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1 Einleitung und Problemstellung

Wiéhrend des 20. Jahrhunderts wurde eine deutliche Zunahme von Allergien be-
sonders in westlichen Landern beobachtet, und als Begleiterscheinung der Indus-
trialisierung erachtet [1]. In den meisten Féllen dufern sich allergische Reaktionen
durch relativ milde Symptome wie beispielsweise Juckreiz, Hautrétung oder Rhi-
noconjunctivitis. Bei sehr empfindlichen Patienten und hochgradiger Sensibilisie-
rung konnen die Symptome schwerwiegender sein und von Asthma, Urticaria bis
zu anaphylaktischem Schock reichen. Systemische Reaktionen kénnen, wenn keine
schnelle Notfallmedikation erfolgt, letal verlaufen [2]. Bis jetzt sind die Ursachen
fiir das Auftreten von Allergien noch nicht vollstéandig aufgeklart. Ein wichtiger
Aspekt ist die genetische Disposition, die Anfélligkeit fiir Allergien scheint zumin-
dest teilweise vererbt zu werden. Ein Zusammenhang von Allergien mit Umweltein-
fliissen, wie Luftschadstoffen, ist gleichfalls wahrscheinlich. So kann stickoxidbelas-
tete Luft die Allergenitéit von Pollenproteinen steigern. Auch Lebensmittel haben
allergenes Potential. Einerseits kommen Verbraucher durch internationalen Handel
mit einer groferen Auswahl an Nahrungsmitteln und damit an allergenen Protei-
nen in Kontakt. Zum anderen erwiesen sich einige Lebensmittel-Zusatzstoffe, wie
Benzoesidure oder Sulfit, als pseudoallergen. Obwohl die Symptome nach Kon-
takt mit Pseudoallergenen (Idiosynkrasie) nicht IgE-mediiert sind und damit von
echter Allergie abzugrenzen sind, ist die Symptomatik sehr &hnlich. Auch ein Zu-
sammenhang zwischen verbesserten Hygienestandards, resultierend in einer Unter-
forderung des Immunsystems, und erhohter Inzidenz von Allergien wird vermutet
[3].

Therapiemoglichkeiten von Allergien beschranken sich auf die weitestgehende
Vermeidung des Kontaktes zum entsprechenden Allergen, symptomsuppressive
medikamentose Therapie mit beispielsweise Antihistaminika oder Hyposensibili-
sierung. Letztere ist zwar als Routinebehandlung etabliert, aber hiufig mit teils
schweren und unkalkulierbaren Nebenwirkungen verbunden. Zudem sind die Er-
folgsquoten bei Hyposensibilisierungen nur méfig. Bei vielen Allergien ist die Me-
thode wegen moglicher schwerer Nebenwirkungen unpraktikabel. Daher wird bei
Multiallergikern und bei Lebensmittelallergikern von dieser Therapie ginzlich ab-
geraten [4].

Lebensmittelallergien stellen ein besonderes Problem dar, da einerseits oftmals
grofte Mengen an allergenen Proteinen aufgenommen werden und damit teils hefti-
ge Reaktionen ausgelost werden konnen. Zudem tritt der Patient im Gegensatz zur
z. B. Pollenallergie meist unwissentlich in Kontakt mit dem Allergen. Allergene,
die mangels Deklaration im Lebensmittel nicht vermutet werden, bezeichnet man
daher als ,versteckte Allergene”. Mehrere Ursachen fiir derartige Kontaminationen
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sind bekannt, ein haufig auftretendes Problem ist Kreuzkontakt bei industrieller
Produktion von Lebensmitteln. Bei Produkten, die im selben Produktionsgebdude
oder sogar auf der selben Produktionsstrafse hergestellt werden, kénnen entspre-
chende Kreuzkontaminationen erfolgen. Auf direktem Wege erfolgt dies oft durch
ungeniigend gereinigte Anlagen und auf indirektem Wege beispielsweise durch iiber
Liiftungssysteme transportierte Staube. Die Kontamination von Schokoladen mit
Haselnuss ist ein oft beschriebenes Beispiel. Da viele Schokoladen Haselnuss als
Zutat enthalten, werden Spuren von Haselnuss oftmals auch in Schokoladen ge-
funden, bei denen laut Zutatenverzeichnis Haselnuss nicht zu erwarten ist [5].

Da der allergische Konsument je nach Grad der Sensibilisierung das Allergen
nur begrenzt zu sich nehmen kann oder strikt meiden muss, ist er auf zuver-
lassige Lebensmittelkennzeichnung angewiesen. Vor Verabschiedung der Richtli-
nie 2003/89/EG waren Allergene nicht grundsétzlich deklarationspflichtig. Nach
der sog. ,,25-%-Regel“ konnte sogar die Aufschliisselung einer zusammengesetz-
ten Zutat entfallen, wenn diese zusammengesetzte Zutat weniger als 25 % des
gesamten Lebensmittels ausmachte. Mit Inkrafttreten der Richtlinie 2003/89/EG
miissen in Anhang I11a genannte Inhaltsstoffe grundsétzlich deklariert werden [6].
Es handelt sich dabei um Lebensmittel, die besonders hiufig Allergien und Into-
leranzen auslosen. Neben glutenhaltigem Getreide sind Krebstiere, Eier, Fische,
Erdniisse, Soja, Milch, Schalenfriichte, Sellerie, Senf, Sesamsamen, Schwefeldioxid
und Sulfite respektive deren Erzeugnisse aufgefiihrt. Bei Lactose, Schwefeldioxid
und Sulfiten handelt es sich um Substanzen, die Intoleranzen oder Pseudoallergi-
en auslosen kénnen. Die restlichen Lebensmittel konnen aufgrund der enthaltenen
Proteine echte, IgE-mediierte Allergien verursachen.

Fiir die Umsetzung und Kontrolle der Allergenkennzeichnung werden selektive
und empfindliche analytische Methoden benétigt, die in verschiedensten, kom-
plexen Lebensmitteln verldssliche Ergebnisse liefern. Zum Nachweis der Lebens-
mittelallergene sind proteinbasierte Methoden wie Immunoassays geeignet, wobei
abhéngig vom verwendeten Antikérper das entsprechende Allergen direkt gemes-
sen werden kann [7]. Als Alternative kommen DNA-basierte Methoden wie die
Polymerase-Kettenreaktion (PCR) in Betracht. Hierbei werden DNA-Fragmente
der zu identifizierenden Spezies selektiv amplifiziert und detektiert. Damit wird
indirekt auf eine Kontamination mit entsprechenden Allergenen geschlossen [8].

Das Ziel dieses Projektes war die Entwicklung von Methoden fiir den Nachweis
von Erdnuss- bzw. Haselnuss-Spuren in komplexen Lebensmitteln. Dabei sollten
sowohl mikrotiterplattenbasierte Immunoassays (ELISAs), als auch Schnelltest-
systeme in Form von Teststreifen entwickelt werden.

Die Auswahl der Antikorper ist ein entscheidender Schritt fiir die Entwicklung
leistungsfahiger Immunoassays. Antikorper-Parameter wie Affinitdt und Kreuzre-
aktivitédt spiegeln sich in der Leistungsfihigkeit des finalen Tests wider. Die inner-
halb des Projektes generierten Antikorper mussten daher vor der Beurteilung aus-
fiihrlich charakterisiert werden. Des weiteren musste ein geeignetes Immunoassay-
Format festgelegt, die Immunoassays optimiert und eine Extraktionsmethode ent-
wickelt werden. Schlieflich sollten die entwickelten Methoden validiert und zur
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Analyse von Realproben verwendet werden.

Fiir die Akzeptanz von neuen Analysemethoden ist eine mdglichst kurze Test-
dauer unumgénglich, verbunden mit der Moglichkeit, hohen Probendurchsatz zu
bewaltigen. Dabei soll fiir die Analytik von Allergenen in Lebensmitteln die zu er-
reichende Nachweisempfindlichkeit ~ 1 mg/kg Protein im Lebensmittel betragen.
Dieser Wert wurde von aus Provokationstests bekannten Daten abgeleitet [9; 10].
Um falsch positive bzw. falsch negative Resultate zu minimieren, sind zum einen
minimale Kreuzreaktivitdten der Immunoassays und zum anderen hohe Wieder-
findungen in vielen Lebensmittelmatrices erforderlich [11].

Bisher bekannte Methoden fiir den Spurennachweis von Erdnuss oder Hasel-
nuss in Lebensmitteln sind oftmals nicht empfindlich genug oder nicht fiir alle
relevanten Lebensmittelmatrices geeignet. Bei vielen verdffentlichten Methoden
sind zudem die entsprechenden Antikérper nicht mehr verfiigbar.






2 Theoretische Grundlagen

2.1 Allergien

2.1.1 Entstehung von Allergien

Als Allergien werden immunologische Abwehrreaktionen des Korpers bezeichnet,
die beim Kontakt mit normalerweise harmlosen Stoffen (Proteine oder Glycopro-
teine) auftreten. Das Wort ,Allergie” entstammt den griechischen Begriffen ,allo*
— anders, fremd und ,érgo”“ — Arbeit, Reaktion.

Bereits im Jahre 1570 wurde von Symptomen eines Katzen-Allergikers berich-
tet. Die erste anaphylaktische Reaktion gegen Ei wurde gleichfalls im 16. Jahr-
hundert beschrieben, gegen Fisch im 17. Jahrhundert [12]. Allergien sind daher
nicht grundsétzlich als Zivilisationskrankheit zu sehen. Schétzungen zufolge sind
in Deutschland 25-30 % der Bevolkerung Allergiker. Entsprechend der Expositi-
onsdauer unterscheidet man zwischen saisonalen Allergien, beispielsweise gegen
Pollen, und ganzjdhrigen (perennialen) Allergien, beispielsweise gegen Milbenex-
krete [1].

Nach CooMBS und GELL werden vier Mechanismen von allergischen Reaktio-
nen unterschieden [13|. Die Allergie vom Typ 1 wird auch Soforttyp oder ana-
phylaktischer Typ genannt. Voraussetzung hierfiir ist eine durch Kontakt mit
dem Allergen vorausgegangene Sensibilisierung. Das Antigen wird von Antigen-
prasentierenden Zellen (Makrophagen, dendritischen Zellen oder B-Lymphocyten)
an einen MHC-Rezeptor (Haupthistokompatibilitatskomplex-Rezeptor) gebunden
und T-Lymphocyten préasentiert [14]. Darauthin kommt es zu Bildung von Anti-
gen erkennendem Immunglobulin E (IgE) und sensibilisierten Mastzellen (Abb.
2.1 a). Bei erneutem Kontakt des sensibilisierten Patienten mit dem Allergen kén-
nen Typ-1-Reaktionen, welche die Blutgefife betreffen (vaskuldre Reaktionen),
ausgelost werden. Die Symptome reichen von urtikarieller Quaddelbildung (Nes-
selsucht) bei lokaler Exposition bis zu Bronchialasthma oder anaphylaktischem
Schock (schwere, systemische Reaktion). Ursache ist erhéhte Permeabilitdt der
Kapillaren, welche Gewebsodeme und Kontraktion der glatten Muskulatur und
schlieflich entziindliche Léasionen nach sich ziehen kann. Als Mediatoren von Typ-
1-Reaktionen sind beispielsweise Histamin, Serotonin, Heparin, SRS (Slow Reac-
ting Substance), ECF (Eosinophil Chemitactic Factor) und Bradykinin bekannt,
die teils aus Mastzellen, Basophilen oder Granulocyten freigesetzt werden oder
aus dem Blutplasma stammen. Zur Granulafreisetzung kommt es, wenn durch das
Antigen zwei IgE-Molekiile, welche tiber hochaffine Rezeptoren (FceRI) auf der
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a) Erstkontakt (Sensibilisierung)

@ =
@\ , IL-4 > 2
Allergen - >
IgE
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Abb. 2.1: a) Allergen-Erstkontakt mit Bildung von IgE und Sensibilisierung von
Mastzellen. b) Bei weiterem Kontakt kommt es zur Ausschiittung von
Mediatoren und zur Ausbildung von klinischen Symptomen.

Oberflache von Mastzellen gebunden sind, tiberbriickt werden (,bridging*, Abb.
2.1 b) [15; 16; 17; 18|. Eine Bildung von IgE erfolgt nur bei Typ-1-Reaktionen.
Die urspriingliche Bedeutung von IgE scheint der Schutz vor parasitéaren Infek-
tionen zu sein [2; 19]. Die cytotoxische oder Typ-2-Reaktion ist charakterisiert
durch Bildung von Immunkomplexen aus korpereigenem Immunglobulin G und
Immunglobulin M (IgG und IgM) mit zellstdndigen Antigenen z. B. aus transfun-
dierem Blut oder nach Aufnahme von bestimmten Medikamenten. Bei Aktivierung
von cytotoxischen Killerzellen und dem Komplementsystem kann es zur Lyse der
entsprechenden Zellen kommen. Bei Typ-3-Reaktionen, Immunkomplex-Typ oder
Arthus-Reaktion, sind ebenfalls cytotoxische Reaktionen beteiligt. Zunéchst bil-
den sich Antigen-Antikorper-Komplexe in hoher Menge in Blut oder Extrazellu-
larmedium, die nicht schnell genug aus der Blutbahn entfernt werden. Anlagerung
dieser Komplexe an Zellmembranen und anschliefsende Komplementaktivierung
fiihrt zur Phagocytose der Komplexe und zur Freisetzung von gewebeangreifenden
Enzymen. Typ-4- oder Spéattyp-Reaktionen beruhen dagegen auf einer Antigener-
kennung mittels sensibilisierter T-Lymphocyten, die zu lokaler Immunglobulin-
Bildung und Freisetzung von Lymphokinen bzw. Aktivierung des Komplement-
systems fithrt. Als Beispiele fiir Spéattyp-Reaktionen sind Léasionen infolge Infek-
tionen, einige Arzneimittelallergien, Kontaktekzeme oder Abstofsungsreaktionen
nach Gewebetransplantationen zu nennen [20].

Ein wichtiger Faktor fiir das Auftreten von allergischen Erkrankungen ist die
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genetische Disposition, Allergieanfalligkeit wird zu einem gewissen Teil also ver-
mutlich vererbt. Beispielsweise stimmt das Auftreten von Erdnuss-Allergien bei
eineiigen Zwillingen signifikant haufiger tiberein als bei zweieiigen [21]. Oftmals
ist die Sensibilisierung auch beruflich bedingt, bei Klinikpersonal werden bei-
spielsweise gehduft Latex-Allergien beobachtet [1]. Allein in Deutschland leiden
{iber 40.000 Menschen an einer Uberempfindlichkeit gegen das in vielen Getrei-
desorten vorkommende Kleberprotein Gluten (Zdliakie). Die Zahl der Lebensmit-
telallergiker wird weltweit auf mehr als 200 Millionen geschétzt, bei Kuhmilch-
Unvertréglichkeit (hauptséchlich Lactose-Intoleranz) wird von 600 Millionen Kin-
dern und 2,3 Milliarden Erwachsenen ausgegangen [22] .

Die grofste Zunahme der Allergien in westlichen Landern wurde zwischen 1960
und 1990 beobachtet, als mogliche Ursachen hierfiir werden mehrere Hypothesen
diskutiert [3|. Lebensumstédnde und Umwelteinfliisse in industrialisierten Léndern
scheinen das Auftreten von Allergien zu begiinstigen. Auch muss berticksichtigt
werden, dass sich die Diagnostik in den letzten Jahrzehnten deutlich verbessert
hat. Als psychosoziale Faktoren, die das Auftreten von Allergien begiinstigen sol-
len, werden der gestiegene Individualismus, eine hohe Stressbelastung und ge-
ringere Familiengrofsen genannt. Daneben wird die Rolle der Allergenexposition
diskutiert. Die Bevilkerung kommt beispielsweise durch den Konsum von exoti-
schen Lebensmitteln mit einer héheren Anzahl von Allergenen in Kontakt. Die
Allergenitit kann durch Umwelteinfliisse zudem beeinflusst werden, was sich bei
Allergenen von mit Luftschadstoffen behandelten Pollen zeigt. Auch ein direkter
Einfluss der Umweltverschmutzung an sich wird in Zusammenhang mit steigen-
dem Auftreten von Allergien gebracht. Ferner wird héufig eine Unterforderung
des Immunsystems als mogliche Ursache angegeben (,Hygiene'- bzw. ,,Urwaldhy-
pothese”) [23|. Vermutlich liegen bei Allergien in vielen Féllen weitere Krankheiten
zugrunde, wie Diabetes (Typ I), und auch eine mogliche Verstiarkung von Allergien
durch anti-allergische Medikation wie H1-Antagonisten wird diskutiert [24].

Uber 400 allergene Proteine sind laut TUIS (International Union of Immunolo-
gical Societies) bekannt. Mit bioinformatischen Methoden ist es zwar moglich, die
Wahrscheinlichkeit von Kreuzallergien abzuschétzen, die Allergenitét eines neuen
Proteins zu ermitteln ist dagegen kaum moglich [25].

2.1.2 Allergiediagnostik

Der erste Schritt bei der Allergiediagnostik ist in der Regel eine systematische
Anamnese, wobei es sich hauptséichlich um eine Befragung durch den Arzt han-
delt. In vielen Fallen stimmt der anamnetische Befund, wenn der Patient also
beispielsweise von Reaktionen nach Verzehr eines bestimmten Lebensmittels be-
richtet, mit den bei der weiteren Diagnostik erhaltenen Befunden iiberein [26]. Als
weitere diagnostische Methoden stehen im Wesentlichen Hauttests, Provokations-
tests und in-vitro-Methoden zur Verfiigung.

Verschiedene Hauttestungsmethoden werden je nach individuellen Faktoren wie
Alter des Patienten oder Grad der Sensibilisierung angewendet [27]|. Entsprechend
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dem zugrunde liegenden Mechanismus sind Hauttests nur fiir die Diagnostik von
echten Allergien geeignet, nicht dagegen fiir z. B. Intoleranzen [27|. Als einer der
altesten Hauttests wurde der Scratchtest bereits 1873 von BLACKLEY beschrie-
ben [28]. Das Allergen wird dabei cutan (in die obere Epidermisschicht) auf der
Beugeseite des Unterarms appliziert, indem die Haut nach Aufbringung eines All-
ergenextrakts mit einer Lanzette angeritzt wird [29]. Da hierbei grofe Hautareale
benotigt werden und da der Test wegen starker Hautreizung nicht immer ein ein-
deutiges Ergebnis liefert, hat der Scratchtest gegeniiber anderen Hauttests stark
an Bedeutung verloren [29].

Beim Haut-Pricktest, welcher 1926 erstmalig von LEWIS und GRANT beschrie-
ben wurde, werden Allergenextrakte ebenfalls cutan appliziert [30; 31]. Auf den
Arm wird ein Tropfen des Allergenextrakts aufgetragen und mit einer Lanzette
die Haut an dieser Stelle etwa 1 mm tief durchstofsen. Im Falle einer bestehenden
Allergie gegen die Testsubstanz bildet sich nach etwa 20 Minuten an dieser Stelle
eine Quaddel. Die Hautreaktion wird iiber die Bestimmung von Quaddel- bzw.
Erythemgrofe (Rotungsareal) relativ zu einer Negativ- und Positivprobe (His-
tamin) ausgewertet [29]. Beim Intrakutan-Test (i.c.-Test) werden Extrakte von
Allergenen bzw. Allergengruppen in die Beugeseite des Unterarmes bzw. in die
Riickenhaut injiziert und die Grofe des entstehenden Erythems bzw. der Quaddel
beobachtet [1; 32|. Im Gegensatz zum Haut-Prick-Test wird beim Intrakutan-Test
die Testlosung durch die Injektion in tiefere Hautschichten (Lederhaut) einge-
bracht. Der Intrakutan-Test wird nicht in der Routinediagnostik angewendet, da
die Durchfiihrung oftmals mit nicht unerheblichen Schmerzen verbunden ist. Der
Reibtest dagegen ist sehr unempfindlich, da hierbei lediglich mit dem entsprechen-
den Stoff auf der Innenseite des Armes gerieben wird. Der Reibtest wird daher
vorwiegend bei hochgradig sensibilisierten Patienten durchgefiihrt [1]. Beim Epi-
kutantest, auch Lappchentest oder Perkutantest genannt, wird ein Leinenstiick
mit Testsubstanzen beschickt und auf der Haut fixiert. Die Dokumentation von
entstehenden Ekzemen erfolgt nach 24-48 Stunden. Der Test dient vorwiegend der
Diagnose von epidermalen Sensibilisierungen, die zu allergischen Kontaktekzemen
fithren kénnen [33].

Interessanterweise werden in einigen Féllen Differenzen zwischen Hauttests und
klinischen Befunden festgestellt. Bei Asthmatikern waren in einer Studie beispiels-
weise Hauttests mit Hausstaub zu 73 % positiv bei entsprechend positivem Befund
der Anamnese und zu 44 % positiv, ohne dass entsprechende anamnetische Hin-
weise vorlagen [26; 27]. Hauttests zeigen im allgemeinen hohe Sensitivitat und
damit gute Vorhersage von negativen Befunden. Die Selektivitdt und damit die
Vorhersage von positiven Befunden ist allerdings relativ schlecht [34].

Bei in-vitro-Tests wird zunéchst die Gesamtkonzentration von IgE im Serum
mittels Radioimmunosorbent-Test bzw. -Assay (RIST, RISA), Papier-Radioimmu-
nosorbent-Test (PRIST) bzw. entsprechenden Enzymimmunoassays gemessen. IgE
wurde im Jahre 1966 von JOHANSSON und ISHIZAKA entdeckt und als Ausloser
von Allergien identifiziert [35; 36; 37|. Die Serumkonzentrationen von IgE be-
tragt bei nicht atopischen Menschen etwa 17-450 ng/mL und ist damit wesentlich
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geringer als die Konzentation von IgG mit 8-16 mg/ml, was die relativ spéte
Entdeckung von IgE erklart [38].

Eine erhohte IgE-Gesamtkonzentration kann auf Allergien hinweisen, kann aber
auch durch parasitire Erkrankungen bzw. maligne Tumore verursacht werden [39].
Auch aus dem Vorhandensein von Antigen erkennendem IgG kann nicht unmittel-
bar auf das Vorliegen einer Allergie geschlossen werden. Zwar wird bei Erdnussall-
ergikern verglichen mit Nichtallergikern neben Antigen erkennendem IgE auch eine
erhohte Menge an entsprechendem IgG im Serum gefunden. Bei vielen Nichtaller-
gikern wird allerdings ebenso Antigen erkennendes IgG nachgewiesen, was auf re-
gelméfigen Verzehr von Erdnuss zuriickzufiihren ist [40]. Die Bestimmung von all-
ergenselektivem IgFk im Patientenserum erfolgt mittels Radioallergosorbent-Tests
(RAST) bzw. entsprechenden enzymbasierten Assays (EAST). Dabei wird immo-
bilisiertes Antigen mit Patientenserum inkubiert und gebundenes IgE im zweiten
Schritt nach Einfithrung einer Markierung radiometrisch bzw. enzymatisch de-
tektiert. Anhand der gemessenen Konzentration des entsprechenden IgE wird der
Grad der Sensibilisierung ermittelt und in vier sog. RAST-Klassen eingeteilt [1].
Inzwischen sind auch auf Microarray-Technologie basierende Testsysteme fiir die
Messung von Antigen erkennendem IgE verfiighar, welche durch Multianalytfa-
higkeit und Parallelisierung die Messung vieler Parameter unter hohem Durchsatz
ermoglichen [41]. Als weitere in-vitro-Tests fiir die Allergenidentifikation und fiir
das Allergiescreening waren Assays zu nennen, mit denen die Menge an Histamin
gemessen wird, welches aus Basophilen nach Behandlung mit Allergen freigesetzt
wird (,Basophil Histamine Release Assays“) [8; 42].

In seltenen Fillen werden Provokationstest zur Absicherung und zur Uberprii-
fung der Aktualitdt der klinischen Symptome durchgefiihrt. Die Verabreichung des
Allergens kann in unterschiedlichen Konzentrationen nasal, konjunktival, bronchi-
al, alveolar oder oral erfolgen. Fiir die Diagnostik von Lebensmittelallergien wer-
den Provokationstests, die hier in der Regel oral durchgefiihrt werden, als Gold-
standard erachtet [1; 34]. Dabei werden die Nahrungsmittel nativ in steigenden
Konzentrationen sublingual oder zum Schlucken verabreicht [43]. Im Unterschied
zu Haut- oder in-vitro-Tests konnen mit Provokationstests neben echten Allergi-
en auch Intoleranzen diagnostiziert werden. Idealerweise wird fiir die Diagnostik
von Lebensmittelallergien ein doppelblinder, placebokontrollierter Provokations-
test (DBPCFC, Double-Blind Placebo-Controlled Food Challenge) durchgefiihrt.
Die praktische Bedeutung von doppelblinden Provokationstests ist allerdings we-
gen des hohen praktischen Aufwandes hauptsédchlich in der klinischen Forschung
zu suchen [42].

Ein Zusammenhang zwischen positivem Prick-Test, Nachweis von entsprechen-
dem IgE im Blut und positivem Ergebnis in Provokationstests ist nicht in allen
Fillen gegeben. Es wurden beispielsweise zwischen RAST- und Hauttests Uberein-
stimmungen von 67-100 % ermittelt, wobei sich die in-vitro-Methoden als unemp-
findlicher, aber selektiver (weniger falsch positive Ergebnisse) erwiesen [34; 39].
Histaminfreisetzungs-Assays korrelieren zu ca. 87 % mit RAST-Tests und zu 74 %
mit Prick-Tests, aber nur zu 50 % mit Provokationstests [42]. Allgemein kann
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mit in-vitro- und Hauttests nur den Grad der Sensibilisierung erfasst werden, der
nicht notwendigerweise mit der klinischen Aktualitét korreliert. Bei klinischer Le-
bensmittelallergie wird zwar Antigen erkennendes IgE gefunden, bei positivem
[gE-Test miissen aber nicht zwangslaufig klinische Symptome vorliegen [44]. Es
bedarf daher in der Allergiediagnostik stets griindlicher Anamnese. Im Zweifels-
falle bedarf es einer Absicherung durch Provokationstests, welche jedoch nicht in
Betracht kommen, wenn anhand der Historie schwere anaphylaktische Reaktionen
zu erwarten sind [34; 45].

