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Zusammenfassung

Im Bindnis PlantsProFood haben sich Unternehmen aus der Agrar- und Lebensmittelindustrie,
sowie Forschungseinrichtungen der Universitat Rostock zusammengeschlossen. Der Fokus des
Biindnisses PlantsProFood lag in der Gewinnung neuer Lebensmittelzutaten aus heimischen
Rohstoffressourcen der Blauen Siflupine (Lupinus angustifolius). Im Rahmen des BMBF
geforderten Projektes »Entwicklung einer Anlage zur Aufbereitung und Extraktion von Lupinensamen
sowie zur Modifikation von Proteinisolaten« ist es gelungen, die Lupinenallergene zu identifizieren
und zu charakterisieren, sowie einige Proteinmodifikationen vorzunehmen. Ziel war, das allergene
Potenzial zu reduzieren und Kreuzallergenitaten zu untersuchen. Die Nahrungsmittelallergie mit der

sich die vorliegende Arbeit befasst, ist eine IgE vermittelte SoforttypReaktion.

Kleine Pilotstudien haben ergeben, dass 34 % der Probanden mit einer bekannten Erdnussallergie
auch allergisch auf Lupineneiweile reagieren. Kasuistische Anaphylaxieberichte zur Lupinenallergie
liegen vor [22]. Damit sind Lupinenallergene aus allergologischer Sicht ein relevantes Problem.

Inhalt dieser Arbeit war es, die Lupinus angustifolius, Sorte Boregine, auf das Vorhandensein
potenzieller Lupinenallergene bzw. kreuzreagierender Leguminosenallergene mittels immunolo-
gischer und massenspektrometrischer Verfahren zu evaluieren. Die Allergene der Lupine sind in die
Speicherproteine a, 3, y, und & Conglutin unterteilt. Basierend auf Transkriptionsanalysen war 8 die

haufigste Conglutin Familie, gefolgt von a, y und 8- Conglutin [52].

Um das allergene Potenzial der Blauen SuRlupine zu senken, wurden verschiedene Modifikationen
durchgefilhrt, z.B. Reduzierung und Alkylierung, Urea-, Hitze-, Hitze-Hochdruck-, Aktivkohle- und
Tanninsdurebehandlung. Durch diese Modifikationen konnte festgestellt werden, dass die
Lupineneiweile stabil sind. Sie sind hitzeresistent und konnen einen enzymatischen Verdau
uberstehen. Eine Eliminierung bzw. signifikante Reduzierung der Allergenitat ist nicht erreicht
worden. Dariber hinaus erfolgte eine in silico-Untersuchung durch die eine Homologie mit anderen
Leguminosen festgestellt werden konnte. So zeigte sich, dass in Einzelfallen alle verwendeten
Leguminoseproteine sowie mit diesen verwandte Proteine mit der Blauen SiBlupine eine klinisch

relevante Kreuzreaktion verursachen konnen.

Im in vitro Versuch lieRen weder das Lupinenisolat noch seine Fraktionen (Lupinenfaser und

Lupinenflocken) eine Zytotoxizitat auf Leberzellen erkennen.

Xl



1 Einleitung

1.1 Allgemeines

Dieser Arbeit entstand auf der Grundlage eines BMBF Projektes in zusammenarbeit mit dem
Blndnis PlantsProFood.

Projekt Akten Nr. TRI-070703085910

Projekttitel: Die Lupine als hochwertiger Eiweillieferant in der gesunden Ernahrung — Evaluierung

und Reduzierung der allergenen Potenziale der Lupinus angustifolius
1.2 Allergische Erkrankungen

Bereits Hippokrates (geboren um 460 v. Chr.) erwahnt allergische Reaktionen auf Milch und aus
dem 15. Jahrhundert sind Todesfalle aufgrund von Allergien auf Ei und Fisch Uberliefert. Heute sind
2-8 % aller Sauglinge und ca. 2 % der Erwachsenen von einer Lebensmittelallergie betroffen. So hat
sich in den USA z.B. die Anzahl von Menschen mit Erdnussallergien in den letzten Jahren um das
Doppelte erhdht und die Zahl der Lebensmittelallergiker ist angestiegen. Die Ursache hierflir ist trotz

umfassender Forschung noch weitgehend ungeklart [30, 219].

Den Begriff ,Allergie” definierte erstmals Clemens von Pirquet (1906) als eine ,veranderte Fahigkeit
des Korpers, auf eine Fremdsubstanz zu reagieren“ Heute ist die Allergie in einem viel engeren
Sinne von der World Allergy Organization (WAO) als ,hypersensitive Reaktion durch spezifische
immunologische Mechanismen® konkretisiert worden [84]. Darunter ist eine verstarkte spezifische
Abwehrreaktion gegeniber an sich harmlosen Substanzen im Sinne einer krankmachenden
Uberempfindlichkeitsreaktion zu verstehen. Allergieauslésende Substanzen werden als Allergene
bezeichnet [148]. Die Intensitét der Uberempfindlichkeitsreaktion nimmt bei wiederholter Exposition

mit dem Allergen meist zu [174].

Nach Gell und Coombs (Tab. 1) werden allergische Reaktionen je nach beteiligten Antigenen und
Immunreaktionen in 4 Typen eingeteilt: Immunglobulin E (IgE)-vermittelte Soforttypreaktion (Typ 1),
zytotoxische Reaktion (Typ II), Immunkomplexreaktion (Typ ) und zellvermittelte Spattypreaktion
(Typ V). Die ersten drei Typen werden durch Antikorper vermittelt, der vierte ist antikorper-

unabhangig und beruht auf einer T-Zell und Makrophagenreaktion [174].



Tab. 1: Pathogene Immunreaktionen nach Coombs und Gell [55].

Typ der Effektoren Folgen Klinische Beispiele
Immunreaktion
I: anaphylaktisch | IgE; Mastzellen, Allergie Nahrungsmittelallergie,
basophile Zellen, TH2 Insektengiftallergie, Asthma
(IL4) bronchiale, einige Formen von
Urtikaria, Schock
II: zytotoxisch IgG, Komplement Autoimmunitat, Morbus Basedow,
Infektanfalligkeit, postinfektiése Myokarditis,
Blutungsneigung Medikamentenunvertraglichkeit
Il [6sliche Uberempfindlichkeit, Serumkrankheiten,
Immunkomplex Immunkomplexe, Autoimmunitat Farmerlunge, Kollagenosen,
vermittelt Komplement, FcR- Glomerulonephritis

tragende Zellen i}
IV: zellvermittelt | Makrophagenaktivierung | Uberempfindlichkeit, | Rheumatoarthritis, Multiple

durch TH1, Autoimmunitat Sklerose, Diabetes mellitus,
Eosinophilaktivierung Kontaktdermatitis,
durch TH2 Glutensensitive Enteropathie,

Asthma-Spéatphasen-Reaktion

Es hat den Anschein, dass die Zahl von Lebensmittelallergikern in der westlichen Bevolkerung in
den letzten Jahren rapide gestiegen ist. Das ist jedoch unwahrscheinlich. Eher wird im heutigen
Sprachgebrauch der Begriff Allergie nicht in seiner fachlich korrekten Definition verwendet. So
werden z. B. toxische Reaktionen, spezifische Intoleranzreaktionen und pseudoallergische
Reaktionen falschlicherweise als Lebensmittelallergie bezeichnet [184, 215]. Grund fir diese
mangelnde Abgrenzung zu den unterschiedlichen Lebensmittelunvertraglichkeitsreaktionen ist die
aufwendige Diagnostik. Die Symptome einer Lebensmittelallergie zeichnen sich vor allem an der
Haut, den Schleimhduten sowie dem Respirations- und Gastrointestinaltrakt ab [215]. Aullerdem
kann es zu zeitlich verzogerten Symptomen wie Diarrhoe oder Urticaria sowie zu anaphylaktischen
Reaktionen kommen [70, 149, 156, 197]. Die Europaische Akademie fiir Allergologie und klinische
Immunologie (EAACI) hat die Unvertraglichkeitsreaktionen nach Nahrungsaufnahme in
pathogenetische Gesichtspunkte eingeteilt (Abb. 1). So wird innerhalb der nicht-toxischen
immunologischen Reaktionen zwischen IgE-mediierten und nicht-IgE-mediierten Nahrungsmittel-

allergien unterschieden.
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Abb. 1: Modifiziert nach: Einteilung der Unvertraglichkeitsreaktionen nach den Empfehlungen der Europaische
Akademie fiir Allergologie und klinische Immunologie (EAACI) [21].

Eine Unterscheidung zwischen psychosomatischen und physiologischen Reaktionen auf
Lebensmittel und Additiva (Zusatzstoffe) ist mit keiner wissenschaftlichen Methode mdglich. Die
Begriffe Lebensmittelallergie- oder intoleranz sollten aus diesem Grunde unbedingt von

psychosomatischen Mechanismen abgegrenzt werden [130, 152].

Toxische Reaktionen sind vor allem Durchfélle oder Erbrechen, welche typischerweise nach dem
Verzehr verdorbener oder giftiger Speisen eintreten. Ursache hierflir sind Toxine, welche in giftigen
Pflanzen (z.B. giftige Pilze) oder durch bakteriellen Befall kontaminierten Speisen vorkommen [152,
185].

1.3 Nahrungsmittelallergien

Der Begriff Lebensmittel- oder Nahrungsmittelallergie wird oft falsch verwendet. So werden
Unvertraglichkeitsreaktionen auf Nahrungsmittel, unspezifische Intoleranzerscheinungen oder
personliche Aversionen gegen bestimmte Lebensmittel diesem Begriff gleichgesetzt. Eine
echte Nahrungsmittelallergie ist jedoch eine immunologisch bedingte Reaktion auf bestimmte
Inhaltstoffe von Lebensmitteln. So haben beispielsweise Umfragen in England ergeben, dass
ca. 20 % der Bevolkerung der Meinung sind, sie hatten eine Nahrungsmittelallergie oder eine
Form von Nahrungsmittelintoleranz. Nachfolgende Untersuchungen (double blind, placebo
controlled food challenge) [199] zeigten aber, dass von diesen Personen lediglich ca. 19 %
betroffen sind. Die Pravalenz abgesicherter Nahrungsmittelallergien liegt bei 3 % der Erwachsenen
und bei 6 — 8 % der Kinder [157]. Kinder reagieren meist allergisch nach dem Verzehr von Kuhmilch
(2,5 %), Hihnerei (1,3 %), Erdnuss (0,8 %), Weizen (0,4 %), Soja (0,4 %), Baumniisse (0,2 %),

Fisch (0,1 %) und Meeresfriichte (0,1 %) [216]. Zu 80 % verschwinden die Allergien auf Kuhmilch,
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Huhnerei, Soja und Weizen mit dem Schulalter. Allergien bei Erwachsenen treten oft bei Obst und
Gemuse (5 %), Meeresfrichten (2 %), Erdnissen (0,6 %), Baumntssen (0,5 %) und Fisch (0,4 %)
auf [169, 216]. Die Allergieentwicklung vom Sauglings- bis zum Erwachsenenalter wird als
LAllergischer Marsch* bezeichnet [81]. Sensibilisierungen im Sauglingsalter sind oft Vorboten

anderer allergischer Erkrankungen wie Neurodermitis, Heuschnupfen oder Asthma [169].

Fur die Allergenitat von Lebensmitteln und Pflanzenpollen hauptverantwortliche Substanzen haben
meist Proteinstrukturen. Bei Allergenen handelt es sich hauptsachlich um wasserlosliche Proteine
mit einem Molekulargewicht zwischen 10 und 70 kDa. Da einige Abbauprodukte von Proteinen, z. B.
Peptidfragmente teilweise die Allergenitat der nativen Proteine behalten, sind sie ebenfalls als
Allergene zu betrachten [43]. Nach Allergenkontakt konnen sowohl lokal also auch systemisch
allergische Reaktionen auftreten [55]. Bestétigte Lebensmittelallergien sind gekennzeichnet durch
die Produktion von IgE-Immunglobulinen und ein Zusammenwirken von verschiedenen Zelltypen
und chemischen Mediatoren [214]. Dieser Typ der allergischen Reaktion wird als Soforttypallergie
oder Typ-I-Uberempfindlichkeitsreaktion bezeichnet. Charakteristisch dafiir sind Symptome, die
unmittelbar nach Allergenkontakt auftreten. Als mogliche Reaktionen der IgE-mediierten Allergie sind
das orale Allergie-Syndrom, Gastroenteritis (lokale Reaktionen) und allergische Urtikaria, Quincke-
Odem, allergische Rhinitis und Asthma und Anaphylaxie bis hin zum anaphylaktischen Schock

(systemische Reaktionen) zu nennen [164, 214].

Abhangig von dem Sensibilisierungsweg konnen Nahrungsmittelallergien in zwei Kategorien
(Klasse | und Klasse Il) unterteilt werden. Die Klasse-I-Nahrungsmittelallergie entsteht nach
direkter Sensibilisierung Uber Hautkontakt oder den Magen-Darm-Trakt. Typische Klasse-I-
Nahrungsmittel-allergene sind Erdnuss, Weizen, Fisch, Kuhmilch und Sojabohne. Die Klasse-II-
Nahrungsmittelallergie ist das Ergebnis einer sekundaren Sensibilisierung auf kreuzreaktive
Allergene [16, 20]. Ein Beispiel ware die Birkenpollen-Allergie, welche letztendlich zum Latex-

Frucht-Syndrom flihren kann.

Die Sensibilisierung auf Klasse-ll-Allergene ist die Folge einer primaren Sensibilisierung gegen
Inhalationsallergene (Pollenallergene). Nachdem der Organismus sich gegen das strukturverwandte
Pollenallergen sensibilisiert hat, kdnnen auch Nahrungsmittelallergene durch eine Kreuzreaktion
allergische Symptome ausldsen [148]. Bekannt ist, dass 50-93 % der Birkenpollenallergiker unter
IgE-vermittelten Reaktionen nach dem Verzehr der pollenassoziierten Nahrungsmittel [183] leiden.
Hauptverantwortlich hierflr ist das Major-Allergen des Birkenpollens (Betula verrucosa) Bet v 1 mit
seinen verwandten Allergenen in pflanzlichen Lebensmitteln [72]. Die meisten Nahrungs-
mittelallergene gehdren zur Klasse |, die oft durch Hitze, Sduren und Proteasen ihre allergene
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Potenz nicht verlieren [155, 216]. Aufgrund ihrer Stabilitat konnen diese Nahrungsmittelallergene
maoglicherweise entweder in intakter Form Uber die Darmschleimhaut aufgenommen werden oder
ihre IgE-bindenden Epitope sind sequenziell. Eine Sensibilisierung gegen Klasse-I-Allergene ist
meist mit einer schweren Symptomatik verbunden. Alle Nahrungsmittelallergien im Kindesalter sind
durch Klasse-l-Allergene bedingt [20, 148]. Die allergene Potenz von Klasse-lI-Allergenen wird
haufig durch Hitzeeinwirkung oder Enzymverdau zerstdrt. Vermutlich handelt es sich bei den IgE-

bindenden Epitopen bei Klasse II-Allergenen hauptsachlich um Konformationsepitope [157].

1.4 Die IgE-vermittelte Soforttypreaktion (Typ I)

Eine maRgebliche Rolle bei der Soforttyp-Reaktion spielt der Antikérper IgE (Abb. 2). Uber die
Aktivierung von B-Lymphozyten, die zu Plasmazellen reifen und der daraus resultierenden
Produktion spezifischer IgE Antikdrper bzw. direkt uber eine Aktivierung der T-Lymphozyten wird
eine spezifische Immunantwort generiert [145, 215], indem die Antikdrper an Rezeptoren der
Mastzellen binden und bei erneutem Antigenkontakt die Ausschittung von Entzindungsmediatoren
initieren. Erhohte IgE-Serumkonzentrationen werden daher als Hinweis auf eine atopische
Erkrankung gewertet [87, 88]. Im menschlichen Organismus gibt es fiinf Ig-Isoformen in vier
Polypeptidketten: zwei schwere und zwei leichte Ketten. Beide Ketten bestehen aus zwei gut
gegeneinander abgegrenzten Bereichen: einer variablen und einer konstanten Domane, die den
Hauptteil der schweren Kette darstellt. Die Bildung intramolekularer Disulfidbricken flihrt zur
Stabilisierung der Ketten untereinander und zum Aufbau von Kettenschlaufen, die wesentlich fiir die
dreidimensionale ,Y“-Struktur des Molekils sind [215]. Ein Antikdrper hat also zwei ,Fab“-Fragmente
(fragment antigen binding), die variable und konstante Doméanen aufweisen und ein ,Fc‘-Fragmente
(fragment crystallin), das nur aus der konstanten schweren Kette besteht. Die einzelnen Isoformen
kénnen durch Ladung, Molekulargewicht, Kohlenhydratanteil, Aminosauresequenz und ihre Funktion
unterschieden werden (Abb. 3) [215]. Die Spezifitat der Antikorper zu ihren Antigenen entsteht durch
die differierenden Aminosauresequenzen der variablen Doméane, auch als Paratop bezeichnet. Die
Funktionalitat des Antikorpers wird durch eine fir jede der finf Ig-Isoformen unveranderliche
Sequenz der Fc‘-Fragmente bestimmt. IgE weist im Gegensatz zu den Isoformen IgG, IgM, IgA und
IgD flinf anstelle von vier konstanten Domanen in diesem Bereich auf [113,174, 175, 215]. Infolge
der Antigen-Antikdrper-Reaktion (Abb. 3) der IgE-Molekiile auf den Mastzellen kommt es zu einer
allergischen Reaktion. Das Allergen muss dazu mindestens zwei frei zugangliche spezifische
Bindungsstellen (sogenannte Epitope) aufweisen. Strukturbedingt werden Epitope eingeteilt in
Sequenzepitope, welche ausschliellich tber die kontinuierliche Abfolge von bis zu 20 Aminoséuren
(AS) charakterisiert sind und Konformationsepitope, welche Gber ihre rdumliche Gestaltung in Form

von Sekundar- und Tertiarstruktur determiniert sind [47,58] .
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Abb. 2: Aufbau von Antikérper [202]. Abb. 3: Antigen-Antikorper-Bindung [202].

Die Pathogenese der Typ-I-Allergie weist ein Ungleichgewicht bei den T-Helferzellen auf. Von diesen
Zellen existieren mehrere Subpopulationen (TH1-, TH2-, TH17-Zellen und Treg) die sich in ihrem
Zytokinspektrum  voneinander abgrenzen. Abhangig vom Mikromilieu produzieren die
antigenprasentierenden Zellen (APZ) verschiedene Zytokine. Es erfolgt eine TH2-Immunantwort mit
einem Uberschuss an TH2-Reaktion bei abgeschwéchter TH1-Reaktion und eine exzessive
Produktion von allergenspezifischen IgE-Antikérpern [161, 216]. Diese Antwort ist in eine
Sensibilisierungs- und eine Manifestationsphase unterteilt. Die Sensibilisierungsphase startet mit
einem ersten Allergenkontakt. Nach der Verarbeitung und Prasentation des Allergens durch APZ
endet diese Phase mit der Proliferation spezifisch reaktionsfahiger T-Lymphozyten und der
Produktion allergenspezifischer Antikdrper durch B-Lymphozyten [81, 216]. TH2-Zellen sezernieren
unter anderem Interleukine IL-4 und IL-13, die maRgeblich an der Bildung von allergenspezifischem
IgE beteiligt sind. IgE bindet an hochaffine FceRI Rezeptoren auf Effektorzellen (z.B. Mastzellen und
basophile Granulozyten) und an niedrigaffine FceRIl Rezeptoren auf Makrophagen, Monozyten,
Lymphozyten, Eosinophilen und Thrombozyten [143]. Nach einem weiteren Kontakt
(Manifestationsphase) mit dem Allergen kommt es zur Kreuzvemnetzung von FceRI-gebundenen
IgE-Molekillen. Als Folge werden Mediatoren (Histamin, Prostaglandine, Leukotriene) durch
Exozytose frei, welche flr das Auftreten der allergischen Symptome verantwortlich sind. Trotz
Verdauung und Prozessierung der Nahrungsmittelproteine im Magen-Darm-Trakt besteht die
Maglichkeit der Allergenaufnahme Uber diesen Weg [80]. Resorbierte Allergene werden von Antigen
prasentierenden Zellen (APZ) aufgenommen und prozessiert. Die professionellen APZ sind
Uberwiegend dendritische Zellen (DC). In den APZ erfolgt der Abbau der Allergene zu Peptiden von
ca. 7-15 Aminosauren. Diese Bruchstiicke werden an die Zelloberflache transportiert und zusammen
mit MHC Klasse II-Strukturen den T-Helferzellen prasentiert. Die APZ sezernieren humorale
Faktoren, die fir die Aktivierung der T-Helferzellen erforderlich sind. Bei Allergien vom Soforttyp oder
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antiparasitarer Abwehr flihrt das im hohen MalRe zur Aktivierung von TH2-Zellen und damit zur IL-4
Ausschiittung flihrt. Nehmen die APZ virale oder bakterielle Komponenten auf, kommt es zu einer
besonders starken Synthese von Interleukin-12 (IL-12), was zu einer Differenzierung von T-Zellen zu
TH1-Zellen flhrt [19, 214]. Vier bis zwanzig Stunden nach der IgE-vermittelten Mastzelldegranulation
nach Allergenkontakt und der Ausschiittung von Mediatoren kommt es zur Spatphasenreaktion der
Typ-I-Allergie. Wahrend dieser Phase werden Entziindungszellen, vor allem Eosinophile, angelockt,

deren Sekret an toxischen Molekulen flr lokale Gewebeschaden sorgt [164].

Wird der Organismus erneut dem Allergen ausgesetzt, kommt es in Sekundenschnelle zu einer
allergischen Reaktion. Diese, als akute Phase bezeichnete Reaktionskaskade, ist vereinfacht in Abb.
4 und 5 dargestellt. Sie beginnt mit der Bindung des Epitops des Allergens [1] an die Paratope von
IgE-Molekiilen, welche an der Oberflache von Makrophagen [2] gebunden vorliegen. Durch eine
Uberbriickung  (bridging) [3] zweier zellgebundener IgE  Molekile kommt es zur
Oberflachendeformation der basophilen Granulozyten, wodurch eine Aktivierung von Enzymen der
Zellmembran hervorgerufen wird. Als Konsequenz erfolgt daraufhin die Freisetzung von in den
zytoplasmatischen Granula der Mastzelle gespeicherten Effektormolekilen durch eine
degranulierende Exozytose [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 die Blutgefale und Idsen
dort die Bildung von Adhasionsmolekiilen [5] aus, die sowohl auf den Mediatoren selbst als auch auf
den Endothelzellen [6] haften konnen. Die zirkulierenden Immunzellen [7] des Blutes wie z.B.
basophile Granulocyten bleiben dadurch zunachst an den Endothelzellen haften und treten mit Hilfe
der Adhasionsmolekile als diffundierende Immunzellen [8] in die umgebende Gewebeschicht ein,
wodurch weitere Mediatoren freigesetzt werden. Die IgE-vermittelte Aktivierung der Mastzellen 16st

uber diesen Mechanismus eine entscheidende Kaskade von Entziindungsreaktionen aus.
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Abb. 4: Phase der Sensibilisierung [187]. Die Sensibilisierung wird durch die Aufnahme und Spaltung der
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Makrophagen, welche als Antigen prasentierende Zellen [2] fungieren, den T-Lymphozyten [3] offeriert. Die
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B-Lymphozyten [5] zu Plasmazellen [6]. Es kommt zu einer Ausscheidung von IgE-Antikérpern [7]. Diese
binden sich Uber einen langen Zeitraum an IgE-Rezeptoren [8] von Mastzellen [9] und an basophile
Granulozyten [10].
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Abb. 5: Phase der Manifestation [187]. Der erneute Kontakt eines bereits sensibilisierten Organismus mit dem
Allergen [1] fiihrt zur Uberbriickung ,bridging* [2] von zwei auf einer Mastzelle [3] lokalisierten IgE Antikdrpern
nach Bindung des Allergens an diesen. Durch die resultierende Deformation der Mastzellenoberflache werden
Mediatoren freigesetzt [4], welche nach Eintritt in die Blutgefale die Bildung von Adh&sionsmolekilen [6]
induzieren. Sie haften an Mediatoren und Endothelzellen [7] und bewirken eine Diffusion [8] von
zirkulierenden Immunzellen [5] in umliegendes Gewebe.




1.5 Kreuzreaktionen

Immunologische Kreuzreaktionen sind bei Jugendlichen und Erwachsenen die haufigste Ursache flir
Nahrungsmittelallergie. Die Grundlage fiir die Zunahme von IgE-vermittelte Nahrungsmittelallergien
im Erwachsenenalter sind kreuzreagierende Allergene. Ahnliche Molekiilstrukturen in Inhalations-
und Nahrungsmittelallergenen bedingen die Bildung kreuzreagierender IgE-Antikorper. Damit wird
infolge der primaren Sensibilisierung gegen ein Kreuzallergen, meist ein Inhalationsallergen, ein
ganzes Spektrum an Sensibilisierungen ausgeldst. Bereits der Erstkontakt mit dem Nahrungsmittel
kann eine anaphylaktische Reaktion provozieren. Die groRte Bedeutung haben pollenassoziierte

Nahrungsmittelallergien, wobei die baumpollenassoziierten Allergien am besten untersucht sind [71].

Angesichts der Zunahme der Pollenallergien, der Verschiebung der Sensibilisierungsspektren und
einer Anderung unserer Essgewohnheiten muss mit neuen, bisher unbekannten Kreuzreaktionen

gerechnet werden.

Die Pravalenz fiir die Ausbildung einer Allergie gegen ein bestimmtes Nahrungsmittel ist nicht nur in
den Altersgruppen unterschiedlich, sondern auch von regionalen Unterschieden, lokalen
Ernahrungsgewohnheiten und der Verarbeitung des Lebensmittels abhangig. So spielen z.B.
ErdnUsse als Allergene in Amerika eine bedeutendere Rolle als in anderen Kontinenten. Dies beruht
vor allem durch den frihen mengenhaften Konsum von Erdniissen z.B. in Form von Erdnussbutter
[154].

Mit der Globalisierung ist mit einer Zunahme von Kreuzreaktionen zu rechnen, weil oft ,neue*
Lebensmittel konsumiert werden, die friiher nicht zur Verfligung standen z.B. Mango, Kiwi, Litschi,
Bananen, Papaya, neue Apfelsorten usw. Kreuzallergien treten durch hoch konservierte Proteine
mehrerer Allergenquellen geringer phylogenetischer Verwandschaft auf. Entscheidend ist hierbei die
Ahnlichkeit der Bindungsepitope der Antigene bzw. Allergene. Bei einer Aminoséuresequenzidentitat
von unter 50 % wird vielfach keine klinisch relevante Kreuzreaktion vermutet. Dies wird aber
widerlegt, denn z.B. die Hauptallergene Api g 1 aus Sellerie und Dau ¢ 1 aus Karotte weisen weniger
als 40 % Sequenzidentitdt mit Bet v 1 aus Birkenpollen auf. Jedoch ist auch hier eine
Kreuzreaktivitat nachweisbar [71, 152]. Betroffene sind oftmals gegen eine ganze Familie von

Frichten allergisch.

Welche Lebensmittel Allergien auslosen, variiert stark von Land zu Land. Unterschiedliche
Haufigkeiten hangen von der Erndhrung der Bevélkerung ab. Das Risiko, gegen ein bestimmtes
Lebensmittel sensibilisiert zu werden, steigt mit dem Konsum. Allergien gegen Erdnisse und Nisse
treten haufig in England, den USA und Skandinavien auf, wahrend in Frankreich Eier und
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Meeresfriichte die Hauptausldser eines anaphylaktischen Schocks sind. In der Schweiz wiederum
spielt Sellerie eine groRe Rolle [219]. Das beruht auf der Homologie von Sellerieallergenen mit
Pollenallergenen. Eine Allergie gegen Pfirsiche tritt vorwiegend in Landern wie Spanien, Portugal
und ltalien auf [24, 44].

1.6  Die Blaue SiiBlupine ,,Lupinus angustifolius*

Die Gattung Lupinus gehdrt botanisch zur Ordnung der Schmetterlingsbliitler (Fabales) und
innerhalb der Familie Leguminosae oder Fabaceae (Hllsenfriichtler) zum Tribus Genisteae und
umfasst je nach Klassifikationskriterien bis zu 400 Spezies [77, 138, 217].

Die Verwendungsmaglichkeiten in der menschlichen Ernahrung der Wildarten der Lupine waren sehr
eingeschrankt, da diese einen hohen Anteil an bitteren und toxischen Alkaloiden beinhalten [217]. In
den Jahren 1927 bis 1929 gelang es von Sengbusch alkaloidarme Lupinenarten (< 0,02 %
Alkaloide), sog. SuRlupinen, zu zlchten [67]. Diese Sorten kénnen nun ohne Bedenken als
Nahrungsmittel genutzt werden [77, 146]. Insbesondere L. angustifolius sorte Boregine hat einen
geringeren Alkaloidgehalt als andere Sorten. Fir den Anbau in Deutschland gibt es drei
Lupinenarten, die nach ihrer Blitenfarbe benannt werden: die Gelbe (Lupinus luteus), die Blaue
(Lupinus angustifolius) Abb. 6 und die Weile Lupine (Lupinus albus). Die drei Arten unterscheiden

sich hinsichtlich ihrer Inhaltsstoffe, Verwertungsmaglichkeiten sowie Anspriiche an Boden und Klima.

Abb. 6: Lupinus angustifolius und ihre Samen [202, 203].

Im Vergleich mit anderen Leguminosen fallt bei Lupinen ein geringerer Stérke- jedoch sehr hoher
Lipid- und Proteingehalt (bis zu 40,0 %) auf [57, 217]. Der Starkegehalt im Samen der L.
angustifolius betragt weniger als 15 g/kg in der Trockensubstanz (TS) [57]. Der Lipidgehalt variiert je
nach Lupinenspezies zwischen 4 und 15 % und setzt sich bei L. angustifolius zusammen aus:
Triglyceriden (7 %), Phospholipiden (14,9 %), freien Sterolen (5,2 %), Glykolipiden (3,5 %), freien
Fettsduren und Wachsestern (0,9 %). Typischerweise ist in Lupinen ein hoher Gehalt an
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ungeséttigen Fetten ~75 % mit berwiegendem Anteil an Ol- und Linolsdure vorzufinden [138].
Desweiteren enthalt die Pflanze Wasser (12 %), Phytinsaure (1 %) und Vitamine. Zudem sind noch
folgende Inhaltstoffe in der L. angustifolius: Niacin (40,0 mg/kg TS), Carotine (3,9 mg/kg TS),
Thiamin (5,9 mg/kg TS), Riboflavin (3,1 mg/kg TS), Cholin (3,4 mg/kg TS) und a- Tocopherol (2,4
mg/kg TS), und kleinere Mengen an Biotin, Pantothen- und Folsaure [57, 139, 217]. In den
Kotyledonen (Keimblattern) werden Globuline (~85 %) und Albumine (5 — 12 %) in einem Verhaltnis
von 9:1 [42, 217] gebildet. Dies sind die Speicherproteine der Lupinensamen. Die
Hauptspeicherproteine (Globuline) sind im wassrigen Medium ldslich. Durch schrittweise Erhdhung
der Salzkonzentration des Losungsmittels lassen sich die Globuline in 12 verschiedene
Komponenten aufteilen [42]. Aufgrund von Wechselwirkungen zwischen den einzelnen
Globulinkomponenten (Assoziation und Dissoziation) werden vier Hauptglobuline definiert: Conglutin
a, 3, yund 6 [42, 217].

1.6.1 Nutzung der Lupinensamen in der menschlichen Erndhrung

Das Interesse, Lupinenprodukte fiir die Lebensmittelindustrie zu nutzen, steigt aufgrund der
wertvollen Pflanzeninhaltstoffe und den ginstigen Rohstoffkosten stetig. Zudem wachst die
Nachfrage nach pflanzlichen Proteinpraparaten aufgrund der Nachhaltigkeitsdebatte und eines
gesteigerten  Gesundheitsbewusstseins der Konsumenten [150]. Die Lupinensaat enthalt
gesundheitsfordernde  Inhaltstoffe  und weist flr die Lebensmittelverarbeitung positive
technofunktionelle Eigenschaften auf, wie z. B. Emulgier- und Schaumverhalten sowie
Wasserbindungs- und Geliervermogen [13, 217]. Erhaltliche Produkte aus Lupine sind Snacks,
Nudeln, Brot, Kuchen, Kaffee, Eiscreme, Joghurt, Brotaufstriche, Babynahrung, Fleisch- oder
Tofuersatz und Instantmehle [50, 89, 97, 217].

