glutardialdehyd. 25 % Merck T R25-36/37/38-42/43. S36-44
Glycerin 87 % Fluka

IEF-Anodenpuffer Invitrogen

IEF-Kathodenpuffer; pH 3 - 7 Invitrogen

di-Kaliumhydrogenphosphat Merck

a-Lactalbumin Sigma

Magermilchpulver Glicksklee

Methanol Merck T F R11-23/25. S2-7-16-25
2-Mercaptoethanol Serva T R22-24-36/37/38. S26-36/37-45
MOPS SDS Running Buffer Invitrogen

MES SDS Running Buffer Invitrogen

MG-Marker / SDS-PAGE (2.5-16.9 kDa) Merck

MG-Marker / SDS-PAGE (14-94 kDa) Pharmacia

Myoglobin Sigma

pl-Marker / IEF (pl 3 - 10) Serva

Natriumacetat-Trihydrat Merck
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Natriumazid

Natriumcarbonat. wasserfrei
Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydrogencarbonat
Natriumhydrogensulfit
di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat
Natriumhydroxid
Natriumthiosulfat-Pentahydrat
Ovalbumin

Pancreatin (Porcine Pancreas)

Pepsin aus Schweinemagenschleimhaut
(452 Units/mL)

ortho-Phosphorséure. 85 %
PBS-Tabletten

Proteinase K Typ Xl aus Tritirarchium album
(13.4 Units/mg)

Pufferlésung (pH 4.0)

Pufferlésung (pH 7.0)

Pyronin Y

Ribonuclease A

Salzséure. 37 %

Silbernitrat

Source ™ Q; Saulenmaterial IEC
Source ™ RP15; Séulenmaterial RPC
Streptavidin-HRP-Konjugat
3.37.5.5"-Tetramethylbenzidin (TMB)
Titriplex Ill (EDTA)

Trichloressigsdure
Tris-hydroxymethylaminomethan (Tris)

Trypsin Typ | aus Rinderpankreas
(10900 BAEE Units/mg)

Tween® 20
Wasserstoffperoxid. 30 %

7.24.2 Gerdte

Blot-Einheit
2117-250

Elektrophorese-Kammer
Elektroelutionskammer
ELISA-Reader
Kohlschrank

Kohltruhe (-20 °C)
Kihltruhe (-80 °C)

Biotrap

KLS 3085-1

7 Anhang

Merck
Merck
Merck
Merck
Serva

Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Fluka

Sigma

Sigma

Merck
Serva

Sigma

Merck
Merck
Fluka
Pharmacia
Merck
Merck
Pharmacia
Pharmacia
Medac
Fluka
Merck
Merck

J.B. Baker

Sigma

Serva
Merck

Multiphor lINova Blot

EI-9001-Xcell Il Mini Cell

Microplate Reader MRX
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T+ R28-32. 528.1

Xi R36. 522-26

Xn R20/22-36/38. S26-28

C R31-34.52-24/25-26

C R35.5226-37/39

C R34.526-36/37/39-45

C R34-37.526-36/37/39-45
C R34.526-45

Xn R22
C R35.524/25-26-45
Xi R36/38

C R34.528-36/39

Pharmacia

Novex (San Diego. CA. USA)

Schleicher & Schill (Dassel. Deutschland)
Dynex Technologies (Frankfurt. Deutschland)
Eisfink (Asperg. Deutschland)

Kryotec (Hamburg. Deutschland)



Gefriertrocknungsanlage

Magnetrihrer
pH-Elektrode
pH-Meter
HPLC-Pumpe
Schittler

Saulen

Séulenadapter
Stromversorger |
Thermostat
Trockenschrank

Ultra-Turrax

UV-Detektor
Vortex
Waage (fein)
Waage (grob)
Wasserbad
Zentrifuge

7.24.3

Blotmembranen

Daver-Elektrodenbriicken
Elektroelutionsmembranen
Farbe-Kunststoffschalen
Filterpapierscheiben
Kolbenhubpipetten
ProbengefaBe
ReaktionsgefaBe

Stepper

Pipettenspitzen
Membranfilter

NuPAGE™ 10 % Bis-Tris Gele
NuPAGE™ 12 % Bis-Tris-Gele
NuPAGE™ EF 3-7

Parafilm

Mikrotiterplatten

7 Anhang

Gamma A
Beta 1-16

H 6160

CG 801

Pump L-7100

Typ 3016
Chromatographieséule

C10/10

Adapter AC 10
Multi Drive XL
MGW Lauda RMT 6

T20
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