2.1.3 Therapie von Allergien

Mehrere Moglichkeiten bieten sich zur Therapie von Allergien an, die jedoch risiko-
behaftet sind, relativ geringe Erfolgsaussichten oder schlechte Langzeitprognosen
aufweisen oder nur die Suppression von Symptomen bewirken. Eine allgemein be-
kannte Methode ist die Allergen-Immuntherapie, auch Hyposensibilisierung oder
Impftherapie genannt. Sie hat das Ziel, die Antwort auf die allergieauslésende Sub-
stanz zu verringern und damit die Schwere der allergischen Symptome zu reduzie-
ren. Bei der subcutanen Immuntherapie werden dem Patienten steigende Mengen
eines Allergenextrakts subcutan injiziert, und damit die Bildung von entsprechen-
dem IgG induziert. Eine halbstiindige #rztliche Uberwachungsphase nach Aller-
gengabe dient als Sicherheit im Falle von systemischen Reaktionen. Alternativen
zur subcutanen Immuntherapie sind die orale und die sublinguale Immunthera-
pie, bei der ebenfalls Allergen in steigenden Mengen appliziert wird. Besonders die
sublinguale Immuntherapie hat sich in den letzten Jahren als Alternative zur sub-
cutanen Immuntherapie besonders fiir hoch sensibilisierte Allergiker etabliert, da
die Erfolgsaussichten bei geringeren Risiken &hnlich sind [1; 46; 47; 48]. Vor jeder
immuntherapeutischen Behandlung miissen allerdings die Erfolgsaussichten in An-
betracht der nicht unerheblichen Risiken in jedem einzelnen Fall beurteilt werden
[49]. Immuntherapien werden oft erfolgreich zur Behandlung von Insektenstich-
Allergien und zur Therapie von Inhalationsallergien (allergische Rhinokonjunk-
tivitis, Asthma) eingesetzt [46; 50; 51; 52; 53]. Die Effizienz der Immuntherapie
ist dagegen niedrig zur Behandlung von atopischer Dermatitis (Neurodermitis),
Nesselsucht und Kopfschmerzen und kommt wegen des hohen Risikos einer sys-
temischen Reaktion bei der Behandlung von Antibiotika- oder Lebensmittelall-
ergien nicht in Betracht [4; 54; 55]. Als Mechanismus der Immuntherapie wird
die Induktion von T-Zell-Toleranz propagiert. Es wurde beobachtet, dass durch
Immuntherapie die allergeninduzierte Infiltration von CD4*-T-Lymphocyten sup-
primiert und die mRNA-Expression von Typ-T 5 1-Cytokinen erhéht wird [56].
Die Peptid-Immuntherapie ist ein neuer Ansatz zur Therapie von Allergien. Die
dabei zugrunde liegende Idee ist, die Behandlung mit Peptiden durchzufiihren, wel-
che von T-Zellen erkannt werden, aber keine Uberbriickung von IgE auf Mastzellen
und damit keine schweren Nebenwirkungen bewirken kénnen. Auch eine Therapie
mit molekularbiologisch modifizierten Allergenen, bei denen durch eine Mutati-
on eine deutlich verringerte IgE-Bindung bei gleich bleibender Stimulation von

10



2.1 Allergien

T-Zellen erfolgt, erscheint erfolgversprechend [55]. Rekombinante DNA-Techniken
erlauben die Herstellung von theoretisch unbegrenzten Mengen eines bestimmten
Proteins mit konstanter Qualitét [57]|. Etwa 40 Lebensmittelallergene sind bereits
in rekombinanter Form verfiighbar und finden Anwendung zu diagnostischen Zwe-
cken oder, als Allergen mit verminderter IgE-Erkennung, fiir die Immuntherapie
[58; 59]. Beispielsweise wurden die wichtigsten Allergene der Erdnuss rekombi-
nant mit Mutationen in IgE-bindenden Epitopen hergestellt. Die IgE-Bindung
wurde dadurch deutlich geschwécht, ohne die T-Zell-Stimulation zu vermindern
[60]. Bei Birkenpollenallergikern, die mit hypoallergenem, rekombinantem Birken-
pollenallergen Bet v1 immunisiert wurden, zeigte sich eine signifikante Besserung
der klinischen Symptome. Der Befund wurde mit Bildung von Antigen erkennen-
dem IgG durch T-Zell-Stimulation erklart, wobei das IgG quasi als Kompetitor
zu IgE fungiert. Zudem wurde eine Abnahme der Konzentration von Antigen er-
kennendem IgE beobachtet [61]. Fiir der Entwicklung von oraler Toleranz spielen
vor allem Antigen-prasentierende Zellen und verschiedene regulatorische T-Zellen
eine Rolle [62].

Als weitere Moglichkeit fiir die Therapie von Allergien konnte sich zukiinftig die
DNA-Immunisierung erwiesen, die sich aber noch im experimentellen Stadium be-
findet. Es wurde beobachtet, dass Plasmid-DNA von Antigen-présentierenden Zel-
len aufgenommen, translatiert und auf deren Oberfldche priasentiert werden kann.
Der MHC-Komplex vermittelt daraufhin eine Zunahme der IgGo-Produktion und
eine Suppression der IgE-Produktion. Die Immunisierung mit DNA-Sequenzen
basiert dabei auf dem stimulatorischen Effekt von Cytosin-Guanin-Motiven auf
Antigen-prisentierende Zellen und Killerzellen. Das Ziel ist, die Immunantwort
vom allergischen Ty2- auf den Ty 1-Phénotyp umzulenken [17; 63]. Die Anti-IgE-
Immuntherapie basiert dagegen auf der Applikation von humanisierten monoklo-
nalen anti-IgE-Antikorpern. Diese sollen freie Igk-Molekiile abfangen und damit
deren Bindung an Mastzellen und Basophilen inhibieren [54; 64].

Fiir die medikamenttse Therapie von Allergien stehen u. a. Corticosteroidprépa-
rate und Antihistaminika zur Verfiigung, welche eine Linderung von Symptomen
bewirken. Im Falle von akuten Schockzustidnden muss zusétzlich rasche Injektion
oder Inhalation eines Adrenalinpriaparates zur Stabilisierung des Kreislaufs erfol-
gen [45; 55].

2.1.4 Grundlagen von Lebensmittelallergien
2.1.4.1 Abgrenzung und Symptome

Negative Reaktionen nach dem Verzehr von Lebensmitteln kénnen verschiede-
ne Ursachen haben. Beim Ausloser kann es sich zum einen um Bestandteile des
Lebensmittels selbst, eingebrachte Allergene von beispielsweise Schimmelpilzen,
Additive wie Konservierungsmittel oder um Kontaminanten handeln [43]. Es las-
sen sich primér toxische und nichttoxische Effekte unterscheiden. Bei den nicht-
toxischen Effekten sind die nichtimmunmediierten Pseudoallergien und Intoleran-
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zen (z.B. ideosynkratisch, enzymatisch, pharmakologisch) von den echten Allergi-
en abzugrenzen, auch wenn in beiden Féllen d&hnliche Symptome ausgelost werden
[65; 66]. Pseudoallergische Symptome werden zwar durch gleiche Mediatoren aus-
gelost, das Immunsystem ist dabei jedoch nicht beteiligt. Pseudoallergien treten
dosisabhéngig auf und kénnen bereits beim Erstkontakt mit dem Ausloser Symp-
tome auslosen, da kein Sensiblisierungsschritt erfolgt [43; 67|. Ein Beispiel fiir eine
Pseudoallergie ist die Histaminose, verursacht durch den Verzehr von mit bioge-
nen Aminen belastetem Kése oder Rotwein. Weitere wichtige Pseudoallergene sind
Farbstoffe (z. B. Azofarbstoffe), Konservierungsmittel (z. B. Sorbinséure, Benzoat,
Sulfit), Antioxidantien (z. B. Propylgallat, Tocopherol, BHT), Glutamat, Siifstoffe
(z. B. Cyclamat, Aspartam), natiirliche Inhaltsstoffe wie Salicylate und Benzoate
[66]. Reaktionen infolge von Intoleranzen basieren auf Komplementantworten, auf
Degranulation von labilen Basophilen oder Mastzellen oder auf Arachidonséure-
Stoffwechselstorungen. Zu den héufigsten Lebensmittelintoleranzen gehoren die
Zoliakie und die Lactoseintoleranz [66]. Zoliakie beruht auf autoimmunologischen
Reaktionen gegeniiber Gluten, Lactoseintoleranz manifestiert sich als Folge eines
Enzymdefekts.

Wie in Kap. 2.1.1 erortert, werden mit echten Lebensmittelallergien immunolo-
gische Reaktionen bezeichnet, bei denen ein IgE-Mechanismus zugrundeliegt [42].
Bis zu 8% der Kinder und 2% der Erwachsenen haben erwiesenermafen Le-
bensmittelallergien, das subjektive Empfinden in der Bevolkerung ist allerdings
deutlich hoher [42]. Lebensmittelallergien lassen sind in zwei Klassen untertei-
len. Bei Lebensmittelallergien der Klasse I (z. B. Allergien gegen Hiihnerei, Kuh-
milch oder Leguminosen) wird angenommen, dass die Sensibilisierung iiber den
Gastrointestinaltrakt erfolgt, durch gegeniiber gastrischem Verdau resistente All-
ergene. Lebensmittelallergien der Klasse I sind haufig bei Kindern anzutreffen und
kénnen in vielen Féllen mit zunehmendem Alter verschwinden. Lebensmittelall-
ergien der Klasse II (z. B. Haselnussallergie) betreffen dagegen meist Jugendliche
und Erwachsene. Es wird davon ausgegangen, dass zur Ausbildung von Lebens-
mittelallergien der Klasse II eine Sensibilisierung gegeniiber Inhalationsallergenen
vorausgegangen sein muss. Aufgrund von IgE-Kreuzreaktivitaten, die auf hoher
Ubereinstimmung in der Aminoséuresequenz und Homologien in der Proteinstruk-
tur beruhen, manifestiert sich die Lebensmittelallergie klinisch [58; 68].

Allergien, die aus einer Sensibilisierung gegeniiber einem kreuzreaktiven Protein
resultieren, werden auch Kreuzallergien oder pollenassoziierte Lebensmittelaller-
gien genannt. Haufig sind beispielsweise Birkenpollenallergiker von Kreuzallergien
betroffen. Einige Epitope des Birkenpollenallergens Bet v1 sind dhnlich zu Epito-
pen, die in Proteinen von Apfel, Kiwi, Sellerie, Steinfriichten, Karotte oder Ha-
selnuss vorkommen. Daher konnen bei Birkenpollenallergikern in etwa 70 % der
Fille Allergien ausgelost werden, wenn die genannten Friichte in roher Form ver-
zehrt werden. Aufgrund der geringen Hitzestabilitdt mancher Allergene 16sen eini-
ge dieser Friichte in wiarmebehandelter Form keine Symptome mehr aus [69; 70].
Allergiker gegen Ragweed (Traubenkraut) sind oftmals allergisch gegen Melonen
und Bananen, und Gréserpollenallergiker hdufig gegen rohe Tomaten [62].
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Viele Lebensmittelallergene zeichnen sich durch ihre Stabilitdt wahrend der Le-
bensmittelverarbeitung aus. Allergene sind zudem meist resistent gegeniiber Ver-
dau im Gastrointestinaltrakt und weisen mindestens ein konformationsstabiles
Epitop auf. Eine Vorhersage der Allergenitét ist bisher nicht mdoglich [18]. Die
meisten Lebensmittelallergene sind Glycoproteine mit einem Molekulargewicht
von 10-60 kDa. In vielen Féllen bleibt die Allergenitéat nach Hitzeeinwirkung, Séu-
reeinwirkung oder proteolytischem Verdau erhalten [42].

Im Rahmen einer Studie wurde bei Allergikern gegen Erdniisse oder Baumniis-
se (z.B. Haselnuss, Walnuss, Paranuss, Macadamia, Pekannuss) festgestellt, dass
die Patienten in =75 % der Falle allergische Reaktionen bereits nach dem ersten
wahrgenommenen Kontakt mit Erdnuss beobachteten. Dieser Sachverhalt wurde
darauf zuriickgefiihrt, dass in vielen Féllen Sduglinge bereits iiber die Muttermilch
sensibilisiert werden. Oft erfolgt die Sensibilisierung auch durch ein Lebensmittel,
in dem das Allergen nicht vermutet wird oder es handelt sich um Kreuzsensibili-
sierung [71].

Als die haufigsten allergieauslosenden Baumniisse erwiesen sich Walnuss, Man-
del, Haselnuss und Pekannuss. Im Mittel werden bei sensibilisierten Patienten
allergische Symptome drei Minuten nach dem Verzehr beobachtet [72]. Die durch
Lebensmittelallergien ausgelosten Symptome koénnen vielschichtig sein. Systemi-
sche Reaktionen, wie Atemwegsverschluss, Krampfe, Nesselsucht, Blutdruckabfall
und Arrhythmie treten vorwiegend beim Verzehr grofser Mengen des Allergens
bzw. bei hochgradig sensibilisierten Allergikern auf (anaphylaktischer Schock) [73].
Die héufigsten milderen Symptome sind Ubelkeit, Schwellungen, Erythembildung,
Konjunctivitis, Unterleibschmerzen, Juckreiz in Hals und Mund, Niesreiz, Erbre-
chen, Diarrhoe oder atopische Dermatitis [74; 75].

2.1.4.2 Problematik der versteckten Allergene

Die allergene Karenz als Standardtherapie bei Lebensmittelallergien erweist sich
oft als problematisch, da z. B. bei zusammengesetzten Lebensmitteln aus verschie-
denen Griinden dem Verbraucher oft nicht alle Zutaten bekannt sind. Allergene,
die sich unvorhergesehen im Lebensmittel befinden, etwa weil sich auf der Verpa-
ckung kein Hinweis befindet oder weil die Restaurantmahlzeit unvorhergesehene
Zutaten enthélt, werden daher ,yersteckte Allergene genannt |71]. In Kuchen sind
meist Ei- und Milchprotein enthalten und nicht deklarierte Spuren von Erdnuss
bzw. Haselnuss werden oftmals in bestimmten Produktgruppen wie Schokoladen
und Backwaren gefunden [76]. Auch von Fischallergikern mit allergischen Reaktio-
nen nach Verzehr von Hiihnereiprodukten wurde berichtet und konnte auf Fisch-
protein enthaltendes Hiihnerfutter zurtickgefiihrt werden [1]. Etwa drei Viertel
der Todesfalle durch Lebensmittelallergien sind auf Verzehr von Speisen in Re-
staurants oder Cafés zuriickzufiihren [77].

Alle Gastronomieprodukte bzw. verarbeiteten Lebensmittel sind fiir Allergiker
potentiell gefahrlich. Neben industriell hergestellten Lebensmitteln kénnen auch
Produkte z. B. von Restaurants (insbesondere von asiatischen bzw. orientalischen
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Restaurants), Eisdielen und Béckereien versteckte, nicht zu erwartende Allergene
enthalten [55]. Hochgradig sensibilisierten Allergikern werden daher von &rztlicher
Seite verschiedene Vorsichtsmaftnahmen angeraten, beispielsweise sich stets Aller-
genfreiheit bestatigen zu lassen, generell Buffets zu vermeiden, und bei Desserts
und Mischungen wie Saucen, Dressings und Suppen vorsichtig zu sein [78].

Neben Schulungen zur Vermeidung von versteckten Allergenen brauchen hoch
sensibilisierte Allergiker gezielte Einweisungen zur akuten Selbstmedikation mit
z.B. Adrenalin, um das Risiko, einen anaphylaktischen Schock zu erleiden, zu
senken bzw. um selbststédndig Gegenmaknahmen einleiten zu kénnen [79; 80].

Bei einer Befragung von Erdnuss- und Baumnussallergikern wurde das Auftreten
von allergischen Reaktionen nach Verzehr von Mahlzeiten aufer Haus untersucht.
Dabei stellten sich als die grofiten Risiken der Verzehr in asiatischen Restaurants
(19%), Eisdielen (14 %) und Béckereien (13 %) heraus. In 43 % der Félle wurden
Allergien durch Desserts ausgelost. In 50 % der Fille handelte es sich um versteckte
Allergene in Sofen, Dressings u. 4. und 22 % der Félle wurden verursacht durch
gemeinsam genutzte Utensilien, wie Kellen oder Eiskugelbereiter |74].

Als haufige Quellen fiir versteckte Allergene erweisen sich Fehler in der For-
mulierung, Wiederverwendung eines Produkts und ungeniigende Reinigung von
gemeinsam genutzen Gerdten oder Anlagen, wie beispielsweise bei der Herstel-
lung von Eiscreme, Backwaren, Friihstiickscerealien oder Siiffwaren [81]. Weitere
mogliche Ursachen von Kontaminationen mit Allergenen sind kontaminierte Roh-
stoffe, gemeinsame Transportbehéltnisse, ungentigende Kennzeichnung (insbeson-
dere auch importierte Waren) und ungentigend hydrolysierte Proteinhydrolysate
[34; 82]. Als weiteres Allergierisiko wurde die illegale Substitution von teureren Be-
standteilen in Lebensmitteln erkannt. Derartige Kontaminationen mit Allergenen
wurden u.a. in Siifswaren, Eiscreme, Fleischprodukten und Teigwaren gefunden
[83]. Oft genannte mogliche Mafnahmen bei der Herstellung von Lebensmitteln,
um das Kontaminationsrisiko zu verringern, sind die Priifung von Herstellungs-
methoden bei den Rohstofflieferanten (Auditierung), die Verwendung zertifizierter
Rohstoffe, die Benutzung von separaten und sauberen Transportbehéltnissen, die
rdumliche Trennung der Produktionslinien und die Durchfiihrung zusétzlicher Rei-
nigungsschritte [5].

Von einigen Lebensmittelherstellern werden Listen herausgegeben, in denen all-
ergene Zutaten in Produkten ausgewiesen werden. Auch hier wird allerdings aus
rechtlichen Griinden auf eine mogliche Kontamination bei Erzeugung, Transport
oder Lagerung ausdriicklich hingewiesen [84].

Fiir die Lebensmittelindustrie ist in vielen Féllen eine Nulltoleranz von Aller-
genen aus praktischen Griinden nicht moglich. Es gibt oft keine Produktionslini-
en, auf denen ausschlielich ein einziges Produkt hergestellt wird. Zudem lassen
sich Kreuzkontaminationen, die durch transportierte Stdube verursacht werden,
auf praktischen Griinden oft nicht ausschliefslen und auch die Verlésslichkeit der
Zulieferkette ist wesentlich. Die Aufnahme von Allergenen innerhalb von HACCP-
Konzepten (,Hazard Analysis and Critical Control Points®, vorbeugendes System
zur Gewdhrleistung der Lebensmittelsicherheit), die zuverldssige Reinigung der
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Produktionsanlagen und entsprechende Etikettierung der Produkte sind daher fiir
eine Begrenzung des Risikos unumgénglich [85].

2.1.4.3 Haufigkeit von Lebensmittelallergien

In den Vereinigten Staaten von Amerika sind ~6-8 % der Kinder unter 4 Jahren
und =2 % der Erwachsenen von Lebensmittelallergien betroffen. Jahrlich werden
dadurch in den Vereinigten Staaten ca. 30.000 Fille von anaphylaktischem Schock,
2.000 Krankenhausaufenthalte und etwa 125 Todesfélle registriert [71]. Ein letaler
anaphylaktischer Schock nach Verzehr von allergenen Lebensmitteln ist in iiber
90 % der Falle durch Allergene aus Erdniissen oder Baumniissen verursacht. Bei
den Todesfillen handelt es sich in den meisten Féllen um Kinder und junge Er-
wachsene bis zu einem Alter von 30 Jahren mit klinischem Asthma [86].

Bis zu 22 % der Bevolkerung nimmt Symptome nach dem Verzehr von bestimm-
ten Lebensmitteln wahr, obwohl es deutlich weniger Fille von echten Lebensmit-
telallergien gibt. Die Differenz lasst sich vermutlich auf Lebensmittelintoleranzen
und auf psychologische Faktoren zuriickfiihren [87].

Etwa 6 % der amerikanischen Bevolkerung zeigt serologische Evidenz (Bildung
von Antigen erkennendem IgE) gegeniiber Erdnussproteinen, in den meisten Féllen
treten jedoch keine klinischen Symptome auf [88]. In einer 1997 in den Vereinigten
Staaten durchgefiihrten Untersuchung berichteten 1,4 % der Befragten von Aller-
gien gegen Erdntisse oder Baumniisse; Erwachsene mit 1,6 % dabei haufiger als
Kinder unter 18 Jahren mit 0,6 %. Die Pravalenz von Erdnussallergien lag dabei
mit 0,6 % nur knapp tiber der Prévalenz von Haselnussallergien mit 0,5 % [89; 90].

Insbesondere bei Erdnussallergien wurde eine Zunahme der Inzidenz beobach-
tet. In einer Altersgruppe amerikanischer Kinder war zwischen 1990 und 1994
die Héaufigkeit knapp doppelt so grofs wie in einer vergleichbaren Altersgruppe
zwischen 1980 und 1984 [88; 91]. Im Vereinigten Konigreich wurde ebenso beob-
achtet, dass bei Kindern die Haufigkeit der Sensibilisierung gegeniiber Erdnuss
zwischen 1989 und 1996 von 1,1 % auf 3,3 %, und der Erdnussallergien von 0,5 %
auf 1,0 % stieg [88; 92]. In einer weiteren, im Jahre 1999 veréffentlichten Studie
wurde dagegen beschrieben, dass im Vereinigten Konigreich 0,5 % der Erwach-
senen und ~ 0,6 % der Kinder im Alter von 5-14 Jahren allergisch gegen Erdniisse
sind, haufig assoziiert mit weiteren Allergien wie Baumnussallergien [93|. In einer
franzosischen Studie wurden sogar in 8 % der Félle bei Kindern unter 4 Monaten
positive Prick-Tests beim Test auf Erdnuss beobachtet [88].

In einer Gruppe von Erdnuss- und Baumnussallergikern hatten 68 % der Aller-
giker eine isolierte Erdnussallergie, 9 % eine isolierte Baumnussallergie und 23 %
hatten kombinierte Erdnuss- und Baumnussallergien. Im Durchschnitt wurde bei
Kindern die erste Reaktion gegen Erdniisse im Alter von 14 Monaten und gegen
Baumniisse im Alter von 36 Monaten beobachtet, im Falle von Erdnuss oftmals
beim ersten bekannten Kontakt. Die Schwere der Allergien wird in einigen Féllen
sogar mit der Zeit schlimmer [94]. Junge atopische Kinder sollten daher Erdniisse
und Baumniisse meiden, um weitergehende Sensibilisierung zu vermeiden [95].
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Bei jungen Kindern verursachen Kuhmilch, Eier, Erdniisse, Soja und Weizen
~ 90 % der Lebensmittelallergien bzw. Intoleranzen und bei Erwachsenen werden
~ 85 % der Lebensmittelallergien von Erdniissen, Fisch, Krustentieren und Baum-
niissen ausgelost [12; 96]. Im Gegensatz zu Unvertriglichkeiten gegen Kuhmilch,
Hiithnerei, Soja und Weizen verschwinden Allergien gegen Erdniisse, Baumniisse
und Fisch bei Kindern daher nur in seltenen Féllen im spéteren Alter [71; 97; 98|.
Im Falle von Erdnussallergie entwickelt sich beispielsweise nur bei ~ 20 % der Kin-
der im spéteren Alter eine Toleranz [78].

Obwohl die Menge an konsumierten Erdniissen in China vergleichbar ist, ist die
Héaufigkeit an Allergien interessanterweise deutlich geringer als in den Vereinig-
ten Staaten. Trotz des genetischen Einflusses der Allergieentstehung stellte sich
heraus, dass die Haufigkeit von Erdnussallergien bei amerikanischen Staatsbiir-
gern ahnlich der von chinesischen Einwanderern ist. Es wird daher vermutet, dass
das unterschiedliche Auftreten der Allergien von der Allergenitit der Erdniisse ab-
héngt, welche in hohem Mafie von der Lebensmittelverarbeitung bzw. -zubereitung
beeinflusst wird [88].

2.1.4.4 Lebensmittelallergene

Zu den wichtigsten Lebensmittelallergenen werden Proteine aus Hiihnerei, Kuh-
milch, Fisch, Krustentieren, glutenhaltigem Getreide, Erdniissen und Schalen-
friichten gezahlt.

Systematische Untersuchungen von Proteinen fithrte erstmals OSBORNE durch
[99]. Die Proteine wurden dabei nach ihrer Loslichkeit in vier Klassen eingeteilt.
Die iiblichen Extraktionsmittel sind Wasser (Albumine), 0,5-1,0 M NaCl (Globu-
line), 60-70 % Ethanol (Prolamine) und verdiinnte Séure oder Alkali (Gluteline).
Oft werden fiir die Extraktion von Proteinen auch Zusétze wie Reduktionsmittel,
Detergentien oder Chaotrope verwendet [19].

Anhand ihrer Funktion kénnen Pflanzenproteine in Strukturproteine, metabo-
lische Proteine, protektive Proteine und Speicherproteine eingeteilt werden. Es
wurde festgestellt, dass fast alle Pflanzenallergene protektive Proteine oder Spei-
cherproteine sind [19].

Von protektiven Proteinen, welche bei der Pathogenabwehr der Pflanze eine
Rolle spielen, sind 17 Klassen bekannt (PR-1 bis PR-17, ,pathogenesis-related®)
[19; 68; 100]. Viele Lebensmittelallergene, beispielsweise von Avocado, Banane,
Kastanie, Feige und Kiwi und das Latexallergen Hev b2, sind homolog zu pilzab-
wehrenden Proteinen vom Typ PR-2 (3-1,3-Glucanasen), was die Ursache fiir das
Latex-Frucht-Syndrom (Kreuzallergie) ist. Wichtige Allergene homolog zu Protei-
nen vom Typ PR-10 (homolog zum Birkenpollenallergen Bet v1) kommen in Apfel,
Kirsche, Birne, Karotte und Sellerie vor und auch das wichtigste Haselnussallergen
Cor al zeigt Homologie zum Birkenpollenallergen Bet v1 [68].

Nahezu alle Proteine, die iiber den gastrointestinalen Weg allergische Reak-
tionen auslosen konnen, lassen sich in zwei auf strukturellen Ahnlichkeiten ba-
sierenden Superfamilien einteilen. Zur Prolamin-Superfamilie gehéren die drei
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Allergengruppen 2S-Albumine, Lipidtransfer-Proteine und «a-Amylase/Trypsin-
Inhibitoren aus Getreide, welche hohe thermische und proteolytische Stabilitéit
aufweisen [101]. Die Cupin-Superfamilie umfasst die wichtigsten Globulin-Spei-
cherproteine vieler Pflanzenarten. Cupine sind Proteine mit einer gemeinsamen
[-Fass-Struktur, oft als Doppelstrang-3-Helix bezeichnet (,,jellyroll“). Neben den
Mitgliedern der zwei Superfamilien sind zwei einzelne Proteine bekannt, welche
iiber den gastrointestinalen Weg allergische Reaktionen auslosen kénnen. Dabei
handelt es sich um sog. Cysteinproteasen der Cl-Familie, also um papainéhnliche
Proteasen [19].

Die globulédren 11S-Speicherproteine und Euviciline (7S-Speicherproteine) sind
zweidoménige Cupine. 11/12S-Globuline sind fiir Leguminosen charakteristisch
und werden daher oft Legumine genannt [102]. Sie bestehen aus sechs nicht ko-
valent miteinander verbundenen Untereinheiten mit Molekulargewichten von je
~ 60 kDa, entsprechend einer Gesamtmasse von 300-450kDa. Jede Untereinheit
besteht wiederum aus einer sauren (~40kDa) und einer basischen (= 20kDa)
Kette, welche iiber eine Disulfidbriicke miteinander verbunden sind. 11S/12S-
Globuline sind selten glycosyliert und falten sich erst bei >94°C auf. Bei der
SDS-Gelelektrophorese sind daher unter nichtreduzierenden Bedingungen Banden
von 60-kDa-Ketten und unter reduzierenden Bedingungen Banden von 40-kDa-
und 20-kDa-Ketten sichtbar [19; 103]. Glycinine, die zu den Leguminen gehoren,
werden aus Precursor-Proteinen mit einem Molekulargewicht von =~ 60 kDa syn-
thetisiert [68].

7/8S-Globuline werden oft Viciline genannt (Gattungsname Vicia, Wicken) und
sind typischerweise trimere Proteine mit Molekulargewichten von 150-190 kDa. Sie
bestehen aus Untereinheiten von 40-80 kDa und sind héufig glycosyliert. Aufgrund
vielfaltiger proteolytischer Prozesse oder Glycosylierung bei der Biosynthese treten
die Proteine als breites Pattern bei der SDS-PAGE auf. Viciline enthalten keine
Disulfidbriicken und haben einen charakteristischen Temperaturiibergang bei 70—
75°C [19; 103].

2S-Albumin-Speicherproteine werden als Einzelketten von 10-15kDa synthe-
tisiert, posttranslational prozessiert und bilden kleine und grofse Untereinheiten,
welche meist iiber Disulfidbriicken miteinander verbunden sind. Wichtige allergene
25-Albumine sind z. B. in Erdnuss und Paranuss enthalten [104; 105].