Die Samen der gezichteten StRlupine haben ginstige erndhrungsphysiologische Eigenschaften.
Sie sind kalorienarm und mineralstoffreich, reich an Eiwei und Ballaststoffen sowie arm an
verdaulichen Kohlenhydraten. Der Gehalt an Harnsaure bildenden Purinen ist bei Lupinen sehr
gering, und sie sind cholesterinfrei.

Das allergene Potential der Lupinenproteine wird debattiert, da Kreuzreaktionen mit Allergenen aus
Sojabohnen, Erdnlissen, griinen Bohnen und Erbsen mdglich sind [101, 166, 217].

1.6.2 Lupinenallergene
Die Allergene der Lupine sind die Speicherproteine a, 8, y, und & Conglutin. 2008 wurde das B
Conglutin der Spezies Lupinus angustifolius von der IUIS (International Union of Immunological

Societies) zum Allergen Lup an 1 ernannt. Es handelt sich um ein 7 S Globulin [82, 219]. Holden et
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al. zeigten 2008 mit Hilfe des Immunoblots und eines ELISAs, dass a Conglutin eine hohe
Bindungsaffinitat zu IgE von lupinensensibilisierten Patienten hat [76]. Aufgrund der groRen
Homologien in der Aminosauresequenz und der Struktur der Proteine kann die Kreuzallergie
zwischen Erdnuss und Lupine erklart werden [219]. Das Erdnussallergen Ara h 2 und
Lupinenallergene der Familie PR-10 weisen beispielsweise eine hohe Ahnlichkeit auf. [61, 219].
2011 haben Foley et al. auf der molekularen Ebene die Speicherproteine der Lupinus angustifolius
isoliert und sequenziert. Sie haben insgesamt 16 Mitglieder der Conglutinfamilie identifiziert. 11
davon wurden vorher noch nicht beschrieben. Sie haben 2 a (@ 2-3),5B(33-7),1y(y2)und 30
Conglutinsequenzen (& 2 - 4) neu identifiziert. Basierend auf ihren Transkriptionsanalysen war (-
(56 %) die haufigste Conglutin Familie, gefolgt von a-(24 %), y- (15 %) und &- (6 %) Conglutin [52].
Dass die Summe der Prozentangaben 101 ergibt, ist wahrscheinlich Rundungsfehlern zuzurechnen,

die sich aber aus der zitierten Publikation nicht mehr nachvollziehen lassen

Personen, die auf Erdniisse und Lupinen allergisch sind, reagieren moglicherweise zusatzlich auf

andere Proteine als solche Personen, die ausschliel3lich auf Lupine allergisch reagieren.

Monoklonale Antikdrper gegen Lupinenproteine wurden generiert und charakterisiert. Die flnf
monoklonale Antikorper reagierten auf die vorherrschende Art von Speicherproteinen (Globuline) in

Lupine. Zwei der Antikorper erkannten a Conglutin, die restlichen 3 erkannten 3 Conglutin [39].

1.6.3 Lupinen assoziierte Lebensmittelallergien

Aufgrund schwerwiegender allergischer Reaktionen auf Lupinenprodukte hat das Bundesinstitut fir
Risikobewertung (BfR) die Haufigkeit der Verwendung von Lupinenprodukten in Lebensmitteln und
das Auftreten von Uberempfindlichkeitsreaktionen gegen Lupinen beschrieben [22]. Der erste
veroffentlichte Fallbericht war ein 5-jahriges Kind mit bereits bestehender Erdnussallergie, das eine
generalisierte Urtikaria mit Angioddem nach der Aufnahme von lupinenmehlhaltigen Teigwaren
entwickelt [82]. Seitdem hat sich die Zahl der Berichte Uber allergische Reaktionen von Lupinenmehl,
-Samen oder -Staub erhoht [82].

Problematisch sind Lupinenprodukte, wie Lupinenmehl, wenn sie aufgrund ihrer geschmacklichen
oder frischhaltenden Eigenschaften in sehr geringen Mengen Lebensmitteln beigemischt werden
[22]. Es liegen bereits Falle vor, in denen es nach dem Verzehr von Pizza oder Lebkuchen, deren
Teigmischungen Lupinenmehl als Zutat enthielten, zu Hautreaktionen, Atemproblemen, Krampfen
oder sogar einer lebensbedrohlichen allergischen Uberempfindlichkeit (anaphylaktischer Schock)
kam [222]. Wegen dieses besonderen allergenen Potenzials féllt die Lupine unter die EU-
Kennzeichnungspflicht fiir Allergene. Die Richtlinie 2006/142/EG vom 22. Dezember 2006 legt fest,
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dass bei Verwendung von Lupinen und Lupinenerzeugnisse als Lebensmittel, diese als Zutaten

gekennzeichnet werden mussen [22].

Die Lupinenallergie hat zahlreiche Symptome, die von oralen Allergie-Syndromen, Entziindungen
der Nasenschleimhaut und der Bindehaut (Rhinokonjunktivitis), Lippen- oder anderen Odemen,
Nesselausschlag (Urtikaria), Atemnot (Laryngospasmus, Dyspnoe, asthmatischen Anfallen),

Bauchschmerzen und Ubelkeit bis zum anaphylaktischen Schock reichen [22].

1.7 Einfluss technologischer Verfahren

Eine erhebliche Beeinflussung von Lebensmittelproteinen findet durch deren technologische
Verarbeitung statt, was zu einer Veranderung der Allergenitat fihren kann [215]. Es kann durch
maogliche Denaturierungen zur Veranderung der Konformation oder zum Abbau von Proteinen
kommen. Hieraus kann sich einerseits eine Verminderung der Allergenitat durch Zerstorung bzw.
sterische Hinderung von zuvor vorhandenen Epitopen ergeben. Andererseits kann auch eine
Erhohung des allergenen Potenzials durch Ausbildung neuer Epitope in Folge raumlicher
Anderungen der Proteinstruktur bzw. durch Freilegung zuvor schwer zuganglicher Bereiche eintreten
[182]. Neben der thermischen Behandlung als wichtigstem technologischen Verfahren spielen die
Lagerung, der Einfluss von Enzymen und mechanische Energie eine Rolle. Des Weiteren konnen
Bestrahlung, gentechnische Veranderungen sowie Schutz- und Starterkulturen einen Einfluss auf

das allergene Potenzial eines Lebensmittels haben [182].

Hypoallergene Isoformen und Varianten konnen nattirlich vorkommen bzw. wurden diese durch
Stérung der konformationshindenden Epitope erzeugt. Die Entstehung ist aber auch durch

chemische Modifizierung oder Gentechnik mdglich [180, 189].

Einen Schwerpunkt sowohl in der technologischen Verarbeitung als auch der kiichentechnischen
Zubereitung stellt die thermische Behandlung dar. Die Erhitzung von Lebensmitteln kann das
allergene Potenzial sowohl steigern als auch vermindern. Es kommt zu Veranderungen der
Epitopstruktur durch lebensmitteltechnologische Verfahren, wie Blanchieren, Pasteurisieren,
Autoklavieren, Trocknen, Rosten oder Extrudieren, als auch Mikrowellenerhitzung oder Kochen
[215]. Sie flihren zu einer mehr oder weniger ausgepragten Denaturierung der Proteine. Manche

Allergene besitzen jedoch eine hohe Hitzestabilitat [182].

Alvarez-Alvarez et al., haben die allergenen Eigenschaften von Lupinensamen nach dem Kochen,
Autoklavieren, Mikrowellenerhitzung und Kochextrusion untersucht. Es wurde eine Verringerung der
Allergenitat nach dem Autoklavieren bei 138 °C fir 20 min beobachtet. Dabei entstanden minimale

Anderungen auf dem SDSPAGE- Proteinprofil und der IgE-Bindungskapazitat. Bisher gibt es nur
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wenige systematische Untersuchungen Uber thermische Prozessparameter, die madglicherweise
auch Einfluss auf die Allergenitat von Leguminosenallergenen [12, 26, 91, 123, 167] haben. Einige
seien hier genannt. Beyer et al. zeigten beispielsweise, dass die Verfahren des Bratens und Siedens
der Erdnisse im Vergleich zum Résten (was hohere Temperaturen erfordert) zu reduzierten IgE-
Bindungsintensitaten bei den wichtigsten Erdnussallergenen (Ara h 1, Ara h 2 und Ara h 3) flihren
[12]. Das Sieden von Linsensamen fiihrte zu erheblichen Veranderungen im elektrophoretischen
Bandenmuster, wie Ibanez-Sandin et al. und Sanchez-Monge herausfanden [79, 158]. Daraus lasst
sich ableiten, dass thermische Verarbeitungsverfahren unter verschiedenen Temperaturen und
Bedingungen unvorhersehbare Auswirkungen auf die allergenen Aktivitaten haben. Desweiteren ist
es notwendig, systemische Untersuchungen hinsichtlich neuer Inhaltsstoffe zu testen. Dadurch

werden Informationen und eine genaue Risikoanalyse flir Patienten erméglicht.
1.8 Zielstellung

Der Ersatz tierischer Eiweille durch pflanzliche Proteine in den Nahrungsmitteln ist an ein mégliches
Allergierisiko gebunden. Durch die Einflhrung von ,neuen® Lebensmitteln kénnen neue Allergien

entstehen. Daflr ist die Charakterisierung und Identifizierung der Allergene notwendig.

Das Ziel dieser Arbeit besteht in der Charakterisierung sowie Untersuchung zur mdglichen
Abschwachung des allergenen Potenzials von Lupineneiweilen. Mittels in vitro-Testen wurde
gepruft, inwieweit das allergische Potenzial unter Laborbedingungen reduziert werden kann. Unter
der Grundsatzbetrachtung, dass Proteine bzw. deren Bestandteile allergen wirken konnen, sollte
durch ein BMBF-Projekt untersucht werden, wie dieses Gefahrdungspotenzial weitestgehend zu
minimieren ist.

In der Abb. 7 ist die Ubersicht dieser Arbeit dargestellt. Untersucht wurden die Auswirkungen der
technologischen Veranderungen auf das allergene Potenzial der blauen SiRlupine: o-, f-, y- und &
Conglutin.  Unter Verwendung elektrophoretischer und immunologischer Verfahren, wie
Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE), Isoelektrische Fokussierung
(IEF), 2-dimensionale (2D) Elektrophorese und Immunoblot (IB) gelang es im Rahmen dieser Arbeit
die Hauptallergene des Lupinus angustifolius voneinander zu trennen und anschliefend mittels
geeigneter allergenspezifischer Farbemethoden zu visualisieren. Zur ldentifizierung von den in
Lebensmitteln auftretenden  Allergenfragmenten bot sich eine Matrix-unterstiitzte Laser
Desorption/lonisation-Time-Of-Flight2  (MALDI-TOF/TOF)-Analyse an. Um eine relative
Quantifizierung des allergenen Potenzials technologisch veranderter und nativer Lupinenproteine

vorzunehmen, fand der Enzymallergosorbent-Test (EAST)-Inhibition Anwendung.
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Abb. 7: Ubersicht des Arbeitsplanes. Griin unterlegt sind die geplanten Arbeitsprogramme, die in Abstimmung
miteinander sowohl in-vitro als auch in silico durchgefihrt wurde. Die lila unterlegten Bereiche beziehen sich
auf das anvisierte Methodenspektrum auf dem Gebiet der Proteinbiochemie. Die geplanten Innovationen auf
dem Gebiet der Nahrungsmittelkonfiguration sind hier braun hinterlegt.

15



2 Materialien

2.1 Verwendetes Pflanzenmaterial

2.1.1 Lupinenisolat, Lupinenfasern, Lupinenflocken

Das in dieser Arbeit verwendete Pflanzenmaterial stammt von der Pflanze Lupinus angustifolius,
Sorte Boregine, Erntejahr 2010. Die Herstellung des Lupinenmehls erfolgt in Kooperation mit der
Firma Prolupin, die unser Projektpartner war. Diese Firma hat aus den Lupinensamen das wertvolle
Protein mit einer patentierten schonenden Methode isoliert. Dabei entstanden nicht nur ein
Proteinisolat, sondern auch Lupinenfasern und Lupinenflocken. Das Material wurde flr die

Untersuchung lyophilisiert und im Labor bei -85 °C zwischengelagert.
2.2 Patientenseren

In Zusammenarbeit mit einer Dermatologin Frau Dr. med. Maren Hoene aus Rostock und einem
Internisten Herrn Dr. med. Christoph Kreiker (Pneumologe) aus Liineburg und mit der Serenbank D-
Lab Hamburg wurden 13 Patienten mit Hinweis auf eine Sensibilisierung gegen Lupinen, Erdnuss
und Soja rekrutiert. Nach Dokumentation der individuellen Anamnese erfolgte eine Blutentnahme.
Aus den so gewonnenen Blutproben wurden gemaR Kapitel 6.1 die Patientenseren hergestellt.
Anschliefend erfolgt die Bestimmung des Gehaltes an spezifischen IgE-Antikdrpern gegen Lupinen,
Erdnuss und Soja mittels EAST (siehe 3.10) und die Detektion der Allergenbanden im Immunoblot
(siehe 3.5) mittels der Einzelseren. Fir alle in dieser Arbeit durchzufihrenden immunologischen
Untersuchungen wurde daraufhin ein Poolserum hergestellt, welches sich aus aliquotierten Volumina
jener Seren zusammensetzt die EAST-Klassen = 2 aufwiesen. Die EAST-Klasse = 2 wurde im
Immunoblot geprift. Durch diese Vorgehensweise ergaben sich spezielle Lupinen-Erdnuss-Soja
Poolseren, welche sich aus einem breiten Patientenkollektiv mit einer echten Typ-I-
Lebensmittelallergie zusammensetzen. Damit ist ein breites Detektionsspektrum fur alle
durchzuflihrenden  immunologischen Untersuchungen gewahrleistet. Die Ergebnisse der
untersuchten Einzelseren sowie die Daten eines Kontrollserums mit der EAST-Klasse 0 entsprechen

keiner Lebensmittelunvertraglichkeit; sie sind der Tab. 2 zu entnehmen.
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Tab. 2: EAST Klassen (EKL) der verwendeten Humanseren.

Serum EKL EKL Soja EKL
Nummer Erdnuss Lupinen

1 1,1 2 3
2 0 1 3
3 1,2 1,8 2
4 0 1,2 3
5 1,2 1,8 2
6 2 1,9 1,1
7 3 1,7 1
8 3 1,3 11
9 4 1,7 1,1
10 5 1,3 0
11 1,3 2,2 0
12 0 2 0
13 1,8 1,8 3,6

2.3  Enzyme, Puffer, Losungen, Kits, Zellen

Alle verwendeten Chemikalien wurden, wenn nicht anders angegeben, von der Firma Carl Roth

bezogen.

Tab. 3: Verwendeten Enzyme, Puffer, Losungen, Kits und Zellen

Puffer und Lésungen fiir die Proteinbestimmung

BCA Methode BCA Protein Assay Kits, Thermo Fisher Scientific, USA

Puffer und Lésungen fir die 1D Gelelektrophorese

Trenngelpuffer 1,5 M Tris C4H11NO3; pH 8,8

Sammelgelpuffer 1,0 M Tris C4H1sNOs; pH 6,8

SDS-Losung; 10 % SDS 347 mM C12H25Na04S

APS-Katalysatorlosung; 10 % Ammoniumpersulfatidsung 438 mM HgN20gS

Elektrophoreselaufpuffer: Rothiphorese 10x SDS-PAGE 25 mM Tris C4H11NOs3;
192 mM Glycin C2HsNO2; 1 % SDSE C12H2sNa04S

Probenpuffer RotiLoad1

10 % Glyzerin C3HsO3, 20 % Ethanol C2HeO, 70 % A. bidest.

Geltrocknungspuffer .
Ethanol (absolut) Applichem
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Puffer und Lésungen fiir die 2D Gelelektrophorese

Rehydrationspuffer

7 M Harnstoff, 2 M Thioharnstoff, 2% CHAPS , 18 mM
Dithiothreitol ( DTT) , 0,5 % IPG -Puffer

SDS Aquilibrierungsldsung

6 M Harnstoff, 30 % Glycerin, 2 % SDS, 50 mM Tris- HCI pH
8,8 mit1 % DTT und 4 % lodacetamid

Complete™ ohne EDTA

gemal den Anweisungen des Herstellers, Roche

PMSF

Phenylmethylsulfonylfluorid (Protease Inhibitor)

Puffer und Lésungen fiir die massenspektrometrische Identifizierung von Proteinen

MALDI-TOF/TOF

Waschpuffer 30 % Acetonitril (ACN), 25 mM Ammoniumbicarbonat
50 % ACN in 10 mM Ammoniumbicarbonat
) Sequenzierungsgrade Trypsin, 10 ng/ul 3 mM Tris- HCI, pH
Proteaselsung
8,5, Promega
5mMDTT
Extraktionsldsung 0,3 % Trifluoracetic acid (TFA) , 50 % ACN
o 9 mg/ml a-Cyano-4 -Hydroxy- Zimts&ure ( CHCA ) in 50 %
Matrixlosung

ACN, 0,1 % TFA

Puffer und Losungen fiir Western-Blot Analysen

Waschpuffer 10x TBS-T (1,5 M NaCl, 99 mM Tris, 0,5 % Tween, pH 7,4)
Blockldsung 5 % Magermilchpulver, 1x TBS-T

Anodenpuffer 10 % Anodenpuffer, 20 % Methanol; 70 % A. bidest.
Kathodenpuffer 10 % Kathodenpuffer, 20 % Methanol; 70 % A. bidest.
Immunférbung Monoclonal Anti-Human IgE-Alkaline Phosphatase, antibody

produced in mouse,

Clone GE-1, purified immunoglobulin, Sigma-Aldrich, USA

Alkaline Phosphatase Conjugate Substrate Kit, Bio Rad, USA

Puffer und Lésungen fiir die Proteinfarbung

Ponceau-Farbung

Ponceau-S-Losung (0,2 % in TCA , 3 % wi/v) Boehringer

Mannheim, Deutschland

Kolloidale Coomassie-Farbung

Roti-Blue 5x Konzentrat Féarbeldsung: (60 % A. bidest., 20 %
Methanol, 20 % Roti-Blue)

Waschldsung: 25 % Methanol 99,8 %, 75 % A. bidest.

Geltrocknungspuffer

10 % Glyzerin C3H803, 20 % Ethanol CoHeO, 70 %  A.
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bidest.

Puffer und Lésungen fiir die Proteinmodifikationen

Harnstoffoehandlung

0,13 M Tris, pH 9,0; 5,3 M Harnstoff

Reduktion/Alkylierung

0,13 M Tris, pH 9,0; 5,3 M Harnstoff, 28 mM Dithiotreitol, 55,5

mM lodacetamid

Aktivkohle

20 mM Natriumphosphat NasPO4, 100 mM NaCl,  pH7,5

Tanninebehandlung

50 mM Na3PO4 pH 7,2; PBS pH 2; PBS pH 8

Enzyme und Puffer fiir die Proteinstabilitastuntersuchung

Enzyme Pepsin, Sigma

Puffer 1mM KCl pH 1,5; 0,2 M NaHCO3
Enzyme Trypsin, Sigma

Puffer 20 mM NaHPQOg, pH 7,8

Puffer und Lésungen fiir die EAST und EAST Inhibitionstest

Allergozyme, Spec. IgE ELISA RV 5, Omega Diagnostics
GmbH Reinbek, Deutschland

Puffer und Losungen fiir die Zytotoxizitatstest

Lactatdehydrogenase-Test
(LDH)

Laktatdehydrogenase (LDH)-Test: Cytotoxicity Detection Kit,

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland

Stoppldsung

1N HCI

Triton-Kontrolle

Triton X-100 (Octoxinol-9); Ferak Berlin GmbH, Deutschland

Zellen

humanen Hepatozyten Fa. Primacyt, Schwerin, Deutschland

24 Laborgerate

Tab. 4: Verwendete Laborgerate und dessen Firma

Gerat

Firma

Brutschrank ,Function Line*

Heraeus Deutschland

Elektrophoresekammer

Phase

ELISA-Fotometer BioRad Modell 680

BioRad Laboratories

Gel Drying Frames 14x14 ¢cm

Diversed Biotech Carl Roth

Gel Safe Electrophoresis Gel Preservation

Carl Roth

Kiihlschrank

Liebherr Premium

Mini Zentrifuge VWR

Galaxi MiniStar

19




Ofen Heraus Instrument function
pH Meter Thermo Scientific
Schittler Heidolph, Deutschland

Sterilbank Heraeus ,Hera safe”

Kendro Laboratory Products

Strom supply ,power pac 300

Bio Rad

Thermo Schiittler ,TS100“

Lab4you GmbH

TiefkUhlschrank Sanyo Ultra Low

Ewald Innovationstechnik GmbH

Tisch Zentrifuge Biofuge pico

Heraeus, Deutschland

Vortexer Heidolph ,Reax 2000°

Heidolph

Waage BP2105 Sartorius, Deutschland
Wasserbad Memmert

Immunoblot semidry LTF-Labortechnik
Zentrifuge Hettich ,Universal 320 R* Hettich Zentrifuge

20




3 Methoden

3.1 Proteinextraktion

e 1 g Lyophilisiertes Mehl aus Lupinenproteinisolat, Fasern und Flocken in einem Mérser fein
zermalen und anschlieBend in 100 mlin A. bidest resuspendieren.
e Unter Schwenken U. N. bei 4 °C inkubieren und anschlieRend 15 min bei 4500 x g

zentrifugieren. Der Uberstand dekantieren, aliquotieren und bei -20 °C zwischenlagern.

3.2 Proteinbestimmung

Die Quantifizierung des Gehaltes an lslichen Protein (Total Soluble Protein = TSP) erfolgte mit der

Proteinquantifizierungsmethode nach BCA [209].
BCA Methode

Der Bicinchoninsaure-Assay zur Proteinbestimmung ist ein einfacher und schneller photometrischer
Assay. Er weist eine hohere Toleranz gegenlber nicht-ionischen Detergenzien und einfachen
Puffersalzen auf. Proteine reduzieren alkalisches Cu?* zu Cu*. Bicinchoninsaure bildet einen intensiv
violetten Komplex mit Kupferionen mit einem Absorptionsmaximum bei 562 nm. Die Quantifizierung
erfolgte anhand einer Standardreihe mit bovinem Serumalbumin (BSA) in den Konzentrationen 25,
125, 250, 500, 750, 1000, 1500 und 2000 pg/ml.

e 50 pl je Standard, Blank, Probe und 200 pl Farbreagenz in Dreifachbestimmungen in die
Kavitaten der 96 Well Mikrotiterplatte pipettieren.

e Nach 30 min Inkubation bei 37 °C und 15 min bei RT die Extinktionen der Ansatze bei
570 nm mit dem Microplate Reader (Bio Rad Model 680) messen. Anhand der Extinktion

des Standards lielen sich die Proteinkonzentrationen der Proben berechnen.

3.3 Elektrophorese

3.3.1 Eindimensionale Gelelektrophorese

Mit der diskontinuierlichen Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)
lassen sich Proteine nach ihrer Molekularmasse trennen. Dazu werden die Proteine mit dem
Detergenz Natriumdodecylsulfat (SDS) beladen und die Disulfidbriicken der Proteine reduktiv mit -
Mercaptoethanol beim Kochen gespalten. Das resultierende Ladungs-Masse-Verhaltnis ist flir alle
Proteine gleich. Die Auftrennung des Proteingemisches erfolgt in sogenannten restriktiven
Polyacrylamidgelen im elektrischen Feld. Polyacrylamid besitzt eine hohe chemische und
mechanische Stabilitdt und durch eine Copolymerisation von Acrylamidmonomeren und N, N’-

Methylenbisacrylamid gewonnen [214]. Die Proteine sind negativ geladen und wandern in Richtung
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Anode. Durch die netzartige Struktur der Gele wandern kleinere Molekiile schneller als die Grofieren
und somit ist die Wanderungsgeschwindigkeit und zurtickgelegte Strecke umgekehrt proportional zur
molekularen Masse der Proteine [214]. Die ProteingréRe kann anhand von Proteinreferenzmarkern

mit definierter GroRe bestimmt werden [95].

Herstellung der Gele:

Es wurden 12 %-ige denaturierende SDS Polyacrylamidgele verwendet [95]. Die Zusammensetzung

der Gel-Lésungen ist in die Tab. 5 dargestellt.

Tab. 5: Zusammensetzung der SDS PAGE-Gele

12 % Trenngel 5 % Sammelgel
A. bidest. [ml] 6,6 5,5
30 % Acrylamid Mischung [ml] 8 1,3
Tris-HCI pH 8,8 [ml] 5 -
Tris-HCI pH 6,8 [ml] - 1
10 % SDS [ul] 200 80
10 % APS [pl] 200 80
TEMED [pl] 20 8

Alle Angaben beziehen sich auf 20 ml angesetzte Gellésung der Trenngele und 8 ml der

Sammelgele.

Durchfiihrung:

e Die Gelkassetten bis zu 2/3 mit der frisch hergestellten Trenngellosung befillen und mit
Isopropanol iiberschichten. Nach der Polymerisation das Isopropanol entfernen.

e Gel mit A. bidest. spiilen und iberschiissiges Wasser vorsichtig mit Filterpapier entfernen.
Anschliefend das Sammelgel auf das Trenngel gieRen und sofort ein entsprechender
Gelkamm einsetzen.

e Nach Polymerisation Kamm entfernen, die Taschen trocknen und die
Elektrophoreseapparatur aufbauen. Parallel dazu Proben vorbereiten.

e Die Proteine fir 5 min bei 95 °C denaturieren. Nach dem Befiillen mit Elektrodenpuffer
Proben und der Molekulargewichtsmarker (Precision Plus Protein, Biorad) luftblasenfrei in
die Geltaschen applizieren und den Lauf starten.

e Der Lauf bis zum Einlaufen der Proben in das Sammelgel bei einer Spannung von 50 V und

innerhalb des Trenngeles bei 100-150 V applizieren.
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Nach beenden des Elektrophorese-Laufes wurden die Gele entweder einer Farbung zum
Sichtbarmachen der Proteine unterzogen oder fiir einen Proteintransfer auf eine Membran mittels
Immunoblot eingesetzt.

3.3.2 Zweidimensionale Gelelektrophorese

Die zweidimensionale Gelelektrophorese kombiniert die isoelektrische Fokussierung (IEF) mit der
SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) zur Trennung komplexer Proteingemische in
Einzelproteine. Durch die Kombination der beiden zueinander ausgeflihrten Trenntechniken wird
eine besonders hochauflésende Trennung erreicht [126].

Diese Untersuchung wurde am Proteomzentrum der Universitat Rostock von Herrn Dr. Mikkat
durchgefiihrt.

e 10 mg des Proteinextrakts (Lupinenisolat) sind mit 1 ml Rehydrationspuffer (7 M Harnstoff, 2
M Thioharnstoff, 2 % CHAPS 18 mM Dithiothreitol (DTT) 0,5 % IPG -Puffer) und 8 p
CompleteTM ohne EDTA erganzt und gemischt worden (gemaR den Anweisungen des
Herstellers, Roche, Mannheim, Deutschland).

e AnschlieRend wurden 2 ul PMSF hinzugefigt. Die Probe beim beim RT fir 3 h schitteln
und danach beim 13000 rpm beim 4 °C fiir 20 min abzentrifugieren. Der Uberstand beim -
20 °C lagern.

¢ Die Proteinkonzentration unter Verwendung des Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad, Mlnchen,
Deutschland) ist gemessen worden.

e 100 ug Proteinextrakt sind mit dem Rehydrationspuffer auf ein Gesamtvolumen von 150 pl
gemischt und auf IPG-Streifen (7 cm, pH 3 - 10 linearen, GE Healthcare) geladen worden,
bevor die Rehydratisierung und isoelektrischen Fokussierung auf einem IPGphor
(Amersham Biosciences) durchgefiihrt wurden.

e Konzentrierte IPG-Streifen in zwei aufeinanderfolgenden Schritten von 20 min in SDS
Aquilibrierungslésung (6 M Harnstoff, 30 % Glycerin, 2 % SDS, 50 mM Tris- HCI, pH 8,8) mit
1 % DTT und 4 % lodacetamid jeweils &quilibrieren. Die Zweite dimensionale Trennung
wurde auf 4-12 % NuPAGE Bis-Tris-Gele (1,5 mm, 2D-Well, Invitrogen) durchgefiihrt.
Proteine sind durch das Farben mit kolloidalem Coomassie G250 sichtbar [126].

3.4 Massenspektrometrische Identifizierung von Proteinen

Diese Untersuchung wurde am Proteomzentrum der Universitdt Rostock mit Hilfe von Herrn Dr.
Mikkat durchgefihrt.
Die Proteinproben wurden manuell aus den Gelen geschnitten und in 96-Well-Platten Gbertragen.

Der In-Gel-Verdau mit Trypsin ist wie beschrieben durchgefiihrt worden [126].
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o Die Gel-Pfropfen zweimal mit 30 % Acetonitril (ACN) in 25 mM Ammoniumbi-carbonat, 50
% ACN in 10 mM Ammoniumbicarbonat waschen und bei 37 °C trocknen. Die getrockneten
Gel Pfropfen erneut mit 5 pl Proteasel6sung quellen (sequencing grade Trypsin, 10 ng/ul 3
mM Tris- HCI, pH 8,5, Promega, Madison, WI, USA) und fiir 5 - 8 h bei 37 °C inkubieren.

e Die fiir den Verdau von Proben aus 1D-Gele verwendet Trypsin-Lésung sind mit 5 mM DTT
erganzt worden. Der Verdau durch Zugabe von 5 mg/l Extraktionslosung (0,3 % TFA, 50 %
ACN) stoppen und die Proben bei Raumtemperatur fir 30-60 min riihren, bevor die
Peptidextrakte in die 96-Well-Sammelplatten bertragen werden.

e Die resultierende, Peptid enthaltende, Losung fur die MALDI-Analyse durch den Einsatz
von 0,6 pl des tryptischen Verdaus und 0,45 pl Matrixlosung, bestehend aus 9 mg/ml a-
Cyano-4-Hydroxy-Zimtsaure (CHCA) in 50 % ACN 0,1 %, zubereiten (TFA auf Standard-
Edelstahl-MALDI-Platten).

Die MALDI-Analysen wurden in einem 4700 Proteomics Analyzer MALDI-TOF/TOF
Massenspektrometer (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) durchgefiihrt. Alle
erfassten Spektren sind mit 4000 Series Explorer ™-Software, Version 3.6 (Applied
Biosystems) verarbeitet worden. Fir die Proteinidentifikation, sind Spitzenlisten bei
MASCOT (Version 2.4.0, Matrix Science, London, UK) Uber die MASCOT Deamon
eingereicht. Die Suche ist mit Taxonomiefiltern (Proteine Viridiplantae 1.013.315
Sequenzen aus Viridiplantae Swall 2012_01) verglichen mit der Proteinsequenz-Datenbank
durchgefihrt worden. Eine Massentoleranz von 60 ppm und eine Spaltstelle wurden
eingestellt. Die Oxidation von Methionin-Reste ist als variable Modifikation bertcksichtigt.
Die Carbamidomethylierung von Cystein ist als feste Modifikation fir Proben von 2D-Gelen
durchgefilhrt. Die Peptidmassen der Autoproteolyse-Produkte von Trypsin und die von der
Matrix abgeleiteten Peaks wurden ausgeschlossen. Die Identifikationen —mit

Maskottchen-Protein-Scores groRer als 73 waren signifikant (p<0,05) [116].

3.5 Semidry-Immunoblot

Bei der Durchfiihrung eines Immunoblots werden die elektrophoretisch aufgetrennten Proteine aus
dem SDS-Gel auf eine Membran (z.B. Nitrocellulose, NC) transferiert. Nach der Blockierung der
freien Bindungsstellen kann eine Immunodetektion bestimmter Proteinbanden durch Inkubation mit

spezifischen Antikérpern erfolgen.
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Proteintransfer:

Im Anschluss an Elektrophorese ungefarbtes Gel mit A. bidest. spllen

10 min in Transferpuffer inkubieren

6 Lagen Filterpapier (Gel-Blotting-Papier, GB 002, Schleicher & Schuell, Carl Roth,
Deutschland) und die Membran (Protran®, Nitrocellulose Transfer Membrane, Schleicher &
Schuell, Deutschland) in GroRe des Gels zuschneiden

Je 3 Lagen Filterpapier in Anoden-bzw. Kathodenpuffer inkubieren

Membran mit A. bidest. splilen und 10 min in Transferpuffer schwenken

Blot-Apparatur in folgender Reihenfolge aufbauen: Anode, 3 Lagen Filterpapier
(Anodenpuffer), Membran, Gel, 3 Lagen Filterpapier (Kathodenpuffer), Kathode

Stromstarke von 0,8 mA/cm? anlegen, Transferdauer 1 h.

Immundetektion:

Blocken der freien Bindungsstellen auf der Membran mit Blocklésung (i.N. bei 4 °C)
Membran 3 x 10 min waschen in TBST

Inkubation mit verdinntem primaren Antikdrper (Serum 1:10 mit Blocklosung) G.N. bei 4 °C,
anschliefend 3 x 10 min waschen in TBST Puffer

Inkubation mit verdinntem sekundéren Antikorper (Verdinnung 1: 5000 Anti-Human IgE
Alkaline Phosphatase Konjugate/Blocklésung (U.N. bei 4 °C oder 2 h RT)

Membran 3 x 10 min waschen in TBST

Farbung mit alkalische Phosphatase Konjugate Substrate Kit, Bio Rad, USA

Die Bindungsreaktion erfolgt 1 h bei Raumtemperatur unter standigem Schwenken. Nach dem

Waschen der Membran (3 x 10 min in Waschpuffer) wurden die spezifisch gebundenen Antikdrper

durch Substratzugabe detektiert. Die Farbentwicklung erfolgt nach etwa 5 — 15 min. Die Reaktion

wird durch Zugabe von A. bidest. gestoppt. Die Membran wird zwischen Filterpapieren getrocknet

und eingescannt, danach kann die Membran in Folie eingeschweif3t werden.

3.6 Unspezifische Farbungen

In Polyacrylamidgelen und NC-Membran kénnen Allergene und nicht-allergene Proteine mit

unspezifischen Farbemethoden visualisiert werden. Daflr stehen verschiedene Methoden zur

Verfligung [124]. In dieser Arbeit sind die Ponceau Farbung und die Kolloidale Coomassie-Farbung

verwendet worden.
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3.6.1 Ponceau S Farbung

Der Ponceau S Farbung ist eine reversible Farbung der Proteine auf einer NC-Membran. Diese
Farbung dient vor allem dazu, den erfolgreichen Proteintransfer von SDS-Gelen auf NC-Membranen
nachzuweisen.

Ponceau S Farbung:
- Membran in Ponceau-S-Losung eintauchen (1-2 h, schwenken, RT)

- Zum Entfarben in A. bidest. eintauchen bis Banden nicht mehr sichtbar sind

3.6.2 Kolloidale Coomassie-Farbung

Die Kolloidale Coomassie-Farbung ist eine empfindliche reversible Methode zur Proteinfarbung. Mit
dieser Farbemethode es ist méglich die Anlagerung des Farbstoffes quantitativ an die Proteine zu
binden ohne dass eine Denaturierung erfolgen kann. Eine Entfarbung der Proteinbanden ist
ebenfalls mdglich. Diese Methode kann somit im Bereich der Proteinisolierung zur Proteinfarbung
vor MALDI-TOF/TOF-Messungen [96, 124 ,126] eingesetzt werden.

Farben der Proteine:

Coomassie-Brilliant-Blau-Farbung:
- Gelin Farbeldsung (2-3 h, schwenken, RT)

- Gelin Entfarbeldosung (Gel in Waschldsung, schwenken, RT, belassen, bis Hintergrund
vollstandig entfarbt ist und die Proteinbanden noch deutlich sichtbar sind)
Die Gele konnen zwischen 2 Cellophan-Papieren mittels Geltrocknungsrahmen, -puffer getrocknet

werden, um diese zu konservieren.
3.7 Proteinmodifikationen

Denaturierung bezeichnet alle physikalischen oder chemischen Prozesse, die ein natives Protein so
verandern, dass es zum Verlust der biologischen Aktivitdt oder der spezifischen Eigenschaften

kommt, aber die Primarstruktur unverandert bleibt [220].

Die Denaturierung eines Proteins fuhrt zu vielseitigen physikalisch-chemischen Veranderungen.
Unter anderem kommt es zu einer Verminderung der Hydratation des Proteins, Léslichkeit und

Kristallisationsfahigkeit kann den isoelektrischen Punkt verschieben.
Die Denaturierung von Proteinen kann u.a. durch folgende Modifikationen erreicht werden:

physikalische Denaturierung

chemische Denaturierung

starkes Rihren, Schitteln oder Erhitzen
UV-, Rdntgen- oder Strahlenabsorption
Ultraschall-Behandlung
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e 6-8 M Harnstoff-Ldsung (I6st H-Briicken)
o extreme pH-Werte (unter 3 oder (iber 9)
o Detergenzien [220]

Ziel dieser Modifikationen ist es, eine hypoallergene Variante des Lupinenmehls herzustellen. Die
verwendeten Modifikationen, bewiesen, dass einige Proteine ihre Stabilitét, ihre IgE Reaktivitat bzw.
ihr allergenes Potenzial verlieren, jedoch die T-Zell Antwort behalten bleibt. Von allen Schritten bzw.
Proteinmodifikationen wurde der Proteingehalt bestimmt, ein 1D SDS PAGE, Immunoblot und die

EAST-Inhibition durchgeflhrt um zu beweisen, dass sich das allergene Potenzial vermindert hat.

3.7.1 Hitzebehandlung
3.71.1  Hitze-Hochdruck-Behandlung

Studien haben gezeigt, dass das Autoklavieren bzw. Hochdruck das allergene Potenzial einiger
Leguminosen wie Soja, Erdnuss, Linse, Kichererbse wesentlich reduzieren kann [33]. Durch
Hitzebehandlung kann die Konformation eines Allergens durch den Verlust der Tertiarstruktur und
Aggregation verandert werden [11]. Aufgrund unterschiedlicher Hitzebehandlungen treten im
Vergleich verschiedener Veroffentlichungen widersprichliche Aussagen ber die Struktur der
hitzebehandelten Proteine auf [2, 33, 62, 172]. Neben der thermischen Behandlung als wichtigstes
technologisches Verfahren haben die Lagerung, der Einfluss von Enzymen und mechanische
Energie einen Einfluss auf die Konformation. Des Weiteren kdnnen Bestrahlung, gentechnische
Veranderungen sowie Schutz- und Starterkulturen das allergene Potenzial eines Lebensmittels
beeintrachtigen [182]. Einen Schwerpunkt sowohl in der technologischen Verarbeitung als auch der
kichentechnischen Zubereitung stellt die thermische Behandlung dar, die zu einer Veranderung der

Epitopstruktur fihren kann.

Autoklavierungs-Parameter

Die gewahlten Temperaturstufen von 121 °C bei einer jeweiligen Erhitzungsdauer von 60 min
entsprechen nicht den industriell angewandten Parametern zur Konservierung, sondern ubersteigen
z. T. deutlich die eingesetzten thermischen Belastungen [215]. Durch diesen Versuch soll ein
Gesamttiberblick Gber den Einfluss der Erhitzung auf die Allergenitdt der Lupine auch unter
extremen Bedingungen gewonnen werden. Dabei erfolgt die Auswahl der Temperaturstufe in
Anlehnung an die Sterilisierung (121 °C).

e Die Autoklavierung von 100 g Lupinenmehl der Sorte ,Boregine* erfolgte dabei in einem
handelstiblichen Laborautoklaven. Die Probe wurde aunschliefend auf Raumtemperatur
heruntergekiihlt und bei -20 °C gelagert.
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3.71.2 Thermische-Behandlungen
Das Lupinen-Proteinisolat mit A. bidest in einem Verhaltnis von 1:2 (A. bidest:Protein) mischen
e Nach 5 min Quellen kleine Mengen in Petrischalen Uberfihren und in einem Ofen bei 100,
150 und 200 °C erhitzen. Die Proben verblieben 5, 15 und 30 min im Ofen, danach jede

Probe auf RT abkihlen, trocknen und bei -20 °C zwischenlagern.

3.7.2 Harnstoff-Behandlung

Zur Protein-Denaturierung wird haufig die neutrale, wasserldsliche, organische Substanz Harnstoff in
einem Konzentrationsbereich von 5-10 M verwendet. Harnstoff ist in der Lage, einige Proteine in
eine globulére, teilweise denaturierte Form zu (berfihren. Durch die Denaturierung werden
Wasserstoffbriickenbindungen  geldst. Ein  Ergebnis der Harnstoff-Behandlung ist eine
Aggregatbildung der Proteine bis hin zur Ausfallung aus der Losung. Dies erfolgt, da die im inneren
liegenden hydrophoben Aminosauren in Kontakt mit dem umgebenden (wassrigen) Losungsmittel
kommen und in Wechselwirkungen mit anderer hydrophoben Aminosauren treten [177, 220]

Harnstoff-Behandlung Durchflihrung:

e 0,5 g Lupinenmehlisolat in einer 0,13 M Tris Losung (pH 9,0) resuspendieren und fur 1 h bei
RT unter Rihren l6sen.

e Zur Denaturierung 5,3 mol/l Harnstoff zugeben und 1 h riihren. Anschliellend 15 min bei
4500 x g zentrifugieren. Danach die Lésung aliquotieren und bei -20 °C fiir weitere

Untersuchungen wie 1D SDS PAGE und Immunoblot zwischenlagern.

3.7.3 Reduktion/Alkylierung-Behandlung

Fur bestimmte Allergene ist das Auflosen von intramolekularen Disulfidbriicken eine geeignete
Strategie zur Proteinentfaltung und Verringerung der Allergenitat. Im Einklang damit zeigte die
C8/S119 Mutante das Milben-Hauptallergen der f 2 reduzierte Allergenitat. Hypoallergen Mutanten
unspezifischer Lipidtransferproteine (nsLTP), wie das Parietaria-Pollen-Allergen Par J1, zeigen

aufgebrochene Disulfidbriicken durch ortsgerichtete Mutagenese [177].

Disulfid-Bindungen konnen oxidativ oder reduktiv gespalten werden. Reduktive Spaltungen der
Disulfid-Bindungen durch Dithiotreitol fligen sich gewéhnlich besser in die Gesamtstrategie der
Primarstrukturanalyse ein. Die reduktive Spaltung wird meist durch Behandlung mit
2-Mercaptoethanol oder Dithiotreitol (Clelands-Reagens) realisiert. Um alle Disulfidgruppen dem
reduzierenden Agens zuganglich zu machen, kann die Reaktion in der Regel unter denaturierenden
Bedingungen durchgefiihrt werden, wobei die native Konformation zerstort bleibt. Die entstehenden

freien Sulfhydrylgruppen werden Ublicherweise durch Behandlung mit lodacetamid alkyliert, um die
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Rickbildung der Disulfid-Briicken durch Oxidation mit Oz zu unterbinden. S-Alkyl-Derivate sind an

der Luft und bei den typischen Spaltbedingungen flir Peptidbindungen stabil [177].
Reduktion und Alkylierung Durchfuhrung:

e Lupinenmehlisolat zunéachst mit Harnstoff (5,3 mol/l und 0,13 mol/l) I6sen in Tris - HCI (pH
9,0) denaturieren (siehe Harnstoff-Behandlung).

¢ Die Reduktion erfolgt unter Zugabe von Dithiotreitol (28 mmol/l) bei 55 °C flr 45 min.

e Die folgende Alkylierung mit lodacetamid mit einer Endkonzentration von 55,5 mmol/l
durchflihren.

e Der Proteingehalt bestimmen. 1D SDS PAGE, Immunoblot sowie die EAST Inhibition

durchfiihren. Die Proben bei -20 C zwischenlagern.

3.7.4 Aktivkohle-Behandlung
Die Aktivkohle (AC)-Behandlung auf toxischen Substanzen konnte auch fiir die Bindung von
Lupinenallergenen angewendet werden. Es wurde die Frage geklart ob eine Allergenitats-

reduzierung moglich ist.

Die orale Einnahme von Aktivkohle ist die am haufigsten genutzte Form der Magendekontamination,
welche besonders gern bei potenziell vergifteten Kindern angewendet wird. Aktivkohle bindet
unspezifisch die meisten organischen Molekiile durch hydrophobe Interaktion. Obwohl derzeit nicht
als Behandlungsoption fiir die versehentliche Einnahme von Erdniissen verwendet, konnte die
Behandlung mit Aktivkohle potenziell die Allergenexposition im Magen reduzieren. Dies konnte dann
ein sicheres und wirksames Verfahren sein, welches bewirkt, dass keine Allergene fir das

zusatzliche Auslosen einer allergischen, IgE-vermittelte Reaktion zur Verfiigung stehen.

In einer Oral-Provokationsstudie [120], haben 25 % der teilnehmenden Erdnussallergiker mit einer
Dosis von weniger als 100 mg Erdnlssen allergisch reagiert. Das ist eine betrachtlich geringere
Dosis als bei den meisten anderen Allergenen, die haufig auftreten. Wenn diese relativ geringe
Menge von Proteinallergenen auf Aktivkohle fest adsorbiert wird konnte sie problemlos den

Magen-Darm-Trakt durchqueren, ohne eine allergische Reaktion hervorzurufen [92].
Durchfiihrung:

e 1 mg/ml Lupinenproteinisolat in 20 mM Natriumphosphatpuffer geben (pH 7,5 mit 100 mM
NaCl) fir 30 min bei RT Rihren. Nach Zentrifugationschritt (15 min bei 4500 x g) den
Uberstand gewinnen. Der Uberstand wird auch als Rohextrakt bezeichnet.
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e Rohextrakt in getrennten Mikrozentrifugenrohrchen mit verschiedenen Konzentrationen von
AC (5:1, 10:1, 20:1, 30:1, 40:1, 50:1, 60:1) bei 37 °C in einem Wasserbad fur 2 min
koinkubieren.

¢ Die Réhrchen auf einem Schttler fur 30 s durchmischen.

e AnschlieBend 15 min bei 4500 x g abzentrifugieren.

e Den Uberstand auf das Vorhandensein von Proteinen mittels SDS-PAGE, Immunoblot und

quantitative Protein Bestimmung analysieren.

3.7.5 Tanninbehandlung

Tannine gehdren zu den so genannten quantitativen pflanzlichen Sekundarstoffen und enthalten
ausreichend  phenolische  Ortho-di-Hydroxygruppen, um  Quervernetzungen  zwischen
Makromolekulen wie Proteinen ausbilden zu kénnen. Solche Vernetzungen konnen die Aktivitat von
Pflanzenenzymen und -organellen hemmen. Tannine bilden unldsliche Komplexe mit Eiweillen. Der
Tanninbehandlung besteht in der Entfernung der Lupinen-Allergene als unldslicher Tanninsaure-
Komplex. Daflir wurden verschiedenen Konzentrationen an Tanninen genutzt.

Bisher wurden laut Literatur [29] nur Untersuchungen mit der Erdnuss durchgeflihrt, die positive

Ergebnisse der Allergenitatsreduzierung zeigten.
Durchfiihrung:

e 250 mg Lupinenmehllyophilisat in 50 ml NasPOs (50 mM pH 7,2) G. N. bei RT
resuspendieren.

e AnschlieRend Zentrifugationsschritt bei 5000 x g fir 30 min.

e Vom Uberstand (Uberstand = Extrakt) Aliquote von 5 ml entnehmen und mit verschiedenen
Mengen an Tanninsaure versehen (0,25 mg/ml; 0,50 mg/ml, 1,0 mg/ml und 2 mg/ml).

o Extrakte vortexen und emeut zentrifugieren (5000 x g fiir 30 min). Den Uberstand
dekantieren = 1. Uberstand = S1. Das Pellet von der 1. Zentrifugation erneut mit PBS pH 2
resuspendieren und erneut zentrifugieren (5000 x g fur 5 min).

e 2. Uberstand = S2. Das Pellet vom 2. Uberstand trennen und PBS (pH 8,0) zugeben,
resuspendieren und bei 5000 x g fiir 5 min abzentrifugieren = 3. Uberstand = S3.

Von allen Schritten wurde der Proteingehalt bestimmt, 1D SDS PAGE, Immunoblot und die EAST-
Inhibition durchgefihrt.

3.8 Proteinstabilitatsuntersuchung

Die Persistenz von Proteinen gegenuber proteolytischen Enzymen stellt einen wichtigen Parameter

bei der Beurteilung der Bedeutung einzelner Allergene dar. Um die Ubertragbarkeit von In vitro
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Studien auf die menschliche Verdauung zu gewahrleisten, ist eine Simulation unter mdglichst
realitdtsnahen Bedingungen nétig. Es ist empfehlenswert, einen Verdau der mit Pepsin und Trypsin
durchzuflihren, da davon ausgegangen wird, dass eine Korrelation zwischen der Stabilitat von

Proteinen gegentber dem Verdau und dem allergenen Potenzial besteht [4].

Die Stabilitat von Proteinen gegeniiber Enzymen bzw. die Vorgange des Verdaus konnen in vitro

und in vivo untersucht werden. In dieser Arbeit wurden keine in vivo Versuche durchgefihrt.

e Fur die in vitro-Untersuchung 40 mg Lupinenmehlisolat in 40 ml Puffer (1mM KCI, pH 1,5)
resuspendieren.

e FUr den Ansatz das Enzym Pepsin in einem Verhaltnis 1:66 hinzugeben und in einem
Wasser-Schuttelbad bei 37 °C inkubieren.

o Nach definierten Zeiten (1, 5, 15 und 30 min) Proben von jeweils 5 ml entnehmen.

e Zur Neutralisation (pH 7,0) in Probengefae mit einer Vorlage von 0,2 M NaHCO3 Lésung

pipettieren und bis zur weiteren Bearbeitung auf Eis zwischenlagern.

AnschlieBend konnte der Uberstand mittels einer 1D SDS PAGE, Immunoblot, sowie die
EAST-Inhibition auf noch vorhandene Proteine oder immunogen wirkende Bruchstlicke untersucht
werden.

Fur die Untersuchung der Stabilitat des Lupinenmehls gegentber dem proteolytischen Verdaus
durch Trypsin wurde eine alkalische Extraktion des Lupinenmehlisolates mit 20 mM NaH2PO4 (pH
7,8) durchgefihrt. Zu dem Ansatz (40 mg in 40 ml Puffer) wurde das Enzym Trypsin in einem
Verhaltnis 1:10 hinzugegeben. Der Ansatz wurde in einem Wasser-Schuttelbad bei 37 °C inkubiert
und nach definierten Zeiten (1, 5, 15 und 30 min) Proben von jeweils 5 ml entnommen und sofort
ohne weitere Behandlung tiefgefroren. Alle so gewonnenen Proben wurden dann spéater auf ihren
Proteingehalt (BCA-Assay), Immunoblot (1D-SDS PAGE) und einer EAST-Inhibition gepriift.

3.9 in silico-Kreuzallergenitatsuntersuchung

Sequenzvergleich mit bekannten Allergenen

Zur Untersuchung von Sequenzhomologie stehen eine Reihe internetbasierter Programme zur
Verfligung. Allen Programmen gemeinsam ist, dass die untersuchten Sequenzen im FASTA-Format
in das Suchfenster eingegeben werden. Das FASTA-Format ist ein Text aus Nukleinsaure- oder

Aminosauresequenzen, der im Einbuchstabencode (single letter code) geschrieben wird [214].

Das FASTA-Format geht aus dem Lipman und Pearson entwickelten FASTA Nukleinsauren-bzw.
Aminosauresequenz-Abgleich-Programm hervor. Der FASTA Algorithmus wurde 1985 fiir Proteine

entwickelt und 1988 auf Nukleotide erweitert [213]. Das FASTA-Aligment-Programm sucht nach
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Ahnlichkeiten zwischen Sequenzen oder vergleicht gegebene Sequenzen mit Sequenz-

Datenbanken.

Zur Untersuchung der Sequenzhomologien der Proteine zu bekannten Allergenen in Anlehnung an
die FAO/WHO Richtlinie (2001), wurden die Dantenbanken SDAP, EVALLER™, AllergenOnline
herangezogen. Es wird geraten, Allergene zu identifizieren, die eine Homologie mit den Proteinen
von 35 % in einem Fenster von 80 Aminosauren bzw. eine Identitat von 6 aufeinanderfolgenden

Aminosauren aufweisen [203].
SDAP [205]

SDAP (Structural Database of Allergenic Proteins) ist eine von der University of Texas Medical
Branch (UTMB) betriebene Internetdatenbank. Aufer der Nutzung von Sequenzen allergener
Proteine stehen Computer-Werkzeugen zur Untersuchung der biologischen Struktur von Proteinen
oder zur Untersuchung auf Kreuzreaktivitat mit bekannten Allergenen zur Verfugung. Die SDAP-
Datenbank beinhaltet Informationen zu Allergen-Namen, Quellen, Sequenzen, Strukturen, teilweise
IgE-Epitopen, Literaturangaben und Links zu den grofiten Protein-(PIR, PDB, Swiss-Prot, NCBI) und
Literaturservern (Pubmed, Medline) [205, 214].

EVALLER™ [206]

EVALLER™ st eine Internetdatenbank, die anhand der Sequenzhomologien zu bekannten
Allergenen eine bioinformatische Beurteilung von Proteinen auf ihre potenzielle Allergenitat vom Typ
| ermdglicht. Die in der EVALLER™ Datenbank hinterlegten Aminosauresequenzen stammen aus
offentlich zuganglichen Katalogen allergener Proteine wie Allergome (www.allergome.org), der
Allergenliste des IUIS (International Union of Immunological Societies) Allergen Nomenclature
Subcomitee (WWW.allergen.org/List.htm), dem Food Allergy Research and Resource Program
(Farrp) (http://allergenonline.org/), der Seite ,The Allergen Database” (http://allergen.csl.gov.uk/) und

der Datenbank fiir Lebensmittelallergene pflanzlichen Ursprungs (http://www.ifr.ac.uk/protall/).

EVALLER ™ (auch als EVALLER 2, bezogen auf den aktuellen Status der Revision angeben) ist ein
Web-Tool, wobei ein Protein elektronisch auf das Potential seiner Kreuzreaktivitat mit bekannten
Allergenen auf der Grundlage seiner Aminsosauresequenz getesten werden kann (e-Testing). Der
Server ist abhangig von der Unterstltzung durch toxikologischen/allergologischen Risikobewertern,
Pflanzenziichter, Hersteller von Biopharmazeutika und anderen Spezialisten mit einem Interesse an

IgE-vermittelter Allergologie.

Der Server bietet als Ergebnis eine grafische und textuelle Interpretation der Ergebnisse um weitere

Abfragen bezliglich des allergenen Potenzials eines Proteins zu erleichtern.
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AllergenOnline [208]

AllergenOnline ist ein Programm der Universitat von Nebraska und wird durch Food Allergy
Research and Resource Program (Farrp) des Departments of Food Science and Technology
betrieben [208].

Farrp wurde 1995 als Kooperationsprojekt zwischen der Universitat von Nebraska und 7
Industriepartnern gegriindet. Das Programm beruht auf einer weltweiten Zusammenarbeit mit
Forschungsinstitutionen, Behdrden, Verbrauchergruppen und Wissenschaftlern, um die Sicherheit

von Lebensmittelprodukten fiir Verbraucher mit Lebensmittelallergien zu verbessern [208, 214].
3.10 Enzymallergosorbent-Test (EAST)

Der EAST st eine enzymimmunologische Methode zur Bestimmung des Gehaltes an freien,
spezifischen Antikérpern der Immunglobulinklasse E im Blutserum [152]. Dieser Test ist eine der

wichtigsten In vitro Untersuchungsmethoden zur Diagnose von Lebensmittelallergien [152)].

Das Test-Prinzip erfolgt durch einen nichtkompetitiven Enzymimmunoassay. Die Festphase besteht
aus einer chemisch aktivierten Papierscheibe, an die, die entsprechenden Allergene kovalent
gebunden sind. Im ersten Schritt wird Patientenserum bzw. -Plasma auf die Allergenscheibe
pipettiert. Dabei erfolgt eine Bindung des allergenspezifischen IgE an das festphasengebundene
Allergen. Im 2. Schritt wird ein enzymmarkiertes Anti-human-IgE auf die Allergenscheibe mit dem
Allergen-IgE-Komplex gegeben. Dabei erfolgt eine Bindung des markierten Anti-human-IgE an das
festphasengebundene spezifische IgE. Die Menge des gebunden, markierten Anti-human-IgE ist
proportional zur Menge des spez. IgE im Serum/Plasma. Anschlielend wird eine Substratldsung
(p-Nitrophenylphosphat) hinzugegeben. Durch die Aktivitdt der alkalischen Phosphatase entsteht
eine gelb gefarbte Losung. Die Enzymreaktion wird am Ende der Inkubationszeit mit einer
Stopplésung beendet. Die Extinktionen der gefarbten Losungen werden am Photometer bei einer
Wellenlange von 405 nm (3)/(4) gemessen. Die Auswertung erfolgt Uber eine Standardkurve,

bestehend aus den Extinktionswerten der gemessenen Referenz-Kavitaten [221].
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Q Allergen (Antigen) % Antikérper (IgE) 73> Enzymatische Umsetzung

ﬁAml—lgE—Aminrper(Enzymmarkiert) @ Substrat @ Umgesetztes Substrat

Abb. 8: Prinzip des Enzymallergosorbent-Testes (EAST) [152].

Die Einteilung der Patientenseren nach ihrem IgE-Gehalt erfolgt iiber Referenzseren gegen
Lieschgras mit bekanntem IgE-Gehalt unter Verwendung der entsprechenden Lieschgras-
Allergenscheiben in eine der in Tab. 6 dargestellten EAST-Klassen. Die Ergebnisse werden in UE/ml
angegeben. 1 UE = 2,4 ng IgE [221].

Tab. 6: Einteilung der EAST-Klassen [221].

IgE-Gehalt [U/mI] = EAST-Klasse

<0,35 0
>0,35<0,7 1
>0,7<35 2
>35<175 3
> 17,5 <50 4

> 50 5

3.11 EAST Inhibition

Die EAST-Inhibition stellt einen kompetitiven Hemmtest dar, der eine relative Quantifizierung des
allergenen Potenzials der eingesetzten Proteinextrakte ermadglicht. Vor der eigentlichen Messung
erfolgt eine Inkubation des Patientenserums mit dem auf seine allergene Potenz zu untersuchenden
Extrakt (Inhibitorldsung) statt [123, 152, 184]. Die sich frei in Ldsung befindlichen und
festphasengebundenen Allergene treten in eine Konkurrenzreaktion mit den aus dem

Patientenserum stammenden, spezifischen IgE. Je grofer das Inhibitionsvermdgen des jeweils
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eingesetzten Extraktes ist, desto starker wird das Messsignal vermindert. Es wurden verschiedene
Verdinnungen der LOsung angesetzt, um eine Bestimmung der Konzentration des jeweiligen
Proteinextraktes, an der es zu einer 50 %igen Verminderung des Messsignales (Cso-Wert) kommt,
zu ermdglichen. Anhand der Cso-Werte ist ein Vergleich der allergenen Potenz von verschiedenen
Extrakten untereinander méglich [152]. Die homologe Inhibition wird definiert durch den Cso-Wert der
Inhibition mit dem nativen Extrakt und dieser kann zu einer maximalen Verminderung des
Messsignals fuhren. Die Kalkulation erfolgt aus der Abhangigkeit der prozentualen Inhibition von der
logarithmischen Proteinkonzentration der Inhibitorextrakte in Form einer logarithmischen Regression
[152]. Als Inhibitorldsungen dienten Extrakte der modifizierten Proteine sowie Proteinfasern und
Proteinflocken. Die Enzymallergosorbent-Test (EAST) Durchflihrung kann aus den Anhang (Anhang
8.2) entnommen werden.

3.12 Ausschluss des zytotoxischen Potenzials an normalen humanen Leberzellen

(Hepatozyten)

Die Leber stellt das stoffwechselaktivste Organ des menschlichen Organismus dar. Aus diesem
Grund wurde untersucht, ob die Lupinenproteinisolate und deren Fraktionen (Lupinenfasern und
Lupinenflocken) zytotoxisch auf Hepatozyten wirken. Bei den verwendeten Hepatozyten handelt es
sich um, humane Primar-Zellen ohne Pathologien. Diese Zellen wurden von der Firma Primacyt
(Schwerin, Deutschland) frisch isoliert und ausplattiert. Der genutzte Bioassay gilt als eine sehr
effektive, zeitgemalRe Methode zur Untersuchung der Zytotoxizitat einer Substanz auf Zellen. Der
Zytotoxizitatsassay wurde im Mikrotiterplatten-Format angesetzt, was eine sehr schnelle und
simultane Analyse der Testansatze ermdglichte, sowie nur einen geringen Verbrauch an Zellen,
Zellkulturmedien, Testsubstanzen und anderen Verbrauchsmaterialien verursachte. Zudem konnten
die einzelnen Versuchsansatze auf der 96-Well-Platte mit einem hohen Grad an Prazision direkt am

ELISA-Reader gemessen werden.

Fur den Test konnte das Lupinenmehl sowie die Lupinenfasern und Lupinenflocken in vier
unterschiedlichen Proteinkonzentrationen verwendet werden. Fir die Hepatozyten wurde der
LDH-Test durchgefhrt.

Tab. 7: Verwendete Protein-Fraktionen und Konzentrationen fir den LDH-Test

Proteinfraktion Proteinkonzentration
[mg/ml]
Fasern unverdinnt 3102
Fasern 1:2 1551
Faser 1:50 62,04
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Fasern 1:100 31,02

Flocken unverdinnt 8046
Flocken 1:2 4023
Flocken 1:50 160,92

Flocken 1:100 80,46
Isolat unverdinnt 9553
Isolat 1:2 4776,5
Isolat 1:50 191,06
Isolat 1:100 95,53

3.12.1LDH-Zytotoxizitatstest

Der LDH-Test gibt Aufschluss Uber die Zytotoxizitat einer Substanz auf Zellen. Es ist ein
kolorimetrisches, nicht radioaktives Verfahren zur Quantifizierung des Zelltodes und der Zellyse,
basierend auf der Messung des zytotoxischen Enzyms Laktat-Dehydrogenase (LDH), welches von
lysierten Zellen in den Zellkulturiberstand abgegen wird. Die Messung der freigesetzten LDH
resultiert dann in der Umsetzung von gelbem Tetrazoliumsalz zu rotem Formazan. Diese
Farbanderung ist proportional der Anzahl geschadigter und toter Zellen und wurde quantitativ am
ELISA-Reader bei A = 490 nm ermittelt.

Das Enzym LDH kommt in fast allen Kérperzellen vor und erreicht besonders hohe Konzentrationen
in metabolisch aktiven Zellen und Geweben, wie z.B. Herz, Muskeln und Leber. Es liegt nach Zellyse
im Medium stabil vor, da es gegen den Abbau durch Proteasen resistent ist. Die LDH-Aktivitat
basiert auf einem enzymatischen Test: Zuerst wird Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid (NAD)+ zu
NADH/H+ durch die gleichzeitige LDH-katalysierte Reaktion von Lactat zu Pyruvat reduziert. Dann
wird der Katalysator Diaphorase und das Tetrazoliumsalz 2-(4-iodophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-
phenyltetrazoliumchlorid (INT) hinzugegeben. Die Diaphorase katalysiert die Reduktion von gelbem
Tetrazolium INT zu rotem Formazansalz (Abb. 9). Diese Farbanderung wird mittels eines ELISA-
Photometers gemessen. Dabei entspricht die Farbintensitat der Quantitat an gebildetem Formazan.
Daraus lasst sich auf die Menge an LDH im Uberstand schlieRen, welche mit der Anzahl toter Zellen
korreliert [210].

Fur die Berechnung der Zytotoxizitat der Substanzen auf die Zellen wurde folgende Gleichung

verwendet.