Profiline binden an Actinmolekiile und sind damit bei der Regulation des Cy-
toskeletts beteiligt. Allergene Profiline kommen u.a. in Haselnuss und Erdnuss
(Ara h5) vor [14; 68].

Bei der Lebensmittelverarbeitung werden oftmals physikalische und chemische
Prozesse wie Hitzebehandlung, Hochdruckbehandlung, Mikropartikulation, Ultra-
filtration, Bestrahlung, Proteolyse, Fermentation oder Raffination und biotech-
nologische Verfahren angewendet. Durch die Verarbeitung kann die Allergenitét
eines Lebensmittels beeinflusst werden [106; 107; 108|. Es wurden Versuche un-
ternommen, mittels physikalischer oder chemischer Methoden Allergene aus Le-
bensmitteln zu entfernen oder Epitope zu modifizieren, um damit nicht- oder
hypoallergene Lebensmittel herzustellen [109; 110; 111; 112; 113]. Es zeigte sich,
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dass durch verschiedene Hitzebehandlungen die Allergenitéten von Proteinen un-
terschiedlich beeinflusst werden, typischerweise verursacht durch Verianderungen
der dreidimensionalen Proteinstruktur (vgl. thermische Deaktivierung von Enzy-
men). Haselnussproteine verlieren beispielsweise bei trockenem Erhitzen bei 170°C
grofstenteils ihre Allergenitéat [109]. Sowohl sequentielle Epitope als auch Konfor-
mationsepitope sind fiir die Auslésung von Allergien verantwortlich. Hauptséach-
lich bei durch Konformationsepitope ausgelosten Allergien wird die entsprechende
Allergenitét durch thermische Verfahren oder partielle Hydrolyse aufgehoben [62].

Im Rahmen einiger Studien zeigte sich, dass die klinische Reaktion eines Aller-
gikers nach Verzehr von erdnusshaltigen Lebensmitteln auch stark von der Formu-
lierung abhéngt. Beispielsweise wurde bei Allergikern eine signifikante Erhohung
der Toleranz bei Steigerung des Fettgehalts in entsprechenden Lebensmitteln be-
obachtet [114]. Auch gibt es Hinweise, wonach allergische Reaktionen durch die
Zugabe von bestimmten Polysacchariden wie Carrageen zum Lebensmittel abge-
schwiicht werden konnen [115].

Die Vorhersage von allergischen Kreuzreaktivitdten ist schwierig. Auch bei ver-
wandten Pflanzen und strukturellen Homologien der Proteine sind deren Aller-
genitaten nicht notwendigerweise dhnlich. Beispielsweise ist die Kreuzreaktivitét
von IgkE zwischen Erdnuss und Soja in-vitro oft hoch, klinische Kreuzreaktivitat
ist in diesem Fall dagegen relativ selten. Nur bei etwa 6,5 % der Erdnussallergiker
werden allergische Symptome nach dem Verzehr von Soja beobachtet [116].

2.1.5 Erdniusse
2.1.5.1 Aligemeines

Die Erdnuss (Arachis hypogaea L.) gehort zur Familie der Papilionaceae (Fabaceae,
Leguminosae, Schmetterlingsbliitler), Subfamilie Papilionoideae [75]. Die Erdnuss-
pflanze ist ein einjahriges Kraut mit bis zu 30-80cm langen Sprossachsen. Die
gelben Schmetterlingsbliiten enthalten je einen mittelstandigen Fruchtknoten mit
1-6 Samenanlagen und acht fertile und zwei sterile Staubblétter. Nach vollzoge-
ner Selbstbestdubung wichst der Karpophor (Fruchttréger) 5-6 cm in den Boden.
Mittels ihrer Geokarpie (Erdfriichtigkeit, Selbstpflanzer) erhoht die Erdnusspflan-
ze die Aussicht auf Fortpflanzung. Die Frucht entwickelt sich innerhalb von 4-5
Monaten und enthélt bis zu 4 Samen, die jeweils von einer rétlichen, diinnen Schale
eingeschlossen sind [117]. Bei der Ernte werden die Sprosse mit daran héngenden
Friichten aus dem Boden gehoben und getrocknet. Die Niisse werden anschlie-
fsend gedroschen bzw. maschinell gebrochen. Die Jahresproduktion von Erdnuss
lag 2001/2002 weltweit bei ~ 33 Mio. Tonnen. Haupterzeugerlander sind China,
Indien, USA, Nigeria und Indonesien [118].

Die rohe Erdnuss enthélt durchschnittlich 5,2 % Wasser, 25,3 % Protein, 48,1 %
Fett, 12,1 % Kohlenhydrate, 7,1 % Ballaststoffe und 2,2 % Mineralstoffe. In der ge-
rosteten Erdnuss sind durchschnittlich 1,6 % Wasser, 25,6 % Protein, 49,4 % Fett,
13,4 % Kohlenhydrate, 7,4 % Ballaststoffe und 2,6 % Mineralstoffe enthalten [119].
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Die Zusammensetzung von Erdniissen ist dabei weitgehend unabhéngig von der
Varietiit. Aufgrund des hohen Fettgehaltes wird die Erdnuss zu den Olsaaten ge-
zdhlt. Obwohl die Erdnuss zu den Leguminosen gehért, ist sie morphologisch als
Nuss zu sehen, da die Frucht der Erdnuss geschlossen bleibt. Erdniisse wurden be-
reits um 3000-2000 v. Chr. in den Anden Boliviens angebaut. Bei der Entdeckung
Amerikas kamen sie nur in kultivierter Form vor, eine Wildform ist nicht bekannt.
Im 16. Jhd. gelangte die Erdnuss nach Afrika und verbreitete sich dann weltweit
aufgrund ihres hohen Néhrstoffgehalts [117].

Fir die Gewinnung von Erdnussol werden die gemahlenen Samen zunéchst
warm gepresst und der Riickstand anschliefsend mit Hexan extrahiert. Erdnuss-
ol ist eines der wichtigsten Speisedle, dient aber auch der Margarineherstellung
(Hydrierung) und wird auch fiir die Herstellung von Kosmetika verwendet [120].
Das extrahierte Erdnuss-Schrot wird in der Regel als Futtermittel verwendet oder
dient gemahlen als Lebensmittel. Erdniisse werden in den Erzeugerléndern auch
zu Brei, Fladen, Erdnussmehl oder Erdnussmilch verarbeitet, in USA ist Erd-
nussbutter beliebt und ganze Samen werden haufig in gerdsteter (ca. 40 min bei
140°C) und gesalzener Form verzehrt [108; 117]. Oft ist Erdnuss auch in Friih-
stiickscerealien, Eiscreme, Sirup, Saucen oder Suppen (Proteinzusatz) enthalten
[8; 45].

Erdniisse sind der haufigste Auslser von letalen oder lebensbedrohlichen allergi-
schen Reaktionen [121]. Zahlreiche Institute und Organisationen wie das ,;German
Nut Council“ (Hamburg), das ,Peanut Institute* (Albany, GA, USA) oder das
,2American Peanut Council® (Alexandria, VA, USA) zeugen von der wirtschaftli-
chen Bedeutung von Erdniissen [118; 122; 123].

2.1.5.2 Erdnussproteine

Bereits im Jahre 1880 berichtete RITTHAUSEN {iber systematische Untersuchun-
gen von Erdnussproteinen [124]. Die klassische Einteilung der Erdnussproteine
beruht auf der Loslichkeit in Wasser (Albumine) und in Kochsalzlésung (Globuli-
ne). Die Globuline stellen die Hauptspeicherproteine der Erdnuss dar [45]. JOHNS
und JONES berichteten 1916 iiber die Fraktionierung von Erdnuss-Globulinen mit-
tels Ammoniumsulfat-Prazipitation. Dabei wurden zwei Hauptfraktionen gefun-
den und diese Arachin und Conarachin genannt [125; 126; 127]|. Mit einem Mas-
senanteil von =24 % in entfetteter Erdnuss liegt der Gehalt der Arachin-Fraktion
deutlich {iber dem von Conarachin mit ~ 9 % [128; 129; 130]. Modernere Verfahren
zur Trennung von Proteinen aus Erdnuss bedienen sich elektrophoretischen oder
chromatographischen Methoden, zumeist mittels Ionenaustauschchromatographie
bzw. Gelfiltration [131; 132].

Die Menge von mit wéssrigem Puffer extrahierbaren Proteinen ist bei rohen
oder blanchierten Erdniissen verschiedener Varietédten dhnlich (/20 % der gesam-
ten Erdnuss), bei stark gerdsteten Erdniissen sinkt dagegen der Anteil von ex-
trahierbaren Proteinen auf bis zu ~10%. Aus trocken gerosteten Erdniissen ist
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dabei deutlich weniger Protein extrahierbar als aus in Ol gerésteten Erdniissen
[133; 134].

Uber 30 verschiedene Erdnussproteine sind bekannt, klinisch am relevantesten
sind die Speicherproteine Ara hl, Ara h2 und Ara h3, wobei es sich um Gly-
coproteine mit Molekulargewichten von 64,5kDa, 17,5kDa und 14 kDa handelt
[135; 136]. Die Allergene Ara hl bis Ara h3 gehoren zur Vicilin-, Conglutin- bzw.
Glycinin-Familie [68]|. Die Erdnussallergene Ara hl bis Ara h8 wurden rekombi-
nant hergestellt.

Das Erdnussallergen Ara hl wird auch Conarachin genannt und ist ein 7S-
Globulin (Vicilin). Der Gehalt von Ara hl bezogen auf das Gesamtprotein in Erd-
nuss betragt ~12-16 % [137; 138]. Ara hl bildet stabile Homotrimere (Selbstas-
soziation), welche bei Hitzebehandlung in Folge von Quervernetzungen (Maillard-
Reaktionen) weiter stabilisiert werden. [139; 140; 141; 142; 143; 144; 145]. Die
Allergenitét (Erkennung durch IgE) bleibt den Trimeren dabei erhalten [146].
Ara hl besteht aus 626 Aminosduren und enthélt 23 IgE-Epitope, von denen
vier immundominant sind und von >80 % der Erdnussallergiker erkannt werden
[145; 147|. Ara hl ist stabil gegeniiber mehreren Proteasen (z.B. Pepsin), hitze-
stabil bis ~ 75°C und erscheint bei SDS-PAGE als Bande bei 63,5kDa [148; 149].
Der isoelektrische Punkt von Ara hl betragt 4,55 [150]. Ara hl wurde mittels
Ionenaustausch- und Gelchromatographie aufgereinigt [151; 152; 153]. Thermisch
induzierte Konformationséanderungen von isoliertem Ara hl hatten keine Verén-
derung der Allergenitét zur Folge [152].

Ara h2 ist ein schwefelreiches 2S-Albumin der Prolamin-Superfamilie (Conglu-
tin) und besteht aus 156 Aminosduren mit 10 IgE-Epitopen [59; 142; 154; 155]. Der
Gehalt von Ara h2 in Erdnuss betriagt 5,9-9,3% bezogen auf das Gesamtprotein
[137]. Hitzebehandlung von Ara h2 fiihrt zu intramolekularen Quervernetzungen
und damit zu erhéhter Stabilitdt gegeniiber Verdauungsenzymen [144]. Ara h2
erscheint in der SDS-PAGE als Doppelbande bei 17 und 20kDa und hat einen
isoelektrischen Punkt von 5,2 [153; 156].

Das Erdnussallergen Ara h3, auch Arachin (Legumin) genannt, ist ein 11S-
Globulin (Glycinin) der Cupin-Superfamilie und besteht aus 510 Aminosduren
und 4 IgE-bindenden Epitopen [64; 157; 158; 159]. Ara h3 bildet Hexamere, ist
thermostabil bis 92°C und wurde chromatographisch gereinigt [160; 161]. Ara h3
erscheint in der SDS-PAGE als dicke Bande bei 61 kDa. Als Untereinheiten von
Ara h3 wurden saure und basische Polypeptide identifiziert, die bei der SDS-PAGE
als Banden bei 14, 16, 25, 28, 42 und 45 kDa sichtbar sind [160]. Insbesondere die
basischen Untereinheiten zeigen hohe Ubereinstimmung mit verwandten Lupin-
und Sojaproteinen, woraus hohe Kreuzreaktivitdten entsprechender Antikorper
resultieren [162; 163; 164]. Es wurde herausgefunden, dass die Epitope von Ara
h3 nicht an der Ausbildung der Tertidrstruktur beteiligt sind und hohe Thermo-
stabilitdt aufweisen [165].

Ara h4 ist eine Isoform von Ara h3 mit einer Ubereinstimmung in der Amino-
sduresequenz von 91 % [142]. Ara h4 erscheint als Bande bei 54 kDa [143].

Das Erdnussallergen Ara hb5 ist ein Profilin (Actin-bindendes Protein) und hat
ein Molekulargewicht von 14kDa [143].
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Ara h6 ist ein 2S-Albumin der Prolamin-Superfamilie und homolog zu Conglu-
tin. Das Molekulargewicht von Ara h6 betriagt 14,5kDa [68; 142; 143; 166].

Das Erdnussallergen Ara h7 ist ebenfalls ein 25-Albumin und wird zur Prolamin-
Superfamilie (homolog zu Conglutin) gerechnet. Ara h7 hat ein Molekulargewicht
von 15,8 kDa [68; 143].

Ara h8 ist dagegen ein PR-~10-Protein und homolog zum Birkenpollenallergen
Bet v1. Das Molekulargewicht betrégt 17kDa [167].

Lectine (Agglutinine) binden selektiv an Kohlenhydratseitenketten von Glyco-
proteinen und kommen vor allem in Leguminosen vor. Das Agglutinin in Erd-
nuss hat ein Molekulargewicht von 31 kDa. Lectine konnen unspezifisch mit Igk-
Zuckerresten reagieren und als Pseudoallergen dadurch allergiedhnliche Symptome
auslosen [19; 68; 168].

Beziiglich der Ermittlung des wichtigsten Erdnussallergens gibt es unterschied-
liche Ansichten. In einer australischen Studie wurde beispielsweise in jedem Serum
IgE gegen Ara h3 gefunden [169]. In einer in den Vereinigten Staaten durchgefiihr-
ten Untersuchung erwiesen sich Ara hl und Ara h2 als die wichtigsten Allergene,
da sie von tiber 95 % der Seren von sensibilisierten Personen erkannt wurden [159].
In einer niederlandischen Studie wurde dagegen Ara h2 von den meisten Patien-
tenseren erkannt, Ara hl und Ara h3 deutlich seltener [170]. In einer italienischen
Studie wurde wiederum beobachtet, dass die basische Untereinheit von Ara h3 in
~95% der Félle von Serum aus Kindern mit Erdnussallergien gebunden wurde
[171]. Es kann also festgehalten werden, dass die Allergene Ara hl bis Ara h3
vermutlich die drei wichtigsten Erdnussallergene sind.

Bei gerosteten Erdniissen ist zwar aufgrund der beim Rosten stattgefundenen
Maillard-Reaktionen bzw. Denaturierungsprozesse die Menge extrahierbarer Pro-
teine geringer. MALEKI et al. beobachteten in kompetitiven Immunoassays aber
von einer 90fach erhohten IgE-Bindungskapazitidt von Proteinen aus gerdsteten
Erdniissen gegeniiber Proteinen aus rohen Erdniissen. Die starkere Bindung von
Proteinen aus gerdsteten Erdniissen wurde mit verbesserter Exposition entspre-
chender Epitope bzw. Bildung von neuen IgE-Bindungsstellen erklért [172]. SAMP-
SON et al. stellten fest, dass beim Rosten im Vergleich zum Kochen oder Frittieren
infolge der hoheren Temperaturen die Allergenitét der drei wichtigsten Erdnussall-
ergene deutlich gesteigert wird [88]. GRUBER et al. stellten bei der Auswertung
von IgE-Westernblots ebenso fest, dass die Allergenitdt der gerdsteten Proteine
signifikant erhoht ist [173]. Der Anteil von Ara hl am Gesamtprotein wird durch
Frittieren oder Kochen im Gegensatz zum Rosten reduziert. Die IgE-Bindung von
Ara hl bis Ara h3 aus frittierten oder gekochten Erdniissen ist zudem signifikant
schwécher als von Ara hl bis Ara h3 aus gerdsteten Erdniissen. Frittieren oder
Kochen bei 120 bzw. 100 °C scheint also die Allergenitdt von Erdniissen zu verrin-
gern, Rosten bei hohen Temperaturen von 150-170°C die Allergenitét zu erh6hen
[106]. Beim Kochen von Erdniissen wurde zudem ein signifikanter Ubertritt von
niedermolekularen Proteinen in das Kochwasser beobachtet, was vermutlich eine
wichtige Ursache fiir die verminderte Allergenitdt von gekochten Erdniissen ist
[108; 174]. Bei den aufgrund von thermischer Behandlung unléslich gewordenen
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Proteinen konnte unter Amylase- bzw. Sdureeinwirkung partiell wieder Solubilitét
und Allergenitét zuriickgewonnen werden [107].

Aufgrund von botanischen Verwandtschaften der Pflanzen zeigen Erdnusspro-
teine Homologien zu entsprechenden Sojaproteinen [175|. Auch gibt es strukturel-
le Verwandschaften der Erdnussproteine untereinander. Monoklonale Antikorper
(IgM), die gegen eine Erdnussfraktion von 15-25kDa erzeugt wurden, erkannten
neben einer Fraktion bei 25 kDa auch weitere Proteine bis 55kDa [176].

Uber das Studium der IgE-Bindungsverhalten der Allergene und die Einfiihrung
gezielter Mutationen verspricht man sich eine Reduktion der Allergenitét [159;
177; 178|. Neue Ansitze beschiftigen sich mit der Verringerung der Allergenitét
durch eine Modifizierung bzw. durch Abschaltung entsprechender Proteine [179).
Erdnusspflanzen, die durch Abschaltung entsprechender Gene erhalten wurden,
zeigten bislang allerdings noch keine Fruchtbildung [180; 181; 182|. Es wurde auch
versucht, die Allergene in Erdnuss durch Fermentierungsprozesse zu inaktivieren,
was aber nur bis zu ~ 70 % gelang [110].

2.1.5.3 Erdnussallergien

Eine Erdnuss enthélt im Mittel etwa 200 mg Protein, subjektive allergische Sym-
ptome werden aber bereits nach Ingestion von 100 pg Erdnussprotein und objek-
tive Symptome nach Ingestion von 2-50 mg Erdnussprotein beobachtet. Die Sym-
ptome erscheinen innerhalb von 60 Minuten und kénnen bis zu 4 Stunden nach
Aufnahme des Allergens andauern [34; 183].

Bei einer Untersuchung mit 60 Erdnussallergikern wurde herausgefunden, dass
nur 10% auf rohes Erdnussol reagieren, raffiniertes Ol verursachte bei keinem
Patienten Symptome, offenbar wegen Entfernung der Proteine wiahrend des Raffi-
nationsprozesses [184]. Die Fettzusammensetzung in der Erdnuss scheint dagegen
keinen Einfluss auf die Allergenitit zu haben. Bei Erdniissen mit hoherem Olsiu-
regehalt wurde jedenfalls keine verdnderte Allergenitét festgestellt [185].

Das Serum der meisten Patienten mit Erdnussallergie enthélt IgE, welches Ara
h1, h2 oder h3 erkennt. Obwohl andere Leguminosen #hnliche Proteine enthal-
ten, haben weniger als 15% der Erdnussallergiker auch Allergien gegen andere
Leguminosen. Erstaunlicherweise haben aber 30-50 % der Erdnussallergiker auch
Allergien gegen Baumniisse wie Haselniisse, Walniisse, Cashews oder Pistazien,
obwohl diese zu einer anderen botanischen Familie gehéren [186].

In einer Gruppe von Erdnussallergikern, die zu ~85% gestillt worden waren,
wurden in mehr als 70 % der Fille allergische Symptome beim ersten wahrge-
nommenen Kontakt mit Erdnuss bemerkt. Da IgE die Plazenta nicht passieren
kann, deutet dies auf eine Sensibilisierung im Uterus bzw. wihrend des Stillens
hin [88]. Nach Verzehr von Erdniissen kénnen jedenfalls Erdnussallergene in der
Muttermilch nachgewiesen werden [187].

Allergische Reaktionen wurden bei sensibilisierten Patienten bereits durch Inha-
lation von Erdnusspartikeln in Flugzeugen verursacht. Offensichtlich erfolgte hier
eine Verbreitung von Partikeln tiber das Liiftungssystem [80; 188|. Es sind sogar
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Fille bekannt, bei denen Erdnussallergiker bedroht wurden, indem allergenhaltige
Lebensmittel als Waffe eingesetzt wurden [189; 190].

2.1.6 Haselniisse
2.1.6.1 Allgemeines

Die Haselnuss, botanisch Corylus avellana L., gehort zur Familie der Betulaceae
(Birkengewiéichse). Aufgrund des verholzten Perikarps ist die Frucht eine echte
Nuss. Der Haselnuss-Strauch ist einhdusig und wéchst sympodial, der Haupttrieb
wird also von aneinandergereihten Sprofsgenerationen gebildet. Die ménnlichen
Bliiten befinden sich in dichasialen (gleich starke Seitentriebe bei Verzweigung)
Teilbliitenstdnden an langen Kétzchen, die dichasialen 816 weiblichen Bliiten
bleiben jeweils von einer Knospe umbhiillt. Die Bliitezeit liegt zwischen Januar
und Marz, die Niisse entwickeln sich bis Herbst und sind von einer blattdhnlichen
Hiille (Cupula) umgeben. Der Samen ist von einer fest anliegenden Samenschale
umbhiillt. Die Nuss enthélt durchschnittlich 5,2 % Wasser, 12,0 % Protein, 61,6 %
Fett, 11,4 % Kohlenhydrate, 7,4 % Ballaststoffe und 2,4 % Mineralstoffe [119]. Das
Ol ist nur wenig haltbar und findet Verwendung als Speisedl, in der Olmalerei, in
der Kosmetik und zur Herstellung von Olséure. Die Samen werden héufig roh ver-
zehrt oder gemahlen fiir die Herstellung von Backwaren, Stifwaren und Speiseeis
verwendet [117].

2.1.6.2 Haselnussproteine

Bei rohen Haselniissen schwankt die Menge extrahierbarer Proteine bezogen auf
ganze Haselnuss je nach Varietat von 6,6-12,4 %. Bei gerosteten Haselniissen sinkt
die Menge an extrahierbarem Protein auf bis zu 3,8 % [191].

Als eines der wichtigsten Haselnussallergene wird Cor al.04 von vielen Pati-
entenseren erkannt. Das Allergen ist homolog zum Birkenpollenallergen Bet v1
und hat ein Molekulargewicht von 18 kDa. Cor al.04 ist ein hitzelabiles, pro-
tektives Protein (PR-10) und wurde rekombinant hergestellt [14; 192; 193|. Das
Haselnussallergen Cor a8 ist ein hitzestabiles Lipid-Transferprotein und hat ein
Molekulargewicht von 9kDa [192]. Cor a9, auch unter dem Trivialnamen Corylin
bekannt, hat ein experimentell bestimmtes Molekulargewicht von 35kDa. Cor a9
ist ein 11S-Speicherprotein der Cupin-Superfamilie und wurde ebenfalls rekombi-
nant hergestellt [161; 192; 194|. Das Haselnussallergen Cor all ist ein 7S-Globulin
(Vicilin) und gehort zur Cupin-Superfamilie. Es hat ein Molekulargewicht von
47kDa und bildet Trimere. Haselnuss-Profilin ist ein Protein mit einem Mole-
kulargewicht von 14kDa und zeigt Homologie zum Birkenpollenallergen Bet v2
[195].
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2.1.6.3 Haselnussallergien

Allergien gegen Haselniisse sind in den meisten Fallen verkniipft mit Pollenall-
ergien (z.B. Birke, Erle, Hasel, Buche, Eiche), es wurden allerdings auch nicht-
pollenassoziierte Haselnussallergene identifiziert [196]. In ~ 50-70 % der Félle wer-
den bei Baumpollenallergikern Allergien gegen Haselnussproteine festgestellt [8;
197]. Die minimale Dosis fiir die Auslésung von allergischen Reaktionen wurde mit
1-100 mg Haselnussprotein, entsprechend 6,4-640 mg Haselnuss ermittelt [198|.
Schwere asthmatische Reaktionen wurden beispielsweise bei Allergikern bereits
nach Verzehr von 3-6 g einer mit 0,2 % Haselnuss belasteten Schokolade beobach-
tet (6-12mg Haselnuss) [199].

Bei SDS-PAGE mit Immunoblotting und EAST-Versuchen unter Verwendung
von Humanserum zeigten WIGOTZKI et al., dass die Allergenitét von verschiede-
nen Haselnussprodukten durch die Prozessierung meist sinkt, aber nicht eliminiert
wird [200].

In Untersuchungen mit einer Simulation von gastrischem und duodenalem Ver-
dau zeigten VIETHS et al., dass Haselnussproteine weniger stabil gegeniiber Ver-
dau sind als Erdnussproteine [201]. Nach dem Verdau wurde bei Haselnussextrakt
weder Bindung eines anti-Haselnuss-Kaninchenserums noch von Seren von Hasel-
nussallergikern in SDS-Immunoblots beobachtet. Im Falle Erdnuss war die Bin-
dung durch das Serum nach dem Verdau deutlich abgeschwécht, aber immer noch
vorhanden. Unter den nativen Bedingungen im EAST wurde eine Reduktion der
Bindungskapazitat von Haselnussproteinen um 90 % festgestellt, verglichen mit
50 % bei Erdnussproteinen.

2.1.7 Gesetzliche Bestimmungen

Lebensmittel, die in Fertigpackungen gewerbsmaéfig in den Verkehr gebracht wer-
den, miissen mit den in § 3 der Lebensmittel-Kennzeichnungsverordnung (LMKYV)
vorgeschriebenen Kennzeichnungselementen (z. B. Verkehrsbezeichnung, Zutaten-
verzeichnis) versehen sein. Bei kleinen Fertigpackungen (grofte Einzelflache weni-
ger als 10 cm?) konnen allerdings einige Angaben entfallen, darunter das Verzeich-
nis der Zutaten. Auch beim Verkauf von loser Ware muss kein Zutatenverzeichnis
angegeben werden, da die LMKV nicht auf lose Ware anwendbar ist [202]. Mogli-
che Kreuzkontaminationen miissen zudem prinzipiell nicht deklariert werden [7].
Zum Ausschluss von Haftungsrisiken bringt der Hersteller allerdings nach den
Grundsatzen der Produkthaftung oftmals einen Warnhinweis an, wenn er bei der
Produktion mit Kreuzkontakt mit einem allergenen Lebensmittel zu rechnen hat.
Diese Kennzeichnung (z. B. ,Produkt kann Spuren von Erdnuss enthalten) sollte
jedoch Ausnahme bleiben und nicht grundsétzlich zur Absicherung vor Haftungs-
risiken aufgedruckt werden [203].

In den meisten Fallen sind allergische Reaktionen nach dem Verzehr von in-
dustriell hergestellten Produkten allerdings darauf zuriickzufiihren, dass auf das
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Allergen nicht hingewiesen wird. Ein haufiger Grund hierfiir war die bisher giil-
tige 25-%-Regel, wonach Bestandteile von zusammengesetzten Zutaten nicht an-
gegeben werden mussten, wenn diese Zutat weniger als 25 % des Enderzeugnisses
ausmacht. Demnach enthielten Produkte mit der Zutat ,Gewiirz" in einigen Fal-
len Sellerie und Produkte mit der Zutat ,Nougat“ enthalten Haselnuss, ohne dass
Sesam bzw. Haselnuss explizit aufgefithrt werden mussten. Des weiten miissen
Zusatzstoffe (z.B. Sulfit) im Rohstoff, die im Endprodukt keine technologische
Funktion ausiiben, nicht deklariert werden (,carry-over-Prinzip). Auch bei neu
entwickelten Produkten oder bei Produkten mit gednderten Zusammensetzungen
ist vielen Verbrauchern oft nicht klar, welche Allergene enthalten sein konnen (z. B.
Sojaprotein in Brot) [204].

Mit der Richtlinie 2003,/89/EG des Européischen Parlaments und des Rates vom
10.11.2003 wurde die Richtlinie 2000/13/EG vom 20.03.2000 novelliert [6; 205].
Hintergrund fiir die Novellierung ist die Verbesserung der Lebensmitteletikettie-
rung in Hinblick des Gesundheitsschutzes speziell von Verbrauchern mit Lebens-
mittelallergien und Intoleranzen. In Anhang IIla der Richtlinie 2003/89/EG sind
die Zutaten aufgefiihrt, die auf der Verpackung angegeben werden miissen, wenn
diese selbst oder daraus gewonnene Zutaten, z.B. Ole, bei der Herstellung von
Lebensmitteln verwendet wurden [206]. Dabei handelt es sich um:

glutenhaltiges Getreide
Krebstiere und -erzeugnisse
Eier und -erzeugnisse

Fisch und -erzeugnisse

Erdnuss und -erzeugnisse

Soja und -erzeugnisse

Milch und -erzeugnisse, Lactose
Schalenfriichte und -erzeugnisse
Sellerie und -erzeugnisse

Senf und -erzeugnisse
Sesamsamen und -erzeugnisse
Schwefeldioxid und Sulfit bei Konzentrationen >10mg/kg oder >10mg/L

Die Richtlinie bezieht sich allerdings nur auf allergene Bestandteile oder Er-
zeugnisse, die im Lebensmittel als Zutat eingesetzt werden. Unbeabsichtigt ein-
getragene Allergene, beispielsweise aufgrund kontaminierter Rohstoffe, aufgrund
technisch unvermeidbarer Eintridge oder durch Kreuzkontaminationen wéhrend
des Produktionsprozesses, bleiben weiterhin unberiicksichtigt und sind iiber die
allgemeine Produkthaftung des Herstellers abgedeckt [206]. Fir das Inkrafttreten
der Richtlinie 2003/89/EG wurde der 25.11.2004 festgelegt, mit einer Ubergangs-
frist bis 25.11.2005. In der Ubergangsfrist durften Produkte, welche der Richtlinie
noch nicht entsprachen, bis zur Erschépfung der Lagerbestédnde verkauft werden.
Mit der Richtlinie wurde auch die 25-%-Regel abgeschafft und damit fiir den Ver-
braucher die Zusammensetzung der Lebensmittel transparenter. Die Umsetzung
der Richtlinie in deutsches Recht erfolgte im Rahmen einer Anderung der LMKV.
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Zum Schutz von Verbrauchern, die unter Lebensmittelallergien oder Intoleran-
zen leiden, ist die vollstdndige Kennzeichnung aller moglicherweise enthaltenen
Allergene und Pseudoallergene auf dem Etikett von Lebensmittelverpackungen
vermutlich der einzig gangbare Weg. Die Festlegung von ADI-Werten, wie bei
Lebensmittelzusatzstoffen oder Toxinen iiblich, oder sogar Nulltoleranz ist aus
verschiedenen Griinden bei Allergenen nicht sinnvoll [207].

2.2 Analytik von Allergenen

2.2.1 Anforderungen an die Analytik

Die geringsten Dosen, bei denen in Provokationstests allergische Symptome ausge-
16st wurden, liegen bei Erdnuss bei 0,25-125 mg ganzer Erdnuss. Absolute Schwel-
lenwerte sind experimentell kaum zu ermitteln, da die individuellen Sensibilisie-
rungsgrade stark unterschiedlich sind [10]. Provokationstests sind zudem oft nicht
vergleichbar, da sie zur Vermeidung eines hohen Aufwandes oft nicht placebokon-
trolliert und doppelblind durchgefiihrt werden. Aufserdem sind die verwendeten
Proben nicht standardisiert. Auch muss zwischen subjektiven und objektiven Re-
aktionen unterschieden werden [208]. In einem Konsensprotokoll wurde festgehal-
ten, dass bei den meisten Allergikern die Grenze fiir die Auslosung von Symptomen
bei einer Menge allergener Proteine im unteren Milligrammbereich liegt [10].

Mittels Modellrechnungen ermittelten BINDSLEV-JENSEN et al. Schwellenwerte
fiir die Auslosung von allergischen Symptomen, basierend auf Daten von veroffent-
lichten Provokationstests. Demnach werden nach dem Verzehr von 20ng ganzer
Erdnuss allergische Reaktionen bei einer Person in einem Kollektiv von einer Mil-
lion Erdnussallergiker erwartet. Wird ein Kollektiv von einhundert Allergikern
zugrunde gelegt, belduft sich der berechnete Schwellenwert auf 2,7 mg ganze Erd-
nuss, welcher nach Verzehr allergische Reaktionen bei einer Person auslost [9].

Fiir die Akzeptanz von Methoden sollte die Nachweisgrenze des Allergens im
Lebensmittel zwischen 1 und 100 mg/kg liegen, moglichst aber unter 10 mg/kg
[81]. Oft ist die erreichbare Nachweisgrenze jedoch unzureichend, wenn eine Mi-
norkomponente als Target ausgewéhlt wurde [8]. Eine weitere Anforderung an
die Analytik speziell von Lebensmittelallergenen ist zufriedenstellende Selektivi-
tdt auch bei verarbeiteten Lebensmitteln. Auferdem soll der Test schnell und
einfach durchzufiithren sein [8; 11].

2.2.2 Analytische Methoden

Methoden fiir den Nachweis von Allergenen in Lebensmitteln basieren auf dem
Nachweis von Protein oder DNA [8]. Es wird also entweder ein ausgewéhltes (evtl.
allergenes) Protein selbst gemessen oder ein Marker, der auf die Anwesenheit des
Proteins hinweist. DNA und Proteine, respektive deren Gehalt, konnen allerdings

26



2.2 Analytik von Allergenen

durch Verarbeitungsprozesse, insbesondere bei thermischer Behandlung, unabhén-
gig und in unterschiedlicher Weise modifiziert werden [8].

2.2.2.1 Proteinchemische Methoden

Fiir die proteinchemische Analytik von Lebensmittelallergenen erfolgt zunéchst
eine Extraktion des Lebensmittels mit einem der OSBORNE-Fraktion entsprechen-
den Extraktionsmittel. Bei der Extraktion von Proteinen aus Niissen und Saaten
ist zu beachten, dass Probleme durch den hohen Fettgehalt z. B. bei anschliefsen-
der elektrophoretischer oder chromatographischer Trennung auftreten kénnen. Die
Proben werden daher vor der Extraktion haufig mit Hexan oder Aceton entfet-
tet [209]. Zur Auftrennung der Proteine werden oft ein- oder zweidimensionale
Gelelektrophoresen durchgefiihrt. Mittels Polyacrylamid-Elektrophorese (PAGE)
lassen sich die Proteine anhand ihrer molekularen Masse trennen, unter denatu-
rierenden (SDS-PAGE) reduzierenden oder nichtreduzierenden Bedingungen oder
auch nativ [38; 210|. Die Auftrennung der Proteine nach ihrem isoelektrischen
Punkt erfolgt mittels isoelektrischer Fokussierung (IEF). Fiir immunchemische
Untersuchungen wird das Gel mit den elektrophoretisch aufgetrennten Proteinen
auf eine Membran (z. B. Nitrocellulose, Nylon, Polyvinyldifluorid, Polypropylen)
geblottet und beispielsweise mit Patientenserum, Serum von immunisierten Wir-
beltieren oder monoklonalem Antikorper (Immunoblot, Western Blot) inkubiert
[38]. Mittels zweidimensionaler PAGE lassen sich insbesondere Isoallergene iden-
tifizieren, die aufgrund nur geringer Unterschiede in der Aminoséuresequenz zwar
sehr dhnliche Molekulargewichte, aber unterschiedliche isoelektrische Punkte ha-
ben [7].

Chromatographische Methoden bedienen sich héufig lonenaustauschermedien,
Gelsdulen, Umkehrphasen, hydrophoben Interaktionsmedien und Affinitatssdulen
[151; 209; 211|. Zunehmende Bedeutung hat die massenspektrometrische Protein-
analytik erlangt, um Proteinmassen zu bestimmen (MALDI-TOF-MS) oder um
eine C-terminale Sequenzierung durchzufiihren [38].

2.2.2.2 Molekularbiologische Methoden

Methoden zur Detektion von DNA basieren meist auf deren Amplifikation mit-
tels PCR-Techniken. Die amplifizierte DNA wird gewohnlicherweise mittels Fluo-
reszenzfarbstoff oder Southern-Blotting nach Elektrophorese in einem Agarosegel
qualitativ detektiert [8]. Ein Vorteil von DNA-basierten Methoden ist die effizien-
tere und matrixunabhéngigere Extraktion der DNA im Vergleich zu Proteinen. Ein
weiterer Vorteil von PCR-Techniken ist die kiirzere Entwicklungsdauer der Me-
thode, wenn die DNA-Sequenz bekannt ist; die Generierung von Antikérpern fiir
die Verwendung in Immunoassays ist dagegen relativ langwierig [7|. Dennoch sind
PCR-Techniken durch Degradation von DNA wahrend der Verarbeitung limitiert,
und bei quantitativer PCR werden durchaus Matrixeffekte bei der Quantifizierung
beobachtet [7].
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Bei der real-time-PCR wird die Amplifizierung in Echtzeit beobachtet. Dazu
wird beispielsweise eine Sonde verwendet, welche einen ,Reporter- und einen
,Quencher‘-Farbstoff enthélt. Durch deren Nachbarschaft wird eine Fluoreszenz
verhindert. Die Sonde heftet sich nach Denaturierung der DNA zunéchst an einen
DNA-Einzelstrang und wird dann durch die 5’-Exonucleaseaktivitit der Polyme-
rase gespalten. Die Erhohung des Fluoreszenzsignals ist proportional zur Menge
des PCR-~Produkts. Bei real-time-PCR-Methoden kénnen daher quantitative Er-
gebnisse erhalten werden [8].

Beim PCR-ELISA wird zunéchst mittels entsprechender Primer ein definiertes
DNA-Fragment amplifiziert. Das PCR-Produkt wird denaturiert und auf einer
Mikrotiterplatte immobilisiert. Anschliefsend erfolgt die Hybridisierung mit einer
speziellen DNA-Sonde, welche nach Zugabe eines markierten Antikorpers quanti-
fiziert werden kann [8|.

2.2.2.3 Immunchemische Methoden

Immunchemische Methoden erméglichen die qualitative und quantitative Analyse
sowohl von kleinen Molekiilen (Haptenen) als auch von Proteinen (Antigenen).
Durch die Auswahl geeigneter Antikorper kénnen Immunoassays mit hoher Emp-
findlichkeit, Selektivitat, Robustheit, Automatisierbarkeit und hohem Durchsatz
entwickelt werden. Die wichtigsten Methoden zur Proteinanalytik mit immunche-
mischer Detektion sind der Radioallergosorbent-Test (RAST), der Enzymallergo-
sorbent-Test (EAST), die Rocket-Immunelektrophorese (RIE), das Immunoblot-
ting und der Enzymimmunoassay (ELISA). RAST und EAST finden dabei vor-
wiegend in der klinischen Allergiediagnostik Verwendung. Beim Dot-Immunoblot
werden die Proteine auf eine Membran gespottet und mittels Zugabe von Anti-
kérper semiquantitativ detektiert [8]. Bei der RIE migrieren Antigene in einem
Antikorper-enthaltendem Gel, bis Antigen-Antikérper-Komplexe im Aquivalenz-
bereich préazipitieren. Die Hohe der raketenférmigen Prazipitationsgrenzen ist pro-
portional zur Menge an enthaltenem Antigen [8]. Mittels RIE und Immunoblotting
erhélt man lediglich qualitative bzw. semiquantitative Ergebnisse. Mit Enzymim-
munoassays (EIA), die in der Routineanalytik weit verbreitet sind, ist dagegen
eine Quantifizierung moglich [8]. Immunoassays werden ausfiihrlich in Kap. 2.5
behandelt.

2.3 Antikorper und deren Gewinnung

2.3.1 Eigenschaften von Antikorpern

Antikorper, auch Immunglobuline (Ig) genannt, sind Glycoproteine, die von héhe-
ren Vertebraten (Wirbeltieren) gebildet werden. Sie dienen vorwiegend der Abwehr
von Infektionserregern bzw. von korperfremden Stoffen, indem sie diese selektiv
erkennen und binden [16; 212|. Abb. 2.2 zeigt den schematischen Autbau eines
Molekiils der mengenmaéfig bedeutendsten Immunglobulinklasse IgG.
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Abb. 2.2: Schematische Darstellung von Immunglobulin G.

Durch Verdau mit Papain erhilt man zwei Antigen-bindende Fab-Fragmente
(,Fragment Antigen Binding“) und ein nichtbindendes Fc-Fragment (,Fragment
Crystallizable) [213]. Die konstante Region von Antikérpern (Cg, Cp) ist in-
nerhalb einer Tierspezies identisch, die variable Region (Vg, Vi) dient der se-
lektiven Erkennung des Antigens. Dabei kommt es zu einer reversiblen Bindung
eines Epitops des Antigens mit dem Paratop (Bindungstasche) des Antikorpers
[16]. Die Antigen-Antikorper-Bindungen kommen hauptséchlich aufgrund von vier
Typen von intermolekularen Wechselwirkungen zustande. Zunéchst ist die elek-
trostatische Anziehung (COULOMB-Wechselwirkung) zu nennen, welche auf der
Anziehung zwischen entgegengesetzt geladenen Gruppen beruht, beispielsweise
einer positiv geladenen Guanidinogruppe der Aminosdure Arginin und einer ne-
gativ geladenen Carboxylatgruppe der Aminosdure Glutaminsdure. Wasserstoff-
briickenbindungen bilden sich jeweils zwischen einem Wasserstoffatom und einem
freien Elektronenpaar einer OH-, NHy- oder COOH-Gruppe eines benachbarten
Molekiils. VAN-DER-WAALS-Krifte werden schlieflich durch schnelle Anderungen
in der Elektronenverteilung im Molekiil induziert [16]. Hydrophobe Wechselwir-
kungen treten dagegen zwischen hydrophoben Aminosiureseitenketten auf, bei-
spielsweise zwischen den Aminosaduren Isoleucin und Valin. Es findet hierbei im
Gegensatz zu den drei zuvor erwidhnten Wechselwirkungen nur eine sehr geringe
Anziehung aufgrund unterschiedlicher Ladungen bzw. Ladungsverteilungen statt.
Die Triebkraft ist vielmehr der Entropiegewinn durch Verdrangung von Wasser-
molekiilen aus der Bindungstasche. Bis zu 50 % der Antikorper-Bindungsstéirke
lasst sich auf hydrophobe Wechselwirkungen zuriickfithren.

Zur Gewinnung von Antikorpern werden Vertebraten wie Méuse, Kaninchen,
Hiithner oder Schafe zunéchst durch Injektion eines Antigens bzw. eines Hapten-
Konjugats immunisiert. Die Qualitéit der Antikérper und damit des Immunoassays
héangt dabei stark von der Reinheit des fiir die Immunisierung verwendeten Anti-
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gens bzw. Hapten-Konjugats ab [214]. Polyklonale Antikorper werden direkt aus
Serum (in der Regel IgG) bzw. Eiern (IgY) der immunisierten Tiere gewonnen. Die
Produktion von monoklonalen Antikérpern (vorwiegend Maus, aber auch Ratte,
Kaninchen) erfolgt durch Hybridomzellen, welche mittels Fusionierung erhalten
werden.

2.3.2 Polyklonale Antikorper

Polyklonale Antikorper werden direkt aus dem Serum oder aus Eidotter von im-
munisierten Vertebraten gewonnen. Vorteile von Antikérpern aus Eidotter (in der
Regel Hiihnerei) sind dabei die grofse Menge an verfiigharem Antikorper (10g/L
IgY in Eidotter) und die nichtinvasive Gewinnung [215]. Obwohl das von immu-
nisierten Tieren gewonnene Serum direkt fiir Immunoassays eingesetzt werden
kann, werden die gewiinschten Antikorper aus Stabilitdtsgriinden und zur Mini-
mierung von unspezifischen Bindungen meist aufgereinigt. Die Aufreinigung der
Immunglobuline erfolgt dabei hdufig mittels PEG- (Aufreinigung von IgY) bzw.
Ammoniumsulfat-Fallung oder affinitdtschromatographisch, meist unter Verwen-
dung von Medien aus Protein A oder Protein G.

Die aus Serum gewonnenen Immunglobuline werden von verschiedenen B-Zell-
klonen in der immunisierten Spezies synthetisiert. Polyklonale Antikérper entspre-
chen also Mischungen von unterschiedlich konzentrierten Immunglobulin-Spezies
mit unterschiedlichen Eigenschaften wie Affinitdt und Kreuzreaktivitat. Polyklo-
nale Antikérper werden daher gelegentlich affinitdtschromatographisch weiter auf-
gereinigt, z. B. an Séulen mit immobilisiertem Analyten oder mit immobilisierten
Kreuzreaktanden. Dadurch erzielt man eine selektive An- bzw. Abreicherung von
stark kreuzreagierenden Klonen [216; 217].

2.3.3 Monoklonale Antikorper

KOHLER und MILSTEIN berichteten im Jahre 1975 erstmalig von der Gewinnung
monoklonaler Antikérper [218; 219]. Bei dieser Technologie werden zunéchst Anti-
korper sekretierende B-Zellen aus der Milz von immunisierten Tieren (Maus, Rat-
te, Kaninchen) gewonnen. Die B-Zellen werden im néchsten Schritt mit Myelom-
zellen (entartete Lymphocyten) fusioniert. Bei erfolgreicher Fusionierung erhélt
man sog. Hybridomzellen, welche das entsprechende Immunglobulin synthetisie-
ren und zugleich theoretisch unbegrenzt teilbar und lebensfiahig sind. Die Arbeits-
schritte zur Gewinnung von monoklonalen Antikérpern sind in Abb. 2.3 schema-
tisch dargestellt.

Monoklonale Antikorper sind das vorherrschend genutzte Immunreagenz [220].
Neben diagnostischen Zwecken weisen monoklonale Antikérper als Therapeutika
ein hohes wirtschaftliches Potential auf.

Der entscheidende Punkt bei der Entwicklung von monoklonalen Antikérpern
ist die Selektion der gewiinschten Klone. Hierfiir steht jeweils nur eine begrenz-
te Zeit zur Verfiigung, in der oftmals hunderte bis tausende verschiedene Klone
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Abb. 2.3: Gewinnung von monoklonalen Antikérpern.
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gescreent werden miissen. Die Selektion von Hybridomzellen fiir die Produktion
von monoklonalen Antikérpern sollte auch aus praktischen Griinden moglichst
frithzeitig erfolgen. Die Menge an verfiigharem Zellkulturiiberstand ist in diesem
Stadium allerdings limitiert. Schnelle und leistungsfahige Screeningmethoden sind
daher unabdingbar. Beim HUPO-Projekt (Human Proteome Organization) soll
beispielsweise sogar eine Antikorperbibliothek fiir zunéchst 10.000 der geschétz-
ten 200.000-1.000.000 menschlichen Proteine angelegt werden [221; 222; 223; 224].

Die Standardmethode zum Screenen von Zellkulturiiberstanden ist der Enzym-
Immunosorbent-Assay [225; 226|. Biosensoren versprechen eine Beschleunigung
des Screeningprozesses bei zugleich geringerem Verbrauch an Regenzien. Dabei
werden beispielsweise die Antikorper auf Oberflichen gespottet und mit markier-
tem Antigen inkubiert [227; 228|. Neben hohem Durchsatz ist mit Biosensoren
auch Parallelisierbarkeit und Automatisierbarkeit moglich [220; 229].

2.3.4 Rekombinante Antikorper

Mit rekombinanten Techniken ist es moglich, Antikorper in grofsen Mengen herzu-
stellen. Haupteinsatzgebiet dieser Techniken ist die Entwicklung von Antikérpern
fiir therapeutische Zwecke [230].

Antikorpergene kénnen aus Antikorper-sekretierenden B-Lymphocyten oder aus
Hybridomzellen gewonnen werden. Dafiir wird die RNA zunéchst isoliert und
mittels reverser Transkriptase in ¢cDNA (komplementire DNA) umgeschrieben.
Mittels PCR wird die cDNA amplifiziert und die der schweren und leichten Ket-
te entsprechenden Abschnitte gelelektrophoretisch aufgetrennt. Einen Meilenstein
zur Selektion der gewilinschten Gene aus den konstruierten Genbibliotheken stellt
die Phagendisplay-Technologie dar [57; 231; 232]. Der Genotyp, entsprechend ei-
nem DNA-Abschnitt im Phagen, ist hierbei direkt an den Phénotyp gekoppelt,
da der filamentose Bakteriophage die Proteinsequenz auf seiner Oberflache préa-
sentiert. Die Gene werden in einen Expressionsvektor (Phagemid) kloniert und
Wirtszellen, in der Regel Escherichia coli (E. coli), transfiziert. Nach Coinfektion
mit Helferphagen wird die Produktion der rekombinanten Phagen in der Wirtszel-
le induziert. Das Screening der Phagenbibliotheken erfolgt mittels immobilisierter
Antigene. Phagen, die entsprechende Antikérperfragmente préasentieren, werden
damit selektiv angereichert, nichtbindende Phagen werden weggewaschen. Die ge-
wiinschten Phagen werden eluiert und erneut eine Transfektion von FE. coli durch-
gefiihrt. In der Regel werden 3-6 derartige, als ,,Biopanning” bezeichnete Zyklen
durchgefiihrt und daraufhin einzelne Bakterienkolonien isoliert. Fiir manche Ap-
plikationen kénnen die isolierten Phagen direkt als Reagenz verwendet werden,
alternativ wird eine Expression von Fab-Fragmenten in FE. coli induziert. Um
noch grofsere Vielfalt zu erhalten, kann auch auf halbsynthetische Genbibliothe-
ken zuriickgegriffen werden, die durch Rekombination aus vereinigten Genbiblio-
theken oder mit Hilfe von randomisierten Nucleotidsequenzen gewonnen werden
kénnen. Die Synthese ganzer Antikdrpermolekiile ist aufgrund mangelnder Gly-
kosylierungsmechanismen und schlechter Faltung in Bakterien nicht moglich. Zu
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diesem Zweck wird daher eine entsprechende Fc-codierende Sequenz angefiigt und
der komplette Antikorper in eukaryontische Zellen wie Saccharomyces cerevisiae
exprimiert. Fiir die Produktion von sehr grofen Mengen an rekombinanten Pro-
teinen werden neuerdings biotechnologische Verfahren in Betracht gezogen, bei
denen die gewiinschten Proteine aus Sadugetierzellen, aus Milch von transgenen
Séugetieren, aus Hithnereiern oder aus Pflanzen gewonnen werden konnen [233].

2.3.5 Konjugation von Antikorpern

Die Detektion bei Enzym-Immunoassays erfolgt mittels Enzymmarkern, die in
der Regel kovalent an einen Antikorper oder an das Antigen gebunden sind.
Einige der wichtigsten Anforderungen an die Enzymmarker sind hohe selektive
Aktivitat, Stabilitdt auch in konjugierter Form, moglichst eine geringe Toxizi-
tdt und Vorhandensein von reaktiven Gruppen fiir die Durchfithrung der Kon-
jugation. Die meist verwendeten Enzymmarker sind Peroxidase aus Meerrettich
mit ABTS (2,2’-Azino-di-|3-ethylbenzthiazolinsulfonat(6)]) oder TMB (3,3,5,5-
Tetramethylbenzidin) als Substrat, alkalische Phosphatase aus Kélberdarm mit
pNPP (p-Nitrophenylphosphat) oder g-Galactosidase aus E. coli mit oNPG (o-
Nitrophenyl-3-D-galactopyranosid) [214; 234; 235|.

Obwohl die Konjugation eines Antikorpers mit einem Enzymmarker als Rou-
tinearbeit gesehen werden kann, werden in der Praxis verschiedene Methoden
angewendet und oft werden schwankende Ausbeuten und schlechte Reproduzier-
barkeit beobachtet. Prinzipiell lassen sich drei Methoden fiir die Herstellung von
Antikorper-Enzym-Konjugaten unterschieden: Aktivierung des Antikorpers, Ak-
tivierung des Enzymmarkers oder Eintopfreaktionen. Die Aktivierung der Ami-
nogruppen von Aminosaure-Seitenketten erfolgt haufig mit NHS-Ester-Maleimid-
Crosslinkern, 2-Iminothiolan (Traut’s Reagenz) oder Glutaraldehyd. Alternativ
kann eine Saccharid-Seitenkette durch oxidative Spaltung vicinaler OH-Gruppen
mit Periodat aktiviert werden. Eintopfkonjugationen werden durch Zugabe von
Glutaraldehyd zu Mischungen von Antikorper und Enzym durchgefiihrt, sind aber
relativ unattraktiv, da unkontrollierbare Oligomerisierungen stattfinden [214; 234;
236].

2.4 Charakterisierung von Antikorpern

2.4.1 Affinitdt von Antikorpern

Die Affinitdt zum entsprechenden Antigen oder Hapten ist ein wichtiger wertbe-
stimmender Parameter eines Antikorpers [237]. Fiir die meisten Anwendungen wie
Immunoassays ist hohe Affinitéat erforderlich, fiir manche Applikationen wie Im-
munaffinitdtschromatographie sind dagegen Antikorper mit geringeren Affinitaten
erwiinscht, um ausreichende Dissoziation unter milden Bedingungen erreichen zu
kénnen [238; 239]
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Die Reaktion von Antikorper mit Antigen wird durch die Gleichgewichtsreaktion
(Gl. 2.1) beschrieben.

Ak + Ag = AkAg (2.1)

Unter Anwendung des Massenwirkungsgesetzes kann die Gleichgewichtskon-
stante K ermittelt werden (Gl. 2.2).

[AkAD]
K = CAR[AY] (2.2)

Bei Antikérpern mit geringen Affinitdten betrégt die Gleichgewichtskonstante
K~ 10%-107, bei hochaffinen Antikérpern etwa K~ 10°-10'% [238].

Der in Gleichung 2.2 aufgestellte Zusammenhang ist allerdings nur bei Wechsel-
wirkung eines monovalenten Antigens mit einer Antikérperbindungsstelle giiltig.
Bei Verwendung von multivalenten Antigenen, welche gleichzeitig von mehreren
Antikérpern gebunden werden kénnen, treten dagegen mehrere Wechselwirkungen
gleichzeitig auf (Gl. 2.3).

nAk + mAg = Ak, Agnm, (2.3)

Die gesamte freie Bindungsenergie AG entspricht in diesem Fall der Summe der
einzelnen freien Bindungsenergien. Die Affinitdt multivalenter Bindungen wird
Aviditat genannt, wobei die Aviditdtskonstante ndherungsweise dem Produkt der
einzelnen Affinitatskonstanten entspricht [16].

Die Bestimmung von Antikorper-Affinitdten ist nicht trivial und viele Metho-
den sind stark fehlerbehaftet. Die Abschatzung der Affinitéiten erfolgt in der Regel
iiber die Messung von gebundenen und freien Liganden und basiert auf dem Mas-
senwirkungsgesetz [240; 241]. Die Auswertung gestaltet sich in manchen Féllen
aufgrund mangelnder Linearitdt der Graphen als schwierig. Oftmals ist auch die
zur Affinitdtsbestimmung verfiighare Menge des Liganden limitiert. In der Regel
werden daher Verdiinnungsanalysen durchgefiihrt, um grobe Abschéatzungen zu er-
halten bzw. Rangfolgen beim Screening vieler Antikorper zu ermitteln [238]. Hier-
bei werden zweckmaéfigerweise kompetitive Immunoassays unter Verwendung einer
ausreichend geringen Menge an Kompetitor durchgefiihrt. Ebenso muss die Kon-
zentration des zu untersuchenden Antikorpers optimiert werden [242; 243; 244|.