Relative Zytotoxizitat [%)
Extinktion (Probe) — Extinktion (Negativkontrolle 2)
Extinktion (High Control) — Extinktion (Negativkontrolle 2)
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Abb. 9: Prinzip des LDH Zytotoxizitatstest: Entwicklung von gelben Tetrazoliumsalz zur roten Formazansalz

[210].

Schritte:
1.

Zellkultivierung: 100 ul/Well Zellsuspension in 96-Well-Platte,

24 h Inkubation im Brutschrank (37 °C, 5,0 % CO2und wasserdampfgeséttigte Atmosphére)
Mediumwechsel: Entfernung des verbrauchten HHMM: Human Hepatocyte Maintenance
Medium (10 % FKS)

Zugabe von 198 ul/Well frisches HHMM (1 % FKS)

Zugabe von 2 pl/Well Proteinisolat bzw. Kontrollen

24 h Inkubation im Brutschrank (37 °C, 5 % CO2und wasserdampfgesattigte Atmosphare)
Pipettieren von 100 pl Uberstand in eine neue 96-Well-Platte

Zugabe von 100 pl/Well Reaction mixture auf die 100 ul Uberstand der neuen Platte, 10 bis
30 min Inkubation im Dunkeln bei RT

Zugabe von 50 pl/Well 1N HCI zum Abstoppen der Reaktion

Messung am ELISA-Reader (A = 492 nm, Referenz A = 620 nm)

Durchfiihrung:

Nach 24 h Zellinkubation das verbrauchte Zellkulturmedium (mit 10 % FKS) durch 198 ul
frisches HHMM (mit 1 % FKS) ersetzen.

Die Proteinisolate und die Positiv- und Negativkontrollen hinzugeben.

Bei diesem Test gibt es eine zusatzliche Kontrolle, die High control, diese gibt die maximal
mogliche LDH-Aktivitat der Zellen an, da alle Zellen durch das Detergenz Triton X-100

zerstort werden.
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¢ Die High Control besteht aus 198 pl Medium + Zellen und 2 pl 1 % Triton.

e Die Substanzen erneut 24 h unter physiologischen Bedingungen: 37 °C, 5,0 % CO2 und
wasserdampfgesattigte Atmosphére inkubieren.

e AnschlieBend die LDH-Aktivitat und dem daraus resultierenden Farbanderung

spektrophotometrisch am ELISA-Reader messen.

3.12.2 Metabolische Untersuchungen

Die quantitative Analyse von Harnstoff, der im Harnstoffzyklus der Zelle entsteht und die
Bestimmung von Albumin sind wichtige Funktionsparameter fiir Leberzellen.

Die Bestimmung des Harnstoffs sowie Albumin wurde in der Abteilung fiir Labordiagnostik Klinikum
Sudstadt Rostock in Auftrag gegeben. Sowohl der Harnstoff- als auch die Albumin - Konzentrationen
wurden nach 24, 48 und 72-stlindiger Einwirkung der EiweiRisolate auf die Hepatozyten von der
Firma Primacyt (Schwerin, Deutschland) ermittelt. Geplant waren weiterhin metabolische
Untersuchungen an mehreren Patientenproben. Allerdings konnten aufgrund Materialmangels diese
Untersuchungen nur an Probenmaterial eines Patienten durchgeflhrt werden. Eine valide Aussage
anhand dieser einen Probe ist nicht méglich, deshalb wurde das Ergebnis der einen Probe in den

Anhang verschoben.

Harnstoff

Die Harnstoffbestimmung ist der am weiteste verbreitete Test der Nierenfunktion. Harnstoff ist eine
organische Verbindung, die als ein Endprodukt des Proteinmetabolismus im Harnstoffzyklus
synthetisiert und mit dem Urin (ber die Nieren ausgeschieden wird. Die Harnstoffbildung aus
Kohlendioxid und Ammoniak dient der Elimination des toxischen Ammoniaks, welches beim
Eiweilstoffwechsel ensteht. Das Ausmal} der Harnstoffsynthese ist abhéngig von der Proteinzufuhr
mit der Nahrung und dem endogenen Proteinkatabolismus. Hohe Harnstoffkonzentrationen deuten
demzufolge sowohl auf eine hohe Proteinzufuhr als auch einen hohen Proteinabbau in den
Leberzellen hin. Ist die Harnstoff-Konzentration jedoch zu gering, spricht das in vivo fir eine
Leberinsuffizienz [211].

Zur Analyse wird Reagenz der Firma Beckman Coulter benétigt. Diese Reagenzien sind
gebrauchtsfertig und nach Anbruch 30 Tage stabil.

Prinzip der Untersuchung (kinetischer UV-Test):

Harnstoff wird durch Urease zu Ammoniak und CO2 hydrolysiert. Der Ammoniak reagiert mit 2-

Oxoglutarat und NADH in Gegenwart von Glutamat-Dehydrogenase zu Glutamat und NAD
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Harnstoff + 2 H20 —Urease , 2 NHq4t + CO3?
2 NH4 + 2-Oxoglutarat + 2NADH  _6tbH _ H,0 + 2NAD + 2 L-Glutamat

Es besteht eine Proportionalitat des MalRes der Absorptionsabnahme durch die Verringerung der
NADH-Konzentration zur Hamstoffkonzentration. Die Probeidentifizierung, sowie die Ubertragung

der Ergebnisse erfolgt automatisch durch das Messgerat [212].

Albumin

Albumin ist ein globulares Protein, welches im Blut vorkommt und verschiedene Funktionen im
Korper austibt. Eine Aufgabe stellt die Aufrechterhaltung des kolloidosmotischen Druckes dar, der
die Flussigkeitsverteilung innerhalb und auBerhalb der Koérperzellen bestimmt. Albumin ist ein
wichtiges Transportprotein im Blut. Ohne Albumin kénnten hydrophobe Substanzen wie Fettsauren,
Vitamine, Hormone, Spurenelemente, Medikamente, Bilirubin, Kationen und viele weitere Stoffe
nicht transportiert werden. Zu geringe Albumin-Werte kommen unter anderem bei
Leberfunktionsstorungen vor. Eine beeintrachtigte Synthese erfolgt aufgrund einer Lebererkrankung
oder Infolge einer verminderten Proteinaufnahme, Gewebschadigung oder Entziindung. Die
Albuminbestimmung stellt einen Leberfunktionstest dar [211, 213].

Zur Analyse wird Reagenz der Firma Beckman Coulter benétigt. Diese Reagenzien sind
gebrauchtsfertig, gedffnet im Gerat 90 Tage stabil.

Prinzip der Untersuchung (Photometrische Farbtest):

Durch Reaktion von Bromkresolgrin (BCG) mit Albumin entsteht ein farbiger Komplex. Die
Absorption des Albumin-Bromkresolgriin-Komplexes wird biochromatisch gemessen und ist
proportional zur Albuminkonzentration in der Probe.

Albumin + BCG —pH42_  Griiner Komplex
Die Probeidentifizierung, sowie die Ubertragung der Ergebnisse erfolgt automatisch durch das
Messgerat [212].

3.13 Statististik

Die statistische Auswertung des Proteingehalts des Lupinenmehlisolats und die Protein-
modifikationen erfolgten mittels Varianzanalyse (ANOVA Verfahren von englisch analysis of
variance), in diesem Fall einfaktorielle Varianzanalyse mit Post-hoc-Test Bonferroni. Software: SPSS
Version 22. Signifikante Ergebnisse wurden in den Diagrammen wie folgt gekennzeichnet: * p < 0,05
Sterne auf den Saulen beziehen sich auf den Vergleich mit den schwarzen S&ulen (Kontrolle).
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4 Ergebnisse

Zuerst werden die Ergebnisse der Charakterisierung zur Detektion von Allergenen verwendeten
Humanseren von Erdnuss-, Soja- und Lupinenallergikern vorgestellt. Es folgt die Charakterisierung
und Identifizierung der Allergene bzw. Proteine des Proteinisolates aus dem Lupinus angustifolius.
Im dritten Abschnitt werden die Ergebnisse der durchgefuhrten Modifikationen zum Anstreben einer
Reduktion der Allergenitdt sowie die in vitro- und in silico-Kreuzallergenitatsuntersuchungen
dargestellt. AuBerdem ist die Analyse der Zytotoxizitats-untersuchung des Lupineneiweifes an
normalen humanen Hepatozyten durchgefiihrt worden, um die Unbedenklichkeit der Lupine als

Lebensmittel zu untermauern.
41 Charakterisierung der Patientenseren

4.1.1 Charakterisierung mittels EAST

Die Ergebnisse der EAST-Untersuchungen sind in der Tab. 8 dargestellt. Diese Tabelle enthalt 13
der untersuchten Seren, die einen IgE-Gehalt von = 0,35 U/ml gegen Erdniisse, Soja bzw. Lupinen
aufweisen und somit in die EAST-Klassen 1 bis 5 eingeteilt werden.

Tab. 8: A) EAST-Klassen der verwendeten Patientenseren. EKL: EAST-Klasse. B) Graphische Darstellung
der EAST Klasse der verwendeten Humanseren

A B
Serum Nummer | EKLErdnuss | EKLSoja |EKL Lupinen EAST Klasse der verwendeten
1 11 2 3 Humanseren
2 0 1 3 6
3 1,2 1,8 2 85
4 0 1,2 3 8
<4
5 1,2 1,8 2
=3
6 2 1,9 1,1 0
<
7 3 1,7 1 w2
8 3 1,3 11 1
9 4 1,7 1,1 0
10 5 13 0 1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13
1 13 2,2 0 Serumnummer
12 0 2 0 EKL Erdnuss = EKL Soja m EKL Lupinen
13 1,8 1,8 3,6

Es konnte beobachtet werden, dass bei Serum 12 spezifische Antikérper nur gegen eine
Hulsenfrucht (Soja) vorliegen. Die Seren 2, 4, 10 und 11 besitzen spezifische Antikdrper gegen 2
Hulsenfriichte und ansonsten liegen spezifische Antikorper gegen alle 3 untersuchten Hilsenfriichte
vor.

4.1.2 Charakterisierung mittels Inmunoblot

Zur weiteren Charakterisierung wurde das Lupinenmehlisolat (Proteingehalt: 95,3 ug/ml)
elektrophoretisch mittels SDS-PAGE getrennt. Daflir wurde ein 12 %iges Bis-Tris-Elektrophoresegel

verwendet.
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Nach anschlieRendem Transfer der getrennten Proteine auf eine NC-Membran wurde diese unter
Verwendung eines der 13 Einzelseren mit einer zuvor bestimmten EAST-Klasse = 2 immungefarbt.
Zur ldentifikation unspezifischer Bindungen erfolgte zudem eine Inkubation eines NC-Streifens mit
dem Serum eines Nicht-Allergikers (EAST Klasse = 0) als Negativ-kontrolle. In der Abb. 10 sind die
mit den jeweiligen Einzelseren immungefarbten NC-Streifen dargestellt. Der mit ,Pool*
gekennzeichnete NC-Streifen wies als Positivkontrolle spezifische Farbungen auf. Tab. 6 gibt
Aufschluss uber das Vorkommen und die Intensitat der Antikdrper der Einzelseren im Immunoblot.
Die Abb. 10 zeigt den in dieser Arbeit verwendeten Proteinmarker Precision Plus Protein Dual Xtra
der Firma BioRad, mit dessen Hilfe die Massen den jeweiligen Proteinbanden zugeordnet wurden.
Bei allen 13 getesteten Seren konnte mindestens eine Allergenbande detektiert werden. Die meisten
Seren wiesen spezifische IgE-Antikorper gegen Allergene im Molekulargewicht (MG)-Bereich von
Conglutin 8 (ca. 80 kDa) und Conglutin a (25 - 50 kDa) auf. Im Bereich von Conglutin & (93 kDa)

zeigte sich nur bei dem Serum Nr. 6 eine spezifische Bandenfarbung.

|KDa M 1 2 3 4 5 6 8 9 10 11 12 13 Pool N

250
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100 ‘
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it .

114
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20

Abb. 10: Immunoblot von Lupinenmehlisolat unter Verwendung der Einzelseren. M: Marker, 1-13: Testseren,
N: Negativkontrolle, Pool: benutztes Poolserum fir die Untersuchungen.

Weitere Allergenbanden konnten mit den Einzelseren im Bereich von 150, 80, 50, 40 20 und 15 kDa
detektiert werden. Der Serumpool weist Banden von 100 bis 30 kDa auf. Unspezifische Bindungen
konnten durch die Inkubation mit dem Serum eines Nicht-Allergikers (N = Negativkontrolle)

ausgeschlossen werden.
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Tab. 9: Zusammensetzung des Poolserums

Serum-Nr. [ ml im Pool
1 5
2 5
3 5
4 5
5 5
6 5
7 5
8 5
9 5
10 5
11 3
12 3
13 5
Gesamt 61

Mit Hilfe des Poolserums und Biochemischer Assays konnten alle relevanten Allergene identifiziert

und in ausreichender Intensitat detektiert werden.
4.2 Proteingehalte der verwendeten Lupinenfraktionen und dessen Allergenes Potenzial

Die Proteinkonzentrationen wurden mit Hilfe der Methode nach BCA ermittelt. Die genauen
Messwerte und Berechnungen der Proteingehalte sind im Anhang dargestellt.

Abb. 11 zeigt die mit der Methode nach BCA ermittelten relativen Proteingehalte der
Proteinfraktionen in [%]. Wie zu erwarten, zeigt das Lupinenmehlisolat einen hohen Proteingehalt bis
zu 93 %, die Lupinenfasern einen Proteingehalt von 37 % und die Lupinenflocken einen
Proteingehalt von 22 %. Lupinenfasern und Lupinenflocken wichen von einander signifikant zur
Kontrolle  (unbehandeltes Lupinenmehlisolat) ab. Fir die Messwerte der jeweiligen

Vierfachbestimmungen ergaben sich keine Ausreiler.

Proteingehalte der verwendeten Proteinfraktionen
100,0
90,0
'°\—°‘ 80,0
= 70,0
=
®© 60,0
< ' *
@ 500
-QE, 40,0 ”
B 300
S
a 20,0
1070
0,0
Lupinenmehlisolat Lupinnefasern Lupinenflocken

Abb. 11: Proteingehalt in [%] der verwendeten Proteinfraktionen. Bestimmung nach BCA. Statistische Priifung
auf signifikante Unterschiede erfolgte mittels ANOVA einfaktorielle Varianzanalyse mit Post-hoc-Test
Bonferroni. * (signifikant): p < 0,05; Dargestellt sind der Mittelwert + Standardabweichung von (n = 4).
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Wie bereits erwahnt, ist es mit der EAST-Inhibition maglich, eine relative Quantifizierung des
allergenen Potenzials nachzuweisen. Hier konnten die einzelnen Proben in Form von Lupinenfasern,
Lupinenflocken und Lupinenmehlisolaten quantifiziert werden. Das fiir diesen Test eingesetzte
Poolserum (EAST Klasse 3,6) ist in einem Verhaltnis von 1:2 mit Kalium-phosphatpuffer verdiinnt
worden. Von den drei Extrakten wurden jeweils Verdlinnungsreihen (in 11 Stufen; beginnend mit 1:3)
zur Testdurchflihrung erstellt. Die Messungen erfolgten in Doppelbestimmung. Zur Beurteilung der
allergenen Potenz eines Extraktes ist es notwendig, dass der 50 % Hemmwert Gberschritten wird,
was bei allen drei Extrakten gegeben war.

Die dargestellten Kurvenverlaufe bestatigen ein allergenes Potenzial bei Lupinenfasern, -flocken und
-mehl von 75 % bis 90 % (Abb. 12).

Das allergenes Potenzial der Lupinenproteine ist mit der Methode EAST-Inhibition bestimmt worden.
Die drei Lupinenfraktionen: Lupinenmehlisolat, Lupinenfaser und Lupinenflocken zeigten sich als
Allergene mit einer Inhibition von bis zu 90 %.

120

100 -

80 -

60 -

Inhibition [%]

40 -

20 -

==L upinenmehl  =ll=Lupinenfasern Lupinenflocken

0

0,0443 01329 03988 1,096 3589 10,76 323 9692 290,77 8723 2617

Konzentration [ug/ml]

Abb. 12: Allergenes Potenzial der verwendeten und Lupinenfraktionen (Mehl, Fasern und Flocken) mittels
EAST-Inhibition. Dargestellt sind der Mittelwert + Standardabweichung.

4.3 Proteincharakterisierung 1D SDS PAGE und 2D SDS PAGE

Es wurden 2 verschiedene Gelelektrophoresen (1D SDS-PAGE, und 2D SDS-PAGE) durchgefiihrt,
um unter unterschiedlich Bedingungen die vorhandenen Komplexe zu analysieren. Die gefundenen

Proteine sollten im Immunoblot auf IgE-Reaktivitdt mit Patientenseren getestet und identifiziert

werden.
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4.3.1 Eindimensional SDS-PAGE

Diese Untersuchung wurde am Proteomzentrum der Universitat Rostock mit Herrn Dr. Mikkat
durchgefihrt.

Die Lupinenproteine wurden zuerst mittels 1D SDS PAGE aufgetrennt. Aufgetragen wurden 15 g
Protein pro cm Probentasche. Eine Auswahl von mittels SDS-PAGE getrenntem und mit Coomassie

Brilliant Blau gefarbten Proteinextrakten der Lupinenproteinisolate zeigt Abb. 13.
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Abb. 13: 1D SDS PAGE des Lupinenmehlisolates, 12 % red. SDS-PAGE, Probenkonz. 15 pg/cm, Coomassie-
Farbung.

Die Bandenmuster der mittels SDS-PAGE getrennten Lupinenmehlisolate zeigen bis zu 32
verschiedene Proteinbanden, die aber deutliche Intensitatsunterschiede im MG-Bereich von etwa 9
kDa bis ca. 80 kDa aufweisen. Besonders intensive Banden sind in den Bereichen von ca. 60 kDa,
20 - 25 kDa, 30 - 35 kDa sowie 10 kDa zu erkennen. Um die eindeutige Zuordnung der einzelnen
Banden zu ermdglichen, wurden MS/MS Messungen durchgefuhrt sowie die IgE Reaktivitat im
Immunoblot mit einem Patientenpoolserum (EAST Klasse 3,6) untersucht.

4.3.2 Proteinidentifizierung der Lupinenmehlisolate aus der 1D SDS PAGE

Die aufgetrennten Banden der 1D SDS PAGE wurden ausgeschnitten und in Gegenwart von DTT
mit Trypsin verdaut. Die Tab.10 zeigt die Ergebnisse der einzelnen Banden. Die Messungen wurden
mit 4700 Analyzer Mascot-Search gegen SWALL 2011_09 Viridinplantae, 50 ppm, durchgefihrt.

In den Bereichen von 75, 71, 70 und 61 kDa konnte die Conglutinfamilie B und dessen Isoformen
(B1 - 6) identifiziert werden. Die Conglutinfamilie a und dessen Isoformen (a1 - 3) wurden in den
Bereichen von 74, 67 und 57 kDa identifiziert. Von Conglutin & 2 konnte nur die schwere Kette
gefunden werden. Conglutin y war mit dieser Methode nicht identifizierbar. AnschlieRend erfolgte

eine 2D SDS PAGE, um diese Ergebnisse bestatigen zu kénnen.

44



Die Ergebnisse der Tab. 10 sind in der Abb. 14 und 15 als Kreisdiagramm dargestellt. In der
untersuchten Pflanze waren aufer Conglutinen keine weiteren Proteine nachweisbar. Es ist deutlich
zu erkennen, dass das Conglutin B und dessen Isoformen die Mehrheit der ganzen Lupinenproteine
darstellt (63 %) gefolgt von Conglutin a (31 %) und Conglutin & (6 %).

Die Abb. 15 zeigt deutlich, dass Conglutin a 2 67 % der Proteine im Gel der 1D SDS PAGE
ausmacht, gefolgt von a1 mit 27 %. Von den Isoformen des a3 sind nur 3 % enthalten. Von der
Conglutinfamilie B ist 5 mit 47 % am starksten im Gel vertreten, gefolgt vom B1 mit 37 %, und 2

mit 7 %. B 3,4,6 konnten nur mit 3 % im Gel identifiziert werden.

Tab. 10: Proteinbanden des Lupinenmehlisolates mittels 1D SDS PAGE

Band Molecular  Proteinname | Band ' Molekular = Proteinname
Gewicht = (Conglutin) Gewicht = (Conglutin)
(Da) (Da)
1 75163 g5 17 57758 af
2 75613 B5 17 75163 B5
3 74150 a2 18 54267 B
4 75163 g5 19 74150 a2
4 61433 B Fragment 19 71853 B
5 67340 a3 20 71853 B
5 74150 a2 21 93%4 0-2 large chain
6 74150 a2 22 75163 B5
7 74150 a2 22 70658 B2
7 71853 B 23 75163 B5
8 71853 B 23 69366 B4
8 74150 a2 24 71853 B
9 75163 g5 24 74150 a2
9 57758 af 25 57758 af
10 75163 g5 26 75163 B5
10 74150 a2 26 74150 a?2
1 71853 B 27 71853 B
12 75163 g5 28 68139 B3
13 75163 g5 28 75163 B5
14 75163 g5 29 70658 B2
15 74150 a2 29 54267 B
15 61433 B Fragment 30 61994 B Fragment
16 75163 B5 30 70082 g6
16 57758 ai 31 9394 | 6-2 large chain
32 9394  &-2 large chain
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Gesamte Conglutin Expression aus der 1D SDS PAGE

Abb. 14: Conglutin Expression der Lupinus angustifolius, mittels 1D SDS PAGE.

Conglutin o Expression Conglutin B Expression

AN

a2

Abb. 15: Conglutin a und B Expression der Lupinus angustifolius bestimmt mittels 1D SDS PAGE.

4.3.3 Immunoblot
Die Ergebnisse des Immunoblots der Lupinenproteinextrakte sind in Abb. 16 dargestellt. Die
Blotstreifen wurden mit dem Serumpool sowie dem Serum einer nichtsensibilisierten Person als

Negativkontrolle inkubiert. Eine Charakterisierung der Allergenbanden hinsichtlich ihres MG erfolgte

wiederum anhand eines MG-Markers.
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Abb. 16. Immunoblot zur Identifizierung der Lupinenallergene. mit Serumpool. 12 % SDS-PAGE. M: Marker,
1: Lupinenmehlisolat, 2: Wiederholung des Lupinenmehlisolats, N: Negativkontrolle.

Wie die Abb. 16 zeigt, sind Banden zwischen 75 und 20 kDa erkennbar. Die Banden zwischen 50
und 75 kDa und die Bande bei 20 kDa im Lupinenmehl sind IgE-reaktiv. Besonders intensiv sind die
Banden bei 50 und 30 kDa, wahrend die Banden zwischen 50 und 75 kDa schwacher sind.
Zusatzlich wurden Banden oberhalb von 75 kDa detektiert. Um eine Zuordnung der Allergene zu
erhalten, wurden monoklonale Anti-humane IgE alkaline Phosphatase Mausantikorper eingesetzt.

Zusatzlich ergab sich eine Bande bei ca. 30 kDa. Im Immunoblot wurden vier Banden bei 30-50 kDa
detektiert, sowie eine Doppelbande bei 50 kDa. Die nachgewiesenen Proteinkonzentrationen
spielten auch bei der Antikorperbindung eine wichtige Rolle. Insgesamt lieBen sich in den
Lupinenmehlisolaten mehr als 20 Proteinbanden nachweisen, die fast alle IgE-Reaktivitat zeigten
und Uber ihre Molekulargewichte und das Bindungsverhalten mit mono- und polyklonalen
Antikérpern identifiziert werden konnten. Die Banden gehdrten zu Conglutin a, Conglutin § und

dessen Isoformen.

4.3.3 Zweidimensionale SDS PAGE

Diese Untersuchung wurde am Proteomzentrum der Universitat Rostock mit Hilfe von Herrn Dr.
Mikkat durchgefiihrt.

Die Ergebnisse der 1D SDS PAGE sollten nun mit zweidimensionalen Elektrophoresen bestatigt
werden. Laut Literatur [52] besteht die Proteinfamilie der Blauen SiRlupine aus 4 Conglutin-
Familien: Congluitn a, B, y und 6. In der 1D SDS PAGE konnten allerdings nur die Conglutine a, B
und & identifiziert werden.

Mit der 2D SDS PAGE (Abb. 17) sind 61 Spots identifiziert worden. Bei dieser zweidimensionalen
Auftrennung deutete sich an, dass die Proteine nach Trennung auf einer Diagonale lagen und sich
durch teilweisen Zerfall in kleinere Untereinheiten separierten. Die Proteine sind bereits in der ersten

Dimension denaturiert worden und in der zweiten Dimension erfolgte eine Auftrennung in
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Untereinheiten. Diese zweidimensionale Gelelektrophorese zeigt, dass sich die Lupinenproteine
Conglutin a und Conglutin B und ihre Isoformen durch die Reduktion in kleinere Untereinheiten
zerlegen lieRen. Um dieses Ergebnis zu bestatigen, erfolgte die Trennung der Proteine anhand ihres
isoelektrischen Punktes mit der Auftrennung nach ihrem Molekulargewicht. Fir eine optimale
Auftrennung des Lupinenmehlsextraktes konnte zunachst eine isoelektrische Fokussierung in einem
pH-Bereich von 3-10 durchgeflihrt worden, um einen Gesamtiiberblick tiber die Lupinenproteine zu
erhalten. Die anschlieBende zweite Dimension wurde in einem 4-20 %igen NUPAGE-Gel
durchgeflhrt. Zunachst wurde das Lupinenmehlextrakt in der 2D-PAGE (Abb. 17) aufgetrennt und
die einzelnen Spots anschliefend mit der MALDI/TOF-TOF (Tab. 11) weiter analysiert.

MW
(KDa)
75
50
37
25
15

10

- 0m 15253 54
57 58

Abb. 17: 2D SDS PAGE der Lupinenproteinen. IEF im pH-Gradienten von pH 3 - 10, 4 - 20 % NUPAGE Bis-
Tris-Gel. Coomassie-Farbung.

6

In der 2D-PAGE konnten zunachst vier Bereiche deutlich voneinander abgegrenzt werden. Im
sauren Bereich bei einem pH von 4-5 lieRen sich 20 einzelne Spots (7-21, 56, 61, 62) finden, die
jeweils ineinander tberzugehen schienen. Zudem waren 26 basische Spots im pH-Bereich von 5-10
zu sehen, die aber nicht vollstandig voneinander trennbar waren. Im basischen Bereich konnten die
Spotsnummer 41 und 49 gefunden werden, die deutlich mehr Protein enthielt. Insgesamt lieRen sich

alle Bereiche eindeutig zuordnen.
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Tab. 11: Conglutinfamillien und dessen Isoformen

Spot identitat Spot-Nummer

al 8,15,16,18,19,24,45,46,62

a2 7,8,9,10,12,13,14,15,17,19,51,54,

a3 11,17,18

B1 22,23,25,26,27,28,29,49,56,57,58,
1,2,5,6,8,9,11,15,17,19,20,27,28,30,45,47,49,50,51,52,53,

B2
55,62

B3 21,31,32,33,34,35,36,37 41,

B4 3,4,25,26,29,38,39,40,42,43,44,46,48,

B5 1,5,6,24,34,36,40,47,61,

g7 21

y C-Terminal Fragment 59

o1 60,61,

4.3.4 Proteinidentifikation MALDI/TOF-TOF

Diese Untersuchung wurde am Proteomzentrum der Universitat Rostock von Herrn Dr. Mikkat
durchgefihrt.

Nachfolgend werden die Spots der 2D-elektrophoretisch getrennten Lupinenproteinen dargestellt.
Die Abb. 17 zeigt die Spots der 2D-elektrophoretisch getrennten Proteinen des Lupinenmehlisolates.
Die getrennte Proteinmenge entspricht 200 yg. Die Ergebnisse der MALDI-TOF/TOF-
Untersuchungen wurden mittels der Aufnahme von MS/MS-Spekiren ausgewahlter Peptide
derselben Probe ausgewertet. Die Identitat jedes Spots ist in der Tab. 11 und Abb. 18 und 19
dargestellt. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in Tab. 12 aufgelistet. Die
Datenbankrecherchen erfolgten mit dem MASCOT protein identification system (Matrix Science,
London, UK). Das ldentifizierungskriterium war ein signifikanter Mascot Score * 72 (p < 0,05). Der
Score wird beschrieben durch -10*Log(P), wobei P die Wahrscheinlichkeit ist, mit der die
Ubereinstimmung zuféllig ist. Die Sequenziibereinstimmung beschreibt den prozentualen Anteil,
mittels MALDI-TOF identifizierter Sequenz, des jeweiligen Proteins.

In den untersuchten Spots des Gels war B2 am starksten vertreten, gefolgt von 1. Neun Spots
konnten B3 zugeordnet werden, dreizehn B4, neun B5 und nur ein Spot konnte B7 zugeordnet
werden. Es konnten keine Spots nachgewiesen werden, die dem 6 Protein entsprachen. Es kann
nicht ausgeschlossen werden, dass andere unentdeckte B-Isoformen in diesen Spots vorhanden
sind. Darlber hinaus konnte eine Peptid-Kontamination von Spots vorhanden sein, die nicht
ausreichend getrennt worden sind. Neun Spots stimmten mit a1 Gberein, zw6lIf mit a2 und nur 3 mit
a3. Vom Conglutin y konnte nur der C-Terminus identifiziert werden. Conglutin & konnten nur 2
Spots zugeordnet werden. Diese Studien zeigen, dass Lupinus angustifolius Uber mindestens 11

Speicherproteine verflgt, die vier Familien zugeordnet werden kdnnen.
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Gesamte Conglutin Expression aus der 2D
SDS PAGE

Abb. 18: Gesamte Conglutin Expression (Lupinus angustifolius) mittels 2D DS-PAGE und MALDI-TOF.

Conglutin a Expression Conglutin 3 Expression

Abb. 19: Conglutin a und  Expression mittels 2D SDS-PAGE und MALDI-TOF der Lupinus angustifolius.

Tab. 12: Proteinidentifikation der 2D SDS PAGE

Spot Score Proteinname Spot Score Proteinname
(Conglutin) (Conglutin)

1 461 B5,B2 33 219 B3

2 314 B2 34 228 B3,B5
3 315 B4 35 219 g3

4 361 B4 36 217 B3,B5
5 412 B5,B2 37 201 B3

6 337 B5,B2 38 184 B4

7 247 a2 39 206 g4

8 429 a2,a1,B2 40 236 B4,B5
9 261 a2,B2 41 188 B3
10 168 a2 42 152 B4
11 286 ald,B2 43 193 g4
12 171 a2 44 144 g4
13 189 a2 45 211 al1,B2
14 141 a2 46 183 4,01
15 203 a2,a1,B2 47 221 B5,B2
16 133 af 48 125 g4
17 287 a3,a2,B2 49 212 1,82
18 172 al,a3l 50 99 B2
19 182 a2,a1,B2 51 94 2,02
20 137 B2 52 90 B2
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21 204 B3,B7 53 148 B2

22 236 B 1 54 92 a?2

23 248 B 1 55 151 B2

24 195 B5,a1 56 135 B 1

25 269 B1,B4 57 134 B 1

26 219 1,4 58 112 B 1

29 303 4,61 59 76 y [C-term Frag]
30 253 B2 60 119 01

31 224 g3 61 102 5,01

32 225 B3 62 194 B2,a1

4.4 Proteinmodifikationen

Fur die Beurteilung der Anwendbarkeit der funf verschiedenen Proteinmodifikationen ist es von
Bedeutung, dass sichergestellt ist, dass die Proteine der Lupinus angustifolius wahrend der

Proteinbehandlung in ihrem allergenen Potenzial verandert werden.

4.4.1 Einfluss von Erhitzungsprozessen auf die Allergene der Lupinenproteine

Die Untersuchung des Einflusses von Erhitzungsprozessen auf das allergene Potenzial der Lupinus
angustifolius erfolgte exemplarisch anhand von Erhitzungsversuchen im Trockenschrank und im
Autoklaven. Der Erhitzungsprozess wurde jeweils durch eine Veranderung der Temperatur sowie der
Erhitzungsdauer variiert. Die Untersuchungen wurden mit den unbehandelten Lupinenproteinen als
Referenz durchgefiinrt.