Die Kalorimetrie gilt als die Referenzmethode zur Bestimmung von Antikorper-
Affinitaten. Gl. 2.4 zeigt die Korrelation zwischen Affinitdtskonstante und freier
Standardenthalpie.

AG® = —kT - InK"® (2.4)

Der entscheidende Nachteil der kalorimetrischen Affinitdtsmessung ist der rela-
tiv geringe Betrag der freigesetzten Energie, verbunden mit dem Verbrauch einer
erheblichen Menge an Antikdrper. Bei Antikorpern mit Affinitétskonstanten von
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108, 102 bzw. 102 M~ betrigt die freigesetzte Energie AG beispielsweise 35,2,
52,8 bzw. 70,3 kJ/mol [240].

Zur Charakterisierung von Antikérpern werden daher in der Regel klassische,
mikrotiterplattenbasierte Formate oder Dot-Blots angewendet. Allerdings lasst
sich ein zunehmender Trend in Richtung Biosensoren beobachten [245]. Optische
Biosensoren wurden zunéchst in den Life Sciences und in der pharmazeutischen
Forschung verwendet. Inzwischen werden Biosensoren in der Forschung u.a. zur
parallelen und automatisierten Messung von Kinetiken, Affinitdten, Bindungsei-
genschaften und Kreuzreaktivitdten verwendet. In der Praxis kommen Biosensoren
bereits bei der qualitativen und quantitativen Bestimmung vieler Analyten zum
Einsatz [246; 247; 248; 249; 250; 251]. Auf Oberflichenplasmonresonanz (SPR,
Surface Plasmon Resonance, z. B. Biacore® oder Spreeta'™) basierende Sensoren
sind weit verbreitet zur Messung von Antigen-Antikorper-Wechselwirkungen in-
situ, ohne dass eine Markierung eingefiihrt werden muss. Dabei werden Reaktionen
auf einer mit Gold beschichteten Sensoroberfliche beobachtet. Auf der Seite des
Sensors, die der Probe gegeniiberliegt, wird die Reflexion von polarisiertem Licht
bei einer bestimmten Wellenlénge und einem bestimmten Winkel gemessen. Bei
Bindung eines Molekiils im evaneszenten Feld auf der Probenseite kommt es zu
einer Anderung des Brechungsindex, welche in einem Sensorgramm aufgezeichnet
wird [212; 252].

Bei der Benutzung von SPR-Biosensoren wurde von einer moglichen Charakteri-
sierung von = 200 Zellkulturiiberstéanden pro Tag berichtet. Um Aviditatseinfliisse
durch bivalente Antikérperbindungen auszuschlieffen, ist die Immobilisierung von
Antikorpern (Vorbeschichtung von anti-Spezies-Antikorper) der Immobilisierung
von Antigen vorzuziehen [253].

POTZ et al. berichteten von einem auf Microarrays basierenden Verfahren zur
Affinitdtsbestimmung von Fab-Fragmenten. Dieses beruht zum einen auf der Mes-
sung von gebundenen Fab-Fragmenten an immobilisiertem Antigen und zum an-
deren auf der Messung der Konzentration von Fab-Fragmenten mittels Sandwich-
Immunoassays. Aus den beiden Messwerten ermittelten die Autoren relative Affi-
nitéaten [254].

SASAKI et al. verglichen , Kinetic Exclusion“-Assays mit mikrotiterplattenbasier-
ten Methoden zur Affinitdtsbestimmung von Antikorpern. Bei , Kinetic Exclusion®-
Assays wird die Bindung von Antikérpern auf mit Antigen bzw. Hapten beschich-
teten Partikeln beobachtet. Mit , Kinetic Exclusion“-Assays beobachteten die Au-
toren geringere Fehlerraten beim Screening von Zellkulturiiberstéinden. Allerdings
stellten sie auch fest, dass mit mikrotiterplattenbasierten Methoden hohere Durch-
sitze erreicht werden kénnen [225].

2.4.2 Kreuzreaktivitat

Die Kreuzreaktivitét eines Antikorpers ist ein Maf fiir die relative Bindungsstérke
eines Kreuzreaktanden bezogen auf den Analyten. Ermittelt wird die Kreuzreakti-
vitit durch Quotientbildung aus Affinitat des Antikorpers zum Kreuzreaktanden
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und Affinitdt zum Analyten. Alternativ wird zur Berechnung der Kreuzreaktivi-
tat (CR) der Quotient aus Testmittelpunkt des Analyten und Testmittelpunkt
des Kreuzreaktanden gebildet, wobei die Testmittelpunkte mittels kompetitiver
Immunoassays (Affinitédtslimitierung) ermittelt werden (Gl. 2.5).

B IC50(Analyt)
-~ ICso(Kreuzreaktand)

CR -100% (2.5)

Es werden zwei Typen von Kreuzreaktivitdten unterschieden. Bei der ,echten®
Kreuzreaktivitdat binden zwei Liganden an die gleiche Bindungsstelle, allerdings
mit unterschiedlicher Affinitdt. In diesem Falle kann ein Kreuzreaktand bei ent-
sprechend hoher Konzentration den Analyten theoretisch komplett ,verdrangen®.
Von ,Shared Reactivity” spricht man bei Konkurrenz von Liganden, welche meh-
rere, von verschiedenen Antikérpern erkannte Epitope aufweisen, wobei einzelne
Epitope innerhalb zweier oder mehrerer Liganden vorkommen. Durch Uberschuss
eines Kreuzreaktanden kann in diesem Falle die Bindung des Analyten nicht kom-
plett inhibiert werden [255].

Die reziproke Kreuzreaktivitiat eines Antikorpers wird oft auch als Selektivitét
bezeichnet. Damit wird bei monoklonalen Antikérpern die Selektivitiat als Quo-
tient aus Affinitdat zu Analyt und Affinitdt zu Kreuzreaktand ermittelt und wird
bei Werten von > 103 als hoch erachtet. Bei polyklonalen Seren sind, wie bei der
Bestimmung von Kreuzreaktivitdten, neben den Affinitdten auch die Konzentra-
tionen der Antikdérper-Subpopulationen entscheidend [255].

Die Bestimmung von Kreuzreaktivitdten erfolgt oft mittels Dot-Blots (Grid-
Blots). Dafiir werden die Antigene bzw. Kreuzreaktanden auf einer Membran im-
mobilisiert und die Membran geblockt. Nach einer Inkubation mit Antikdrperlo-
sung und Detektion mittels markiertem anti-Spezies-Antikérper kann die Menge
an gebundenem Primérantikérper entsprechend der Kreuzreaktivitat visualisiert
werden. Der Vorteil der Dot-Blots ist der geringe Verbrauch an Antikérperlosung,
bei monoklonalen Antikérpern reicht beispielsweise eine Menge von = 80-100 pL
Zellkulturiiberstand aus [256]. Wie bei allen Immunoassays mit immobilisiertem
Antigen ist bei Dot-Blots zu beriicksichtigen, dass die Antikorper bivalent gebun-
den werden kénnen und dass fiir die Vergleichbarkeit die Antikdrperkonzentration
konstant sein muss.

2.5 Immunoassays

Radioimmunoassays wurden 1959 von YALOW und BERSON erstmals zur Messung
von Insulin beschrieben [257]. Im Jahre 1969 berichtete ABRAHAM von einem
Immunosorbent-Assay, der in Rohrchen aus Polystyrol durchgefiihrt wurde [258].

Immunoassays haben inzwischen breite Anwendung in der klinischen, Umwelt-
und Lebensmittelanalytik erlangt, zur Bestimmung beispielsweise von Pflanzen-
schutzmitteln, Hormonen, Pharmaka und Toxinen [244; 259; 260; 261; 262|. Vor
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allem beim Screening einer grofsen Probenanzahl sind Immunoassays gut geeignet,
auch werden nur geringe Probenmengen benétigt [263; 264].

Immunoassays lassen sich in homogene und heterogene Formate unterteilen.
Bei heterogenen Immunoassays werden freie und gebundene Liganden getrennt,
was durch Immobilisierung eines Reagenz auf einer Festphase gewéhrleistet wird
[214]. Heterogene Immunoassays sind universell einsetzbar und automatisierbar
und durch die Verwendung von Festphasen ist eine gute Trennung von gebunde-
nen und freien Liganden moglich [234]. Als Festphasen werden bei Immunosorbent-
Assays Materialien aus Polystyrol (oft Mikrotiterplatten oder Rohrchen mit funk-
tionalisierter Oberflache) oder Partikel aus beispielsweise Polystyrol oder Agarose
verwendet. Alternativ werden Membranen verwendet, vorzugsweise aus Nitrocel-
lulose oder Nylon, beispielsweise fiir Immunoblots [235]. Immunosorbent-Assays
mit enzymatischer Detektion werden Enzym-Immunosorbent-Assays (ELISA) ge-
nannt [235].

Immunoassays lassen sich auch anhand des Reagenzeinsatzes klassifizieren in
Prézipitations-Assays (z. B. OUCHTERLONY-Geldiffusion), Assays mit Reagenz-
tiberschuss (z.B. Sandwich-Immunoassays) und Assays mit Reagenzlimitierung
(kompetitive Assays) [234; 265]. Die am héufigsten eingesetzten Immunoassays
sind kompetitiv [263; 264]. Eine Entscheidung tiber das zu verwendende Immuno-
assay-Format wird anhand von Kriterien wie Grofse des Antigens und Vorgaben
wie Empfindlichkeit, Genauigkeit und Schnelligkeit gefillt. Antigene mit nur ei-
nem Epitop oder mit sterisch gehinderten Epitopen erfordern beispielsweise ein
kompetitives Format. Immunoassays mit Reagenziiberschuss dagegen sind emp-
findlicher als kompetitive Formate, welche ihrerseits empfindlicher als homogene
Immunoassays sind [214; 235|. Eine weitere Eigenschaft von Immunossays mit
Reagenziiberschuss ist, dass maximale Empfindlichkeit bei maximalen Reagenz-
konzentrationen erreicht wird, die Kreuzreaktionen steigen hierbei jedoch stark
an. Die theoretisch maximale Empfindlichkeit von Immunoassays mit Reagenz-
tiberschuss betréagt ein Analytmolekiil, in der Praxis wird die Empfindlichkeit
durch unspezifische Bindungen limitiert. Weitere Vorteile von Immunoassays mit
Reagenziiberschuss sind die hohere Robustheit der Antikérper-Antigen-Reaktion
gegeniiber Pufferadditiven und die Schnelligkeit des Tests. Bei Assays mit Rea-
genzlimitierung wird dagegen die maximale Empfindlichkeit bei infinitesimalen
Antikorperkonzentrationen erreicht und der Assay ist kontrolliert von der Gleich-
gewichtskonstante bzw. der Affinitét des Antikorpers [234].

Die Gleichgewichtseinstellungen bei Immunosorbent-Assays sind in der Regel
diffusionslimitiert, da die Reaktion an der Festphasenoberfliche stattfindet. Da-
her ist beim Test auf ein grofes Verhéltnis von Oberflache zu Volumen zu achten.
Zudem werden Mikrotiterplatten meist auf Schiittlern inkubiert. Bei nicht rea-
genzlimitierten Immunoassays kann alternativ bis zu einem gewissen Grad die
Reaktion iiber eine Erhéhung der Reaktandenkonzentration beschleunigt werden
[234; 235].

Fortschritte bei immunanalytischen Verfahren sind in steigender Anwender-
freundlichkeit, Genauigkeit, Selektivitat, Sensitivitdat, Schnelligkeit und Robust-
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heit zu sehen. Entscheidend beeinflussbar ist die Empfindlichkeit eines Immuno-
assays durch die Auswahl des Markers. Die klassischen radioaktiven Marker 12°1,
BIT, 35S (RIA) wurden durch Enzyme (EIA), Fluoreszenz- oder Lumineszenz-
marker substituiert, aber auch elektrochemische Detektion wird eingesetzt. Eine
Empfindlichkeitssteigerung wurde auch durch den Einsatz von DNA-markierten
Antikorpern mit anschliefender Polymerasekettenreaktion erreicht [266].

2.5.1 Kompetitive Immunoassays

Das Prinzip des indirekt-kompetitiven Immunoassays ist in Abb. 2.4 dargestellt.
Zunéchst wird Antigen auf der Mikrotiterplatte immobilisiert (Abb. 2.4 a). Pro-
teine konnen in der Regel direkt immobilisiert werden, bei kleineren Analyten
(Haptenen) wird oftmals ein Protein-Hapten-Konjugat immobilisiert. Nach einem
Waschschritt erfolgt durch Zugabe von Standard oder Probe und Antikdrperlo-
sung der Kompetitionsschritt (Abb. 2.4 b). Nach einem weiteren Waschschritt wird
durch Zupipettieren von Substrat die Farbentwicklung gestartet (Abb. 2.4 ¢). Bei
Markierung der Antikérper mit Peroxidase wird oft 3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidin
(TMB), bei Markierung mit alkalischer Phosphatase meist p-Nitrophenylphosphat
(pNPP) als Substrat verwendet. Die Farbreaktion wird bei Verwendung von Per-
oxidase durch Zugabe von Saure, in der Regel 5%ige Schwefelsdure, gestoppt.
Dabei wird das Enzym denaturiert und die Farbe des oxidierten Substrats schlagt
von Blau nach Gelb um.

Eine idealisierte Kalibrierkurve (Inhibitionskurve) eines indirekt-kompetitiven
Immunoassays ist in Abb. 2.5 dargestellt. Die Auftragung der Datenpunkte erfolgt
halblogarithmisch. Um robustere Kurven zu erhalten, wird hierfiir zweckméfsiger-
weise der Median der Einzelwerte verwendet. Die Inhibitionskurve wird in der
Regel mit einer vierparametrigen Funktionsgleichung (Gl. 2.6) nach RODBARD
beschrieben [267].

A—D
Y=———+4+D 2.6

mit:

A: obere Asymptote (maximale Absorption)
B: Steigung im Testmittelpunkt

C: Testmittelpunkt (ICs0)

D: untere Asymptote (minimale Absorption)

Einer der wichtigsten Parameter zur Charakterisierung des Tests ist der Test-
mittelpunkt (ICsy, B/Bg=150%), der einer 50%igen Inhibition des Antikorpers
entspricht. Im allgemeinen ist die Empfindlichkeit eines Tests indirekt proportio-
nal zum Testmittelpunkt, so dass bei einer Testentwicklung meist die Minimierung
des Testmittelpunkts forciert wird. Die Nachweisgrenze wird in der Regel durch
Interpolation der um die dreifache Standardabweichung verringerten Absorption
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Abb. 2.4: Prinzip des indirekt-kompetitiven Immunoassays; links: Blank, rechts:
hohe Analytkonzentration.
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Abb. 2.5: Idealisierte Kalibrierkurve eines indirekt-kompetitiven Immunoassays.
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des Blanks ermittelt. Um die Nachweisgrenze prézise ermitteln zu konnen, ist aus
statistischen Griinden eine grofe Anzahl an Blank-Messwerten erforderlich.

Beim direkt-kompetitiven Immunoassay wird dagegen zunéchst Antikérper im-
mobilisiert. Die Kompetition findet zwischen Analyt (Standard oder Probe) und
markiertem Analyt, welcher in konstanter Menge zugegeben wird, statt.

Fiir die Optimierung der Empfindlichkeit von kompetitiven Immunoassays muss
die Anzahl der verfiigharen Bindungsstellen, entsprechend der Antikérperkonzen-
tration, limitiert werden [235]. Mit sinkenden Konzentrationen von Antikorper
und Kompetitor steigt die Empfindlichkeit eines kompetitiven Immunoassays bis
zu einem Maximum, welches abhéngig von der Affinitiat des Antikorpers ist [248].

2.5.2 Immunoassays mit immobilisiertem Antigen

Das Prinzip von Immunoassays mit immobilisiertem Antigen entspricht dem von
Sandwich-Immunoassays (Abb. 2.6), wobei die Immobilisierung von Fangeran-
tikorpern wegfallt. Bei Immunoassays mit immobilisiertem Antigen wird daher
zundchst Antigen auf der Festphasenoberfliche beschichtet. Nach einem Wasch-
schritt wird mit markiertem Detektionsantikorper inkubiert und nach einem weite-
ren Waschschritt mittels Farbreaktion die Menge an gebundenem Detektionsanti-
korper gemessen. Immunoassays mit immobilisiertem Antigen werden zur Messung
der Antigenkonzentration (Beschichtungsschritt) bzw. von Antikorper-Affinitéiten
verwendet. Zu beachten ist, dass bei Verwendung von hohen Antigenkonzentratio-
nen bei der Beschichtung Verfilschungen (z.B. von Titer, scheinbarer Affinitét)
durch multivalente Bindungen auftreten konnen. Nach dem Massenwirkungsgesetz
wird die Menge an gebundenem Detektionsantikérper vor allem von dessen Kon-
zentration und Affinitdt beeinflusst. Mit diesem Format ist daher ein Vergleich
von Antikorper-Affinitdten nur moglich, wenn die Antikorperkonzentrationen und
Beschichtungsdichten konstant sind [235].

2.5.3 Sandwich-Immunoassays

Das Prinzip von Sandwich-Immunoassays ist in Abb. 2.6 dargestellt. Zunéchst
wird Fangerantikorper auf der Oberfliche der Festphase immobilisiert. Die in der
Regel durchgefiihrte passive Adsorption von Proteinen auf Polystyrol kommt dabei
durch Ausbildung von starken hydrophoben Bindungen mit der Festphasenoberfla-
che zustande [235]. Nach einem Waschschritt wird Standard bzw. Probe inkubiert,
wobei der Analyt an immobilisierten Fangerantikérpern bindet (Abb. 2.6 a). Durch
die Selektivitat des Fangerantikorpers entspricht dieser Schritt einer Immunaffini-
tatsanreicherung bzw. Immunextraktion [248]. Nach einem weiteren Waschschritt
wird Detektionsantikorper zugegeben (Abb. 2.6 b), welcher an ein freies Epitop
des Analyten bindet. Der Detektionsantikorper ist entweder direkt markiert oder
es erfolgt ein weiterer Inkubationsschritt mit markiertem anti-Spezies-Antikorper.
Die Quantifizierung des gebundenen markierten Antikérpers (Abb. 2.6 ¢) erfolgt
wie in Kap. 2.5.1 erlautert. Im Gegensatz zum kompetitiven Immunoassay ist
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Abb. 2.6: Prinzip des Sandwich-Immunoassays; links: Blank, rechts: hohe Analyt-
konzentration.

die Korrelation zwischen Analytkonzentration und Signalintensitit positiv; hohe-
re Analytkonzentrationen resultieren also in héheren Absorptionen.

Fiir den Nachweis mittels Sandwich-Immunoassays muss der Analyt mindestens
zwei Epitope aufweisen, die gleichzeitig von zwei Antikorpern gebunden werden
konnen, der Analyt muss also relativ grofs sein [264]. Als entscheidende Vorteile von
Sandwich-Immunoassays sind hohe Empfindlichkeit und Schnelligkeit durch Rea-
genzieniiberschuss und hohe Selektivitdt durch Erkennung zweier Bindungsstellen
zu nennen. Aufserdem ist der dynamische Bereich breiter als bei kompetitiven
Immunoassays [235; 266]. Die Testdauer eines nicht-kompetitiven Immunoassays
lasst sich zudem bis zu einer gewissen Sattigungsgrenze, bei der die unspezifischen
Bindungen deutlich erhoht sind, in hohem Mafse durch die gewéhlten Antikorper-
konzentrationen beeinflussen [248].

Bei symmetrischen Sandwich-Immunoassays, wenn also der Analyt mehrere
identische Epitope aufweist, welche sowohl von Fangerantikorper als auch von
Detektionsantikorper erkannt werden, miissen Analyt und Detektionsantikorper
sequentiell zugegeben werden. Bei asymmetrischen Konfigurationen ist prinzipi-
ell eine gleichzeitige Zugabe von Analyt und Detektionsantikdrper moglich, wobei
hier dennoch auf sterische Hinderung oder inhibitorische Effekte (Hook-Effekt bei
hohen Antigenkonzentrationen) geachtet werden muss [235|. Als Hook-Effekt wer-
den kompetitive Effekte bezeichnet, die ab einem bestimmten Schwellenwert der
Analytkonzentration zu sinkenden Signalintensitéten fithren [248].

Zur Bestimmung von Nachweisgrenzen in Sandwich-Immunoassays wird die Ein-
haltung eines Konfidenzintervalls von 99,8 % empfohlen, wodurch sich bei einer
groken Stichprobenmenge die Nachweisgrenze durch Interpolation der mittleren
Absorption des Blanks plus 2,8facher Standardabweichung ermitteln lasst. In der
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Praxis wird meist die dreifache Standardabweichung zur mittleren Absorption des
Blanks addiert [234].

Um die Empfindlichkeit von Immunoassays zu erhéhen, sind unspezifische Bin-
dungen zu minimieren, was gewohnlicherweise durch die Applikation von Blo-
ckungsmitteln wie nichtionischen Detergentien oder Proteinen erreicht werden
kann 235]. Bei der Immobilisierung von Antikorpern fiir Sandwich-Immunoassays
ist auf die maximale Bindungskapazitidt der Oberfliche zu achten. Die Antikor-
perkonzentration sollte &~ 10mg/L IgG nicht tibersteigen, da sich sonst instabile
Multischichten ausbilden kénnen. Diese fithren zu starker Zunahme von unspezifi-
schen Bindungen und damit zur Verminderung der Empfindlichkeit [235]. Aufer-
dem ist bei Sandwich-Immunoassays zu beriicksichtigen, dass bei einer gegebenen
Antikérperkombination die Wahl des Fangerantikorpers von der Affinitdt abhén-
gig zu machen ist. Der Assay ist bei Immobilisierung des affineren Antikérpers und
Detektion mit dem weniger affinen Antikérper empfindlicher als umgekehrt [234].
HAYASHI et al. stellten fest, dass nur wenige Schritte von Sandwich-Immunoassays
signifikanten Anteil an der Préazision des Tests haben. Dabei handelt es sich um die
pipettierten Proben- bzw. Substratvolumina und inhérente Absorptionsschwan-
kungen der einzelnen Kavitdten der Mikrotiterplatte [268|.

Die Kreuzreaktivitit des Fangerantikorpers bestimmt in hohem Mafe die ge-
samte Kreuzreaktivitat des Sandwich-Immunoassays. Hohe Kreuzreaktivitiaten des
Fangerantikorpers kdnnen je nach Selektivitat des Detektionsantikorpers zu einer
Erhéhung oder Verringerung des Signals bei gegebener Analytkonzentration fiih-
ren [248]|. Durch die in Immunoassays mit Reagenziiberschuss nicht vorhandene
Affinitétslimitierung des Detektionsantikorpers ist dessen Selektivitdtsanteil ge-
ringer als die in kompetitiven Tests ermittelte Selektivitat.

Um Antikoérperpaare fiir die Entwicklung von Sandwich-Immunoassays zu fin-
den, werden gewohnlicherweise zunédchst Antikorper unabhéngig voneinander ge-
screent, und in einem weiteren Screeningschritt werden sdmtliche Kombinationen
aus jeweils zwei positiven Antikorpern getestet. Um die beim Antikérperpaar-
Screening gebundene Menge des Detektionsantikorpers messen zu kénnen, wird in
der Regel markierter anti-Spezies-Antikorper verwendet, was jedoch voraussetzt,
dass die beiden Antikorper jeweils paarweise von verschiedenen Spezies stammen
(Abb. 2.7 a) [214]. Bei Screening von homologen Antikérperpaaren, wenn also
beide Antikorper von der selben Spezies stammen, kann die Bindung des Detekti-
onsantikorpers mittels Oberflichenplasmonresonanz-Spektroskopie labelfrei beob-
achtet werden, was allerdings nur unter geringem Durchsatz moglich ist [269]. Auf-
grund schneller Produktzyklen u. a. in der diagnostischen Forschung sind schnelle
Screeningmethoden mit hohem Durchsatz erforderlich. Besonders fiir die Entwick-
lung von Sandwich-Immunoassays sind in der Regel sehr viele Tests notwendig, um
aus allen moglichen Antikérper-Kombinationen die geeignetsten herauszufiltern.
Um beispielsweise 400 Antikorperpaare in einem Oberflachenplasmonresonanz-
Biosensor zu testen, wird ein Zeitbedarf von knapp fiinf Tagen angegeben [270].
Mikrotiterplattenbasiertes Screening von homologen Antikoérperpaaren erfordert
dagegen kovalent markierte Detektionsantikérper. Die Konjugation von Antikor-

42



2.5 Immunoassays

—
2
b)¥

K
X
¥

|
Monoklonaler Fanger-
bzw. Detektionsantikorper =b
(Maus) und Antigen

Unmarkierter bzw. Biotinylierter mono-
Y markierter anti-Maus- klonaler Antikérper und
Antikérper markiertes Avidin

—h

£
¥

Markiertes Fab-Fragment
bzw. Protein G

Polyklonaler Detektions-
antikdrper und
entsprechender markierter
anti-Spezies-Antikdrper

Kovalent markierter
monoklonaler Antikérper

Abb. 2.7: Problematik beim Screening von homologen Antikérperpaaren. a) Bei
Verwendung von Antikorpern zweier Tierspezies kann der Detektions-
antikorper mit anti-Spezies-Antikorpern detektiert werden. b) Bei An-
tikdrpern der gleichen Tierspezies ist bei Verwendung von anti-Spezies-
Antikérpern keine Diskriminierung méglich. ¢) Monoklonale Antikorper
werden mit markierten Fab-Fragmenten vorinkubiert. d) Vorinkubation
mit markiertem Protein G. e) Biotinylierung der Detektionsantikérper
und Inkubation mit Avidin- bzw. Streptavidin-Konjugat. f) Vorinkuba-
tion der Detektionsantikorper mit markierten anti-Spezies- Antikorpern.
g) Verwendung von kovalent markierten Detektionsantikorpern.
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pern ist allerdings relativ aufwandig, besonders wenn die Antikérper nur als Zell-
kulturiiberstéinde verfiighar sind und daher vor der Konjugation zunéchst aufge-
reinigt werden miissen [227]. Screening von Antikérperpaaren wird inzwischen als
kommerzieller Service angeboten, was dessen Bedeutung veranschaulicht [271].

In dieser Arbeit wurde daher versucht, Detektionsantikorper mit verschiedenen
Techniken bzw. Reagenzien in-situ zu markieren. Insbesondere sollte untersucht
werden, inwieweit die Markierungstechniken fiir das Screening von homologen An-
tikdrperpaaren geeignet sind, wenn die Antikérper nur als Zellkulturiiberstdnde
vorliegen. Eine Ubersicht der entsprechenden Screeningstrategien ist in Abb. 2.7
zusammengestellt.

2.5.4 Teststreifen-basierte Systeme

Im Rahmen des EU-geférderten Forschungsprojekts ,AllergenTest” sollten neben
mikrotiterplattenbasierten Methoden auch einfach durchzufiihrende Lateral-Flow-
Schnelltests (LFD, ,Lateral Flow Device”) und homogene Teststreifen entwickelt
werden. Lateral-Flow-Schnelltests sind preiswerte und schnelle Alternativen zu
mikrotiterplattenbasierten Immunoassays, und ermdoglichen eine qualitative De-
tektion des Analyten im Extrakt, ohne dass weitere Chemikalien oder Gerite
benotigt werden [8].

Immunanalytische Lateral-Flow-Schnelltests sind eine Weiterentwicklung von
homogenen Latex-Agglutinationstests, welche bereits 1956 beschrieben wurden
[272; 273]. Aufbau und Funktionsweise von Lateral-Flow-Schnelltests, basierend
auf einem Sandwich-Immunoassay, sind schematisch in Abb. 2.8 dargestellt. Die
Probe wird durch eine Offnung der Einheit auf ein Kissen getropft, auf dem sich
mit entsprechendem Antikorper beschichtete Latexpartikel in hohem Uberschuss
befinden (Abb. 2.8 a). Kapillarkréfte bewirken den Transport der Flissigkeit tiber
eine Membran, die meist aus Nitrocellulose besteht. Am anderen Ende der Mem-
bran befindet sich ein weiteres Kissen, welches die Fliissigkeit aufsaugt. Somit
wird ein lateraler Fluss der Losung einige Minuten lang aufrechterhalten. In der
Probe enthaltene Analytmolekiile werden zunéchst von Antikérpern gebunden,
welche auf den Latexpartikeln beschichtet sind. Beim Passieren der aus immobi-
lisierten Féangerantikorpern bestehenden Testlinie (T) werden die Komplexe aus
Latexpartikeln und Analyt gebunden (Abb. 2.8 b). Dadurch entwickelt sich im De-
tektionsfenster an entsprechender Stelle eine blaue Féarbung. Uberschiissige Latex-
partikel werden im weiteren Verlauf des Tests an der Kontrolllinie (C) gebunden
(Abb. 2.8 ¢). Diese besteht aus immobilisierten anti-Spezies-Antikérpern und dient
als Kontrolle fiir den korrekten Ablauf des Schnelltests. Der Test ist damit positiv,
wenn an der Test- und an der Kontrolllinie ein Signal sichtbar ist. Wenn nur an
der Kontrolllinie ein Signal erkennbar ist, liegt die Analytkonzentration im FEx-
trakt unterhalb der Nachweisgrenze. Falls sich an der Kontrolllinie kein Signal
entwickelt, ist der Test als fehlerhaft zu werten und muss wiederholt werden [212].

Homogene Teststreifen basieren auf verschiedenen Technologien. Zur Detektion
von Haptenen verwendete Teststreifen basieren oft auf Apoenzym-Reaktivierungs-
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Abb. 2.8: Funktionsweise des Lateral-Flow-Schnelltests. C: Kontrolllinie, Signal-
entwicklung bei korrektem Testverlauf. T: Testlinie, Signalentwicklung
bei positivem Ergebnis.

Immunoassays (ARIS) [214; 274|. Hierbei wird das aus Apoenzym reaktivierte
Holoenzym gemessen, wobei die Menge an fiir die Reaktivierung verfiigharem
Cofaktor limitiert ist und mit der Analytmenge korreliert. Neben der oftmals
schwierigen Darstellung des Apoenzyms ist bei diesem Testformat ein geeigneter
Kompetitor entscheidend, welcher vom Antikérper oder Apoenzym (unter Regene-
ration des Holoenzyms) gebunden werden kann, aber nicht von beiden gleichzeitig

[275; 276).

Eine weitere Moglichkeit zur Entwicklung von homogenen Teststreifen ist die
Anwendung der ,Enzyme-Channeling*“-Technologie. Dabei wird eine Reaktion be-
obachtet, in der zwei Enzyme involviert sind. Bei der ersten Enzymreaktion wird
hierbei ein Produkt gebildet wird, welches als Substrat der zweiten Enzymreak-
tion fungiert. Sowohl kompetitive als auch nichtkompetitive Enzyme-Channeling-
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Abb. 2.9: Schematische Darstellung eines Sandwich-Immunoassays mit Detektion
tiber Enzyme-Channeling (AG: Antigen; GOD: Glucoseoxidase; POD:
Peroxidase; TMB: 3,3’,5,5-Tetramethylbenzidin).

Immunoassays wurden beschrieben [214; 234|. Bei vielen Enzyme-Channeling-
Immunosensoren erfolgt die Detektion elektrochemisch [277; 278; 279]. Von Gluco-
seoxidase erzeugtes Wasserstoffperoxid oxidiert zunéchst Peroxidase, welche dann
elektroenzymatisch reduziert wird. Die Messung des elektrochemischen Potentials
erfolgt gegen eine Ag/AgCl-Referenzelektrode. Im Rahmen dieser Arbeit sollten
auch Teststreifen entwickelt werden, die auf der Enzyme-Channeling-Technologie
basieren. Das dabei zugrundeliegende Prinzip ist in Abb. 2.9 dargestellt. Gluco-
se, TMB und Katalase liegen bei diesem Format im Uberschuss in der Losung
vor. Glucose wird zunédchst von Glucoseoxidase zu Gluconsdure unter Bildung
von Wasserstoffperoxid oxidiert. Wenn sich Peroxidase in Nachbarschaft zur Glu-
coseoxidase befindet, wird TMB mit Hilfe des entstandenen Wassserstoffperoxid
unter Farbentwicklung oxidiert. Da die beiden Enzyme jeweils kovalent an einen
Antikorper gebunden sind, ist der Abstand der beiden Enzyme zueinander gering,
wenn die Antikérper einen Sandwich-Komplex ausbilden. Das im Uberschuss ge-
bildete Wasserstoffperoxid wird bei nicht sofortiger Reaktion mit Peroxidase von
Katalase inaktiviert, welche sich im Uberschuss in der Losung befindet.

2.6 Stand der Analytik

2.6.1 Mikrotiterplattenbasierte Immunoassays

Viele Immunoassays zum Nachweis von Proteinen aus Erdnuss oder Baumniissen,
wie Haselnuss, Mandel oder Cashew, wurden bereits veroffentlicht [280; 281; 282].
In den meisten Fallen wird von den verwendeten Antikorpern nur eines oder we-
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nige der Erdnuss- bzw. Baumnussproteine erkannt. Wenn allerdings eine Probe
positiv ist, also mindestens ein Protein oder Allergen gefunden wurde, ist davon
auszugehen, dass samtliche Proteine bzw. Allergene der entsprechenden Spezies
(Erdnuss oder Baumnuss) in der Probe vorhanden sind. Die Stabilitidt der ver-
schiedenen Erdnuss- bzw. Baumnussproteine ist zwar stark unterschiedlich, dem
Allergiker ist jedoch normalerweise nicht bekannt, gegen welche Proteine er aller-
gisch ist [81]. Fiir einen zuverldssigen Nachweis muss also gewéhrleistet sein, dass
eine Korrelation zwischen Speziesnachweis und dem Vorhandensein von (allerge-
nen) Proteinen besteht [206].

2.6.1.1 Erdnuss

Mit einem Radioimmunoassay (RIA) unter Verwendung von Patientenserum er-
reichten KEATING et al. eine Nachweisgrenze von 87,5 mg/kg Erdnuss [283].

HOLZHAUSER et al. entwickelten einen indirekt-kompetitiven Immunoassay mit
polyklonalen Antikérpern aus Kaninchen, die Extraktion der Proben erfolgte mit
einem Tris-Tricin-Puffer (pH 8,6). Die Nachweisgrenze des Tests lag bei 2mg/kg
Erdnussprotein, die Wiederfindung zwischen 84-126 % bei > 13 mg/kg Erdnuss-
protein in der Probe [133]. YEUNG et al. entwickelten einen kompetitiven Immuno-
assay mit polyklonalen Antikérpern aus Kaninchen mit einer Nachweisgrenze von
0,4 mg/kg Erdnussprotein und Wiederfindungen von 45-100 %. Extraktionspuffer
war PBS bzw. PBST und Kreuzreaktivitdten bei Konzentrationen der Kreuzreak-
tanden von <40mg/L wurden nicht beobachtet [284].

Mit einem Sandwich-Immunoassay, basierend auf monoklonalen Féngerantikor-
pern (Maus), und polyklonalen Detektionsantikorpern (Kaninchen), erreichten
HEFLE et al. eine Nachweisgrenze von 40 mg/L Erdnussprotein. Als Extraktions-
puffer wurde PBS bei pH 7,0 verwendet [285]. Mit einem Sandwich-Immunoassay,
bestehend aus zwei monoklonalen Antikérpern (Maus) konnten POMES et al. das
Erdnussallergen Ara hl bis zu einer Nachweisgrenze von 30 ng/L detektieren, die
Extraktion der Proben erfolgte mit PBS. Die Wiederfindung lag zwischen 6-105 %,
bei Messungen in Schokoladen wurden allerdings oft falsch negative Ergebnisse
erhalten [286]. STEPHAN und VIETHS entwickelten einen Sandwich-Immunoassay
zum Nachweis von Erdnussprotein. Die Extraktion erfolgte mit Tris-Tricin-Puffer
(pH8,6) und die Nachweisgrenze betrug 70 pg/kg Erdnussprotein. Die Wieder-
findung lag bei Schokoladen zwischen 64,3 und 141,8 % [287]. KOPPELMAN et
al. entwickelten einen Sandwich-Immunoassay zur Detektion des Erdnussallergens
Ara hl mit einer Nachweisgrenze von 0,1 mg/kg Erdnuss und einer Wiederfin-
dung zwischen 35-75% [8]. Mit einem Sandwich-Immunoassay mit polyklonalen
Antikorpern aus Kaninchen erreichten ERIKSSON et al. eine Nachweisgrenze von
1 mg/kg Erdnussprotein [288]. KECK-(GASSENMEIER et al. berichteten von einem
Sandwich-Immunoassay mit einer Nachweisgrenze von 2mg/kg Erdnussprotein.
Die Testdauer betrug mehrere Stunden und die Extraktion der Proben erfolgte
mit TBS (pH8,2). Durch Zusatz von 12,5 % Fischgelatine zum Extraktionspuffer
konnten die Autoren die Wiederfindung von 2-3 % auf 61-97 % erhéhen [289).

47



2 Theoretische Grundlagen

Tab. 2.1: Kommerziell erhéltliche Testkits zum Nachweis von Erdnussprotein.
Bei samtlichen Testkits handelt es sich um Sandwich-Immunoassays.

Hersteller (Produkt) Targetprotein ~ NWG
[mg/kg]
ElisaSystems (Peanut Allergen) Ara h2 1
Pro-Lab Diagnostics (Prolisa Peanut Pak Kit) Erdnussprotein 1,6
Tepnel (BioSystems Peanut) Ara hl <0,1
R-Biopharm AG (Ridascreen Fast Peanut) Erdnussprotein 2
Neogen (Veratox for Peanut) Erdnussprotein <25
Elisa Technologies (Elisa-Tek Peanut) Ara hl 0,5

NEWSOME et al. kombinierten Immunoaffinitdtsanreicherung mit Enzymimmu-
noassays und konnten Erdnussprotein mit einer Wiederfindung von 72-84 % in
Schokoladen bei einer Nachweisgrenze von 0,1 mg/kg nachweisen [290)].

Kommerziell erhéltliche Testkits zum Nachweis von Erdnussprotein, basierend
auf Sandwich-Immunoassays, sind in Tab. 2.1 zusammengefasst [8; 291|. Fiinf
der kommerziell erhaltlichen Testkits zum Nachweis von Erdnussprotein wurden
im Rahmen eines européischen Ringversuchs untersucht. Als Lebensmittelmatrix
wurden Keks und Zartbitterschokolade verwendet, welche mit 0-10 mg/kg Erdnuss
dotiert wurden. Die Wiederfindungen, gemittelt fiir jeden Testkit, reichten von 73—
191 % fiir Kekse und 44-152 % fiir Zartbitterschokolade. Falsch negative Resultate
wurden nur bei den geringen Dotierungen < 2,5mg/kg Erdnuss im Lebensmittel
erhalten, der Anteil falsch negativer Resultate lag dabei zwischen 0-25% [292].
Oftmals waren die Wiederfindungen besonders niedrig in Schokoladen mit hohem
Kakaoanteil [291].

Quantitative Ergebnisse bzw. Wiederfindungen bei kommerziell erhéltlichen Im-
munoassays zur Bestimmung von Erdnuss kénnen signifikant voneinander abwei-
chen. Aus Griinden der Vergleichbarkeit ist daher die Verwendung von identischen
Standards zwingend notwendig. Bei Dotierung mit rohen Erdniissen werden bei-
spielsweise deutlich hohere Wiederfindungen als bei Dotierung mit gerosteten Erd-
niissen gefunden, wenn die vom Testhersteller mitgelieferten Standards verwendet
werden [291; 293]. Eine entscheidende Rolle fiir die Variabilitit spielt auch die Pro-
benahme. Bei der Messung von Erdnuss in Miisliriegeln und Schokoladen fithrten
TRUCKSESS et al. >97% der gesamten Varianz auf die Probenahme zuriick, die
Varianz der eigentlichen Messung war vernachléssigbar. Fiir richtige Ergebnis-
se muss daher die Stichprobe moglichst grof gewéhlt werden [294]. Bei weiteren
Messungen konnten TRUCKSESS et al. mit dem Testkit von Neogen Erdnuss zu
73-89 % in Miisliriegeln und zu 78-104 % in Milchschokolade wiederfinden [294].
Die beim Testkit von R-Biopharm verwendeten polyklonalen Antikérper wurden
durch Immunisierungen mit Extrakten aus rohen und gerosteten Erdniissen ge-
wonnen. Der Test kann fiir die Untersuchung von Cerealien, Schokoladen, Keksen
und Eiscreme eingesetzt werden und die Testdauer wird mit 30 min angegeben
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[295]. Mit dem Testkit von R-Biopharm wurde Erdnuss in Eiscreme, Keksen und
Friihstiickscerealien zu 60-81 % wiedergefunden [296]. Bei von WHITAKER et al.
durchgefiihrten Studien wurden die geringsten Abweichungen (maximale Richtig-
keit) von 16 % bei Verwendung des Testkits von Neogen ermittelt, gefolgt von
mittleren Abweichungen von 26 % bei Verwendung des Testkits von R-Biopharm.
Die besten Prézisionen wurden dagegen mit dem Testkit von R-Biopharm erhalten
(CV=4.2%), an zweiter Stelle rangierte der Testkit von Neogen. Mit den Test-
kits von Pro-Lab Diagnostics und Elisa Technologies wurden deutlich geringere
Richtigkeiten und Prézisionen erhalten [297].

2.6.1.2 Haselnuss

HOLZHAUSER et al. entwickelten einen Sandwich-Immunoassay zum Nachweis von
Haselnuss, basierend auf polyklonalen Antikorpern aus Kaninchen und aus Schaf.
Die Proben wurden extrahiert mit Tris-Tricin-Puffer (pH 8,6). Die Nachweisgren-
zen lagen bei 30-430 pg/kg Haselnussprotein in vielen Matrices, die Wiederfindun-
gen beliefen sich auf 67-132 % [191]. Mit einem Sandwich-Immunoassay erreichten
KOPPELMAN et al. unter Verwendung von polyklonalen Antikérpern aus Kanin-
chen eine Nachweisgrenze von 5 pg/L Haselnussprotein im Extrakt, entsprechend
0,1 mg/kg Haselnussprotein im Lebensmittel. Die Kreuzreaktivitdten betrugen bis
zu 0,08% und die Extraktion erfolgte mit Tris-Puffer bei pH 8,2 [298]. Mit ei-
nem Sandwich-Immunoassay unter Verwendung von polyklonalen Antikérpern aus
Huhn erreichten BLAIS et al. Nachweisgrenzen von 0,5 mg/kg Haselnussprotein in
Friihstiickscerealien, von 0,25 mg/kg in Eiscreme und von 0,12 mg/kg in Kuchen
[299].

DRS et al. entwickelten einen indirekt-kompetitiven Immunoassay, basierend auf
polyklonalen Antikérpern aus Huhn. Die Nachweisgrenze lag bei 0,1 mg/kg Hasel-
nussprotein, die Kreuzreaktivititen fiir einige Niisse und Saaten lagen allerdings
trotz Affinitdtsreinigung bei bis zu 8 % [300]. Mit einem indirekt-kompetitiven
Immunoassay unter Verwendung von Patientenserum erreichten KOPPELMAN et
al. Nachweisgrenzen von 30 png/L Haselnussprotein im Extrakt (0,6 mg/kg Hasel-
nussprotein im Lebensmittel). Allerdings wurden starke Kreuzreaktivititen festge-
stellt, vor allem gegeniiber Walnuss [298]. Ein indirekt-kompetitiver Immunoassay
mit polyklonalen Antikérpern (Kaninchen) wurde von BEN-REJEB et al. mit einer
Nachweisgrenze von 0,45 mg/kg Haselnussprotein beschrieben. Die Wiederfindung
lag bei 64-97 % in Schokoladen, Cerealien, Keksen und Eiscreme und der Extrak-
tionspuffer bestand aus PBST mit Zusatz von Triton X-100 [301].

Mit einem Sandwich-Immunoassay-Testkit der Firma R-Biopharm kann Hasel-
nuss bis zu einer Nachweisgrenze von 1,5 mg/kg Haselnuss bei einer Testdauer von
30min detektiert werden. Ein Testkit der Firma ElisaSystems, ebenso basierend
auf einem Sandwich-Immunoassay, detektiert Haselnuss bis zu einer Nachweis-
grenze von 1mg/kg [8].

Wie bei den Immunoassays zum Nachweis von Erdnuss beobachtet, spielt auch
bei der Wiederfindung von Haselnuss die Dotierung bzw. der verwendete Kalibrier-
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standard eine entscheidende Rolle. Bei den kommerziellen Testkits werden in der
Regel keine Angaben iiber Sorte, Rostgrad, Extraktionsbedingungen o. &. der mit-
gelieferten Standards gemacht, also Parameter, die entscheidend die Wiederfindun-
gen beeinflussen. Auch aufgrund der geringen Stabilitdt von Haselnussproteinen
werden daher haufig schlechte Wiederfindungen erhalten, wenn die mitgelieferten
Standards zur Kalibrierung verwendet werden und die Dotierung der Proben mit
selbst hergestellten Haselnussextrakten oder mit Haselnussmehl erfolgt [302].

2.6.2 Teststreifen

Teststreifenbasierte Sandwich-Immunoassays beruhen meist auf heterogenen For-
maten, welche mehrere Waschschritte erfordern. Zunéchst wird Antikérper auf
der Oberfldche des Teststreifens (z. B. Membran) immobilisiert, dann erfolgt ei-
ne Inkubation der Probe und schlieflich wird mit Antikorper detektiert, der z. B.
mit kolloidalem Farbstoff oder mit einem Enzym markiert ist. Mit Sandwich-
Immunoassay-Teststreifen wurden bei Verwendung von Proteinlosungen Nach-
weisgrenzen bis zu 10 pg/L Protein erreicht [303; 304; 305; 306; 307; 308; 309.
Die Testdauer von Teststreifen, welche mehrere Waschschritte erfordern, ist aller-
dings, verglichen mit mikrotiterplattenbasierten Immunoassays, meist nicht signi-
fikant kiirzer. Zudem kann in der Regel nur eine Probe je Teststreifen gemessen
werden.

STEPHAN et al. entwickelten Teststreifen zum Nachweis von Erdnuss- und Ha-
selnussprotein, welche auf Sandwich-Immunoassays basieren. Mit den Teststreifen
erreichten sie Nachweisgrenzen von 10 pg/L Erdnuss- bzw. Haselnussprotein, ent-
sprechend 1mg/kg Erdnuss- bzw. Haselnussprotein im Lebensmittel, bei einer
Testdauer von 3 bzw. 4 Stunden [310]. LEITZENBERGER et al. entwickelten Test-
streifen, die auf Sandwich-Immunoassays basieren und bei denen mehrere Wasch-
und Inkubationsschritte durchgefithrt werden miissen. Mit polyklonalen Antikor-
pern aus Huhn wurde Erdnuss und Haselnuss detektiert. Die Nachweisgrenzen
betrugen 200 pg/L Haselnuss bzw. < 200 pg/L Erdnuss im Extrakt, entsprechend
2mg/kg Haselnuss bzw. <2mg/kg Erdnuss im Lebensmittel [311]. Zum Nach-
weis von Ara hl entwickelten MILLS et al. heterogene Teststreifen im Sandwich-
Immunoassay-Format mit polyklonalen Antikérpern aus Kaninchen. Die Nach-
weisgrenzen betrugen 0,01 % Erdnuss in Marzipan und 0,1 % Erdnuss in Schoko-
lade. Die Testdauer war 35 min und die Extraktion der Proben erfolgte mit TBS
bei pH 8,2 [151].

BLAIS et al. entwickelten einen heterogenen Sandwich-Immunoassay auf Polyes-
terstreifen (Dot-Immunoblot) mit polyklonalen Antikérpern aus Huhn. Es konnten
1,2mg/kg Erdnussprotein in Matrices wie Eiscreme oder Kartoffelchips nachge-
wiesen werden, bei Schokoladen lag die Nachweisgrenze hoher. Die Extraktion
der Lebensmittel erfolgte mit PBST mit einem Zusatz von 4 % Magermilchpul-
ver [312]. Mittels Dot-Blot-Sandwich-Immunoassays mit polyklonalen Antikor-
pern aus Huhn zur parallelen Detektion von Erdnuss, Haselnuss und Paranuss
erreichten BLAIS et al. Nachweisgrenzen zwischen 0,1 und 1mg/kg [313]. Mit
Dot-Immunoblots zur Detektion von Erdnuss, basierend auf humanem Serum,
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erreichten SCHAPPI et al. Nachweisgrenzen von 50 mg/kg Erdnuss in Cerealien,
Keksen, Kuchen und Snacks. Die Extraktion der Proben erfolgte in Puffer mit 6 M
Harnstoff [5].

Bei den am héaufigsten beschriebenen Teststreifensystemen muss also der Test-
streifen in die Probe und mehrfach in Reagenzien eingetaucht werden. Zwischen
den Inkubationsschritten finden Waschschritte statt. Bei heterogenen Teststrei-
fen dieser Art ist der apparative und zeitliche Aufwand relativ hoch. Dagegen
liegt die Testdauer von Lateral-Flow-Schnelltests (siche Kap. 2.5.4) in der Regel
bei <15 min. Es muss lediglich Probe aufgegeben und die Signalentwicklung ab-
gewartet werden; der Gesamtaufwand ist dabei also minimal. Allerdings ist die
Methodenentwicklung bei Lateral-Flow-Schnelltests meist zeitintensiver.

WEN et al. entwickelten einen kompetitiven Lateral-Flow-Schnelltest zum Nach-
weis des Erdnussallergens Ara hl. Auf dem Startpunkt befanden sich mit Sulfo-
rhodamin B gefirbte Liposomen, die auf der Oberflache mit Biotin markiert und
mit Ara hl beschichtet waren. Auf der Testlinie wurde anti-Ara-hl-Antikorper
immobilisiert, auf der Kontrolllinie Avidin. Die erreichte Nachweisgrenze betrug
0,45mg/L Ara hl im Extrakt bzw. 10 mg/kg Ara hl im Lebensmittel bei Beriick-
sichtigung des angegebenen Extraktionsverhéltnisses [211].

Kommerziell erhéltliche Lateral-Flow-Schnelltests der Firma Neogen detektie-
ren Erdnussprotein bei einer Testdauer von 10 min. Die Nachweisgrenze wird mit
5 mg/kg Erdnuss angegeben [8|.

2.6.3 PCR

HIRD et al. entwickelten eine real-time-PCR-Methode zum Nachweis eines DNA-
Abschnitts des Ara-h2-Gens. Die Nachweisgrenze betrug 2 mg/kg Erdnuss in Kek-
sen, Kreuzreaktivitdten wurden nicht beobachtet [314]. STEPHAN und VIETHS
entwickelten eine real-time-PCR, ebenfalls mit einer Ara-h2-codierenden Region
als Target. Die Nachweisgrenze lag hier bei 10mg/kg Erdnuss [287]. Uber den
Nachweis eines Fragments von Cor-al.0401-codierender cDNA mittels PCR wie-
sen HOLZHAUSER et al. Haselnuss qualitativ nach. Die Nachweisgrenze betrug
10 mg/kg Haselnuss, Kreuzreaktivitdten wurden nicht beobachtet [315].

Beim PCR-ELISA wird die extrahierte DNA zunéchst mittels PCR amplifi-
ziert und die PCR-Produkte auf einer Mikrotiterplatte immobilisiert. Nach De-
naturierung erfolgt ein Hybridisierungsschritt mit einer Sonde, welche von ei-
nem enzymmarkierten Antikorper erkannt wird. Beim Vergleich von Sandwich-
Immunoassay mit PCR-ELISA (Cor-al.0401-Gen) beobachteten HOLZHAUSER et
al. beim Sandwich-Immunoassay falsch positive Ergebnisse aufgrund von Kreuzre-
aktivitdten, beim PCR-ELISA weder falsch positive Ergebnisse noch inhibitorische
Effekte in komplexen Matrices. Bei beiden Methoden lagen die Nachweisgrenzen
bei 10 mg/kg Haselnuss. Der Aufwand, sowohl in apparativer als auch in zeitlicher
Hinsicht, war allerdings beim PCR-ELISA hoher [316].

Von Congen GmbH und Tepnel BioSystems sind PCR-ELISA und real-time-
PCR-Tests fiir den Nachweis von Haselnuss erhéltlich. Zum Nachweis von Erdnuss
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vertreiben die beiden Firmen PCR mit Gelelektrophorese, PCR-ELISA und real-
time-PCR-Tests. Die Nachweisgrenzen werden jeweils mit < 10 mg/kg Erdnuss
bzw. Haselnuss angegeben |[8].

2.6.4 Biosensoren

Biosensor-basierte Methoden zum Nachweis von Erdnuss oder Haselnuss sind in
der Routineanalytik noch nicht verbreitet. MOHAMMED et al. konnten zwar mit-
tels Oberflachenplasmonresonanz-Sensoren 0,7 mg/L Erdnussprotein im Extrakt
nachweisen, entsprechend 7mg/kg Erdnussprotein im Lebensmittel. Die Autoren
berichteten allerdings von starken Matrixeffekten [284; 317|. Gleichfalls mit Ober-
flachenplasmonresonanz erreichten JONSSON et al. Nachweisgrenzen bis 42 pg/L
Haselnussprotein. In Milchschokoladen konnten die Autoren 6 mg/kg Haselnuss-
protein nachweisen, in Zartbitterschokoladen 5mg/kg. Auch bei diesen Arbeiten
wurde jedoch von starken unspezifischen Bindungen und Matrixinhibition be-
richtet [318]. Unter Verwendung eines microarraybasierten Biosensors mit SEA-
Detektion (,Surface Enhanced Absorption, Signalverstirkung mittels goldmar-
kierter Sonden) war VERHELJEN et al. die parallele Detektion von Erdnuss- und
Haselnussproteinen maoglich [319].

2.6.5 Diverse Formate

Mittels Rocket-Immunelektrophorese konnten MALMHEDEN-Y MAN et al. Erdnuss
und Haselnuss bis zu einer Nachweisgrenze von 20 mg/kg nachweisen. Die Extrak-
tion der Proben erfolgte mit Tris-Puffer bei pH 8,6 [83; 199]. ERIKSSON et al. ent-
wickelten eine Rocket-Immunelektrophorese unter Verwendung eines polyklonalen
Serums aus Kaninchen und berichteten von einer Nachweisgrenze von 70 mg/kg
Erdnuss [288]. Mit einer Rocket-Immunelektrophorese erreichten HOLZHAUSER et
al. eine Nachweisgrenze von 2mg/kg Erdnuss [320].