Zunachst erfolgte eine Erhitzung des Lupinenmehls bei einer konstanten Temperatur von 100, 150
oder 200 °C. Die Erhitzungsdauer variierte zwischen 5, 15 und 30 min. Des Weiteren wurden die
Proteine im Autoklav mit einer konstanten Erhitzungsdauer von 1 h bei einer T von 121 °C und
einem Druck von 1,6 bar behandelt.

Der Proteingehalt hat sich nach dieser Behandlung signifikant zur Kontrolle verandert. Bei einer T
von 100 und 150 °C ist der Gehalt ohne Veranderungen geblieben, nur bei einer T von 200 °C hat
sich der Proteingehalt von 83 % nach den ersten 5 min auf 57 % nach 30 min signifikant vermindert
(Abb. 20).

Eine Auswahl von mittels SDS-PAGE getrennten und mit Coomassie Brilliant Blau gefarbten

Proteinextrakten der erhitzen Lupinenproteine zeigt Abb. 21.
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Abb. 20: Proteingehalt in [%] der Lupinenextrakte nach Hitzebehandlung im Autoklav und im Trockenschrank
in unterschiedlichen Zeitintervalen. Bestimmung nach BCA. Statistische Priifung auf signifikante Unterschiede
erfolgte mittels ANOVA einfaktorielle Varianzanalyse mit Post-hoc-Test Bonferroni.” (signifikant): p < 0,05 im

Vergleich zur Kontrolle (unbehandeltes Lupinenmehl); Dargestellt sind der Mittelwert + Standardabweichung
von (n =4).

KDa M K K AK 1la 2a 3a 1b 2b 3b M K lce 2c¢ 3c

Abb. 21: Gesamtproteinmuster des erhitzten Lupinenmehls im Ofen und im Autoklav. A) M: Marker, K:
Kontrolle (unbehandeltes Lupinenproteinisolat), AK: Autoklaviertes Lupinenmehl, 1a: 100 °C, 5 min, 2a: 100
°C 15 min, 3a: 100 °C 30 min, 1b: 150 °C, 5 min, 2b: 150 °C 15 min, 3b: 150 °C 30 min. B)1c: 200 °C, 5
min, 2¢: 200 °C 15 min, 3c: 200 °C 30 min

Die Bandenmuster der mittels SDS-PAGE getrennten Extrakte aus den erhitzten Lupinenmehl sind
bei Temperaturen von 100 und 150 °C &hnlich und unterscheiden sich nur unwesentlich vom nativen
Proteinextrakt, welches zahlreiche Proteinbanden im MG-Bereich von etwa 20 kDa bis 75 kDa zeigt.
Bei einer Temperatur von 200 °C sind nur schwache Banden zu beobachten, die nach 30 min fast

verschwunden sind. Intensive Banden sind in den Bereichen von ca. 70 kDa bis ca. 30 kDa sowie
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10 kDa zu erkennen. Das bereits im Immunoblot als Hauptallergen der Lupinen bestimmte Protein
mit einem MG von 75-25 kDa wird erst nach einer Erhitzungstemperatur im Autoklav (T=110 °C)
nicht mehr detektiert.

Aufgrund der Bandenmuster sowie des Proteingehalts wurde nur aus der autoklavierten Probe die
EAST Inhibition und der Immunoblot durchgefiihrt. Die anderen Erhitzungsparameter wurden nicht
berlcksichtig, da es keinen Unterschied zu dem nativen Proteinextrakt gab. Eine Temperatur von
200 °C kann die Proteinqualitat beeintrachtigen.

Die Abb. 22 zeigt die Ergebnisse einer mit den aus dem autoklavierten Lupinenmehl gewonnenen
Proteinextrakten durchgeflihrten EAST-Inhibition. An die Festphase sind die Proteine der Sorte
Boregine gekoppelt. Diese Abb. zeigt deutlich, dass, die Inhibitionsgraphen des autoklavierten
Lupinenmehls nahezu identisch verlaufen und sich auch vom Graphen des nativen, an die
Festphase gekoppelten Extraktes, kaum unterscheidet. Der dargestellte Kurvenverlauf bestatigt ein
allergenes Potenzial des mit dem Autoklav behandelten Lupinenmehlisolats. Im Vergleich zu der
Kontrolle (unbehandeltes Lupinenmehl) ist zwar eine Reduzierung der allergenen Potenz zu
beobachten, jedoch betrégt diese bei einer Konzentration von 100 pg/ml immer noch 70 %.
Offensichtlich hat eine Erhitzung der Lupinenproteine im Autoklaven auf 121 °C bei 1,6 bar,

unabhangig von der Erhitzungsdauer von 60 min nur einen geringen Einfluss auf das allergene

Potenzial.
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Abb. 22: A) EAST Inhibition des Lupinenmebhlisolats als Kontrolle und des autoklavierten Lupinenmehls.
Dargestellt sind der Mittelwert + Standardabweichung. B) Immunoblot des Lupinenmehlisolates: M: Marker, K:
Kontrolle (unbehandeltes Lupinenmehl), AK Autoklavierten Lupinenmehl. Dargestellt sind der Mittelwert +
Standardabweichung.
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4.4.2 Harnstoffbehandlung

Harnstoff ist in der Lage, manche Proteine in eine globulare, teilweise denaturierte Form umzu-
setzen, wobei die urspringliche Struktur weitgehend erhalten bleibt.

Der Ausgangsproteingehalt von 93 % in der unbehandelten Kontrolle hat sich um ca. 4 % auf 89 %
nach der Behandlung reduziert. Zeigte dabei kein signifikanter Unterschied zur Kontrolle (Abb. 23).
Die mittels SDS-PAGE getrennten und mit Coomassie Brilliant Blau gefarbten Lupinenproteine die
mit Harnstoff behandelt wurden, sind in Abb. 23 dargestellt. In der Abb. sind verschiedene
Proteinbanden im MG-Bereich >12 kDa bis < 100 kDa erkennbar. Neben diffusen Anfarbungen im
hohermolekularen Bereich konnen intensive Banden mit MG von 95, 75, 37, 30, 17 und 13 kDa

eindeutig zugeordnet werden.

Proteingehalt nach Harnstoffbehandlung

100,0
90,0
80,0
70,0
60,0
50,0
40,0
30,0
20,0
10,0

0,0

Proteingehalt [%]

Kontrolle Harnstoffbehandlung

Abb. 23 Proteingehalt in [%] der Lupinenextrakte nach Hitzebehandlung im Autoklav und im Trockenschrank
in unterschiedlichen Zeitintervalen. Bestimmung nach BCA. Statistische Priifung auf signifikante Unterschiede
erfolgte mittels ANOVA einfaktorielle Varianzanalyse mit Post-hoc-Test Bonferroni.* (signifikant): p < 0,05 im
Vergleich zur Kontrolle (unbehandeltes Lupinenmehl); Dargestellt sind der Mittelwert + Standardabweichung

von (n=4).

Im Immunoblot (Abb. 24) heben sich Banden im MG-Bereich von > 18 bis < 100 kDa hervor (im
Vergleich zur Kontrolle). Die ersten Proteinbanden im MG-Bereich von 100 und 150 kDa zeigen
einen sehr ahnlichen Verlauf auf, verschwinden jedoch nach der Behandlung mit Harnstoff. Die stark
ausgepragten Banden befinden sich im GréRenbereich von 75, 40 und 12 kDa. Allerdings ist die
12 kDa Bande bei dieser Modifikation etwas schwacher als die der Kontrolle. Trotzdem kann sehr
gut beobachtet werden, dass es mit einer Harnstoffbehandlung nicht maglich ist, eine Reduzierung

der Allergenitat zu erreichen. Eine EAST-Inhibition wurde nicht durchgefiihrt.

54



KDa M K HS
KDa

250

150
100

75
50

250

150
100

75
50

37 37

25 25

20 20

15 -‘N

10

15

10

A B

Abb. 24: A) SDS PAGE der Lupinenproteine sowie Lupinenproteine die mit Harnstoff behandelt wurden. M:
Marker, K: Kontrolle, unbehandeltes Lupinenmehl, HS: Harnstoffbehandlung. B) Immunoblot der
Lupinenproteine und mit Harnstoff behandeltes Lupinenproteine. M: Marker, K: Kontrolle, unbehandeltes
Lupinenmehl, HS: Harnstoffbehandlung.

4.4.3 Reduktion/Alkylierung

Fur bestimmte Allergene der gleichen Konformationsepitope gilt Reduktion und Alkylierung als eine
geeignete Strategie zur Entfaltung von Proteinen und Reduzierung der Allergenitat. Der
Proteingehalt nach der Reduktion und Alkylierung wurde mit der BCA Methode analysiert und zeigte
einen signifikanten Unterschied zur Kontrolle. Der Proteingehalt betrug 97 % (Abb. 25), wahrend der
des unbehandelten Lupinenmehls bei 93 % lag. Der Unterschied beruht moglicherweise darauf, dass

bei der Behandlung kleine Peptide entstanden sind.

Proteingehalt nach Reduktion und Alkylierung
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Abb. 25: Proteingehalt in [%] der Lupinenextrakte nach Reduktion und Alkylierung. Bestimmung nach BCA.
Statistische Priifung auf signifikante Unterschiede erfolgte mittels ANOVA einfaktorielle Varianzanalyse mit
Post-hoc-Test Bonferroni.* (signifikant): p < 0,05 im Vergleich zur Kontrolle (unbehandeltes Lupinenmehl);
Dargestellt sind der Mittelwert + Standardabweichung von (n = 4).
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Die reduzierten und alkylierten Lupinenproteine wurden mittels SDS-PAGE getrennt und mit
Coomassie Brilliant Blau gefarbt. Abbildung 26 zeigt die so entstandenen Proteinbanden im MG-
Bereich >12 kDa bis < 75 kDa. In der Spalte der Reduktion/Alkylierung kénnen im Vergleich mit der
Kontrolle intensivere Banden mit MG von 70, 50, 37, 14 und 12 kDa eindeutig zugeordnet werden.
Im Immunoblot stellt sich der Effekt ahnlich dar: die Banden der reduzierten und alkylierten Proteine

sind starker ausgepragt.

KDa M K R/A KDa M K R/A
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Abb. 26: SDS-PAGE und Immunoblot der Lupinenproteine und Lupinenproteinmodifikationen die reduziert
und alkyliert wurden. M: Marker, K: Kontrolle: unbehandeltes Lupinenmehl, R/A: Reduziert/Alkyliert.

Diese Abbildung lasst erkennen, dass die Spaltung der Disulfidbricken mittels Reduktion und
Alkylierung keinerlei Reduktion der Allergenitat bewirkt. Eine EAST-Inhibition wurde nicht
durchgefiihrt.

4.4.4 Aktivkohlebehandlung

In diesem Test wurden Lupinenallergene mit Aktivkohle (AC) unter verschiedenen Konditionen
koinkubiert. Der Proteingehalt wurde vor und nach der Inkubation mit der BCA Methode analysiert.
Die Abb. 27 zeigt Messwerte des Proteingehalts. Die AC Mengen werden als Verhaltnisse von
mg Aktivkohle je mg Protein dargestellt. Es kann beobachtet werden, dass durch die Steigerung der
Menge an AC progressiv der Proteingehalt signifikant sinkt. Fir die 60:1 AC-Protein-Ratio ist ein

sehr niedriger Gehalt an |6slichem Protein mit der BCA Proteinbestimmung Methode nachweisbar.
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Abb. 27: Proteingehalt der Lupinenproteine nach Koinkubation mit Aktivkohle (AC) in [%]. K: Kontrolle:
unbehandeltes Lupinenmehl. Rohextrakt:Lupinenmehlisolat in 20 mM Natriumphosphatpuffer (pH 7,5 mit 100
mM NaCl) inkubiert, AC : Protein Ratio = Gewichtsproteinverhaltnisse. Bestimmung nach BCA. Statistische
Prifung auf signifikante Unterschiede erfolgte mittels ANOVA einfaktorielle Varianzanalyse mit Post-hoc-Test
Bonferroni.* (signifikant): p < 0,05 im Vergleich zur Kontrolle (unbehandeltes Lupinenmehl); dargestellt ist der
Mittelwert + Standardabweichung von (n = 4).

Die mittels SDS-PAGE getrennten und mit Coomassie Brilliant Blau gefarbten Lupinenproteine, die
mit Aktivkohle koinkubiert wurden, sind in Abb. 27 dargestellt. Die Abbildung zeigt verschiedene
Proteinbanden im MG-Bereich >10 kDa bis < 50 kDa auf. In der Spalte 5:1, 10:1, 20:1 und 30:1, die
zur Koinkubation mit Aktivkohle gehdren, kénnen Banden mit MG von 50, 37, 20, 14,12 kDa
eindeutig zugeordnet werden. In der Kontrolle sind diese Banden ebenfalls zu beobachten. Ab einer
40:1 AC:Protein Ratio sind keine Proteinbanden mehr nachweisbar (Abb. 28). Fiir den Immunoblot
wurden die Spalten der 10:1 und 40:1 AC:Protein Ratio ausgewahlt und beide zeigten fast das
gleiche Muster wie das unbehandelte Lupinenmehl, nur dass die Banden bei ca. 90 kDa im

SDS-PAGE und Immunoblot etwas starker gefarbt sind als in der Kontrolle.
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Abb. 28: A) SDS PAGE der Lupinenproteine und Lupinenproteine, die mit Aktivkohle AC koinkubiert wurden.
M: Marker, K: Kontrolle unbehandeltes Lupinenmehl, AC1: 10:1, AC2: 40:1 AC:Protein Ratio = Gewichts
Protein-Verhaltnisse.B) Immunoblot der Lupinenproteine und Lupinenproteine, die mit Aktivkohle AC
koinkubiert wurden. M: Marker, K: Kontrolle unbehandeltes Lupinenmehl, AC1: 10:1, AC2: 40:1 AC:Protein
Ratio. (Das Serum fur diesen und den folgenden Immunoblot stammt aus einem Pool mit geringerer EAST
Klasse als in den vorangegangenen Modifikationen, daher stellen sich die Banden weniger deutlich dar.)

4.4.5 Tanninbehandlung

Tannine gehdren zu den pflanzlichen Sekundarstoffen und enthalten ausreichend phenolische
Ortho-di-Hydroxygruppen, weshalb sich leicht Quervernetzungen zwischen Makromolekiilen der
Proteine ausbilden. Solche Vernetzungen hemmen die Aktivitdt von Pflanzenenzymen und -
organellen. Tannine bilden unl6sliche Komplexe mit Proteinen. Das Ziel war die Entfernung der
Lupinenallergene als unléslicher Tanninsaurekomplex, unter Verwendung verschiedener

Tanninkonzentrationen. Vor allen Schritten wurde stets eine 1D SDS-PAGE, ein Immunoblot und
eine EAST Inhibition durchgefiihrt.

Die Abb. 29 zeigt das qualitative Ergebnis der SDS-PAGE des behandelten Lupinenmehlisolates mit

verschiedenen Tanninsaurekonzentrationen und Stufen der Behandlung (S1, S2, S3).

Die Abb. 30 weist verschiedene Proteinbanden im MG-Bereich >12 kDa bis <75 kDa auf. In den
meisten Spalten kdnnen Intensive Banden mit MG von 75, 50, 37, 30, und 14 kDa eindeutig
zugeordnet werden. In der hdchsten Konzentration von 2,0 mg/ml Tanninsaure sind keine Banden
mehr vorhanden (z.B. Bande Nr. 5, 8, 9 und 13). Im Immunoblot konnte eindeutig eine positive
Reaktion auf Lupinenallergene mittels Lupinenallergikerserum in den Spalten S1 1,0 und S3 1,0
beobachtet werden. In S2 1,0 sind keine Banden erkennbar, da der pH 2,0 ist. In der Spalte S3 1,0
ist eine Bande bei ca. 40 kDa sichtbar.
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Abb. 29: 1D SDS-PAGE der behandelten Lupinenallergene mit Tanninsaure. M: Marker, 1:Extrakt; 2: 1. Uberstand S1
0,25 mg/ml; 3: 1. Uberstand S1 0,50 mg/ml; 4: 1. Uberstand S1 1,0 mg/ml; 5: 1. Uberstand S1 2,0 mg/ml; 6: 2.
Uberstand S2 0,25 mg/ml; 7: 2. Uberstand S2 0,50 mg/ml; 8: 2. Uberstand S2 1,0 mg/ml; 9: 2. Uberstand S2 2,0 mg/mi;
10: 3. Uberstand S3 0,25 mg/ml; 11: 3. Uberstand S3 0,50 mg/ml; 12: 3. Uberstand S3 1,0 mg/ml; 13: 3. Uberstand S3
2,0 mg/ml; K: Kontrolle: unbehandeltes Lupinenmebhlisolat.

KDa K M S1 Ss2 S3
0 10 10

250
100

75

37

25
20

15
10

Abb. 30: Immunoblot der mit Tanninsaure behandelten Lupinenallergene. M: Marker; K: Kontrolle
(unbehandeltes Lupinenmehl) S1 1,0 (1. Uberstand); S2 1,0 (2. Uberstand) S3 1,0 (3. Uberstand). Wie auch
beim letzten Immonoblot stammt hier das Serum aus einem Pool mit geringerer EAST Klasse, daher sind die
Banden nicht so deutlich wie in den ersten Untersuchungen.

Fur den immunologischen Nachweis der behandelten Lupinenallergene wurden zwei verschiedene
Verfahren angewendet: Immunoblot und EAST-Inhibition. Fir den Immunoblot wurden nur die
Konzentration von 1,0 mg/ml Tanninsaure und die 3 Stufen (S1, S2, S3) der Behandlung verwendet.
1 mg/ml Tanninsdure wurde gewahlt, da in diesem Stadium keine Freisetzung von Allergenen

beobachtet wurde.

Mit dem EAST-Inhibitionstest ist es madglich, eine relative Quantifizierung des allergenen Potenzials

durchzufihren. Hier wurden das Lupinenmehlisolat (Kontrolle) und das behandelte Lupinenmehl
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quantifiziert. Das im EHT eingesetzte Lupinen-Erdnuss-Sojapoolserum (EAST Klasse 3,6) wurde 1:2
verdinnt (Kaliumphosphatpuffer). Von den drei Extrakten wurden jeweils Verdinnungsreihen (11
Stufen) erstellt. Die Messungen erfolgten in Doppelbestimmung. Zur Beurteilung der allergenen
Potenz eines Extraktes ist es wichtig, dass der 50 %ige-Hemmwert Uberschritten werden muss, was

bei den Tanninsaurebehandlungsextrakten gegeben war (Abb. 31).

Die in Abb. 31 dargestellten Kurvenverlaufe bestatigten jeweils ein allergenes Potenzial bei den
behandelten Lupinenmehlisolaten mit den verschiedenen Tanninsaurekonzentrationen. Im Vergleich
zur Kontrolle (unbehandeltes Lupinenmehl) ist keine Hemmung des allergischen Potenzials von etwa
80 % erkennbar.
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Abb. 31: Quantifizierung des allergenen Potenzials des Lupinenmehlisolates als Kontrolle und des mit Tannin-
séure (TA: Tanninsaure Konzentrationen von 0,25 mg, 0,50 mg, 1,0 mg, 2,0 mg) behandelte Lupinenmehl.
Dargestellt sind der Mittelwert + Standardabweichung.

4.5 Proteinstabilitatsuntersuchung

4.5.1 in vitro Verdau

Zur Bestimmung des allergenen Potentials von Proteinen zahlt auch die Prufung der Stabilitat
gegenuber enzymatischem Verdau. Zur Untersuchung der Stabilitdt der Lupinenproteine gegen
einen enzymatischen Verdau (Amylase, Pepsin, Trypsin) wurde eine Hydrolyse mit dem
Lupinenmehlisolat durchgefiihrt. Besondere Aufmerksamkeit wurde dabei auf die Prifung der
Stabilitat gegen die Endopeptidase Pepsin gelegt. Die Stabilitat der Proteine gegeniiber Amylasen,
die bei Verdauungsschritten im Speichel eine Rolle spielen, wurde nicht berlcksichtigt, da diese
Enzyme lediglich Polysaccharide spalten. Das Lupinenmehlisolat wurde in Wasser homogenisiert

und der pH-Wert der Suspension auf das Aktivitatsoptimum des Verdauungsenzyms Pepsin (pH 1,5)
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bzw. Trypsin (pH7,8) eingestellt. Der Ansatz inkubierte bei 37 °C auf einem Schdittler. In
Zeitintervallen (1, 5, 15 und 30 min) wurden Proben von diesem Ansatz entnommen. Durch sofortige
Neutralisierung des pH-Wertes (pH 7) konnte die Enzymaktivitat des Pepsins inhibiert werden.
Gleichzeitig erfolgte eine Lagerung der neutralisierten Proben auf Eis. Bei der Trypsinierung war es
nicht nétig diese Proben zu neutralisieren. Die Quantifizierung der Lupinenproteine erfolgte mittels
Proteinbestimmung (Pierce BCA Protein Assay Kit. IL. U.S.A.) und die Quantifizierung des relativen
allergenen Potenzials der Proteinextrakte mit dem EAST-Hemmtest. Die Abb. 32 zeigt die
Ergebnisse  der Untersuchungen zur Abbaukinetik der Lupinenproteine durch die
Verdauungsenzyme Pepsin und Trypsin mit signifikantem Unterschied zur Kontrolle (unbehandeltes
Lupinenmehl). Die Abbildung des Verdaus durch Trypsin und Pepsin zeigt jeweils einen deutlichen
Abbau. Doch auch nach einer Reaktionszeit von 30 min sind die Proteine mit beiden
Detektionssystemen BCA und EAST Hemmtest noch nachweisbar. Dieses Ergebnis weist darauf
hin, dass die Lupinenproteine sehr stabil sind.

Das Ergebnis im Trypsinverdau weist deutlich darauf hin dass, der Zeitfaktor eine wesentliche Rolle

wahrend des Verdaus spielt.

A Proteingehalt nach enzymatischem Verdau
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Abb. 32: A) Proteingehalt in [%] des Lupinenmehls nach enzymatischem Verdau mit Trypsin und Pepsin. Als
Kontrolle diente unbehandeltes Lupinenmehlisolat. B) Proteingehalt des Lupinenmehls nach enzymatischem
Verdau mit Trypsin und Pepsin ohne Kontrollwert. Bestimmung nach BCA. Statistische Priifung auf
signifikante Unterschiede erfolgte mittels ANOVA einfaktorielle Varianzanalyse mit Post-hoc-Test Bonferroni.
(signifikant): p < 0,05 im Vergleich zur Kontrolle (unbehandeltes Lupinenmehl); Dargestellt sind der Mittelwert
* Standardabweichung von (n = 4).

*

4.5.2 Quantifizierung des relativen allergenen Potenzials der Proteinextrakte nach
enzymatischem Verdau
Eine Methode zur Quantifizierung des relativen allergenen Potenzials eines Proteinextraktes ist die
EAST-Inhibition (siehe 3.11). Diese wurde eingesetzt, um das allergene Potenzial der
enzymatischen Verdauansatze mit dem des Kontrollwertes zu vergleichen. Abb. 33 zeigt die
Inhibitionskurven der Enzyme des Verdaus (Trypsin und Pepsin) und der Kontrolle. Die Messwerte
und Berechnungen sind im Anhang dargestellt. Die Ergebnisse aller Inhibitionen beziehen sich auf
die Konzentration des jeweiligen Verdinnungsschrittes des Kontrollwertes, um eventuell vorhandene
matrixbedingte Fehler bei der Proteinbestimmung nach BCA auszuschlieRen [152)].
Zur Beurteilung der allergenen Potenz eines Extraktes ist es wichtig, dass der 50 %-ige Hemmwert
uberschritten wird, was bei allen drei Extrakten gegeben war. Somit ist nachgewiesen, dass auch der
Verdau durch Trypsin oder Pepsin die Allergenitat der Lupinenproteine nur unwesentlich reduziert.
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Abb. 33: EAST-Inhibition der Lupinenproteine nach enzymatischem Verdau mit Trypsin und Pepsin.
Dargestellt sind der Mittelwert + Standardabweichung.

Weiterhin wurden Aliquote von beiden Verdauungsprozessen auf ein Elektrophoresegel aufgetragen
und die Intensitat der Enzymspaltprodukte nach Coomassie-Farbung bewertet. Folgende Abb. 34
zeigt ein Elektrophoresegel, auf welches die Lupinenproteine aus dem Lupinenmehlisolat nach 1-,
5,-, 15- und 30-min(tiger Behandlung mit Trypsin bzw. Pepsin aufgetragen. Es ist ein Unterschied in
der Intensitat der Bande (ca. 30 — 50 kDa) zwischen der Trypsinbehandlung und der Pepsin-
behandlung zu erkennen. Nach 15 min Inkubationszeit mit Trypsin sind schwachere Banden zu
beobachten. Bei der Pepsinbehandlung bleibt die Bande eher gleichmaRig. Lediglich der Rest der
Proteinbanden, die in der Kontrolle bei ca. 75 — 20 kDa vorhanden sind, liegen nach Pepsinverdau
bzw. nach Trypsinverdau nicht mehr vor. Im Immunoblot ist ebenfalls eine schwache Bande zu

beobachten, allerdings nur bei dem Trypsin Verdau bei ca. 30 kDa.
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Abb. 34: A) SDS-PAGE der verdauten Lupinenproteine mittels Trypsin und Pepsin. M: Marker, T1: Trypsin
Verdau, 1 min Inkubationszeit, T2: Trypsin, Verdau 5 min, T3: Trypsin, Verdau 15 min, T4: Trypsin, Verdau
30 min K: Kontrolle, unbehandeltes Lupinenmehl, P1: Pepsin, Verdau 1 min, P2: Pepsin, Verdau 5 min, P3;
Pepsin, Verdau 15 min, P4: Pepsin, Verdau 30 min B) Immunoblot der verdauten Lupinenproteine mittels
Trypsin und Pepsin. M: Marker, P: Pepsin, Verdau, T: Trypsin, Verdau.

4.6 in silico-Kreuzallergenitatsuntersuchung

Die Kriterien der FAO/WHO zur in silico-Allergenitatspriifung sind in dem verdffentlichten Dokument
,Report of a Joint FAO/WHO Expert Consultation on Allergenicity of Foods Derived from
Biotechnology“ (2001) aufgefiihrt. Nach diesen Vorschlagen sollten Untersuchungen auf
Kreuzreaktivitaten vorgenommen werden, wenn mindestens einer der beiden folgenden Punkte
zutrifft;
- mehr als 35 % Identitat innerhalb eines Sequenzbereiches von 80 Aminosduren des
untersuchten Proteins mit einem bekannten Allergen [205, 214] oder
- Homologie von 6 aufeinanderfolgenden Aminosauren in der Sequenz des untersuchten
Proteins im Vergleich mit einem bekannten Allergen [205, 214]
Die Sequenzen der Lupinproteine wurden mit Sequenzen bekannter Allergene aus
unterschiedlichen, internetbasierten Datenbanken verglichen. Um die Sequenzen vergleichen zu
kénnen, missen diese in den sogenannten ,single letter amino acid code* gebracht werden [205].
Fur die Lupinenproteine wurden 11 homologe Allergensequenzen detektiert. In Tab. 13 sind
samtliche mit der Datenbank SDAP (Sequence Database of Allergenic Proteins) identifizierten
Allergene mit einer Homologie von mehr als 19 % aufgelistet. SDAP hat Zugriff auf die Datenbanken
von PDB, MMDB-Entrez, SwissProt, NCBI-Entrez und PIR [205, 214]. Bei einem Abgleich der
Aminosauresequenzen der Lupinenproteine mit der Datenbank SDAP konnten 22
Ubereinstimmungen von jeweils mehr als 6 aufeinanderfolgenden Aminosauren gefunden werden.

Es wurden Homologien zu den Allergenen Len ¢ 1, Glym 5, Arah 1, Vigr 2, Jugr 2, Jug n 2, Ses i
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3, Cora 11, Pis v 3, Ana 0 1 und Pru du 6 identifiziert, denen eine allergene Wirkung zugesprochen
wird. Anhand der anderen beschriebenen Datenbanken konnten die gleichen Homologien zu

bekannten Allergenen detektiert werden.

Tab. 13: Ergebnisse des in silico-Vergleichs der Lupinenproteine mit bekannten Allergenen, Identitat von 6
aufeinanderfolgenden Aminosauren. Abgleich mit FASTA 3.45

Alignment- Sequenz Link in Sequenz- Sequenz-
nummer Allergen SwissProt/NCBI/PIR Herkunft linge Ubereinstimmung [%]|

1 Lup an 1.0101 ACB05815 Lupinus angustifolius 611 100

2 Len c 1.0102 CAD87731 Lens culinaris 415 38,29
3 Len c 1.0101 CAD87730 Lens culinaris 418 38,14
4 Gly m 5.0201 Q9FZP9 Glycine max 559 44,81
5 Gly m 5.0101 022120 Glycine max 543 43,72
6 Gly m conglycinin CAA35691 Glycine max 605 45,12
7 Arah1 P43238 Arachis hypogaea 626 45,74
8 Arah1 P43237 Arachis hypogaea 614 44,96
9 Vig r 2.0201 B1NPN8 Vigna radiata 454 37,83
10 Vigr2.0101 Q198W3 Vigna radiata 453 38,29
11 Gly m conglycinin AABO01374 Glycine max 639 48,06
12 Gly m conglycinin AAA33947 Glycine max 218 19,22
13 Gly m conglycinin AAB23463 Glycine max 439 38,45
14 Jugr2 AAF18269 Juglans regia 593 34,42
15 Jugn 2 AAM54366 Juglans regia 481 31,32
16 Sesi3 AAK15089 Sesamum indicum 585 32,4
17 Cora 11 AAL86739 Corylus avellana 448 25,43
18 Pis v3.0101 EF116865 Pistacia vera 519 26,82
19 Ana 0 1.0102 AAM73729 Anacardium occidentale 536 24,96
20 Ana o 1.0101 AAM73730 Anacardium occidentale 538 25,12
21 Pru du 6 3EHK_A Prudus dulcis 531 19,22
22 Pru du 6.0101 ADN39440 Prudus dulcis 551 19,07

4.7 Zytotoxizitatsuntersuchung

4.7.1 Ausschluss der Zytotoxizitat von Lupinen unter Verwendung von normalen humanen
Leberzellen (Hepatozyten)

Fir den Test wurden das Lupinenmehl sowie die Lupinenfasern und Lupinenflocken in vier

unterschiedlichen Proteinkonzentrationen (unverdiinntes Material, sowie die Verdinnungen 1:2,

1:50, 1:100) verwendet. Da nur Material eines einzelnen Spenders zur Verfligung stand, wurden die

Hepatozyten auf drei Zellkulturplatten aufgeteilt. Darauf wurde der LDH-Test jeweils vier

Bestimmungen pro Konzentration durchgefiihrt.

4.7.2 LDH Zytotoxizitatstest

Mit dem LDH-Test konnte Uberprift werden, ob verschiedene Proteinkonzentrationen des
Lupinenproteins und seine Fraktionen eine zytotoxische Wirkung auf die Leberzellen haben. Die
Ergebnisse ergeben sich aus den Mittelwerten dieser 3 durchgefihrten Versuchsreihen mit den
jeweiligen Vierfachbestimmung pro Konzentration und den daraus berechneten Standard-

abweichungen. Die Abszissenachse gibt den prozentualen Anteil toter Zellen im Vergleich zu der
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positiven Kontrolle an, die flir 100 % Zytotoxizitat steht. Auf der Ordinatenachse sind die drei
Lupinenfraktionen und die vier verschiedenen Proteinkonzentrationen dargestellt. Aus der Abb. 35
wird ersichtlich, dass alle Proteinfraktionen (Lupinenfasern, -flocken und Isolate) in allen
Proteinkonzentrationen keine zytotoxische Wirkung auf diese Zelllinie ausliben bzw. keine
Zytotoxizitat nachweisbar ist. In keiner Konzentration konnte eine LD-50 nachgewiesen werden. Es

hat eher den Anschein, dass die Eiweilfraktionen leicht proliferierend wirken (ca. 8 %).

Zytotoxizitatstest mit normalen humanen Hepatozyten
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Abb. 35: Zytotoxizitatstest mit humanen Leberzellen. Darstellung der relativen Zytotoxizitat [%] als Mittelwerte
mit Standardabweichung. Zytotoxischer Einfluss verschiedener Proteinkonzentrationen aus den
Lupinenfasern (rot), Lupinenflocken (griin) und dem Lupinenisolat (blau) auf Hepatozyten. (+) Kontrolle:
Triton; unverdiinntes Fasern, Flocken und Isolate sowie jeweils unterschiedlichen Konzentrationen von 1:2,
1:50, 1:100 Protein:Ratio.