Die doppelte Geldiffusion nach OUCHTERLONY (Immundiffusion) basiert auf
der radialen Diffusion von Analyt und Antikérper in einem Gel, wobei es in der
Aquivalenzzone zur Bildung einer Prizipitationslinie kommt [199]. Bei einem Ring-
versuch stellten MALMHEDEN-YMAN et al. fest, dass mittels Immundiffusion Erd-
nussprotein ab einem Gehalt von 400 mg/kg in Schokoladen und Haselnussprotein
ab 80mg/kg in Schokoladen in den meisten Laboratorien sicher nachgewiesen
werden konnte [321]. KOPPELMAN et al. erreichten mittels SDS-PAGE mit Immu-
noblotting unter Verwendung von Patientenserum Nachweisgrenzen von 25 mg/L
Haselnussprotein im Extrakt, entsprechend 0,5 % Haselnuss im Lebensmittel. Die
Autoren stellten allerdings starke Kreuzreaktivitdten zu Erdnuss und Hiithnerei
fest [298]. Bei SDS-PAGE /Immunoblotting mit polyklonalen Antikérpern aus Ka-
ninchen erreichten KOPPELMAN et al. eine Nachweisgrenze von 0,3—10 % Haselnuss
im Lebensmittel bei schwachen Kreuzreaktivitdten [298]. SCHEIBE et al. wiesen
Haselnuss in Schokoladen mittels SDS-PAGE mit Immunoblotting unter Verwen-
dung von polyklonalem Serum aus Kaninchen und Chemilumineszenzdetektion
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bis zu einer Nachweisgrenze von 5mg/kg Haselnussprotein nach. Die Extrakti-
on der Proben erfolgte mit Tris-Puffer (pH 8,8) mit Zusatz von SDS, DTT und
Glycerin. Es zeigten sich allerdings deutliche Kreuzreaktivititen des Serums zu
Mandelproteinen [322].
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Untersuchung verschiedener Assayformate

Verschiedene Immunoassay-Formate wurden untersucht, um die jeweilige Eignung
fiir die empfindliche, schnelle, prizise und robuste Detektion von Erdnuss bzw.
Haselnuss in komplexen Lebensmitteln zu vergleichen. Dabei wurden sowohl nicht-
kompetitive Formate (Reagenziiberschuss), wie Immunoassays mit immobilisier-
tem Antigen und Sandwich-Immunoassays, als auch indirekt-kompetitive Immu-
noassays (Reagenzlimitierung) in Betracht gezogen.

Die im Folgenden angegebenen Analytkonzentrationen basieren auf der in Kap.
5.3.1 (S. 156) beschriebenen Extraktionsprozedur. Hierbei werden Stammlésungen
mit definierten Konzentrationen von 9 g/L ganze Erdnuss bzw. 10 g/L ganze Ha-
selnuss erhalten. Die Verdiinnung der Stammlésungen zu den jeweils angegebenen
Konzentrationen erfolgte mit Extraktionspuffer.

3.1.1 Kompetitive Immunoassays

Der entscheidende Schritt im indirekt-kompetitiven Immunoassay ist der Kompe-
titionsschritt. Die weiteren Schritte dienen nur zur Messung des im Kompetitions-
schritt gebundenen Antikorpers. Daher ist es entscheidend, die Kinetik im Kompe-
titionsschritt zu beriicksichtigen, um die Leistungsfahigkeit des Immunoassays zu
optimieren. Zu diesem Zweck wurden indirekt-kompetitive Immunoassays durch-
gefiihrt, bei denen jeweils Antikérper mit Erdnuss-Standard vorinkubiert wurden
(jeweils 150 pL. Standard und Antikorper pro Kavitét). Bei dem Antikorper han-
delte es sich um ein polyklonales Antiserum aus Kaninchen, welches kommerziell
erhéltlich ist (AbKem Iberia, Spanien). Die Dauer der Vorinkubation betrug 18
Stunden und wurde in Mikrotiterplatten aus Glas durchgefiihrt, um eine Adsorp-
tion der Proteine an der Oberfliche zu verhindern. Jeweils 200 pL. der Mischungen
wurden in eine mit Erdnussextrakt vorbeschichtete und geblockte (1,5% BSA
in PBS) Platte zu definierten Zeitpunkten iiberfithrt und die Kompetition durch
Waschen der Mikrotiterplatte gleichzeitig abgebrochen. Dabei wurden Kalibrier-
kurven mit unterschiedlich langer Inkubationsdauer der Mischungen aus Antigen
und Antikorper auf der Polystyrol-Mikrotiterplatte erhalten. Die Detektion der
gebundenen Antikorper erfolgte mittels Peroxidase-markiertem anti-Kaninchen-
Antikorper und sukzessiver Inkubation mit Substratlosung.

Ohne Normierung der Inhibitionskurven ist optisch zunéchst kein Unterschied
erkennbar, die Kurven scheinen lediglich in Richtung der Ordinate gestreckt (Abb.
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Abb. 3.1: Indirekt-kompetitiver Immunoassay (Erdnuss), Einfluss der Kompetiti-
onsdauer von vorinkubierten Mischungen aus Antiserum (AbKem Ibe-
ria, polyklonal aus Kaninchen) und Standard (Antigenkonzentration bei
Beschichtung 0,5 mg/L Erdnuss, Antikérperverdiinnung 1 :20.000).

3.1). Ein besserer optischer Vergleich ist bei Normierung der Kalibrierkurven mog-
lich. Dazu werden die Kurven zunéchst um den Betrag der unteren Asymptote
nach unten verschoben und anschliefsend um einen Faktor gestreckt, welcher der
reziproken oberen Asymptote entspricht. Nach der Transformation betragen die
unteren Asymptoten aller Kurven damit D = 0, die oberen Asymptoten A =1 (vgl.
Gl. 2.6, S. 38). Die beiden verbleibenden Parameter der vierparametrigen Funk-
tionsgleichung sind somit der Testmittelpunkt (B/By=0,5) und die Steigung im
Wendepunkt. Die Testmittelpunkte und damit die Sensitivitdten konnen also di-
rekt verglichen werden. Der Steigungsparameter lasst oftmals auf Eigenschaften
von polyklonalen Seren riickschliefen (Verteilung der Klone), ist aber hier von un-
tergeordneter Bedeutung. Bei Verwendung niedriger Antigenkonzentrationen bei
der Beschichtung (0,5mg/L Erdnuss) und niedriger Antikorperkonzentrationen
(Verdiinnung 1:20.000) sind keine signifikant unterschiedlichen Verldufe der nor-
mierten Kurven erkennbar (Abb. 3.2). Die Empfindlichkeit der Immunoassays ist
somit identisch und unter den gewéahlten Bedingungen unabhéngig von der Kom-
petitionsdauer. Auf den ersten Blick ist dieser Sachverhalt verwunderlich, da z. B.
Kalibrierkurven mit maximale Absorptionen von unter 70 mAU bei fiinfminiitiger
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Abb. 3.2: Indirekt-kompetitiver Immunoassay (Erdnuss), normierte Kurven, Ein-
fluss der Kompetitionsdauer von vorinkubierten Mischungen aus Erd-
nuss-Antiserum (AbKem Iberia, polyklonal aus Kaninchen) und Stan-
dard (Antigenkonzentration bei Beschichtung 0,5 mg/L Erdnuss, Anti-
kérperverdiinnung 1:20.000).

Inkubation als unbrauchbar erscheinen.

Bei Verwendung héherer Antigenkonzentrationen bei der Beschichtung und bei
héheren Antikoérperkonzentrationen sind bei den normierten Kurven dagegen deut-
liche horizontale Verschiebungen abhéngig von der Kompetitionsdauer zu beob-
achten (Abb. 3.3). Mit steigender Inkubationsdauer wurde eine Erhohung des
Testmittelpunkts beobachtet, entsprechend einem Sensitivitdtsverlust. Zwischen
kiirzester und lédngster Inkubation (5min bzw. 180 min) wurde ein Unterschied
in der Empfindlichkeit um einen Faktor =~ 10 ermittelt. Diese Tatsache ldsst sich
auf die Ausbildung von bivalenten, praktisch irreversiblen Bindungen des Antikéor-
pers auf der Oberflache zuriickfithren. Mit der Inkubationsdauer steigt die Anzahl
der ausgebildeten bivalenten Antikorperbindungen durch die hohe Antigendichte
auf der Oberfliche. Die reversiblen monovalenten Bindungen mit immobilisiertem
oder geléstem Antigen werden zuriickgedréangt. Dadurch wird der Test unempfind-
licher. Da bivalente Bindungen bei hinreichend geringer Antigenkonzentration bei
der Beschichtung und geringer Antikorperkonzentration unterdriickt werden kon-
nen, ist bei der Entwicklung kompetitiver Immunoassays besonderes Augenmerk
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Abb. 3.3: Indirekt-kompetitiver Immunoassay (Erdnuss) mit hohen Antigenkon-
zentrationen bei der Beschichtung und hohen Antikorperkonzentratio-
nen, normierte Kurven, Einfluss der Kompetitionsdauer von vorinku-
bierter Mischung aus Antiserum (AbKem Iberia, polyklonal aus Kanin-
chen) und Standard (Antigenkonzentration bei Beschichtung 10 mg/L
Erdnuss, Antikérperverdiinnung 1:5.000).

auf die Optimierung von Kompetitor- und Antikérperkonzentration zu richten
[243]. Fiir die Routineanalytik ist ein zusétzlicher Vorinkubationsschritt bzw. eine
nur fiinfminiitige Inkubationszeit dagegen nicht praktikabel und zudem mit wei-
teren Fehlerquellen behaftet. Andererseits erdffnet sich durch zeitlich aufgeloste
Inkubation einer vorinkubierten Mischung aus Antikérper und Antigen bzw. Hap-
ten eine Alternative zur Abschéitzung von Antikorper-Affinitdten. Die Ermittlung
von Antikorper-Affinitéiten ist eine der wichtigsten Aufgaben beim Screening von
vielen Antikérpern.

Weitere indirekt-kompetitive Immunoassays wurden mit dem polyklonalen An-
tiserum aus Kaninchen (AbKem Iberia, Erdnuss) durchgefiihrt. Die Antigenkon-
zentrationen bei der Beschichtung und die Verdiinnungen des Antiserums wurden
bei konstanter Kompetitionsdauer variiert. Der Vergleich der Testmittelpunkte er-
folgte nach der Kurvenanpassung. Wie erwartet, sanken mit den Antikérperkon-
zentrationen und mit den Antigenkonzentrationen bei der Beschichtung auch die
Testmittelpunkte. Durch Umformung des Massenwirkungsgesetzes ldsst sich ein

98



3.1 Untersuchung verschiedener Assayformate

Zusammenhang zwischen minimalem Testmittelpunkt und Affinitat des Antikor-
pers aufstellen [243|. Unter optimalen Assaybedingungen entspricht der Testmit-
telpunkt (molare Antigenkonzentration) der reziproken Affinitét des Antikorpers.
Da in der Praxis bei sehr niedrigen Antikorperkonzentrationen keine Detektion
mehr moglich ist, 1asst sich die Affinitat hiermit meist nur ndherungsweise bestim-
men. Bei dem untersuchten Erdnuss-Antiserum ergab sich durch Extrapolation ein
Grenzwert von 0,15 mg/L Erdnussprotein als minimaler Testmittelpunkt. Ausge-
hend von einem Molekulargewicht der detektierten Erdnussproteine von 30-50 kDa
ergibt sich damit eine Affinititskonstante von mindestens 4,0-6,7-10° L /mol.

3.1.2 Immunoassays mit immobilisiertem Antigen

Beim Immunoassay mit immobilisiertem Antigen werden zunéchst Probe bzw.
Standards auf einer Mikrotiterplatte immobilisiert. Anschliefsend wird sukzessive
mit Antigen-bindendem Antikorper, markiertem anti-Spezies-Antikérper und Sub-
strat inkubiert. Zwischen jeweils zwei Inkubationsschritten wird ein Waschschritt
durchgefiihrt.

Es wurde zunéchst die Signalabhéngigkeit von der Konzentration des Erdnuss-
Antiserums aus Kaninchen (AbKem Iberia) untersucht. Die Mikrotiterplatte wur-
de mit einer Verdiinnungsreihe von Erdnussextrakt beschichtet und mit 1,5 % BSA
in PBS geblockt. Es wurden Verdiinnungen des Serums von 1:2.000-20.000 und
Inkubationszeiten von 1-3 Stunden untersucht. Die Menge an gebundenem IgG
wurde nach Zugabe von Peroxidase-markiertem anti-Kaninchen-Antikérper und
Zugabe von Substrat photometrisch gemessen. Um die erhaltenen Kalibrierkur-
ven optisch vergleichen zu kénnen, wurden sie normiert. Erwartungsgemaéfs zeigte
sich, dass die Empfindlichkeit des Immunoassays mit immobilisiertem Antigen
von der Verdiinnung des Antiserums und von der Inkubationsdauer abhéngig ist
(Abb. 3.4). Allerdings war eine direkte Proportionalitidt unter den gewéhlten Be-
dingungen nicht gegeben, d. h. bei einer Verdopplung der Antikérperkonzentration
oder der Inkubationsdauer halbierte sich nicht die Antigenkonzentration, bei der
halbmaximales Signal erreicht wurde. Damit bewegten sich die Serumkonzentra-
tionen und die Inkubationszeiten bereits im Bereich einer Sattigung, eine weitere
signifikante Steigerung der Empfindlichkeit war daher nicht zu erwarten.

Auch der Einfluss des markierten anti-Kaninchen-Antikorpers wurde unter-
sucht. Dabei zeigte sich, dass durch Erhohung der Konzentration des markierten
Antikorpers bzw. der Inkubationsdauer die Empfindlichkeit des Tests ebenfalls
bis zu einer Sattigung erhoht werden kann. Eine Verdiinnung des markierten anti-
Kaninchen-Antikorpers von 1:10.000 und eine einstiindige Inkubation erwiesen
sich als optimal. Bei hoherer Konzentration oder langerer Inkubationsdauer dieses
Antikorpers verstéarkte sich lediglich die unspezifische Bindung, wodurch kein wei-
terer Gewinn an Sensitivitdt moglich ist. Als minimale Nachweisgrenze wurden
bei Verwendung des Immunoassays mit immobilisiertem Antigen ~5ng/L Erd-
nuss im Extrakt ermittelt, entsprechend der Konzentration bei einer Absorption
des Blindwertes plus dreifacher Standardabweichung (n=>5). Bei Interpolation
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Abb. 3.4: Immunoassay mit immobilisiertem Antigen (Erdnuss), normierte Kur-
ven, Einfluss der Verdiinnung des Antiserums (AbKem Iberia, polyklo-
nal aus Kaninchen) und der Inkubationsdauer.

einer unteren angenommenen Nachweisgrenze bei B/By=15% ergibt sich diese
zu ~50ng/L Erdnuss. Wenn ein Extraktionsverhéltnis von 1g Lebensmittel mit
20 mL Extraktionsmittel angenommen wird, entspricht eine Analytkonzentration
von 50 pg/L dabei einer Konzentration von 1mg/kg (1 ppm) in der Probe.

3.1.3 Sandwich-Immunoassay

Da die Speicherproteine von Erdnuss und Haselnuss jeweils mehrere Epitope be-
sitzen, ist es bei entsprechender Selektion von Antikérpern méglich, Sandwich-
Immunoassays zu entwickeln. Aufgrund des Antikorperiiberschusses ist aufserdem
eine hohere Empfindlichkeit bei Verwendung von Sandwich-Immunoassays als bei
kompetitiven Assays zu erwarten. Zudem sind mit Sandwich-Immunoassays im
Vergleich zu Immunoassays mit immobilisiertem Antigen hohere Selektivitéiten zu
erwarten, da zwei voneinander verschiedene Epitope erkannt werden miissen.

Da nicht bekannt war, welche Epitope von den vorhandenen Antikorpern gebun-
den werden, wurde zunéchst versucht, mit einer Kombination von zwei willkiir-
lich ausgewéhlten Antikorpern einen Sandwich-Immunoassay zu entwickeln. Es
wurden exemplarisch zwei polyklonale Antikorper (#01, Huhn und Kaninchen,
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Abb. 3.5: Sandwich-Immunoassay (Erdnuss) mit polyklonalem Fangerantikorper
(1:20.000, AbKem Iberia, Kaninchen) und polyklonalem Detektionsan-
tikorper (1:5.000, #01, Huhn).

AbKem Iberia) verwendet und diese in verschiedenen Verdiinnungen eingesetzt
(1:1.000-20.000). Unter den gewahlten Bedingungen war jedoch keine Messung
von Erdnussprotein moglich, sowohl bei Verwendung des Kaninchen-Antikérpers
als Fangerantikorper und des Huhn-Antikorpers als Detektionsantikorper als auch
in umgekehrter Konstellation (Abb. 3.5).

Die verwendeten Antikorper erkennen offensichtlich nicht zwei paarweise ver-
schiedene Epitope am gleichen Protein. Bei Mischimmunisierungen, wie hier am
Beispiel Erdnussproteine der Fall, werden oftmals nur Antikorper gegen ein An-
tigen (pseudomonoklonales Serum) bzw. Antikorper gegen wenige verschiedene
Antigene gebildet. Vermutlich erkennen die in den Seren jeweils vorherrschenden
Immunglobuline verschiedene Proteine oder moglicherweise das gleiche Epitop.
Weitere mogliche Ursachen fiir den negativen Befund sind sterische Hinderung,
also zu geringer rdumlicher Abstand der beiden erkannten Epitope zueinander,
oder geringe Affinitdt der Antikorper.

Geeignete Antikorperpaare zur Entwicklung von Sandwich-Immunoassays sind
offenbar nicht leicht zu finden, selbst bei Verwendung von polyklonalen Seren.
Um dariiber hinaus hochstmégliche Empfindlichkeit des finalen Tests zu erreichen,
erschien ein umfassendes Screening der vorhandenen Antikérper unumgénglich.
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3.2 Charakterisierung der polyklonalen Antikorper

Fiir die Entwicklung von Erdnuss- bzw. Haselnuss-Antikorpern ist prinzipiell ei-
ne Immunisierung mit ungereinigten Proteinextrakten (,Protein-Assay“) oder mit
einem ausgewdhlten Protein denkbar, beispielsweise einem Allergen (,,Allergen-
Assay”) [11]. Da im frithen Stadium des Projekts noch keine aufgereinigten Prote-
ine zur Verfligung standen, wurden die Antikérper mittels Immunisierungen mit
Proteinextrakten generiert. Zur Herstellung der Proteinextrakte wurden gerdstete
Erdniisse bzw. Haselntisse mit Tris-gepufferter Kochsalzlésung (TBS, 20 mM Tris,
1M NaCl, pH7,4) extrahiert.

3.2.1 Antikorper vom Huhn

Eine Ubersicht der verfiigbaren polyklonalen Erdnuss- und Haselnuss-Antikorper
aus Huhn befindet sich in Tab. 5.1 bzw. Tab. 5.2 (Kap. 5.2.2, S. 151). Die Antikor-
per wurden mittels Préazipitation aus Eidotter von immunisierten Hithnern gewon-
nen [216]. Antikorper #01 erwies sich als wenig affin und wurde daher im folgenden
nicht weiter untersucht. Die zur Detektion verwendeten Peroxidase-markierten
anti-Huhn-Antikorper verschiedener Hersteller zeigten signifikante Qualitétsun-
terschiede. Bei Verdiinnungen, die noch nicht zu deutlich erhéhten unspezifischen
Bindungen fiihrten, waren Signalunterschiede unter gleichen Bedingungen von ei-
nem Faktor =~ 3-10 zu beobachten. Der markierte anti-Huhn-Antikérper der Firma
Jackson erwies sich als am empfindlichsten und wurde daher in den weiteren Ex-
perimenten fiir die Detektion verwendet.

Zur Charakterisierung der Erdnuss-Antikérper aus Huhn wurden die Antigen-
konzentrationen bei der Beschichtung und die Antikérperkonzentrationen bei Ver-
wendung in indirekt-kompetitiven Immunoassays optimiert. Die erhaltenen Test-
mittelpunkte sind in Abb. 3.6 dargestellt. In Tab. 3.1 sind die wesentlichen Cha-
rakteristika der Erdnuss-Antikorper aus Huhn zusammengefasst. Die niedrigsten
Testmittelpunkte und damit die héchsten Sensitivitdten wurden bei Verwendung
der Erdnuss-Antikorper #02, #03 und #16 ermittelt. Die Proteinkonzentratio-
nen der Antikérperlésungen wurden mittels MicroBC-Assay gemessen [323], unter
Verwendung von Ovalbumin als Standard. Zuséatzlich ist eine relative Farbent-
wicklung in mAU/min angegeben, die aus dem Blank der Inhibitionskurve bei
einer Antigenkonzentration bei der Beschichtung von 0,1 mg/L Erdnuss und einer
Antikorperverdiinnung von 1:500 ermittelt wurde. Aus der relativen Farbent-
wicklung lassen sich Riickschliisse auf die Konzentration an aktivem Antikorper
(Titer) und auf die Affinitdt der Antikdrper ziehen. An dieser Stelle sei darauf hin-
gewiesen, dass bei Betrachtung der Blanks das Prinzip eines Immunoassays mit
immobilisiertem Antigen zugrundeliegt. Zum direkten Riickschluss von relativen
Farbentwicklungen auf Affinitdt und Konzentration der Antikérper muss exak-
terweise die unspezifische Bindung beriicksichtigt werden. Der ,Sockelwert der
Inhibitionskurve ist also zu minimieren und fiir alle zu vergleichenden Antikérper
zu nivellieren. Alternativ kann fiir eine Ndherung die Absorption jeweils um den
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Abb. 3.6: Erdnuss-Antikérper (polyklonal aus Huhn), Testmittelpunkte in indi-
rekt-kompetitiven Immunoassays bei Variation der Antikérperkonzen-
tration #02, #03, #11, #12 und #16 (a—e) und bei Variation der An-
tigenkonzentration bei der Beschichtung.
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Tab. 3.1: Charakteristika der polyklonalen Erdnuss-Antikérper aus Huhn.

Antikorper min. Testmittelpunkt rel. Farbentwicklung Proteinkonz.

[mg/L] [mAU /min| /L]
202 0,44 201 27
403 0,20 15,7 26
411 4,9 20,0 36
412 0,54 12,9 34
416 0,22 36,1 27
417 790 <3 38

Tab. 3.2: Charakteristika der polyklonalen Haselnuss-Antikorper aus Huhn.

Antikorper min. Testmittelpunkt rel. Farbentwicklung Proteinkonz.

[mg/L| [mAU /min] lg/L]
204 1,0 160 40
205 0,8 28 27
414 0,8 214 28
415 0,9 277 31
418 1,3 293 30
441 1,2 80 32

entsprechenden ,Sockelwert” reduziert werden. Bei zu hohen Reagenzkonzentra-
tionen ist aufserdem besonders auf die Linearitét der Detektion (Photometer) zu
achten.

Die bei Messung der polyklonalen Haselnuss-Antikorper aus Huhn erhaltenen
Ergebnisse sind in Tab. 3.2 aufgefiihrt. Die relative Farbentwicklung wurde hier
bei Verwendung einer Antigenkonzentration bei der Beschichtung von 0,5mg/L
Haselnuss und einer Antikorperverdiinnung von 1:10.000 gemessen. Nach den
im indirekt-kompetitiven Immunoassay erhaltenen Resultaten sind die Antikérper
405, #14 und #15 am affinsten, der Titer des Antikorpers #05 erwies sich jedoch
als relativ niedrig. Interessanterweise ist die Spannweite der minimalen Testmit-
telpunkte bei den Haselnuss-Antikorpern deutlich geringer als bei den Erdnuss-
Antikérpern. Eine Diskriminierung aufgrund der Testmittelpunkte ist daher bei
den Haselnuss-Antikorpern aus statistischen Griinden nicht eindeutig.

3.2.2 Antikorper vom Schaf

Bei den Schaf-Antiseren (siehe Kap. 5.2.2, S. 151) wurde in allen vier Féllen (Erd-
nuss MF und RB, Haselnuss RB und MF) ein sehr niedriger Titer und eine relativ
geringe Affinitét festgestellt. Unter vergleichbaren Bedingungen wurde beispiels-
weise im indirekt-kompetitiven Immunoassay mit einem 1: 500 verdiinnten Serum
von Schaf (Erdnuss MF) ein maximales Signal von 0,4 AU erzielt, mit dem Kanin-
chenserum R646 dagegen bereits bei einer Verdiinnung von 1:250.000 ein Signal
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von 0,8 AU. Zur Abklarung des Sachverhalts wurden Peroxidase-markierte anti-
Schaf-Antikorper von verschiedenen Herstellern untersucht. Die dabei gemessenen
Signalintensitdten waren jedoch in allen Féllen &hnlich niedrig. Bei Verwendung
von zu hohen Konzentrationen der anti-Schaf-Antikérper wurde dagegen eine star-
ke unspezifische Bindung beobachtet. Die markierten anti-Schaf-Antikérper konn-
ten daher als Ursache fiir die negativen Resultate ausgeschlossen werden. Auf-
grund der sehr geringen Titer und aufgrund der geringen Affinitdten kamen An-
tikorper vom Schaf fiir die Entwicklung von Sandwich-Immunoassays daher nicht
in Betracht. Die Ursache fiir die geringen Affinitdten ist vermutlich bei der Ge-
nerierung der Antikérper zu suchen. Eine stark ausgepragte Affinitatsreifung ist
entscheidend, um polyklonale Antikérper mit hoher Affinitat zu erhalten. Hierfiir
miissen mehrere Immunisierungsschritte mit optimierten Techniken durchgefiihrt
werden. Die Generierung hochaffiner Antikorper ist also mit einem entsprechen-
den Zeitbedarf verbunden. Vermutlich war zum Zeitpunkt der Blutabnahme die
Affinitatsreifung in den Schafen nur wenig fortgeschritten.

3.2.3 Antikorper vom Kaninchen

g
1000 ’g/ —]
= v
(@] 4
£ 100 — ||
£ A
2 1014
2] ?
y 10
0,1 4
VN 0,1°
'L'Q%-,\/QQ;)QQQQQOQQQQQQQQQ O O 0,05 Antigenkonzentration
b‘ 60'%0,‘\/00-60%3090 bei Beschichtung
Verdinnung v [mg/L]

Antikdrper [1:x]
Abb. 3.7: Erdnuss-Antikérper R646 (polyklonal von Kaninchen), zweidimensiona-

le Optimierung der Testmittelpunkte im indirekt-kompetitiven Immu-
noassay.
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In den Tab. 5.1 und Tab. 5.2 (Kap. 5.2.2, S. 151) sind die innerhalb des Projekts
generierten polyklonalen Antikérper aus Kaninchen aufgefiihrt. Auch die Affinita-
ten dieser Antikorper wurden mittels indirekt-kompetitiven Immunoassays abge-
schétzt. Die zweidimensionale Optimierung der Testmittelpunkte erfolgte erneut
durch Variation der Antikérperverdiinnungen und der Antigenkonzentrationen bei
der Beschichtung.