Dem Mangel an Material geschuldet hat diese einmalige Untersuchung wenig Aussagekraft. Die
Daten konnten nicht in weiteren Untersuchungen validiert werden und sind nicht als signifikant
anzusehen. Die Untersuchungen auf die Bildung der Metabolite Albumin und Harnstoff konnten
aufgrund des Materials von nur einem Patienten lediglich in einer Versuchsreihe erfolgen. Da diese
Einzeluntersuchung keine verwertbaren Aussagen zulasst, wird sie hier keine gesonderte

Erwahnung finden.
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5 Diskussion

Der Fokus dieses Projektes lag auf der Charakterisierung der Allergene und der Senkung des
allergenen Potenzials von Proteinisolaten der Blauen SuRlupine (Lupinus angustifolius) unter
Laborbedingungen. Das Ziel dieser Arbeit bestand darin, ein Verfahren zu entwickeln, mit dem die

Allergenitat der Lupineneiwei3e reduziert wird, ohne dass ein Qualitatsverlust entsteht.
5.1 Allergen Charakterisierung und Identifizierung

Foley et al., haben 2011 auf molekularer Ebene die Speicherproteine der Lupinus angustifolius
isoliert und sequenziert. Sie haben insgesamt 16 Mitglieder der Conglutinfamilie identifiziert. 11
davon wurden vorher noch nicht beschrieben. Sie haben 2 a, 5 8, 1 y und 3 & Conglutinsequenzen
neu identifiziert. Basierend auf der Transkriptionsebene war die haufigste Conglutin Familie
B (56 %), gefolgt von a (24 %), y (15 %) und & (6 %).

In Zusammenarbeit mit Herrn Dr. Mikkat vom Proteom Zentrum Rostock war es mdglich die
Charakterisierung und Identifizierung der Lupinenproteine aus dem Lupinenmehl durchzufiihren. In
der vorliegenden Arbeit konnte die Conglutin Familie wie folgend charakterisiert und identifiziert
werden: Conglutin B (71 %), gefolgt von a (26 %), v (1 %) und & (2 %). Die Untersuchungen von
Foley et al. bestatigen das Ergebnis dieser vorliegenden Arbeit. Die Unterscheidung der
verschiedenen Isoformen von Conglutin 8 war nur eingeschrankt madglich. Insbesondere die
Isoformen 3 2, 3, 6 und 4 konnten nur bedingt durch Peptide Mass Fingerprinting unterschieden
werden. Wahrscheinlich verteilen sich die abundanten Isoformen (besonders Conglutin f 5 und
Conglutin B 1) Uber das gesamte Gel. Eventuell liegen viele verschiedene Fragmente dieser Proteine
vor. Trotzdem unterstltzen die MS/MS-Messungen, die durchgefihrten Ergebnisse.

Eine grofle Hurde war die Anschaffung von Lupinenallergikerserum, das sehr schwer zu beschaffen
war, da zurzeit nur wenige Personen in Deutschland allergisch reagieren. In Zusammenarbeit mit
Frau Dr. med. Maren Hoene (Facharztin flr Dermatologie Rostock) und Herrn Dr. med. Christoph
Kreiker (Facharzt fUr Innere Medizin, Pneumologie Lineburg) und der Serenbank D-Lab Hamburg
wurden 13 Patienten mit Hinweis auf eine Sensibilisierung gegen Lupinen, Erdnuss und Soja
rekrutiert. Alle diese Patienten haben auf mindestens zwei der Leguminosen stark reagiert.

Aus Abb. 10 und Tab. 8 wird deutlich, dass die verschiedenen Allergene der Blauen SiiBlupine von
den Einzelseren in Bezug auf ihre Haufigkeit und Intensitat unterschiedlich stark detektiert werden.
Der Vergleich der Ergebnisse aus 4.1 zeigt, dass Seren mit einem hohen spezifischen IgE-Gehalt
(siehe EAST-Klassifizierung) auch eine starke Allergendetektion in der Einzelserenbestimmung im

Immunoblot aufweisen.
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Wichtige Kriterien zur Charakterisierung von Allergenen stellen die MG der einzelnen IgE-bindenden
Proteine, sowie deren Detektionshaufigkeit dar. Diese Kennzeichen ergeben sich anhand der
Detektion der Allergenspektren nach SDS-PAGE/Semidry-Blotting und  anschlieRender
Immunfarbung mit Einzelseren gegen Lupinen, Soja bzw. Erdnuss allergischer Patienten. Durch die
verwendeten 13 Einzelseren konnten insgesamt ca. 20 Lupinenallergene im MG-Bereich > 20 kDa
bis 100 kDa identifiziert werden. Der Serumpool weist Banden von 100 bis 25kDa auf.
Unterschiedliche Studien [4, 99, 156] belegen, dass die meisten Lebensmittelallergene MG zwischen
10 und 70 kDa, selten bis zu 100 kDa, aufweisen. Dieser Bereich gewahrleistet den Erhalt einer
Immunogenitat und Durchlassigkeit gegeniber der intestinalen Mucosa [215]. Somit liegen
Ubereinstimmungen mit den ermittelten Untersuchungsergebnissen vor.

Andererseits werden die Allergene im Immunoblot mit MG von 20, 40 und 75 kDa von mindestens
54 % der Patienten detektiert, sodass sie den Kriterien zur Klassifizierung als Majorallergen
Conglutin a (spezifisch a1, a2) und B (spezifisch 1 und 5) entsprechen.

Im niedermolekularen Bereich < 14 kDa liegen keine Allergene vor. Vergleichende Betrachtungen
ermdglichen eine Zuordnung von stark detektierten Banden mit MG von 20, 25, 40 und 75 kDa sowie
schwacher angefarbten Banden bei 15, 30, 37, 50, und 70 kDa. Verglichen mit der Studie von
Moneret-Vautrin et al., ergeben sich insbesondere im niedermolekularen Bereich grofle
Ubereinstimmungen zu dem in der vorliegenden Arbeit detektiertem Allergenspektrum. Insgesamt 4
der identifizierten Allergene konnten, abgesehen von analytisch bedingten geringen Abweichungen
der MG, in beiden Studien nachgewiesen werden [52].

Conglutin a

Lupin Globuline sind immunogen. Conglutin a ist ein potentielles Allergen [39, 59]. Dooper et al.
(2007) machten die ersten Untersuchungen, die die Nutzung von monokolonalen Antikérper gegen
Lupineallergene beschreiben. Er bestatigte dessen Allergenitat mit der Beobachtung, dass Seren
aus Lupinenallergikern ausgepragte IgE-Bindung zu Conglutin a zeigen. Das unterstltzt den
vorherigen Vorschlag von Magni et al., dass das Conglutin a ein Allergen der Lupine ist. Diese
Studie bestatigt einen Prozentsatz von 31 %.

Conglutin

Goggin et al. (2008) beschreiben ein ausgepragtes Allergenspektrum im MG-Bereich von 49 bis 90
kDa. Basierend auf massenspektrometrischer Analyse von IgE-reaktiven Proteinspots auf 2D-Gelen
und der IgE spezifischen Reaktivitat von gereinigtem Conglutin B aus L. angustifolius hat ihre Studie
[59] Conglutin B als Allergen in L. angustifolius und L. albus identifiziert. Diese Analyse legt nahe,
dass Conglutin B ein Hauptallergen der L. angustifolius ist, da das IgE aus allen Lupinenallergikern

dieses Protein erkennen und binden konnte. Dieses Allergen aus der L. angustifolius wurde von der
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International Union of Immunological Societies (IUIS) als Lup an 1.0101 bezeichnet. Conglutin 3, das
Hauptspeicherprotein in der von uns untersuchten Lupine, ist ein 7S Globulin vicilin like und hat eine
signifikante Sequenzidentitdt mit Ara h 1 der Erdnuss. Hier konnte eine Konzentration von 71 %
nachgeweisen werden.

Conglutin y

In einer weiteren Studie konnten Klos et al. (2010) IgE-bindende Proteine mit einem MG von 40 kDa
und 90 KDa nachweisen, wobei Conglutin y und die kleine Untereinheit von Conglutin vy identifiziert
werden konnten. Die erhaltenen Daten stimmen mit vorherigen Ergebnissen Uber die Allergenitat der
weilen Lupine (L. albus) Uberein. Conglutin y wurde als ein potenzielles Allergen der Lupine
identifiziert [106].

Die Allergenitat von L. angustifolius Conglutin y wurde ebenfalls von Holden et. al. angedeutet [76].
Die Ergebnisse der Studie von Klos et al. zeigen, dass das Conglutin y aus der Lupinus angustifolius
spezifische IgEs von Lupinenallergikerseren bindet. Dies bestatigt, es sich um eines der
Lupinenallergene der L. angustifolius. In unserer Arbeit konnte vom Conglutin y nur das C-Terminal
identifiziert werden.

Conglutin d

Conglutin &, das zur 2S - Protein — Familie gehort, die oft als Hauptallergen bezeichnet wird [121],
ergab keine signifikante immunologische Reaktivitat in den bisher durchgefiihrten Test. In dieser
Arbeit konnten von Conglutin & nur 2 von 62 Spots zugeordnet werden. Das bestatigen die
Ergebnisse von Magni et al. (2005) und Goggin et al. (2008) die selbst in der reinen Form des
Conglutin & keine immunologische Reaktivitat identifizierten. Mit unserer Studie konnte eine
Konzentration von 2 % nachgewiesen werden. Die Allergenitat dieses Protein musste nochmal mit

Patientenserum hohere IgE gehalt tberpriift werden um eine Klasifizierung zu geben.

5.2 Kreuzreaktionen mit anderen Leguminosen

Lupinen- und Erdnussallergiker konnen auf verschiedene Proteine reagieren.[52]. Basierend auf
einer friheren Studie [59] mit beschrankten Lupinensequenzen, kdnnte das Hauptallergen Conglutin
B in der Lupine, nicht in anderen Leguminosen vorkommen [59]. Die Ergebnisse von Foley et al.
(2011) aus einer Analyse von 16 Blau Lupinen-Conglutinfamilien bestatigen diese frihere Studie und
erweitern die Erkenntnisse, dass alle Mitglieder der f Conglutinfamilie potenzielle Allergene sind,
wahrend Mitglieder von anderen Conglutinfamilien unwahrscheinlich zu Lupinen spezifischer
Allergenitat beitragen. Zu diesem Zeitpunkt war unklar, ob es sich um ein einfaches allgemeines
Epitop handelt, das fir diese Form der Allergenitat verantwortlich ist oder ob es mehrere Epitope

gibt. Es scheint jedoch so, dass die verschiedenen Formen von Conglutin § sich einige allgemeine
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Epitope teilen. Wenn die Epitope, die allergische Reaktion gegenuber Conglutin B verursachen,
identifiziert werden, ist es maglich eine Ziichtung von Sorten mit reduzierten Allergenen zu
etablieren. Techniken mittels der RNA-Interference (RNAI), die Allergengene in der Erdnuss und
Tomate ins Visier nehmen, zeigen bereits ermutigende Ergebnisse [160].

In den letzten Jahren haben Berichte (iber Lupinenallergien durch primare Sensibilisierung als
verstecktes Allergen oder durch Kreuzreaktionen mit anderen Hulsenfriichten, besonders mit
Erdnuss, zugenommen [37, 40, 48, 60, 137, 142, 166]. Eine groRe europaische Studie [54] hat
gezeigt, dass eine allergische Kreuzreaktivitat der Lupine mit Erdnuss rund 15 % der Kinder und
Erwachsenen betraf.

Die Studie von Ballabio et al. (2013) bestatigte in vitro und in vivo, dass das Conglutin B als
Lupinenhauptallergen in einer Population von 12 italienischen Erdnussallergikerkindern wirkt. Die
Rolle von Conglutin a in der Kreuzreaktivitat zwischen Lupinen- und Erdnussproteinen scheint vor
allem an der basischen Untereinheit zu liegen, welche eine hohe Homologie zu dem Arachin
Polypeptid besitzt. Die Aktivitdt von Conglutin y in der Kreuzreaktivitdt zwischen Lupine und
Erdnussproteinen war relevant, trotz der beobachteten Unspezifitat der Immunoblott Expression.
Conglutin & scheint keine wichtige Rolle bei der Kreuzreaktivitat zwischen Lupine und Erdnuss zu
spielen. Solche Ergebnisse wurden erstmals 1999 von Moneret-Vautrin et al. Beschrieben. In lhren
Aufzeichnungen zeigten sie, dass das Hauptallergen der Lupinen auch in der Erdnuss vorhanden ist.
Da Vergeichsstudien zu Allergenspekiren der Lupinen mittels EAST-Inhibition und in silico-Teste
bisher fehlen, jedoch starke Ahnlichkeiten in der Proteinzusammensetzung zu den Leguminosen
Erdnuss und Soja vorliegen, erfolgte in dieser Arbeit ein zuséatzlicher Vergleich mit Proteinspektren
im in silico-Test. Im Ergebnis konnte die Kreuzreaktivitat zwischen Leguminosen bestatigen werden.
Laut verschiedener Studien konnten in der Sojabohne bisher zwdlf Allergene identifiziert werden [8,
27, 167], wobei die IgE-Bindungen bei Immunoblot-Untersuchungen vor allem zwischen 30 und 70
kDa mit dominierenden starken Banden bei 30 und 50 kDa auftreten [23]. In der Erdnuss wurden
insgesamt 17 verschiedene Allergene identifiziert [25, 46, 86, 127, 178]. Auch diese Studien zeigen
Ubereinstimmungen, dass die Hauptreaktivitdten neben dem 17 kDa-Hauptallergen Ara h 2, auch
durch Allergene im MG-Bereich von 30 bis 66 kDa, in dem u.a. auch die Hauptallergene Ara h 1
(64 kDa) und Ara h 3 (57 kDa) lokalisiert sind, stattfinden.

Mit dieser Arbeit konnte durch in silico-Untersuchung sowie mit Immunoblot eine ca. 45 %ige
Homologie der Proteinsequenzen der Lupinen mit Soja festgestellt werden. Im Immunoblot zeigten
sich die unterschiedlichen stark ausgepragten Banden zwischen 75 und 20 kDa (besonders
ausgepragt bei 30 kDa). Damit liegen Ubereinstimmungen beziiglich der detektierten Anzahl sowie
dem MG-Bereich der Hauptreaktivitaten der Allergene vor. Dartliber hinaus konnte mittels in silico-
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Test auch eine Homologie mit Linsen festgestellt werden. Allerdings zeigte sich im EAST-Inhibition-
Test keine Kreuzreaktivitdt. Moglicherweise lag dies an der nicht ausreichend zur Verfligung
stehenden Menge an Linsenallergikerserum mit hoher IgE-Konzentration.

Das Bandenmuster mittels SDS-PAGE, in dieser Arbeit, zeigt 32 verschiedene Proteinbanden, mit
deutlichen Intensitatsunterschiede im MG-Bereich von etwa 9 kDa bis ca. 80 kDa. Besonders
intensive Banden sind in den Bereichen von ca. 60 kDa, 20-25 kDa, 30-35 kDa sowie 10 kDa zu
erkennen. Zusammenfassend zeigen friihere Studien [79, 133] Ubereinstimmungen mit dieser
Arbeit, sowohl bezlglich der Anzahl der detektierten Allergene, als auch hinsichtlich der
dominierenden Banden zu den vorliegenden Untersuchungsergebnissen der Lupinen-
Allergenspektren.

Erdnuss wird als das gefahrlichste Leguminosenallergen angesehen und ist am besten in Bezug auf
die Allergenitat untersucht [52]. Jede der drei Haupterdnuss-Allergene hat eine Homologie zu
Lupinenconglutinen. So ist Conglutin a verwandt mit Ara h3 [147], Conglutin B mit Ara h1 [23] und
Conglutin & mit Ara h2 [186] und kann als Leguminoseallergen eingestuft werden. Zusatzlich hat
jedes Protein das Potenzial, mehrere allergene Stellen zu besitzen, beispielsweise enthalt Ara h3
acht verschiedene Epitope, wobei die meisten davon aus unterschiedlichen Regionen anderer
Leguminose-Allergene stammen [151]. Die molekulare Charakterisierung einzelner Allergene stellt
nach zuvor erfolgter Isolierung die Grundlage zur verbesserten Diagnostik bzw. Therapie einer LMA
dar. Mit zunehmender Exposition der Bevolkerung gegeniiber Lupinenmehl (Z6liakiepatienten und
andere Gruppen) ist auch in Deutschland das Auftreten von Allergien gegen Lupinenproteine zu
erwarten. GemaR Richtlinie 2006/142/EG vom 22. Dezember 2006 besteht eine besondere
Kennzeichnungspflicht bei Verwendung von Lupinen und Lupinenerzeugnissen als Zutat zu
Lebensmitteln. Wegen des besonderen allergenen Potenzials fallt die Lupine unter die EU-

Kennzeichnungspflicht fur Allergene.
5.3 Einfluss technologischer Verfahren

Hitze/ Hochdruck

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass Lupinenproteine nachweislich hitzestabile Allergene

enthalten. Verarbeitungsverfahren, wie Autoklavieren und Erhitzen im Trockensterilisator, flihren nur
zu einer minimalen Anderung des Proteinprofils der Blauen SiiRlupine. Dabei besitzen die Allergene
zahlreicher tierischer, aber auch pflanzlicher Lebensmittel eine hohe Hitzestabilitat [182].
Gemeinsam haben diese Allergene eine gute Wasserloslichkeit, eine Speicherfunktion sowie hohe
Stabilitdten gegeniber anderen technologischen Einflissen [185]. Jedoch eine Studie, in der
Lupinensamen gekocht, erhitzt und autoklaviert wurden, hat gezeigt, dass durch diese

Verfahrenstechniken eine minimale Anderung auf dem SDS-PAGE Proteinprofil erreicht wird.
71



Lediglich das Autoklavieren bei 138 °C hatte einen ausschlaggebenden Einfluss auf die Integritat
und die Struktur der Lupinenproteine [2]. Die Arbeitsgruppen von Cuadrado et al. (2011) und
Guillamén et al. (2008) untersuchten die Auswirkungen von Hitze-Hochdruckbehandlungen wie
Instant Controlled Pressure Drop (DICR ) auf Erdnlsse, Linsen, Kichererbsen, Sojabohnen und
Lupinen (Lupinus albus). Mit den Ergebnissen, dass durch die DIC Behandlung eine Reduktion der
in vitro IgE-Bindung von Erdnuss, Linse, Kichererbse und Lupine sowie eine drastische Reduzierung
der Sojabohnen-Immunreaktivitat erzeugt wird. Die DIC Behandlung entwickelte keine Anderung auf
den Gesamtproteingehalt von Kdrnerleguminosen [33, 62]. Diese Aussage korreliert mit anderen
physikalischen Verfahren wie z. B. die Verwendung eines hoheren Dampfdruckes und die
Veranderung der Behandlungszeiten. Die Immunreaktivitat von Sojaproteinen wurde nach der
Behandlung bei 6 bar flr 3 min fast vollstandig eliminiert. Neoallergene nach der Lagerung und
Hitzebehandlung wurden in anderen Pflanzenarten, wie Sojabohne [32] und Pekannuss [109] schon
beschrieben. Die fortlaufende Entstehung verschiedener allergener Komponenten veranschaulicht
die Komplexitat der chemischen Modifikationen, die durch die thermische Verarbeitung verursacht
wird. Diese Anderungen umfassen die Erzeugung von Maillard Produkten und anderen kovalenten
Modifikationen von Proteinen, wie Reaktionen mit oxidierten Lipide, Oxidation durch reaktive
Sauerstoffzwischenprodukte, Disulfidbriicken-storung, und Desaminierung von Asparagin [34, 110].
Beyer et al. stellten dar, dass das Frittieren (120 °C, 5 - 10 min) und das Sieden (100 °C, 20 min)
von Erdnlssen eine Reduzierung in der IgE-Bindung der wichtigsten Erdnussallergene Ara h 1, Ara
h 2 und Ara h 3 verglichen mit Trockenbrennen (dry roasting) (170 °C, 20 min) verursacht. Burks et
al. (1992) detektierten keine signifikante Abnahme der Bindung der IgE RAST Inhibition nach
Erhitzen (100 °C, bis zu 60 min) von Sojaproteinextrakten. Jedoch scheint das Sieden fiir 120 min
und Mikrowellenerhitzung (700 W, 25 min) von Sojabohnen die Allergenitat zu verringern, da nur bei
der Haélfte der Soja-Allergie-Patienten spezifische IgE gegen hitzebehandelte Sojabohnenprotein
nachgewiesen werden konnte [167]. Wiederum produzierte das Kochen (100 °C, 15 min) von
Linsensamen erhebliche Veranderungen in dem elektrophoretischen Muster [158], mit einer starken
Zunahme der Allergenitat, wie die ELISA Inhibition zeigte [79].

Neben den tierischen Allergenen aus Eiern und Milch besitzen auch die Allergene der Leguminosen
Erdnuss und Soja [176] sehr hohe Hitzestabilitdten. Nach Kreft et al. (1995) werden Allergene mit
Sequenzepitopen  durch  thermische  Behandlungen  nicht  beeinflusst, ~ wohingegen
Konformationsepitope durch Entfaltung der Peptidketten sowie Aufbrechen der Disulfidbriicken
zerstort werden.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen eine signifikante Reduzierung des Proteingehalts in der
autoklavierten Probe und in der Hitzebehandlung im Trockensterilisator. Es konnte keine
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Verminderung der Allergenitat und Denaturierung der Lupinenproteine - auch nicht nach 30 min bei
einer Temperatur von 200 °C - festgestellt werden. Dies kénnte daran liegen, dass das
Lupienenmehlisolat aus 91,5 % Protein besteht und dieses sehr stabil ist. Eine andere Ursache
konnte sein, dass bei der Hitzebehandlung Neoallergene entstanden sind, da im Immunoblot stark
ausgepragte Banden nachweisbar waren.

Harnstoffbehandlung

Harnstoff (6 M) ist in der Lage, einige Proteine wie z.B. Eiklarproteine in eine globulare, teilweise
denaturierte Form umzusetzen, wobei die ursprungsahnliche Struktur weitgehend erhalten bleibt. Bei
einer Studie von Mine und Zhang (2002) zeigt die Harnstoffbehandlung keine Auswirkungen auf die
IgE-Bindungsaktivitaten von Ovalbumin und Ovomucoid, wahrend sich bei Conalbumin und Lysozym
erheblich hdhere Bindungsaktivitaten zu humanen IgE ergaben [152]. In der Dissertation von Sabine
Gremmel wurde festgestellt, dass die Extraktionen bei einer Harnstoffoehandlung ein allergenes
Potenzial aufwiesen, dass mit dem der Kontrolle Ubereinstimmte. Jedoch wies die Extraktion aus
dem Vollei eine 65fache Verminderung des allergenen Potenzials, im Vergleich zur Kontrolle, auf
[118, 152].

Mit der Harnstoffbehandlung an den Lupinenproteinen kann sehr gut gezeigt werden, dass es nicht
maglich ist, eine Reduzierung der Allergenitat zu erreichen. Aufgrund der stark ausgepragten
Banden in Immunoblot, kann davon ausgegangen werden, dass sich diese Methode
hochstwahrscheinlich nicht eignet um die stabilen Proteine der Lupinus angustifolius zu
denaturieren.

Reduktion/Alkylierung

Die Beseitigung von intramolekularen Disulfidbindungen ist eine geeignete Strategie zur
Proteinentfaltung und der Verminderung der Allergenitat fir Allergene die Konformations-epitopen
enthalten. Zum Beispiel zeigte das Hauptmilbenallergen, welches mit der Reduktion und Alkylierung
behandelt wurde, eine reduzierte Allergenitat, nach dem die Disulfidbindungen von drei auf zwei
Bindungen reduziert wurden [93, 198]. Hypoallergenen Mutanten von unspezifischen Lipidtransfer —
Proteine (nsLTP) wie beispielsweise die Parietaria Spezies mit dem Pollenallergen Par j 1, wurden
durch das Aufbrechen von Disulfidbricken mittels Mutagenese erzeugt [17, 18, 129]. Das
Pfirsichallergen Pru p 3, ein Mitglied der Familie nsLTP gekennzeichnet durch 4 hoch konservierte
intramolekulare Disulfidbriicken, ist das Hauptallergen fur Patienten mit einer Pfirsichallergie im
Mittelmeerraum [134, 153]. Eine Priméarsensibilisierung fur Pru p 3 und eine nachfolgende IgE
Kreuzreaktivitatt mit anderen Mitgliedern der Familie nsLTP gelten als verantwortlich fiir die
Manifestation klinischer Kreuzreaktivitaten in Lebensmitteln und bestimmter Pollenallergien [68,
200]. Die Arbeit von Toda et al. erreichte die Zerstérung der Disulfidbriicken des Pfirsichallergens
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Pru p 3 mittels Reduktion und Alkylierung (R/A). Pru p 3 bestatigte eine reduzierte Molekiilmasse
von 6 kDa im Gegensatz zu der nativen Form des Pfirsichallergens nPru p 3 (9 kDa) auf einer SDS -
PAGE. In dieser Studie konnte festgestellt werden, dass die Zerstdrung der Proteinstruktur des
Pfirsichallergens nsLTP Pru p 3 signifikant die Verdauungsstabilitat, Antigenitat und Allergenitat
reduzierte. Jedoch behielt es die T-Zell-stimulatorische Kapazitat des Allergens in Proben von
sensibilisierten Personen. Es ist wohlbekannt, dass die Hydrophilie, Flexibilitat, Sekundar- und
Tertiarstrukturen einen Einfluss auf die Antigenitat von Proteinen ausiben [36]. Hier erreicht die
Storung der intramolekularen Disulfidbriicken von Pru p 3 einen Verlust der Sekundar- und
Tertiarstrukturen.

Die vielen und intensiven Banden im Immunoblot zeigen, dass die in dieser Arbeit bei der Blauen
Lupine durchgefihrte Reduktion und Alkylierung zu keiner Reduzierung der Allergenitat fiihrt.
Hochstwahrscheinlich reicht die Storung der Disulfidbindungen nicht aus, um eine signifikante
Reduktion der Allergenitat zu erreichen, was auf die stabilen Proteine der Lupinus angustifolius
zurtickzufuhren ist. Es kann sogar beobachtet werden, dass nach der Reduktion und Alkylierung
intensivere Banden zu finden sind, was eher auf eine Steigerung der Allergenitat schlielen 1aRkt. Dies
ware naher zu untersuchen. Bei diesen und ahnlichen Reaktionen ist neben der Zerstorung oder
Blockierung allergener Epitope auch eine Neubildung méglich. In diesem Fall wird eine Steigerung
der Intensitat der IgE-Bindung deutlich.

Aktivkohle-Behandlung

Von allen I6slichen Proteinen aus dem Lupinenextrakt konnte mittels Proteingehaltsbestimmung und

Immunoblot festgestellt werden, dass bei mehr als einen 60-fachen Uberschuss an Aktivkohle (AC),
diese Proteine von der AC vollstandig adsorbiert werden. Die Proteine waren nach 5 min vollstandig
adsorbiert. Fiur die hier beschriebenen Experimente wurde eine 100 mM NaCl-Konzentration
verwendet, um die physiologischen Bedingungen zu simulieren. Ab einer 40:1 AC:Protein Ratio,
waren keine Proteinbanden mehr in der SDS - PAGE nachweisbar. Das fihrt zu der
Schlussfolgerung, dass die bendtigte Menge an AC flr die SDS-PAGE geringer ist, als in der
Proteinbestimmung. Wahrscheinlich ist die Methode sehr empfindlich und kann nur sehr kleine
Mengen an Proteinen identifizieren. Flr den Immunoblot wurden die 10:1 und 40:1 AC:Protein
Ratios ausgewahlt. Beide zeigten gleiche Bandenmuster wie die vom unbehandelten Lupinenmehl.
Ein Unterschied bestand darin, dass die Banden bei ca. 90 kDa im Immunoblot etwas starker
ausgepragt waren als die in der Kontrolle. Hinzu kommt, dass trotz der AC, die die Proteine
adsorbieren, eine starke IgE — Bindung sichtbar war bzw. es konnte eine allergische Reaktion

festgestellt werden.
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Tanninebehandlung

Aufgrund seiner Fahigkeit zur Bindung unléslicher Proteinkomplexe, hat die Tanninsaure (TA) grolRe
Wirkung bei der Beseitigung der Milbenallergene und Katzenallergene im Hausstaub [194] sowie bei
der Desensibilisierung bei Menschen mit Allergien gegen Pollen [125]. Tanninsaure hat eine hohere
Affinitat zu Proteinen, daher wére es mdglich, die Lupinenproteine an Tanninsaure zu binden. Dem
zufolge wiirde die Allergieausbildung reduziert. Insbesondere prolinreiche Proteine [104], welche in
signifikanten Mengen in Hulsenfriichten und Samen [45] existieren. Chung et al. postulierte, dass
Komplexe von Tanninsaure-Erdnuss-Allergen Wechselwirkungen unter sauren und alkalischen
Bedingungen (dh, pH 2 und 8, die den Magen-Darm pH simulieren) stabil waren und die Allergene
nicht freigegeben wirden.

Die EAST-Inhibition Daten dieser Arbeit belegen, dass die Behandlung der Lupine mit Tanninsdure
bei allen Konzentrationen (0,25, 0,50, 1,0 2,0 mg/ml) zu keiner Veranderung der Allergenitat fihrt.
Sie bleibt bei ca .80 %. Der Immunoblot zeigte allerdings eine starke Verminderung der IgE-Bindung
bei der 1,0 mg/ml Konzentration, weil kovalente Vernetzungen zwischen Tanninsaure und Proteine

ebenfalls mdglich sind.

5.4 Untersuchung zur Stabilitat der Lupinenproteine und dessen allergenen Potenzial

Bei der allergologischen Analyse von Proteinen sind Stabilitdtsuntersuchungen durchzufihren. Diese
Untersuchungen beinhalten Analysen der Stabilitat des Proteins gegen Verdauungsenzyme und
gegen Prozessierung, wie Hitzeeinwirkung. Die Fahigkeit von Lebensmittelallergenen die
Mucosamembran des Intestinaltraktes zu erreichen und zu passieren ist eine Grundvoraussetzung
fir ihre Allergenitat. Intakte Proteine sind potenziell in der Lage, die Mucosamembran des Darms zu
passieren und in das zirkulierende Blutsystem einzudringen [115, 214]. Um die Wahrscheinlichkeit
zu erhohen zur Mucosamembran zu gelangen, sollte ein Protein sehr stabil gegentber den
proteolytischen und sauren Bedingungen des Verdauungstraktes sein [115, 214]. Es besteht eine
Korrelation zwischen der Stabilitat von Proteinen gegeniber dem Verdau und dem allergenen
Potenzial. Viele Allergene zeigen eine mehr als zweiminitige Stabilitit gegen den Verdau in
simulierter gastrischer Flussigkeit [214]. Einige Hauptallergene sind sogar fir mehr als eine Stunde
in nachweisbaren Mengen stabil in SGF. Gewdhnliche Lebensmittelproteine hingegen werden unter
gleichen Versuchsbedingungen in weniger als 15 sec abgebaut [115]. Aber auch eine Reihe von
Allergenen aus Obst, Gemlse, Meeresfriichten, Milch, Ei, Soja und Erdnuss zeigen keine Resistenz
gegen den Verdau in in vitro-Assays [53, 86, 214]. Auch Untersuchungen von Fu et al. (2002)
zeigten, dass die Korrelation zwischen allergenem Potenzial von Proteinen und ihrer Stabilitat gegen

den Verdau nicht absolut ist.
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Durch die FAO/WHO (2001) sind Methoden zur Stabilitdtsanalyse gegen das Verdauungsenzym
Pepsin beschrieben. Danach sollte das Protein im Vergleich mit nicht- und allergenen Proteinen zur
Analyse herangezogen werden. Nach definierten Zeitpunkten sollten  Proben des
Protein/Pepsin-Ansatzes entnommen, neutralisiert und mittels SDS-PAGE und anschlieendem
Immunoblot mit polyklonalen-Antikorpern untersucht werden.

Pepsin baut unter diesen Bedingungen nicht nur das allergene Protein, sondern auch alle weiteren
Proteine ab [214]. So kann in vitro die Abbaukinetik der Lupinenproteine analysiert werden. Der
Nachweis der Proteine erfolgte mit EAST-Inhibition Systemen unter Verwendung von Antikorpern.
Ein Vorteil der Verwendung von ELISA-Assays gegentber einer SDS-PAGE zum Nachweis
immunogenen Proteins bzw. Protein-Abbauprodukten (Peptiden) besteht in der Mdglichkeit der
quantitativen Darstellung der Abbaukinetik der Proteine. Die Ergebnisse der durchgefiihrten in vitro
Untersuchungen zur Stabilitat der Lupinenproteine gegen den Verdau durch das Enzym Pepsin und
Trypsin zeigten, dass es zum Abbau der Lupinenproteine kommt. Beispielsweise waren die Proteine
nach 5 bzw. 15 min noch nachweisbar. Das Lupinenprotein in den Proben des Pflanzenmaterials
war bis zu 30 min detektierbar. Pepsin muss eine groRere Menge an Gesamtprotein verdauen und
ist langsamer im Abbau des Proteingemisches [214]. Daraus folgt, dass nicht nur die aufgereinigten
Proteine auf ihre Stabilitat untersucht werden missen, sondern auch das komplette Pflanzenmaterial
[214]. Es konnte gezeigt werden, dass die untersuchten Proteine durch die Verdauungsenzyme
Pepsin und Trypsin abgebaut werden. Dieser Abbau erfolgte bei Vorhandensein der
Lebensmittelmatrix langsam. Daraus lasst sich ableiten, dass das Verhaltnis von Pepsidase zu TSP
(total soluble protein, dem gesamtléslichem Protein) eine zentrale Komponente darstellt. Das TSP
entscheidet, wie schnell ein Protein abgebaut wird. Zur Vergleichbarkeit der Resultate musste diese
Methode mit Lebensmitteln, die Lupinenproteine enthalten und auch mit Lebensmitteln, die bereits
bekannten Allergene beinhalten, sowie mit den aufgereinigten Allergenen durchgefuihrt werden. Die
Stabilitatsprifung der Proteine unter Verwendung des Verdauungsenzyms Pepsin ist ein
brauchbarer Bewertungsansatz der Allergenitatsprifung. Beispielsweise lieBe sich in vitro auch das
basische Milieu des Dinndarms mit den entsprechenden Verdauungsenzymen nachstellen.
Weiterhin kdnnte ein bakterieller Verdau erganzt werden.

Sormus de Castro Pinto et al. (2009) untersuchten die Wirkungen der enzymatischen Behandlung
von Pepsin und Trypsin in vitro auf die immunologische Reaktivitat der wichtigsten Globuline von
SuRlupinen, Kichererbsen und Linsen. Die Globuline wurden mit Pepsin und Trypsin fiir 1, 5, 15 und
30 min hydrolysiert. Die Ergebnisse zeigten, dass die enzymatische Behandlung des
Hauptspeicherproteins (11S-Globulin) stfer Lupinen, Kichererbsen und Linsen mit Pepsin oder
Trypsin zur Bildung groRer Mengen von kurzen Peptiden und freien Aminosauren flihrte, die die
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Antikérperbindung im Immunoblot nicht zulassen, was zu einer geschwachten Immunreaktivitat
fihrte. Sormus de Castro Pinto hat gezeigt, dass die Proteine von Lupine, Kichererbsen und Linsen
ihre antigene Aktivitdt nach einer Hydrolyse mit Pepsin flr 30 min nicht beibehalten haben. Die
Daten zeigen, dass das dominante Allergen in der 11S-Globulin von Lupine aus einer Grundeinheit
von ca. 20 kDa besteht und es seine Immunreaktivitdt/Antigen-Aktivitat durch Hydrolyse mit Pepsin
und Trypsin verliert. In dieser Arbeit konnte im Immunoblot eine AG/AK Bindung beobachtet werden.
Die AG/AK Bindung entstand bei einer MG von 30 kDa. Zuvor erfolgte eine Trypsinierung der
Allergene. In der EAST-Inhibition war eine Allergenitat nachweisbar. Die Arbeitsgruppe von Sormus
de Castro Pinto hat die Weisse Lupine (Lupinus albus) untersucht Es ist wahrscheinlich, dass diese
Parameter einen Einfluss auf die Unterschiede der Ergebnisse haben, was ebenfalls Gegenstand in

dieser Arbeit ist.
5.5 in silico-Sequenzanalyse

Eine Homologieanalyse der Aminosauresequenz des Proteins zu Sequenzen von Proteinen mit
bekannter Allergenitat erfolgt mittels einer in silico-Sequenzanalyse. Daflir stehen Datenbanken zur
Verfligung, in denen die Sequenzen aller bekannten bislang sequenzierten Proteine auf
Nukleinsgure- bzw. Aminosdaureebene hinterlegt sind. In Frage zu stellen ist, ob eine einzelne
Datenbank fiir die Analyse ausreichend ist und ob alle Datenbanken gleiche Ergebnisse erbringen
[214].

Die verwendeten Datenbanken (SDAP, EVALLER und AllergenOnline) vergleichen eingegebene
Aminosauresequenzen mit den Sequenzen aller bislang bekannten Allergene und beziehen sich auf
Server der Institutionen CBI, NCBI, PIR, BCM und EMBL-EBI [214]. Die genannten Datenbanken
lieferten alle die gleichen Ergebnisse in Bezug auf die Homologie der untersuchten Proteine im
Vergleich mit bekannten Allergenen. Fir die Lupinenproteine wurden lediglich mit der SDAP
Datenbank 11 Allergene von jeweils mehr als 6 aufeinanderfolgenden Aminosauren gefunden. Das
sind die Allergene Len ¢ 1 aus der Linse, Gly m 5 aus Soja, Ara h 1 aus der Erdnuss, Vig r 2 aus der
Mungobohne, Jug r 2 und Jug n 2 aus der Walnuss, Ses i 3 aus Sesam, Cor a 11 aus der
Haselnuss, Pis v 3 aus der Pistazie, Ana o 1 aus Cashew Kernen und Pru du 6 aus der Mandel.

Das Screening mit den weiteren genannten Datenbanken lieferte die gleichen Treffer. Daraus ergibt
sich, dass fur die in silico-Prifung mehrere Datenbanken herangezogen werden sollten, auch wenn
diese teilweise auf die gleichen Server zugreifen [214]. Auch die EFSA rat, verschiedene
Suchstrategien basierend auf den verflgbaren Sequenzen in relevanten Datenbanken
durchzuflihren. Fir Lupinenproteine, die zu der Leguminosenfamilie gehdren, ist es zu erwarten,

dass hier eine grofle Zahl an Allergenen zu finden ist, mit denen eine madgliche Kreuzreaktion
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auftreten kann. Daher wird die Wichtigkeit der Verwendung mehrerer Informationsquellen fiir die in

silico-Sequenzanalyse verdeutlicht.
5.6 Zytotoxizitatsuntersuchung

Bei Verwendung der Lupinenproteine in der menschlichen Ernahrung ist es besonders wichtig, dass
die Inhaltstoffe des Lebensmittels keine toxischen Effekte auf gesunden Zellen des Organismus
ausuben.

Fur die in dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen liegen keine vergleichbaren Studien mit dem
beschriebenen Pflanzenmaterial an humanen Zellkulturlinien vor.

Mit den Hepatozyten wurde ausschlieBlich der LDH-Test (Abb. 35) durchgefiihrt. Es hatte sich
gezeigt, dass die Lupinenproteine, d.h. Lupinenisolat, Lupinenfasern und Lupinenflocken, keine
zytotoxische Wirkung auf diese Zelllinie austben. Da dieser Test bei den Hepatozyten allerdings nur
einmal durchgeflihrt wurde, und alle gemessenen Probeniberstande je Konzentration aus jeweils 4
Wells mit Zellen stammten, sollten zukunftig weitere Untersuchungen erfolgen.

5.6.1 Wirkung der Proteinisolate auf die Harnstoff-und Albuminsynthese

Diese Versuche wurden an den Hepatozyten vorgenommen. Nur in Leberzellen findet die Synthese
von Harnstoff und Albumin statt. In der Zellkultur spielt Albumin vor allem als Parameter fiir die
Syntheseleistung der Zellen eine Rolle. Albumin ist ein leberspezifischer Parameter fiir die
Proteinbiosynthese und wird aus diesem Grund gern zur Leistungsbeurteilung einer Leber-Zellkultur
herangezogen, wahrend die Harnstoffsynthese eher ein Parameter fiir den Proteinabbau darstellt.
Vergleicht man die hochste Proteinkonzentration zwischen Albumin- und Harnstoffsynthese, lasst
sich feststellen, dass die relative Albuminsynthese starker sinkt als die Harnstoffsynthese, was
bedeutet, dass immer noch viele abgebaute Proteine weiter zu Hamnstoff verarbeitet werden.

Die Bildung der Metabolite Albumin und Harnstoff konnte aufgrund der geringen Zellzahl nur in einer
Versuchsreihe untersucht werden. Eine solche Einzeluntersuchung lasst keine verwertbaren

Aussagen zu. Fir eine Ergebnisdiskussion wéren weitere Tests notwendig.
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6 Ausblick

Mit der vorliegenden Arbeit konnten Erkenntnisse zur Charakterisierung der Blauen-Lupine-
Allergene sowie deren Stabilitat und Einfluss auf die Proteinmodifikationen gewonnen werden.

Es ist aufgrund der Ergebnisse lediglich eine Tendenz von Major- und Minorallergenen zu erkennen
und weitere Untersuchungen sollten sich anschliefen. Durch den enormen Anstieg an
Lupinenallergien ist es ndtig, die dargestellten Ergebnisse mit einer hdheren Probandenanzahl zu
uberprifen und das Methodenspektrum zu erweitern.

In Hinblick auf die potenzielle Minimierung der Gesamtallergenitat durch thermische Behandlung der
untersuchten Blauen Lupine erscheinen weitere Studien nicht notwendig, da durch die
dokumentierten Untersuchungen eine hohe Hitzestabilitat einzelner Allergene hinreichend
nachgewiesen wurde [213].

Wie bei Barkholdt et al. (1998), sollte bei der Blauen Lupine der Einfluss fermentierender Bakterien
auf das allergenen Potenzials untersucht werden.

Die Méglichkeiten zur gezielten Abtrennung einzelner Proteinfraktionen, wie beispielsweise die der B
Conglutin-Familie, scheinen hier nicht sinnvoll zu sein. Diese Proteinfamilie stellt mit einer
Konzentration von 71 % den grofiten Teil des Proteingehalts, infolge einer Abtrennung wére
demnach der Verlust zu groR.

Die in silico-Sequenzanalyse von Proteinen mit bekannten Allergenen anhand von Datenbanken,
bericksichtigt lediglich die Primarstruktur der Aminosauresequenz. Diskontinuierliche IgE-Epitope,
die aus der Faltung bzw. der 3D-Struktur des Proteins resultieren, werden nicht bertcksichtigt.
Dariber hinaus sind bislang wenige Informationen Uber Konformationsepitope verfigbar. Deshalb
sollten alle gewonnenen Erkenntnisse tber T- und B-Zell-Epitope und das Bindungsverhalten von
IgE-Antikdrpern an Proteinen in Epitop-Datenbanken einflie®en und kdnnten so zur allergologischen
in silico-Analyse beitragen.

Die Verfiigbarkeit und die Qualitat geeigneter Patientenseren flir die Untersuchung der IgE-
Kreuzreaktivitaten zwischen Proteinen und strukturell &hnlichen Allergenen ist heikel. Seren von
Allergikern sind oftmals nicht ausreichend genau charakterisiert. Weiterhin kénnte sich die Anzahl
der zur Verfigung stehenden Seren und deren Reaktivitat als limitierend erweisen. Serenbanken
werden nicht zentralisiert, sondern von jeder Institution einzeln gefiihrt. Sinnvoll wére ein

Zusammenschluss von Institutionen, die eine gemeinschaftliche Serenbank zur Verfligung stellen.
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8 Anhang

8.1  Proteinbestimmung

Tabelle 14: Proteinbestimmung der Lupinenfraktionen

Proteinfraktion Proteingehalt Proteingehalt Proteingehalt Proteingehalt MW Stabw
1in [%] 2in [%] 3in [%] 41in [%]

Lupinenmehlisolat 90.7 93.1 88.7 935 91,5 2,2

Lupinnefasern 37,3 410 31,0 37,3 367 42

Lupinenflocken 19,0 23,0 25,0 22,7 22,4 2,5

Tabelle 215: Proteinbestimmung in % der Hitzebehandlung (Autoklav und Hitzebehandlung bei
100,150 und 200 °C).

Proteingehal Proteingehal Proteingehal Proteingehal MW Stabw
t t t t
1in [%] 2in [%] 3in [%] 4in [%]

Lupinenmehlisolat 90,7 93,1 88,7 93,5 91,5 2,2
Autoklaviertes Mehl 75,0 79,0 74,0 73,0 75,3 2,6

Proteingehal Proteingehal Proteingehal Proteingehal MW Stabw

Temp./Zeit t t t t
11in [%] 21in [%] 3in [%] 4in [%]

200 °C 5 min 80 86 72 85 80,8 6,4
200 °C 15 min 69 7 62 75 70,8 6,8
200 °C 30 min 54 65 49 69 59,3 9,3
150 °C 5 min 85 88 80 81 83,5 3,7
150 °C 15 min 81 82 69 73 74,7 6,3
150 °C 30 min 82 84 82 75 80,8 3.9
100 °C 5 min 87 92 91 85 88,8 3,3
100 °C 15 min 82 87 89 85 85,75 3,0
100 °C 30 min 85 80 85 84 83,5 24

Tabelle 3: Proteinbestimmung in [%] der Proteinmodifikationen Harnstoffbehandlung,
Reduktion/Alkylierung.

Behandlung Proteingehalt  Proteingehalt  Proteingehalt  Proteingehalt MW Stabw
1in [%] 2in [%] 3in [%] 4in [%]

Harnstoffbehandlung 89,98 88,01 90,03 90,69 89,6775 1,07

Reduktion/Alkylierung 97 96,99 95,89 96,98 96,715 0,55




Tabelle 4: Proteinbestimmung in [%] der Aktivkohlebehandlung

Proteingehal Proteingehal Proteingehal Proteingehal
Behandlung t t t t MW Stabw
1in [%] 2in [%] 3in [%] 4in [%]
Aktivkohle Rohextrakt 67,1 68 66 69 67,5 1,28
Aktivkohle AC 5:1 60,8 64 61 62 61,9 1,47
Aktivkohle AC 10:1 53,2 55 54 50 53,0 2,16
Aktivkohle AC 20:1 31,2 32 33 29 31,3 1,70
Aktivkohle AC 30:1 23,2 26 28 27 26,1 2,05
Aktivkohle AC 40:1 25,6 26 27 24 25,7 1,25
Aktivkohle AC 50:1 15,1 14 1 16 14,0 2,18
Aktivkohle AC 60:1 4.1 5,2 3 4 41 0,90
Tabelle 5: Proteinbestimmung in [%] enzymatische Verdau mit Trypsin und Pepsin.
Proteingehal Proteingehal Proteingehal Proteingehal
Behandlung t t t t MW  Stabw
1in [%] 2in [%] 3in [%] 4in [%]
Trypsin
Verdau
nach 1 min 16,9 16,5 17,12 16 16,6 0,50
nach 5 min. 16,5 15,9 16,21 16,38 16,2 0,25
nach 15
min. 15,6 15,11 16,23 15,89 15,7 0,47
nach 30
min. 14,6 14,13 13,98 15,12 144 051
Pepsin
Verdau
nach 1 min 18,77 18,87 17,98 19,32 18,7 0,56
nach 5 min. 18,67 18,57 17,99 18,01 18,3 0,36
nach 15
min. 18,62 18,65 18,79 18,11 18,5 0,30
nach 30
min. 18,55 17,38 16,98 16,57 174 0,85




8.2 Enzymallergosorbent-Test (EAST) Durchfiihrung
Chemikalien:

Aqua bidest
Verdunnungslosung zur Erstellung der Serum- und Allergenextraktverdinnung (NBS Puffer)

Testkit spez. IgE

Poolserum:

Poolserum herstellen und verdiinnen mit NSB Puffer 1:2 (Omega Diagnostics, Reinbeck
Deutschland). Die gemessen B0 Extinktion muss > 1,500 OD sein. BO: ungehemmte Serum

(verdlnntes Serumpool 1:2)

Testdurchfilhrung:

1.Tag Herstellung der Verdiinnungsreihe fiir die Referenz und die Probe(n):

11 Réhrchen:

1. 300uL Referenz/Probe

2.-11. 200 pl Verdinnungspuffer (NSB)

Aus dem 1. Rohrchen 100 pl in das 2. Rohrchen pipettieren und gut mischen.
Aus dem 2. Rohrchen 100 pl in das 3. Rohrchen pipettieren und gut mischen usw.
Die 100 ul aus dem 11 Rohrchen verwerfen.

Pipettierschema:

= 3
S S | o S
o o = [72) o
Allergentrager + + + + +
Verdiinnungsldsung - 50 100 - -
[ul]:
STD bzw. Probe [pl]: - - - 50 50
Poolserum [pl]: - 50 - 50 50

Verdinnugslésung fir NSB und BO in Dreifachbestimmung pipettieren, Standard und Probe in

Doppelbestimmung. In Kavitat das verdinnte Poolserum pipettieren. MTP mit Deckel abdecken,

Xl



leicht mischen, und 15 min bei RT inkubieren. Allergenscheibe der zu untersuchende Leguminose in
die MTP zugeben. Bei RT 18 - 22 h inkubieren.

2. Tag

MTP waschen (5 x)

50 pl Konjugat in jede Kavitat pipettieren, auller Substratleerwert

MTP mit Deckel abdecken, leicht durchmischen. Inkubation bei RT G.N. (18 - 22 h).

3.Tag

MTP waschen (5 x)

200 pl Substrat in jede Kavitat inklusive Leerwert

MTP mit Deckel abdecken, leicht mischen

Inkubation bei RT 90 min (licht geschiitzt)

100 pl Stopplosung hinzugeben inklusive Substratleerwert
MTP im Photometer messen bei 405 nm

Auswertung

Nach der Formel:

[%] Hemmung = % * 100

Xl



8.3 Enzymallergosorbent-Test (EAST)

Tabelle 6: EAST-Inhibition der verwendeten Lupinenfraktionen und Modifikationen: Homologes

System

Allergen- Extrakt
Scheibe: Lupine
Lupine

Allergen- Extrakt
Scheibe: Lupinen-
Lupine Fasern
Allergen- Extrakt
Scheibe: Lupinen-
Lupine Flocken
Allergen- Extrakt
Scheibe: Lupine
Lupine

Probe

Verdiinnungen

Konz = 2,617 mg/mL
unverdinnt 2,617 mg/mL
Verd. 1:3

Verd. 1:9

Verd. 1:27

Verd. 1:81

Verd. 1:243

Verd. 1:729

Verd. 1:2187

Verd. 1:6561

Verd. 1:19683

Verd. 1:59049

Verdinnungen
Konz.= 2,617 mg/mL
unverdinnt 2,617 mg/mL
Verd. 1:3

Verd. 1:9

Verd. 1:27

Verd. 1:81

Verd. 1:243

Verd. 1:729

Verd. 1:2187

Verd. 1:6561

Verd. 1:19683

Verd. 1:59049

Verdinnungen

Konz. = 2,617 mg/mL
unverdinnt 2,617 mg/mL
Verd. 1:3

Verd. 1:9

Verd. 1:27

Verd. 1:81

Verd. 1:243

Verd. 1:729

Verd. 1:2187

Verd. 1:6561

Verd. 1:19683

Verd. 1:59049

Verdinnungen
Konz. = 2,617 mg/mL

Autoklavierte unverdiinnt 2,617 mg/mL

Verd. 1:3
Verd. 1:9
Verd. 1:27
Verd. 1:81
Verd. 1:243
Verd. 1:729
Verd. 1:2187
Verd. 1:6561
Verd. 1:19683
Verd. 1:59049

NSB

Blank

oD 1
0,479
0,437
0,454
0,47
0,505
0,504
0,511
0,562
0,581
0,649
0,721

NSB

Blank
OD 1

0,54
0,535
0,607
0,545
0,622
0,594
0,653
0,698
0,704
0,825

-

NSB

Blank
OD 1
0,526
0,562
0,577
0,578
0,594
0,587
0,627
0,711
0,651
0,691
1,031

NSB

Blank
OD 1
0,9545
0,9035
0,9
0,865
0,811
0,802
0,682
0,683
0,738
0,702
0,673

HOMOLOGES SYSTEM
Wert1 Wert2
0,369 0,377
0,799 0,753
0,22
% Inh. OD 1 OD 2
76,3341067 0,438
86,0788863 0,491
82,1345708 0,496
78,4222738 0,538
70,3016241 0,507
70,5336427 0,515
68,9095128 0,574
57,0765661 0,572
52,6682135 0,663
36,8909513 0,629
20,1856148 0,699
Wert1 Wert2
0,451 0,449
1,287 0,929
0,296
Inhib OD1  OD 2
88,8379842 0,491
89,4627239 0,506
80,4664723 0,513
88,2132445 0,591
78,5922532 0,499
82,0907955 0,577
74,7188671 0,654
69,0962099 0,698
68,3465223 0,717
53,2278217 0,84
31,3619325 0,99
Wert1 Wert2
0,451 0,449
1,287 0,929
0,296
Inhib. OD1 OD 2
90,5872553 0,522
86,0891295 0,484
84,2149105 0,559
84,0899625 0,561
82,0907955 0,552
82,9654311 0,574
77,9675135 0,575
67,4718867 0,516
74,968763 0,598
69,9708455 0,96
27,4885464 1,237
Wert1 Wert2
0,479 0,441
1,033 1,087
0,317
Inhib. OD1 OD 2
20,1912568  0,9795
28,5519126  0,9025
29,1256831 0,852
34,863388 0,795
43,715847 0,839
45,1912568 0,783
64,863388 0,807
64,6994536 0,736
55,6830601 0,654
61,5846995 0,624
66,3387978 0,609

Xl

Wert3
0,385
0,872

Mittelwert
0,377
0,808

100

% Inh. OD 2 Stabw Inh. % <onz. [ug/mL] % Inhibition

85,8468677
73,549884
72,3897912
62,6450116
69,837587
67,9814385
54,2923434
54,7563805
33,6426914
41,5313225
25,2900232

Wert3
0,452
1,537

Inhib OD2

94,9604332
93,0862141
92,2115785
82,4656393
93,9608496
84,2149105
74,5939192
69,0962099
66,7221991
51,3536027
32,6114119

Wert3
0,452
1,537

Inhib. OD2
91,0870471
95,8350687
86,4639733
86,2140775
87,3386089
84,5897543
84,4648063
91,8367347
81,5910037
36,3598501
1,74927114

Wert3
0,483
1,113

Inhib. OD2
16,0928962
28,715847
36,9945355
46,3387978
39,1256831
48,3060109
44,3715847
56,010929
69,4535519
74,3715847
76,8306011

6,72653783  0,0443 22,73000
8,8593425 0,1329 39,21000
6,89059972  0,3988 43,15545
11,1562091 1,096 55,91647
0,3281238 3,589 61,60093
1,80468088 10,76 69,25754
10,3358996 32,3 70,06961
1,64061898 96,92 70,53364
13,4530757 290,77 77,26218
3,28123796 872,3 79,81439
3,60936176 2617 81,09049
Mittelwert

0,45066667 100

1,251
Stabw Inh. % Konz. [ug/mL % Inhibition

4,32922519 00,0443  31,9866722
2,5621945 0,1329  52,2907122
8,30504424  0,3988  67,5343607
4,06417059 1,096 69,0962099
10,8672387 3,589 74,6563932
1,50197609 10,76 77,9675135
1,23692148 32,3 83,152853
0,08835153 96,92 85,3394419
0 290,77  86,3390254
1,14856995 872,3 91,274469
1,32527302 2617 91,8992087
Mittelwert
0,45066667 100
1,251
Stabw Inh.% <onz. [ug/mL] % Inhibition

0,35340614  0,0443  14,6189088
6,89141969 0,1329  53,1653478
1,59032762 1,096 79,6543107
1,50197609 3,589 81,2161599
3,71076445 00,3988  78,2798834
1,14856995 32,3 84,7147022
4,59427979 10,76 83,7775927
17,2285492 96,92 85,15202
4,68263133 290,77  85,3394419
23,7665628 872,3 90,8371512
18,2004161 2617 90,9620991
Mittelwert

0,46766667 100

1,07766667

Stabw Inh. %<onz. [ug/mL] % Inhibition

2,89797861 0,0443  18,1420765
0,11591914  0,1329  28,6338798
5,56411893 0,3988  33,0601093
8,11434011 1,096 41,420765
3,24573604 3,589 54,6174863
2,20246374 10,76 40,6010929
14,4898931 32,3 46,7486339
6,14371466 96,92 60,3551913
9,73720813 290,77 62,568306
9,04169327  872,3 67,9781421
7,41882525 2617 71,5846995



Allergen-
Scheibe:
Lupine

0,25 mg/mL
Tanninsaure

Allergen-
Scheibe:
Lupine

0,5 mg/mL
Tanninsaure

Allergen-
Scheibe:
Lupine

1,0 mg/mL
Tanninsaure

Allergen
Scheibe:
Lupine

2,0 mg/mL
Tanninsaure

Extrakt
Lupine
Tanninsaure
Behandlung

Extrakt
Lupine
Tanninsaure
Behandlung

Extrakt
Lupine
Tanninséure
Behandlung

Extrakt
Lupine
Tanninséure
Behandlung

Verdinnungen

Konz. = 2,617 mg/mL
unverdlnnt 2,617 mg/mL
Verd. 1:3

Verd. 1:9

Verd. 1:27

Verd. 1:81

Verd. 1:243

Verd. 1:729

Verd. 1:2187

Verd. 1:6561

Verd. 1:19683

Verd. 1:59049

Verdinnungen

Konz. = 2,617 mg/mL
unverdinnt 2,617 mg/mL
Verd. 1:3

Verd. 1:9

Verd. 1:27

Verd. 1:81

Verd. 1:243

Verd. 1:729

Verd. 1:2187

Verd. 1:6561

Verd. 1:19683

Verd. 1:59049

Verdlinnungen

Konz. = 2,617 mg/mL
unverdiinnt 2,617 mg/mL
Verd. 1:3

Verd. 1:9

Verd. 1:27

Verd. 1:81

Verd. 1:243

Verd. 1:729

Verd. 1:2187

Verd. 1:6561

Verd. 1:19683

Verd. 1:59049

Verdinnungen

Konz. = 2,617 mg/mL
unverdinnt 2,617 mg/mL
Verd. 1:3

Verd. 1:9

Verd. 1:27

Verd. 1:81

Verd. 1:243

Verd. 1:729

Verd. 1:2187

Verd. 1:6561

Verd. 1:19683

Verd. 1:59049

NSB
BO
Blank
OD 1
0
0,5885
0,6
0,61
0,6335
0,6205
0,602
0,6685
0,641
0,6965
0,8

NSB

Blank
OD 1

0,5855
0,569
0,5795
0,593
0,5835
0,5995
0,6275
0,658
0,6595
0,6625

NSB

Blank
OD 1

0,6125
0,6115
0,6145
0,652
0,7315
0,772
0,883
0,883
1,018
1,0265

Wert1

0,479

1,033

0,317
Inhib. OD1

0

80,1912568
78,3060109
76,6666667
72,8142077
74,9453552
77,9781421
67,0765027
71,5846995
62,4863388
34,6174863

Wert1
0,451
1,287
0,296
Inhib OD1
0
83,152853
85,214494
83,9025406
82,2157434
83,4027489
81,4035818
77,9050396
74,0941274
73,9067055
73,5318617

Wert1

0,451

1,287

0,296

Inhib. OD1
0

88,5256143
85,7767597
78,0924615
84,7771762
84,3398584
73,5943357
77,8425656
73,3444398
74,2190754
66,4098292

Wert1
0,451
1,287
0,296
Inhib OD1
0
79,7792586
79,9042066
79,5293628
74,8438151
64,910454
59,8500625
45,9808413
45,9808413
29,1128696
28,0508122

XV

Wert2
0,441
1,087

oD 2
0
0,5755
0,6
0,594
0,5775
0,6085
0,633
0,5855
0,641
0,7375
0,82

Wert2
0,449
0,929

oD 2
0
0,5705
0,621
0,6165
0,615
0,6475
0,6515
0,6275
0,633
0,6605
0,6825

Wert2
0,449
0,929

oD 2
0
0,5625
0,6285
0,594
0,6485
0,663
0,664
0,733
0,702
0,725

Wert2
0,449
0,929

oD 2
0
0,6375
0,6565
0,6825
0,684
0,7905
0,753
0,873
0,883
1,032
1,0335

Wert3
0,483
1,113

Inhib OD2
0
82,3224044
78,3060109
79,2896175
81,9945355
76,9125683
72,8961749
80,6830601
71,5846995
55,7650273
51,3387978

Wert3
0,452
1,537

Inhib. OD2
0
85,0270721
78,7172012
79,2794669
79,4668888
75,4060808
74,906289
77,9050396
77,2178259
73,7817576
71,032903

Wert3
0,452
1,537

Inhib. OD2
0
86,0266556
77,7800916
82,0907955
75,2811329
73,4693878
73,3444398
64,7230321
68,5964182
65,7226156
52,665556

Wert3
0,452
1,537

Inhib. OD2
0
76,6555602
74,2815494

71,032903

70,845481
57,5385256
62,2240733
47,2303207
45,9808413
27,3635985
27,1761766

Mittelwert
0,46766667 100
1,07766667

Stabw Inh.% Konz. [ug/mL % Inhibition
0 0,0443 0
1,50694888 0,3988  43,8797814

0 1,096 59,1256831
1,85470631 96,92 71,5846995
6,49147209 3,589 73,8797814
1,39102973 32,3 75,4371585
3,59349348 10,76 75,9289617
9,62128899 290,77  77,4043716

0 0,329 77,9781421
4,75268492  872,3 78,3060109
11,8237527 2617 81,2568306

Mittelwert
0,45066667 100
1,251

Stabw Inh.% <onz. [ug/mL] % Inhibition
0 0,0443 0
1,32527302 0,1329  72,2823823
4,59427979  0,3988  73,8442316
3,26900678 1,096 75,6559767
1,94373376 3,589 77,9050396
5,65449821 10,76 78,1549354
4,59427979 32,3 79,4044148

0 96,92 80,8413161
2,20878836 290,77  81,5910037
0,08835153 872,3 81,9658476
1,76703069 2617 84,0899625

Mittelwert
0,45066667 100
1,251

Stabw Inh.% Konz. [ug/mL % Inhibition
0 0,0443
1,76703069 0,1329  59,5376926
5,65449821 0,3988  69,9708455
2,8272491 1,096 70,970429
6,71471662 3,589 71,2827988
7,6865835 10,76 73,4693878
0,17670307 32,3 78,9046231
9,27691112 96,92 80,0291545
3,35735831 290,77  80,0916285
6,00790435  872,3 81,7784257
9,7186688 2617 87,2761349

Mittelwert
0,45066667 100
1,251

Stabw Inh.% <onz. [ug/mL] % Inhibition
0 0,0443 0
2,20878836  0,1329 46,797235
3,97581905 0,3988  47,1198157
6,00790435 1,096 60,2764977
2,8272491 3,589 60,7373272
5,21274054 10,76 71,3824885
1,67867916 32,3 71,5207373
0,88351535 96,92 80,0921659

0 290,77  81,8894009
1,23692148 872,3 83,2258065
0,61846074 2617 84,0552995



Allergen-
Scheibe:
Lupine

Extrakt Verd

{nnungen

Trypsinolysis Konz.= 2,617 mg/mL

unvel
Verd
Verd
Verd
Verd
Verd
Verd
Verd
Verd
Verd
Verd

Extrakt Verd

rdiinnt 2,617 mg/mL
.1:3
.19

. 1:27
.1:81

. 1:243
.1:729

. 1:2187
. 1:6561

. 1:19683
. 1:59049

{innungen

Pepsynolysis Konz. = 2,617 mg/mL

unve
Verd
Verd
Verd
Verd
Verd
Verd
Verd
Verd
Verd
Verd

rdiinnt 2,617 mg/mL
.1:3
.19
.1:27
.1:81

. 1:243
.1:729

. 1:2187
. 1:6561

. 1:19683
. 1:59049

Wert1
NSB 0,445
BO 0,828
Blank 0,44
OD 1 Inhib. % OD1
0,56 53,8095238
0,584 12,7380952
0,623 8,45238095
0,667 64,1666667
0,678 21,547619
0,682 92,0238095
0,638 1,30952381
0,681 41,3095238
0,702 156,666667
0,794 49,8809524
0,814 83,452381
Wert1
NSB 0,445
BO 0,828
Blank 0,44
OD 1 Inh. % OD1

0,543 98,0952381
0,537 100,238095
0,642 62,7380952
0,572 87,7380952
0,595 79,5238095
0,644 62,0238095
0,676 50,5952381
0,678 49,8809524
0,662 55,5952381
0,76 20,5952381
0,786 11,3095238

XV

Wert2
0,556
0,808

oD 2
0,555
0,568
0,567
0,55
0,601
0,602
0,678
0,637
0,653
0,652
0,708

Wert2
0,576
0,808

oD 2

0,55
0,582
0,602
0,677
0,676
0,681
0,653
0,653
0,679
0,663
0,736

Wert3
0,592
0,817

Mittelwert

0,53766667
0,81766667

Inhib. % ODZStabw. Inh. % Konz. [ug/mL % Inhibition

58,8095238
11,5238095
8,27380952
59,1666667
14,8452381
87,3809524
1,53095238
39,1666667

157,02381
48,7380952
64,5238095

Wert3
0,592
0,817

3,53553391
0,85862966
0,12626907
3,53553391
4,73929902
3,28299577
0,15657364
1,51522882
0,25253814
0,80812204
13,3845212

Mittelwert

0,53766667
0,81766667

Inh. % OD2 Stabw in %

95,5952381
84,1666667
77,0238095
50,2380952
50,5952381
48,8095238
58,8095238
58,8095238
53,8095238
55,2380952
29,1666667

3,56079
3,91434
3,9
5,34646
5,563059
2,59099
4,6891
2,54696
4,92449
2,44962
3,78807

0,0443 20,2380952
0,1329 33,8095238
0,3988 50,0595238
1,096 56,6666667
10,76 57,0238095
3,589 62,7380952

32,3 63,6309524
96,92 74,702381
290,77 79,5238095
872,3 86,3095238
2617 92,9166667

Konz. [ug/mL % Inhibition

0,0443 20,2380952
0,1329 37,9166667
0,3988 52,5595238
1,096 54,3452381
3,589 54,702381
10,76 55,4166667

32,3 65,0595238
96,92 68,9880952
290,77 69,8809524
872,3 92,202381
2617 96,8452381



8.4 in silico Untersuchung Daten

Lupinus angustifolius
Conglutin beta (7S seed storage globulin, vicilin)

Alignment 1

Sequence 1: Lup an 1

Sequence 2: Allergen Lup an 1.1, Sequence: ACB05815

Sequence identity: 94.73 (611/645)

Sequence 1 GIGBACBXCNGLTINBETALPINSANGSTIFLISMAKMRVRLPMLILLLG

Sequence

Sequence

Sequence

Sequence

Sequence

Sequence

Sequence

Sequence

Sequence

Sequence

Sequence

Sequence

Sequence

Sequence

Sequence

Sequence

Sequence

Sequence

Sequence

Sequence

Sequence

Sequence

Sequence

Sequence

Sequence

2

— MAKMEVRLPMLILLLG
- -MAKMEVRELFMLILLLG

VVFLLAASIGIAYGEKDFTKNFPKEREEEEHEPROQQPRPROQOEEQEREHR
VWFLLAASTGIAYGEKDFTKNFPKEREEEEHEPROQPRPROOEEQEREHR
VVFLLAASIGIAYGEKDFTKNFPKEREEEEHEPROQQPRPROQOEEQEREHR

REEEKHDGEPSRGRSQSEESQEEEHEREREHHREREQEQQOPRPORRQEEEE
REEKHDGEFPSRGRSQSEESQEEEHEREREHHREREQEQQPRPORRQEEEE
REEKHDGEPSRGRSQSEESQEEEHERRREHHREREQEQQPRPORROEEEE

EEEEWQPREQRPQSRREEREEREQEQGS35GSQRGGGDERRQHRERRVHR
EEEEWQPRRQRPQSRREEREEREQEQGSSSGSQRGGGDERRQHRERRVIR
EEEEWQPREQRPQSRREEREEREQEQGSSSGSQRGGGDERRQHRERRVHR

EEREQEQDSRSDSRRORNPYHFSSNRFQTYYRNRNGQIRVLERFNQRTNR
EEREQEQDSRSDSRRQENPYHFSSNRFQTYYRNRNGQIRVLERFNQRTNR
EEREQEQDSRSDSRROQRNPYHFSSNRFQTYYRNRNGQIRVLERFNQRTNR

LENLONYRITEFQSKPNTLILPEHSDADFILVVLNGRATITIVNPDKRQV
LENLONYRITEFQSKPNTLILPEHSDADFILVVLNGRATITIVNPDERQV
LENLONYRITEFQSKPNTLILPEHSDADFILVVLNGRATITIVNPDKRQV

YNLEQGDALRLPAGTTSYI LNFDDNONLRVAKLATP INNPGKLYDFYPST
YNLEQGDALRLPAGTTSYI LNFDDNONLRVAKLATP INNPGKLYDFYPST
YNLEQGDALRLPAGTTSYI LNFDDNONLRVAKLATP INNPGKLYDEYPST

TEDQOSYFSGFSENT LEAT FNTRYEE I ERVLLGDDE LQENEKQR RGQEQS
TEDQOSYFSGF SENTLEAT FNTRYEE I ERVLLGDDE LOENEKQRRGQEQS
TEDQOSYFSGFSENT LEAT FNTRYEE I ERVLLGDDE LOQENEKQR RGQEQS

HODEGVIVREVSKEQIQELRKHAQSSSGEGKPSESGPFNLRSNKP IYSNEF
HODEGVIVREVSKEQIQELRKHAQSSSGEGKPSESGPFNLRSNKP IYSNEFR
HODEGVIVRVSKKQIQELRKHAQSSSGEGKPSESGPFNLRSNKPIYSNKF

GNFYEITPDINPQFQDLNI SLTFTEINEGALLLPHYNSKAIFIVVVDEGE
GNEFYEITPDINFPQFQDLNI SLTFTEINEGALLLPOYNSKAIFIVVVDEGE
GNFYEITPDINFPQFQDLNI SLTFTEINEGALLLPHYNSKAIFIVVVDEGE

GNYELVGIRDQOQRQODEQEEEYEQGEEEVRRYSDELSKGDVFE LI PAGHPL
GNYELVGIRDQOQRQODEQEEEYEQGEEEVRRYSDELSKGDVFEII PAGHPL
GNYELVGIRDQOQRQOQDEQEEEYEQGEEEVRRYSDELSKGDVFII PAGHPL

SINASSNLELLGFGINANENQRNFLAGSEDNVIKQLDREVEKELT FPGSIE
SINASSNLELLGFGINANENQRENFLAGSEDNVIKQLDREVEELT FPGSIE
SINASSNLERLLGFGINANENQRNFLAGSEDNVIKQLDREVEELTFPGSIE

DVERLIKNQQQSYFANAQPOQOQOQOREKEGRRGRRGPISSTILNALY

DVERLIKNQQQSYFANAQPQQQQQREKEGRRGRRGPISSILNALY
DVERLIKNQQQSYFANAQPQQQQQREKEGRRGRRGPISSILNALY

XV



Lens culinaris

Linse

Sequence 1: Lup an 1

Sequence 2: Allergen Len ¢ 1.0102, Sequence: CADB7731

Sequence identity: 38.29 (247/645)

Sequence 1 GIGBACBXCNGLTINBETALPINSANGSTIFLISMAKMRVRLPMLILLLG

Sequence

Sequence

Sequence

Sequence

Sequence

Sequence

Sequence

Sequence

Sequence

Sequence

Sequence

Sequence

Sequence

Sequence

Sequence

Sequence

Sequence

Sequence

Sequence

Sequence

Sequence

Sequence

Sequence

Sequence

Sequence

EEREQEQDSRSDSRRORNPYHF SSNRFQTYYRNRNGQTRVLERFNQRTNR
77777777 SRSD-——Q-NP--F-SNRFQT-Y-N-NG-IR-L——F- R —
77777777 SRSD-— —QENPFIFKSNRFQTIYENENGH I RLLOKFDKRSKI

LENLONYRTIEFQSKPNTLILPEHS DADFILVVLNGRATITIVNPDERQV
—ENLONYR—FE-——SKP-TL-LP-——DADFILVVL-G-A—T—N-——R—
FENLONYRLLEYKSKPHTLFLPOYTDADFILVVLSGKAVLTVLNSNDRNS

YNLEQGDALRLPAGTTSYILNPDDNONLRVAKLATPINNPGKLYDFYFST
—NLE-GD——LPAGT-——-¥——N-DDN--LRV-—-LAIP-NNPG-L——F——5—
FNLERGDT IKLPAGTIAYLANRDDNEDLRVLDLAIPVYNNPGQLESFLLSG

TEDQOSYFSGE SENTLEATFNTRYEETERVLLGDDELQENEKQR-—RGQE
T-——5—SGF-K——LEA-FNT-YEEIE—VLL-D-EQE——R——R—
TQNQPSFLSGFNKS ILEAAFNT DYEEIEEVLLEDQE-QEFPQHRRS LRDRR

QSHODEGVIVRVSKKQIQELRKHAQSSSGEGKPSESGPFNLRSNEPIYSN
Q————E-VIV-V5—-—QI-EL-K-A-855———— SES-PFNLRS——PIYSN
QE INKENVIVKVSREQIKELSKNAKSSSKKSVSSESEPFNLRSRNPIYSN

KFGNEYEITPDINPQFOQDLNIS LTFTEINEGALLLPHYNSKAIFIVVVDE
KFG-F-EITP——NFPQ-QDL-T———— EI-EG-LLLP-YNS-AI-IV-V-E
KFGEKFFEITPEKNFQLODLDIFVNSVEI KEGSLLLPNYNSRAIVIVIVNE

GEGNY ELVGIRD-—QQROQDEQEEE YEQGEEEVRRYSDKLSKGDVF I T PA
G-G——ELV¥G-R———Q————D——EE——F—————V—RY——KLS—-GDVF——PA
GEGYFELVGQRNENQREENDDEEEQEEETSTQVQRYRAKLSPGDVFVVEA

GHPLS INASSNLRLLGFGINANENQRNF LAGSEDNVI KQLDREVKELTFP
GHP——INASS5-L-L—GFGINA—-NQRNFLAG—EDNVI-0Q—-R—VKEL-FP
GHPVAINASSDLNLIGFGINARKNNQRNF LAGEEDNVISQIQRPVKELAFP

GS IEDVERLIKNQQOSY FANAQ POOOQOREKEGRRGRRGP IS5 ILNALY

GS———V-RL——NQ-QS-FANAQP—Q————————————————————————
GSSREVDRLLTNQKQSHFANAQPTQIE—————————————————————

XVl



Arachis hypogaea

Erdnuss

Vicilin; Clone P17

Sequence 1= Lup an 1
Sequence 2: Allergen Ara h 1, Sequence: PA3237
Sequence identity: 44.96 [290f645)

Sequence 1 GIGBACBXCNGLTINBETALPINSANGSTIFLISMAFRMRVRLPMLILLLG

Sequence

Sequence

Sequence

Sequence

Sequence

Sequence

Sequence

Sequence

Sequence

Sequence

Sequence

Sequence

Sequence

Sequence

Sequence

Sequence

Sequence

Sequence

Sequence

Sequence

Sequence

Sequence

Sequence

Sequence

Sequence

Sequence

Sequence

MR-R———L-LLLG
MRGRVSPIMLLLG

VVFLLAASIGIAYGEKDFTRNPPKER-—EEEEHEP-——RQOPRPROOEEQ
-—L-—-S—-A——————T-NP——R EP 0
ILVLASVSATQAKSPYRKTENPCAQRCLOSCOOEPDDLRQRACESRCTKL

EREHR——————— REERHD-GEPSRGRSOSEESQEEEHERRREHHREREQE
E-—R H-—GE-—RGR———————————— RR—-E-—-R———-FE
EYDPRCVYDTGATNQRHPPGERTRGRQOPGDYDDDRRQOPRREEGGRWGPAE

QOPRPORROEE-EEEEEERQ— PRRORPOSRREEREEREQEQGSSSGSQORG
——PR———R-E-—————E-W——-P——Q-P-—R-E—-E-EQE—G————————
——PREREREEDWROPREDWRRPSHOOPREIRPEGREGEQERGTP——————

GGDERROQHRERRVHREEREQEQDSRSDSRRORNPYHFSSNEFOTYYRNEN
—G-E-R E——SR NP——F-5-RF-T-¥-N—-N
—GSEVR EETSEN NPFYFPSRRESTRYGNQON

GQIRVLERFNQRTNRLENLONYRI IEFQSKPNTLILPEKHSDADFILVVLN
G- IRVL-RF-QR————— NLON-RI—————— PNTL-LPKH-DAD-TLV———
GRIRVLORFDORSKOFONLONHRIVOIEARPNTLVLPRKHADADNILVIQQ

GRATITIVNPDRRQVYNLEQGDALRLPAGTTSYILNPDDNONLRVARLAT
G-AT-T--N-—-R———NL-—G-ALR—P-G——SYILN-—DNQNLRVAR———
GQATVTVANGNNREKSFNLDEGHALRTPSGFISYILNRHDNONLRVARISM

PINNPGKLYDFYPSTTKDQQSYFSGFSKNTLEATFNTRYEEIERVLLGDD
P-N-PG———DF-P-———DQ-5Y——GFS-NTLEA-FN-———EI-RVLL———
PVNTPGQOFEDFFPASSRD(SSYLOGFSRNTLEARFNAEFNEIRRVLLEEN

E——LOENERQRRGOEQSHODEGVIVRVSKRQIQELRRHAQSSSGEGKPSE
————QE-——QRR-———5-——-EGVIV-VSK———(EL-KHA-S-S——G———FE
AGGEQEERGORRRSTRSSDNEGVIVEVSKEHVQELTKHAKSVSKEGSEEE

——SGPFNLRSNKPIYSNKFGNFYEITPDI-NPQFQDLNISLTFTEINEGA
————P-NLR———P--SN-FG-——E——PD-—NPQ-QDL-—LT--EI-EGA
DITNPINLRDGEPDLSNNFGRLFEVKPDKENPQLODLDMMLTCVEIREGA

LLLPHYNSRAIFIVVVDEGEGNYELVGIRDQORQOODEQEEEYEQGEE———
L-LPH-NSRA—-IVVV-—G-GN-ELV-—R——Q—Q————E-E-E-—EE———
LML.PHFNSREMVIVVVNRGTGNLELVAVRKEQQORGRREQENEEEEEDEE

—————— EVRRYSDELSEGDVFITPAGHPLSTINASSNLRLLGFGINANENG
—————— EVRRY———L——GDVFI-PA-HP——INASS-L-LLGFGINA——N-
EEGSNREVRRYTARLREGDVFIMPAAHPVATNASSELALLGFGINAENNA

RNFLAGSEDNVIKQLDREVEKELTFPGSIEDVERLIRNQQOSYFANAGPQO
R-FLAG—-DNVI-Q—————K-L-FPGS-E-VE-LIRNQ—S-F-—A-PQ—
RIFLAGDKDNVIDQIEKQARDLAFPGSGEQVERLIRNQRESHFVSARPOS

Q—————— QUREREGRRGERGPISSILNATLY

O — E-——G——GP——SIL-A——
QSPSSPEKEDQEEENQGGKGPLLSILKAFN

XVII



Glycine max
Sojabohne

Beta-conglycinin (vicilin, 7S globulin); Alpha subunit

Sequence 1: Lupan 1
Sequence 2: Allergen Gly m 5.0201, Sequence: G9FZP9

Sequence idenfity: 44.81 {289/645)

Sequence 1

Sequence 2

Sequence 1

Sequence 2

Sequence 1

Sequence 2

Sequence 1

Sequence 2

Sequence 1

Sequence 2

Sequence 1

Sequence 2

Sequence 1

Sequence 2

Sequence 1

Sequence 2

Sequence 1

Sequence 2

Sequence 1

Sequence 2

Sequence 1

Seguence 2

Sequence 1

Seguence 2

Sequence 1

Sequence 2

Sequence 1

Seguence 2

GIGBACBXCNGLTINBETALPINSANGSTIFLI SMAKMRVRLPMLI LLLG

VVFLLAASIGIAYGEKDFTKNPPKEREEEEHEPROQPRPR —QQEEQERE -
—————————————————————————— EEEE-E--Q-PRPR—Q—-E—ER——
———————————————————————— VEEEEECEEGQ1PRPRPQHPERERQQ

HRREEKHDGEPSRGR - - SQSFE SQEEEHERRREHAREREQEQQPR PQRR
H—-F———GE——R——————————~— QFEEHE-———EH———R——F————————
HGEKEEDEGEQPRPFPF PRPRQPHQEEF.AEQKE EHEWHRKFEKAG— —GRG

QEEEEEEEEWQPRRQORPQSRREEREEREQEQGS SSG65QRGGGDERRQARE
—EEE——E-E——PR———P-————EE—E————Q—— ——G——————— E——Q———
SEEEQDERE-HPRPHQPHQKEEEKHEWQHKQFEKHQGKE—SEEEEFDQDED

RRVHREEREQE-QDSRSDSRRQR——NPYHF SSNRFQTYYRNRNGQTRVLE
-————FE--E-E-—-5-———RR————NP-HF -5-RFQT ———N——G——RVIL.—
ERQDKESQESEGSE SQRFPRRAKNKN PFEFNSKRFQT LFKNQYGHVRVT.Q

RFNQRTNRLENLONYRT TEFQSKPNTLILPKHSDADF ILVVLNGRATITI
RFN-R——-L—NL——YRT-EF-SKPNTL-LP-H-DAD-——V-LNG-A——T-
RFNEKRSQOLONLRDYRTLEFNSKPNT LLLPHHADADY LIVILNGTATLTL

VNPDKROVYNLFOGDALRLPAGTTSY ILNPDDNONLRVAKLATPTNNPGK
VN-D-R——¥YNL——-GDALR-PAGTT-Y——NPD——-NLR-—LATP-N-PG—
VNNDDRDSYNIQSGDALEVPAGTTYY VWNPDNDENLRMTTLATPVNEKPGR

LYDFYPSTTKDQQSYFSGFSKNTLEATFNTRYEETERVLLGDDELQENEK
-——F-—5-T-—QQSY——GF5KN-TLEA——-T——EET—VL—G——F—————~—
FESFFLSSTQAQQSYIQGF SKNILEASY DTKFEETNKVLFGREE —— ——— G

QRRGQEQSHQDFE.GVIVRVSKKQT QELRKAAQSS SGEGKPSESGPFNLRSN
Q G E— E-VIV--SKKQT FL-KHA-SS§——— — SE-PFNLRS—
QQQGEERLQ--FSVIVE ISKKQTRELSKHAKSS SRKTTSSEDKPFNLRSR

KPIYSNKFGNFYEITPDINPQFQDLNISLTFTE INEGALLLPHYNSKATF
—-PI¥YSNK-G——EITP--NPQ——DL———L————— NEGAL-LPH-NSKAT-
DPIYSNELGKLFEITPEEKNPQLRDLDVF LSVVDMNEGALF LPHFNSEATV

IVVVDEGEGNYELVGIRDQQRQQDEQEEEYEQGEEEVRRY SDKLSKGDVE
- V——EGE-N-EI¥GI-—QQ-—Q——E——F———— VR-Y——-L5——-D-F
VLVINEGEANIE LVGIKEQQQRQQQEEQPLE————— VRKYRAELSEQDIF

ITPAGHPLSINASSNLELLGFGINANENQRNFLAGSFE DNV IKQLDREVKE
—IPAG-P———NA 5-L ——FGINA--NQRNFLAGS-DNVI-Q——V-E
VIPAGYPVVVNATSDLNFFAFGINAENNORNFLAGSKDNVISQIPSQOVQE

LTFPGSIEDVERLIKNQOQSY FANAQPQOQOOOREKEGRRGRRGPIS SILN

L-FPG5—-D-E-LIK-Q——SYF——-AQPQQ—————— EG——GR-GP-55TL.—
LAFPGSAKDIENLIKSQSESYFVDAQPQOKE————EGNKGRKGPLS STLR
ALY
A-Y
AFY

XIX



Vigna radiata
Mungobohne
8S Globulin (Vicilin)

Sequence 1: Lup an 1

Sequence 2: Allergen Vig r 2.0201, Sequence: BINPNB

Sequence identity: 37.83 {244/645)

Sequence 1 GIGBACBXCNGLTINBETALPINSANGSTIFLISMAKMRVRLPMLILLLG

Sequence

Sequence

Sequence

Sequence

Sequence

Sequence

Sequence

Sequence

Sequence

Sequence

Sequence

Sequence

Sequence

Sequence

Sequence

Sequence

Sequence

Sequence

Sequence

Sequence

Sequence

Sequence

Sequence

Sequence

Sequence

EEEEWQPRRORPQSRREEREEREQEQGS SSGSQRGGGDERRQHRERRVER
————————————————— -— ————————————————VHR
————————————————————— MVRARTPLLLLLGTLFLASLSVSFGTVHR

EEREQFQDSRSDSRRORNPYHF SSNR-FQTYYRNRNGQTRVLERFNQRTN
E-——————5 8§ —R——NP——F-5 R-F-T-—RN——G——RVL-RF—QR——
ENIDGAEVSVS——RGKNNPF YFNSDRWFHTLERNQFGHLRVLORF DORSK

RLENLONYRIITEFQSKPNTLILPKHSDADFILVVLNGRAT ITIVNPDKRQ
———-NL-NYR—E——SKPNTL-LP-H-DADF-LVVLNGRA——T-VNPD-R-
OMONLENY RVVELMSEPNTLLLPHHADADFLLVVLNGRAVLTLVNFDGRD

VYNLEQGDALRLPAGTTSYI LNPDDNQNLRVAKLATIPINNPGKLYDFYPS
———-LEQG-A—-PAGTT-———-—-NPDDN-NLR——KLA-P-NNP-————DF——3
SNILEQGHAQKIPAGTT FFLVNPDDNENLRI IKLAVPVNNPHRFQDFFLS

TTKDQQSYFSGFSKNTLEATFNTRYEEI ERVLLGDDE LQENERQRRGQEQ
—T——QQ5Y——GFSKN-LEA-F————— EI-RVL-G—————E———Q——GQE—
STEAQQSY LOGFSKNILEASFDSDIKEI SRVLFGE————EGQQQQQGOES

SHODEGVIVRVSKKQIQELRKHAQS SSGEGKPSESGPFNLRSNEPIYSNK
—Q-EGVIV———— QI-EL-KHA-S555———— SE——PFNLR-—KPIYSNK
—QOEGVIVELEREQIRELTKHAKS SSKKSLSSEDQPFNLRNQEKPTYSNK

FGNFYEITPDINFOFOQDLNISLTFTEINEGALLLPHYNSKALF IVVVDEG
-G—EITP—NPQ—DL————————— EG-LLLPHYNSKAI-I-V—EG
LGRRFEITPEEKNFQLRDLDMFIRSVDMKEGS LLLPHYNSKAIVILVINEG

EGNYELVGIRDQQROODEQEEEYEQGEEEVRRYSDEKLSKGDVEII PAGHP
—N-ELVG-R-QQ-Q0Q-EQEE——E————V-RY——LS—DVFIIPA——P
EANIELVGQREQQEQQEEQEESWE————— VORYRAELSEDDVFIIPATYP

L3INASSNLRLLGF GINANENQRNFLAGSEDNVIKQLDREVKELTFPGSI
——INA-SNL——FGINA-—NQRNFLAG——DNVI———— EV—-TFP-5-
VAINATSNLNFFAFGINAENNQRNF LAGEEDNVISEIPTEVLDVTFPASG

EDVERLIKNQQQSY FANAQPQQOOQREKEGRRGRRGPISS ILNALY

E-V—LIE-Q —5-F—AQP-QQ—RE-F-R-G—GP————————
EKVKKLIKKQSESQFVDAQPEQQE - RE- EARKGGKGPEVY —————

XX



Juglans regia

Walnuss
vicilin

Sequence 1: Lupan 1

Sequence 2: Allergen Jug r 2, Sequence: AAF18269

Sequence identity: 34.42 {222/645)

Sequence 1 GIGBACBXCNGLTINBETALPINSANGSTIFLISMAKMRVRLPMLILLLG

Sequence

Seguence

Sequence

Sequence

Sequence

Sequence

Seguence

Sequence

Sequence

Sequence

Sequence

Sequence

Sequence

Sequence

Sequence

Sequence

Sequence

Sequence

Sequence

Sequence

Sequence

Sequence

Sequence

Sequence

Seguence

Sequence

Sequence

- _RGRDDDDEENPRDPREQYRQCQEY CRRQGOGQ

VVFLLAASIG IAYGEKDFTKNPPKEREEEEHEPRQQOPR—PRQOEEQEREH
—————————————— E-D—————-ER————————Q-PR-P-Q—EQ————
RQQOOCOTRCEERLEEDQR SQEERERRRGR VD DONPRDPEQRYEQCQQQ

RREEKHDGEPSRGRSQSEE S—QEEEHERRREEAREREQEQQOPRPQRROEE
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Sesamum indicum

Sesam

7S vicilin-like globulin

Sequence 1: Lup an 1

Sequence 2: Allergen Sesi 3, Sequence: AAK15089

Sequence idenfity: 32.40 (209/645)
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Corylus avellana

Haselnuss

7S vicilin-like protein; 48-kDa Glycoprotein

Sequence 1: Lupan 1

Sequence 2: Allergen Cor a 11, Sequence: AALBE739

Sequence idenfity: 25.43 (164/645)

Sequence 1 GIGBACBXCNGLTINBETALPINSANGSTIFLISMAKMRVRLPMLILLLG
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Pistacia vera
Pistazie
nut; vicillin

Sequence 1: Lupan 1
Sequence 2: Allergen Pis v 3.0101, Sequence: EF116865
Sequence idenfity: 26.82 (173/645)
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Anacardium occidentale
Cashew Kerne
nut; vicilin-like protein

Sequence 1: Lupan 1

Sequence 2: Allergen Ana o 1.0102, Sequence: AAM73729

Sequence idenfity: 24.96 {161/645)
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Prunus dulcis

Mandel

nut; amandin; 118 globulin legumin-like protein

Sequence 1: Lupan 1

Sequence 2: Allergen Pru du 6, Sequence: 3EHK_A

Sequence idenfity: 19.22 {(124/645)
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8.5 Metabolische Untersuchungen

Harnstoffkonzentration nach Inkubationszeit mit
Lupinenfasern

Harnstoff [mmol/I]

Abb. 36 Einfluss der Lupinenfasern auf die Harnstoffkonzentration nach Inkubationszeit von 24, 48 und 72 h.
Fasern unv: Lupinenfasern unverdiinnte Probe (3102 ug/ml); Fasern (1:2): 1551 ug/ml; Fasern (1:50):
62,04 pg/ml; Fasern (1:100): 31,02 ug/ml; (-) Kontrolle: Zellen + Medium + A. bidest.

Albuminkonzentration nach Inkubationszeit mit
Lupinenfasern

Albumin [ug/ml]

Abb. 37: Einfluss der Lupinenfasern auf die Albuminkonzentration nach Inkubationszeit von 24, 48 und 72 h.
Fasern unv: Lupinenfasern unverdinnte Probe (3102 pg/ml); Fasern (1:2): 1551 pg/ml; Fasern (1:50):
62,04 pg/ml; Fasern (1:100): 31,02 pg/ml; (-) Kontrolle: Zellen + Medium + A. bidest.

Die Abb. 37 zeigt eine Hemmung der Albuminbildung in den ersten 24 h nach Zugabe der.
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Harnstoffkonzentration nach Inkubationszeit mit
Lupinenflocken
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Abb. 38: Einfluss der Lupinenflocken auf die Harnstoffkonzentration nach Inkubationszeit von 24, 48 und 72 h.
Flocken unv: Lupinenflocken unverdiinnte Probe (8046 ug(ml); Flocken (1:2): 4023 ug/ml; Flocken (1:50);
160,92 ug/ml; Flocken (1:100): 80,46 ug/ml; (-) Kontrolle: Zellen + Medium + A. bidest.

Albuminkonzentration nach Inkubationszeit mit
Lupinenflocken

Albumin [ug/ml]

Abb. 39: Einfluss der Lupinenflocken auf die Albuminkonzentration nach Inkubationszeit von 24, 48 und 72 h.
Flocken unv: Lupinenflocken unverdiinnte Probe (8046 ug(ml); Flocken (1:2): 4023 pg/ml; Flocken (1:50);
160,92 ug/ml; Flocken (1:100): 80,46 ug/ml; (-) Kontrolle: Zellen + Medium + A. bidest.

XXVIII



Harnstoffkonzentration nach Inkubationszeit mit
Lupinenisolaten
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Abb. 40: Einfluss der Lupinenmehlisolat auf die Harnstoffkonzentration nach Inkubationszeit von 24, 48 und
72 h. Isolat unv: Lupinenmehlisolat unverdiinnte Probe: 9553 ug/ml; Isolat (1:2): 4773 ug/ml; Isolat (1:50)
191,06 ug/ml; Isolat (1:100): 95,53 ug/ml; (-) Kontrolle: Zellen + Medium + A. bidest.

Albuminkonzentration nach Inkubationszeit mit
Lupinenisolaten

Albumin [ug/ml]

Abb. 41 Einfluss der Lupinenmehlisolat auf die Albuminkonzentration nach Inkubationszeit von 24, 48 und 72
h. Isolat unv: Lupinenmehlisolat unverdlinnte Probe: 9553 pg/ml; Isolat (1:2): 4773 ug/ml; Isolat (1:50) 191,06
Ha/ml; Isolat (1:100): 95,53 pg/ml; (-) Kontrolle: Zellen + Medium + A. bidest.
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Sehr geehrter Herr Professor Briese,

der Vorsitzende der Ethikkommission an der Medizinischen Fakultdt der Universitat Rostock hat die von
Ihnen eingereichten Unterlagen im Auftrag der Kommission geprift. Die Unterlagen liegen der Kommission
vollstandig vor.

Es besiehen aus berufsrechtlicher und ethischer Sicht keine Bedenken gegen die Durchfihrung des o.g.
Forschungsprojektes.

Hinweis. Bitte streichen Sie den Verweis auf das AMG (Patienteneinwilligung), da es sich vorfiegend nicht
um eine kfinische Prafung nach dem Arzneimitielgesetz handelt.

Bankverbindung: Deutsche Bundesbank Filiale Rostock - BLZ 130 000 00 - Kto.-Mr. 130 015 31

wanw.med.uni-rostock de:

XXX



Ethikkommission an der Medizinischen Fakultdt der Universitat Rostock

Wir weisen Sie darauf hin, dass die arztliche und juristische Verantwortung des Leiters des Projektes und
der teilnehmenden Arzte entsprechend der Beratungsfunktion der Ethikkommission won dieser
Stellungnahme unberihrt bleibt.

Die Kommission wiinscht lhnen bei der Durchfihrung lhres Forschungsvorhabens viel Erfolg. For die
Ubermittlung eines Abschlussberichts ware Ihnen die Ethikkommission sehr verbunden.

Allgemeine Hinweise:
1. Die ethische und rechtliche Verantwaortung fiir die Durchfiihrung dieser klinischen Priifung verbleibt
beim Sponsor, bei der Leiterin/dem Leiter der klinischen Priifung und bei den Priferinnen/Priifern.

2. Zusammensetzung und Arbeitsweise der Ethik-Kommission entsprechen nationalen Gesetzen,
Varschriften und der ICH-GCP-Leitlinie in der jeweils galtigen Fassung.

Mit freundlichen Grifen

Prof. Dr. med. A. Bittner Swaantje Kautz-Kohlschein
Vorsitzender der Ethikkommission Geschaftsstellenleiterin
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