In Abb. 3.7 sind die mit dem Antikoérper R646 erhaltenen Testmittelpunkte
dargestellt. Die Inhibitionskurven wurden aufgenommen bei Antikérperverdiin-
nungen von 1:2.000-250.000 und bei Antigenkonzentrationen bei der Beschich-
tung von 0,05-10mg/L Erdnuss. Aus der Abbildung ist deutlich ersichtlich, dass
mittels zweidimensionaler Optimierung der Testbedingungen eine massive Steige-
rung der Assaysensitivitdt moglich ist. Bei hohen Antigenkonzentrationen bei der
Beschichtung und bei hohen Antikérperkonzentrationen betrugen die Testmittel-
punkte 2 1.000 mg/L. Durch die Optimierung konnten minimale Testmittelpunkte
von 0,3+0,05mg/L Erdnuss erhalten werden, entsprechend einem Sensitivitéts-
gewinn von Faktor = 3.000.
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Abb. 3.8: Erdnuss-Antikoérper R646 (polyklonal von Kaninchen), Einfluss der In-
kubationsdauer im indirekt-kompetitiven Immunoassay bei Vorinkuba-
tion der Antikorperlosung mit den Standards (angegeben sind die Ver-
diinnungen des Antikoérpers und die Inkubationsdauer der vorinkubier-
ten Komplexe auf der mit Antigen beschichteten Mikrotiterplatte).
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Bei ausreichend langer Vorinkubation von Erdnuss-Standard mit Antikorper
(siche Kap. 3.1.1) wurde eine weitere, allerdings nur marginale Verringerung der
Testmittelpunkte beobachtet. In Abb. 3.8 sind normierte Inhibitionskurven zusam-
mengefasst, die nach Vorinkubation des polyklonalen Erdnuss-Antikorpers R646
aus Kaninchen mit Standard aufgenommen wurden. Die Mischungen aus Antigen
und Antikorper wurden dabei {iber Nacht vorinkubiert, anschliefsend erfolgte die
Inkubation der Mischungen fiir 10-180 min in einer mit Antigen beschichteten und
geblockten (1,5 % BSA in PBS) Mikrotiterplatte. Die Antigenkonzentration bei der
Beschichtung betrug hierbei 0,05 mg/L Erdnuss und die Verdiinnung der Antikor-
per 1:100.000-150.000. Die Testmittelpunkte aller Kurven im indirekt-kompeti-
tiven Immunoassay mit zusétzlichem Vorinkubationsschritt lagen zwischen 56—
69 1ng/L Erdnuss. Aufgrund der iibereinstimmenden Werte ist davon auszugehen,
dass der Test unter optimalen Bedingungen, also affinitatslimitiert, stattfand. Die
niedrigeren Testmittelpunkte bei Vorinkubation sind vermutlich auf Alterung und
daraus resultierender erhohter Stabilitdt der Antigen-Antikorper-Komplexe zu-
riickzufiihren. Dies fiihrt offensichtlich zu geringeren Dissoziationsraten und damit
zu einer Erhéhung der scheinbaren Affinitat.
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—o— R649, Beschichtung 0,5 mg/L
—o0—R649, Beschichtung 0,01 mg/L
—4—R650, Beschichtung 0,5 mg/L
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Abb. 3.9: Haselnuss-Antikorper R649 und R650 (polyklonal von Kaninchen), Test-
mittelpunkte bei Verwendung der polyklonalen Antikorper im indirekt-

kompetitiven Immunoassay (Antigenkonzentration bei der Beschichtung
0,01 bzw. 0,5 mg/L Haselnuss).
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3 Ergebnisse und Diskussion

Die polyklonalen Haselnuss-Antikérper aus Kaninchen wurden ebenfalls mit-
tels zweidimensionaler Optimierung der Antigenkonzentration bei der Beschich-
tung und der Antikorperkonzentration charakterisiert. Inhibitionskurven mit gu-
tem Kurvenverlauf wurden bei Antikérperverdiinnungen von 1:5.000-50.000 er-
halten. Die Antigenkonzentrationen bei der Beschichtung betrugen 0,01-0,5 mg/L
Haselnuss. Bei Verwendung des Antikorpers R649 wurde ein minimaler Testmit-
telpunkt von 1,5 40,5 mg/L Haselnuss ermittelt. Der Antikorper R650 zeigte mit
einem minimalen Testmittelpunkt von 3,9 &+ 1,6 mg/L Haselnuss eine etwas gerin-
gere Affinitdt (Abb. 3.9). Bei Untersuchung des polyklonalen Antikorpers R648
ergab sich ein minimaler Testmittelpunkt von 1,94+ 0,6 mg/L Haselnuss. Hiervon
praktisch kaum unterscheidbar war der ebenfalls polyklonale Antikérper R651 mit
einem minimalen Testmittelpunkt von 1,8 + 0,4 mg/L Haselnuss (Ergebnisse nicht
gezeigt).

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die in indirekt-kompetitiven Immu-
noassays erreichbaren Testmittelpunkte bei Vergleich von Antikérpern aus Huhn
und Kaninchen nahezu speziesunabhingig waren. Die mit den jeweils affinsten
Antikoérpern durchgefiihrten Immunoassays zeigten einen sehr dhnlichen Kurven-
verlauf. Im Gegensatz hierzu erwiesen sich die polyklonalen Antikérper aus Schaf
als wenig affin und sind daher nicht fiir die Entwicklung von sensitiven Immuno-
assays geeignet.

3.3 Charakterisierung der monoklonalen
Antikorper

Da im finalen Test die Verwendung von monoklonalen Antikérpern (Tab. 5.1 und
Tab. 5.2, Kap. 5.2.2, S. 151) aufgrund ihrer Verfiigbarkeit préferiert wurde, stand
deren Charakterisierung im Fokus. Sowohl Immunoassays mit immobilisiertem
Antigen als auch mit immobilisiertem Antikorper wurden zur Bestimmung von
Affinitdten und Selektivitdten eingesetzt.

3.3.1 Bestimmung der IgG-Konzentrationen

Bei vielen Immunoassays zur Charakterisierung von Antikérpern ist die Nivel-
lierung der IgG-Konzentrationen hilfreich oder sogar notwendig. Besonders bei
Assayformaten mit immobilisiertem Antigen ist es vorteilhaft, zunéchst eine Mes-
sung der IgG-Konzentrationen durchzufiithren, da die Menge an gebundenem An-
tikorper hauptsichlich von der Affinitdt und von der Konzentration der Anti-
korper abhéngt. Wenn die Antikérper durch Verdiinnung auf einheitliche IgG-
Konzentrationen nivelliert werden, sind die relativen Affinitdten direkt vergleich-
bar. Bei Assayformaten mit immobilisiertem Antikorper ist es in der Praxis da-
gegen zweckmaéfiger, eine konstante Beschichtung von IgG vorzugsweise mittels
vorbeschichtetem anti-Spezies-Antikorper zu erzielen.
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Abb. 3.10: Bestimmung von Maus-IgG, typische Kalibrierkurve des Sandwich-
Immunoassays (n= 3, Nachweisgrenze 0,3 pg/L Maus-IgG).

Tab. 3.3: Haselnuss-Antikorper, in Sandwich-Immunoassays gemessene Konzen-
trationen von IgG in Zellkulturiiberstinden und in gereinigten mono-
klonalen Antikérpern (n=2-4, entsprechend Anzahl der in Messbereich
befindlichen Verdiinnungen; *gereinigte Antikorper: Y61 bis Y63).

Klon Konz. IgG  CV Klon Konz. IgG  CV

[mg/L]  [%] [mg/L 2]
45-2E11 110 0,1 50-4F2 120 1,0
45-4G2 99 6,8 50-5H9 110 4,2
45-6G4 100 8,2 50-6B12 110 7,2
45-7B3 110 11,7 50-6B3 64 9,8
48-10F3 57 2,6 50-6E1 82 5,6
48-3B1 40 2,3 50-6G7 62 1,8
48-8G1 22 4.7 50-7B8 120 11,9
48-9F1 110 6,5 50-8A3 120 11,5
50-1G10 94 6,1 50-8B11 79 17,5
50-1G2 150 4.5 Y61* 1100 17,9
50-2D9 120 0,8 Y62* 870 1,1
50-3A11 150 6,8 Y63* 1200 19,9
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3 Ergebnisse und Diskussion

Tab. 3.4: Erdnuss-Antikorper, in Sandwich-Immunoassays gemessene Konzentra-
tionen von IgG in Zellkulturiibersténden und in gereinigten monoklona-
len Antikérpern (n=2-4, entsprechend Anzahl der in Messbereich be-
findlichen Verdiinnungen; *gereinigte Antikorper: Y68 bis Y79).

Klon Konz. IgG  CV Klon Konz. IgG CV
[mg/L]  [%] [mg/L] 7]
44-10D10 53 8,9 51-3D12 65 1,6
44-10H8 66 2,7 51-3G7 71 1,1
44-1B11 86 3,8 51-4E10 230 0,9
44-1C12 130 0,1 51-5D3 97 12
44-4G2 50 9,0 51-5G9 310 0,8
44-TAT 24 41 51-6F6 33 4,3
44-8B1 49 5,8 51-7C1 20 8,9
44-8G7 24 5,0 51-7G8 190 3,2
44-8H7 35 3,6 51-9F1 65 3,8
49-2D11 97 0,9 51-9G2 110 7,9
49-4D4 160 1,5 51-9H10 90 8,1
51-10C5 <1 — Y68* 1800 16
51-10F5 120 4,9 Y69* 1500 17
51-10G5 7 3,6 Y70* 2300 19
51-12D2 110 2.4 Y71* 1700 15
51-12D7 75 4,0 Y72% 250 7.8
51-12E3 78 2,3 Y76* 400 3,9
51-1B6 75 6,1 Y77* 160 63
51-2A12 95 0,9 Y78* 500 12
51-2H5 150 29 YT79* 190 56

Die Bestimmung der IgG-Konzentrationen aller vorhandenen monoklonalen An-
tikdrper war somit Voraussetzung fiir die Anwendung von verschiedenen Assay-
formaten. Sandwich-Immunoassays erwiesen sich als geeignet fiir die Messung der
[gG-Konzentrationen. Als Fangerantikorper wurde ein anti-Maus-Antikorper ver-
wendet, als Detektionsantikorper ein Konjugat aus anti-Maus-Antikérper mit Per-

oxidase. Die Kurvenanpassung erfolgte mit Hilfe der vierparametrigen Funktions-
gleichung (Gl. 2.6, S. 38).

Durch Addition der dreifachen Standardabwichung zur Blankabsorption und
Interpolation wurde eine Nachweisgrenze von 0,3 1ng/L Maus-IgG ermittelt. Eine
typische Kalibrierkurve fiir die Bestimmung der IgG-Konzentrationen ist in Abb.
3.10 abgebildet.

Zur Messung der IgG-Konzentrationen in den Zellkulturiiberstdnden und in den
Losungen der aufgereinigten monoklonalen Antikérper wurden Verdiinnungsrei-
hen hergestellt. Nach Umformung der vierparametrigen Funktionsgleichung er-
rechneten sich die IgG-Konzentrationen aus den gemessenen Absorptionen. In
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3.3 Charakterisierung der monoklonalen Antikérper

Tab. 3.3 bzw. Tab. 3.4 sind die ermittelten IgGG-Konzentrationen der monoklo-
nalen Haselnuss- bzw. Erdnuss-Antikorper zusammengefasst. Bei den Zellkultur-
iiberstédnden liegen die IgG-Konzentrationen in den meisten Féllen zwischen 40—
150 mg /L. Die IgG-Konzentrationen der aufgereinigten monoklonalen Antikorper
(Y61 bis Y79) sind erwartungsgeméf hoher und liegen in den meisten Féllen bei
>500mg/L IgG.

3.3.2 Bestimmung von Affinitdten mittels Immunoassays
mit immobilisiertem Antikorper

Testformate mit immobilisierten Antikorpern zur Bestimmung von Affinitéten bie-
ten entscheidende Vorteile. Zum einen ist es moglich, vorzugsweise mittels Vor-
beschichtung eines anti-Spezies-Antikorpers, die Menge des immobilisierten An-
tikdrper zu nivellieren. Damit sind Antikérper-Charakterisierungen ohne vorheri-
ge Messungen der IgG-Konzentrationen bzw. ohne empirische Optimierung von
Antikoérperverdiinnungen moglich. Zudem werden Verfélschungen der ermittelten
Affinitdt durch Multivalenzen reduziert. Die bivalente Bindung von Antikérpern
ist ein wesentliches Problem bei Immunoassays mit immobilisiertem Antigen oder
bei indirekt-kompetitiven Immunoassays unter suboptimalen Bedingungen.

Zur Einfilhrung einer Markierung wurden die Erdnuss- bzw. Haselnussprote-
ine zunéchst biotinyliert. Als geeignet hierfiir erwies sich eine Umsetzung von
Erdnuss- bzw. Haselnussextrakten mit Biotin-NHS-Ester. Mikrotiterplatten wur-
den mit anti-Maus-Antikérper vorbeschichtet und der Antigen erkennende Anti-
korper nach einem Waschschritt in relativ hoher Konzentration zupipettiert, um
eine Nivellierung zu erreichen. Die Detektion erfolgte nach Inkubation mit einem
Konjugat aus Streptavidin und alkalischer Phosphatase. Es zeigte sich allerdings,
dass die biotinylierten Proteine auch dann stark an die Mikrotiterplatte binden,
wenn kein Antigen erkennender Antikorper immobilisiert wurde. Dieser Sachver-
halt ldsst sich aus der beobachteten hohen Hintergrundabsorption schlieffen (un-
spezifische Bindung). Um einen separaten Blockingschritt zu umgehen, wurden
die biotinylierten Standards daher in Magermilch mit 0,5% Tween 20 verdiinnt,
was zu einer Senkung des unspezifischen Signals auf <30mAU fiithrte (Standard
1.000 mg/L Erdnuss bzw. Haselnuss, kein Antigen erkennender Antikorper immo-
bilisiert).

Die bei Inkubation mit dem biotinylierten Standard entsprechend 1 mg/L Erd-
nuss oder Haselnuss (n = 3) erhaltenen Absorptionen wurden normiert, indem die
Absorptionen der Blanks gleich 0 und die Absorptionen des Standards 1.000 mg/L
(Sattigung) gleich 1 gesetzt wurden. Abb. 3.11 zeigt, dass bei Immobilisierung der
monoklonalen Erdnuss-Antikérper 51-10C5, 51-12D7 und 51-2H5 die hochsten re-
lativen Signale beim untersuchten Standard erhalten wurde. Dies lésst auf hohe
Affinitdten der genannten Antikdrper schliefsen.

Neben relativen Signalen wurden auch Quotienten aus der Absorption des bio-
tinylierten Standards (1mg/L und 1000 mg/L Erdnuss bzw. Haselnuss) und der
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3 Ergebnisse und Diskussion

Zellkulturiberstand Nr.
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Abb. 3.11: Biotinylierte Erdnussproteine, Bindung im Immunoassay mit immo-
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Abb. 3.12: Biotinylierte Erdnussproteine, Signal/Blank-Quotienten bei Bindung
im Immunoassay mit immobilisiertem Antikérper (n = 3).
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I Standard 1 mg/L

Relative Absorption (450 nm) [ Standard 1.000 mg/L
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Abb. 3.13: Biotinylierte Haselnussproteine, Bindung im Immunoassay mit immo-
bilisiertem Antikorper (n=3, Normierung: Blank gleich 0, Standard
1000 mg/L Haselnuss gleich 1).

Absorption des Blanks berechnet. Die ermittelten Signal/Blank-Quotienten bei
Verwendung der monoklonalen Erdnuss-Antikorper sind in Abb. 3.12 zusammen-
gefasst. Bei Betrachtung des Standards 1 mg/L Erdnuss ergaben sich die hchsten
Signal /Blank-Quotienten bei den Antikérpern 51-12D7, 44-10D10 und 44-8GT.
Einschrankend sei erwahnt, dass in allen Fallen weder die Epitoperkennung der
Antikorper bekannt ist, noch die aus der Tertidrstruktur resultierenden bevorzug-
ten Biotinylierungsstellen der Proteine. Neben den Anitkorperaffinitdten spiegeln
sich auch die Konzentrationen der einzelnen Proteine in den Ergebnissen wider, da
die Proteine naturgeméf nicht in dquimolaren Mengen in dem Extrakt vorliegen.

Bei den monoklonalen Haselnuss-Antikorpern wurde ebenso zunéchst eine Nor-
mierung der Absorptionen (Blank gleich 0; Standard 1.000 mg/L Haselnuss gleich
1) durchgefiihrt. Bei Verwendung des Antikorpers 48-9F1 ergab sich beim Stan-
dard 1 mg/L Haselnuss die hochste relative Absorption, entsprechend der starksten
Bindung. Die zweit- und dritthéchsten relativen Absorptionen wurden bei Immo-
bilisierung der Antikérper 50-6B3 und 48-8G1 ermittelt (Abb. 3.13).

Ein Vergleich der Signal/Blank-Quotienten aller untersuchten monoklonalen
Haselnuss-Antikorper ist in Abb. 3.14 gezeigt. Es stellte sich heraus, dass bei
Betrachtung des Standards 1 mg/L ein dhnliches Ranking wie in Abb. 3.13 erhal-
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Abb. 3.14: Biotinylierte Haselnussproteine, Signal /Blank-Quotienten bei Bindung
im Immunoassay mit immobilisiertem Antikorper (n=3).

ten wird. Die Signal/Blank-Quotienten beim Standard 1.000 mg/L lagen bei den
meisten Antikérpern im Bereich zwischen 6-11, was fiir &hnliche Mengen an immo-
bilisierten Antikérpern und einen Uberschuss an biotinyliertem Antigen spricht.
Auferdem wird offensichtlich, dass eine Diskriminierung fiir die Abschétzung von
Affinitdten nur bei Verwendung von niedrig konzentrierten Standards mdoglich ist.
Dennoch sind in wenigen Féllen Diskrepanzen im Ranking zwischen Betrachtung
von relativen Absorptionen (Abb. 3.13) und von Signal/Blank-Quotienten (Abb.
3.14) erkennbar. Diese lassen sich am Beispiel des Antikorpers 50-6B3 verdeutli-
chen, welcher sich bei relativen Absorptionen an zweiter Stelle, bei Signal /Blank-
Quotienten an viertletzter Stelle befindet. Bei Betrachtung der Rohdaten ist die
niedrige Absorption von ~50mAU beim héchsten Standard und gleichzeitig die
hohe Absorption des Blanks von ~40mAU auffillig, was einen relativ hohen Feh-
ler verursacht. Bei Antikorpern mit niedrigem Signal /Blank-Quotienten ist entwe-
der die Konzentration von aktivem IgG niedrig oder die Affinitét ist gering. Fiir das
Ranking der Antikorper ist somit die Berechnung von Signal/Blank-Quotienten
die robustere Alternative. Bei der Betrachtung der relativen Absorptionen muss
dagegen zusétzlich die Spannweite fiir jeden Antikorper berticksichtigt werden.
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.3.3 Bestimmung von Affinitaten mittels kompetitiver

Immunoassays

Eine Abschitzung der Affinitdten wurde mit den Zellkulturiiberstdnden und auf-
gereinigten monoklonalen Antikérpern (Maus) auch mittels indirekt-kompetitiver
Immunoassays durchgefiihrt, zunéchst ohne Beriicksichtigung der jeweiligen IgG-
Konzentrationen.

Die Antigenkonzentration bei der Beschichtung betrug dabei 0,5 mg/L Erdnuss

Zellkulturiiberstand Nr.

[__IBlank
I Standard 10 mg/L
0,1 Relative Absorption (450 nm) 4
L 1 1 1 1 l 1 1 1 1 1 1 1 1 l 1
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Abb. 3.15: Monoklonale Erdnuss-Antikérper, Messung von Inhibitionen in in-
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direkt-kompetitiven Immunoassays (n=2; Antigenkonzentration bei
der Beschichtung 0,5 mg/L Erdnuss; Verdiinnung Zellkulturiibersténde
1:2.000, aufgereinigte Antikorper 1:20.000).
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Abb. 3.16: Monoklonale Haselnuss-Antikérper, Messung von Inhibitionen in indi-
rekt-kompetitiven Immunoassays (n = 2; Antigenkonzentration bei der
Beschichtung 0,5mg/L Haselnuss; Verdiinnung Zellkulturiibersténde
1:2.000, aufgereinigte Antikérper 1:20.000).

Zellkulturiiberstand Nr.
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bzw. Haselnuss und die Zellkulturiibersténde wurden 1:2.000, die aufgereinigten
Antikorper 1:20.000 verdiinnt. Zum Vergleich der Antikérper wurde die relative
Inhibition beim Standard 10 mg/L Erdnuss bzw. Haselnuss berechnet. Die Normie-
rung erfolgte, indem die Absorptionen der Blanks gleich 1 und die Absorptionen
des Standards 1.000 mg/L Erdnuss bzw. Haselnuss gleich 0 gesetzt wurden.

Die Ergebnisse bei Verwendung der monoklonalen Erdnuss-Antikoérper sind in
Abb. 3.15 dargestellt. Demnach wurden die Antikorper 44-8H7, 51-12D7 und 51-
12D2 beim Standard 10mg/L Erdnuss am stérksten inhibiert. Allerdings waren
die maximalen Absorptionen im Test stark unterschiedlich, z. B. bei Antikoérper
44-8H7 mit ~50mAU sehr niedrig, was auf eine relativ geringe Konzentration an
aktivem Antikorper schliefen lésst. Da die IgG-Konzentrationen in diesem Test
nicht nivelliert wurden, ist davon auszugehen, dass sich die abgeschétzte Affinitét
insbesondere bei hoher konzentrierten Antikoérpern als zu niedrig erweist.

Unter den Haselnuss-Antikorpern zeigten die Klone 50-6B3, 48-9F1 und 48-8G1
beim Standard 10mg/L Haselnuss die stdrkste Inhibition von iiber 90 % (Abb.
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3 Ergebnisse und Diskussion

Tab. 3.5: Monoklonale Erdnuss-Antikérper, in indirekt-kompetitiven Immuno-
assays ermittelte minimale Testmittelpunkte (ICsq).

Klon min. 1Cxq Klon min. 1Csq
[mg/L| [mg/L]
44-10D10 2,1 51-3D12 5,8
44-10H8 3,9 51-3G7 14
44-1B11 2,1 51-4E10 —
44-1C12 — 51-5D3 5,3
44-4G2 1,8 51-5G9 1,5
44-7TA7 3,2 51-6F6 3,7
44-8B1 1,9 51-7C1 3000
44-8G7 2,1 51-7G8 2,0
44-8H7 1,9 51-9F1 210
49-2D11 — 51-9G2 10
49-4D4 1,5 51-9H10 3,7
51-10C5 470 Y68 0,71
51-10F5 1,1 Y69 0,91
51-10G5H 0,81 Y70 1,2
51-12D2 1,3 Y71 0,13
51-12D7 1,3 Y72 0,87
51-12E3 0,50 Y76 0,30
51-1B6 260 Y77 0,61
51-2A12 3,3 Y78 1,2
51-2H5 3,6 Y79 1,1

3.16). Die bei Verwendung des Antikorpers 48-9F1 beobachteten Absorptionen
iiberstiegen zudem die Absorptionen aller anderen Antikdrper, bei gleichzeitig
niedrigem ,Sockelwert* (unspezifische Bindung). Anhand dieser Befunde kann An-
tikdrper 48-9F1 als einer hochst affinen der vorhandenen monoklonalen Haselnuss-
Antikorper mit zudem hoher Konzentration an aktivem IgG beurteilt werden.

Zur genaueren Abschétzung der Antikorper-Affinitdten war eine Optimierung
der indirekt-kompetitiven Immunoassays notwendig. Mit allen vorliegenden mo-
noklonalen Antikérpern wurden daher Inhibitionskurven aufgezeichnet, wobei so-
wohl die Antigenkonzentrationen bei der Beschichtung als auch die Antikorper-
verdiinnungen variiert wurden. Die erhaltenen Testmittelpunkte wurden in ein
Koordinatensystem aufgetragen und die Grenzwerte fiir infinitesimale Antikor-
perkonzentrationen extrapoliert (vgl. Kap. 3.2.1 und 3.2.3).

Die minimalen Testmittelpunkte der monoklonalen Erdnuss-Antikérper sind in
Tab. 3.5 zusammengefasst. Bei Vernachléssigung einer vermutlich unterschiedli-
chen Erkennung von Antigenen, entsprechend unterschiedlichem Molekulargewicht
der Analyten, sind diese Testmittelpunkte indirekt proportional zu einer mini-
malen Affinitdtskonstante. Die niedrigsten Testmittelpunkte (hochste Affinitéten)
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Tab. 3.6: Monoklonale Haselnuss-Antikoérper, in indirekt-kompetitiven Immuno-
assays ermittelte minimale Testmittelpunkte (ICsg).

Klon min. 1Csg Klon min. 1Csg
[mg/L] [mg/L]

45-2E11 12 50-4F2 50,4
45-4G2 180 50-5H9 4.4
45-6G4 900 50-6B12 3,3
45-TB3 20 50-6B3 1,3
48-10F3 7,1 50-6E1 2,5
48-3B1 4.5 50-6G7 —
48-8G1 0,89 50-7B8 6,1
48-9F'1 0,70 50-8A3 4,6
50-1G10 60 50-8B11 1,4
50-1G2 6,2 Y61 7,2
50-2D9 170 Y62 8,5
50-3A11 1,0 Y63 9,6

wurden bei Verwendung der Antikorper Y71, Y76, 51-12E3 und Y77 ermittelt.
Bei den Antikérpern 51-7C1, 44-1C12, 49-2D11 und 51-4E10 wurde unter den
verwendeten Bedingungen dagegen keine oder nur eine sehr schwache Inhibiti-
on beobachtet, was auf mangelnde Antigenerkennung bzw. sehr geringe Affinitét
schliefsen lasst.

In Tab. 3.6 sind die bei Untersuchung der monoklonalen Haselnuss-Antikdrper
erhaltenen minimalen Testmittelpunkte aufgefiihrt. Die Antikérper der Klone 48-
8G1, 48-9F1, 50-3A11, 50-6B12, 50-6B3, 50-6E1 und 50-8B11 erwiesen sich dem-
nach als am affinsten, bei Verwendung des Antikérpers 50-6G7 wurden dagegen
keine signifikanten Inhibitionen beobachtet.

3.4 Untersuchung der Antikorperselektivitaten

3.4.1 Kreuzreaktivitaten

Die Kreuzreaktivititen einzelner Erdnuss-Antikorper wurden zunéchst unter Ver-
wendung von indirekt-kompetitiven Immunoassays ermittelt (vgl. Kap. 2.4.2, S.
35). Mikrotiterplatten wurden dazu mit 0,5 mg/L Erdnuss-Standard beschichtet
(Affinitétslimitierung des Antikérpers) und Inhibitionskurven von Verdiinnungs-
reihen der entsprechenden Extrakte aufgenommen. Die Berechnung der Kreuzre-
aktivitdten erfolgte durch Quotientbildung aus Testmittelpunkt bei Inhibition mit
Erdnussextrakt (entfettete, gerostete Erdnuss) und Testmittelpunkt bei Inhibiti-
on mit Kreuzreaktand (Gl. 2.5, S. 36). Die Kreuzreaktivitdten wurden damit auf
sentfettete, gerostete Erdnuss” normiert und sind in Tab. 3.7 zusammengefasst.
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Tab. 3.7: Kreuzreaktivitéten %] einiger Erdnuss-Antikorper (bezogen auf Erdnuss
gerostet, entfettet; gemessen in indirekt-kompetitiven Immunoassays).

Y71 Y76 51-12D2  51-12E3 R646 02
Maus (monoklonal) Kaninchen =~ Huhn
Erdnuss gerostet,
entfettet 100 100 100 100 100 100
Erdnuss gerostet 120 100 85 76 120 160
Erdnuss roh,
entfettet 240 530 190 130 240 260
Erdnuss roh 300 530 230 190 280 310
Soja 40-107% 1,3-107% 6,0-107> <NWG 1,7-107® < NWG
Mandel 25-107% 1,7-1073 2,7-1003% <NWG 52-100% <NWG
Tellerlinse 4,7-107% 1,1-107% 1,0-1072 <NWG 3,3-100® < NWG
griine Erbse 71-100% 471073 55-1002 <NWG 3,7-1072 <NWG
rote Bohne 3,9-107% 83-107% 7.3-100° <NWG 38-100° < NWG
Haselnuss 1,9-107% 4,1-107* 4,1-107% 14-1072 5,0-107* 6,3-1072
Walnuss 34-107% 94-107% 7,1-1002 <NWG 1,6-1072 <NWG

Bei allen untersuchten Kreuzreaktanden (aufser Erdnuss) lagen die Kreuzreak-
tivitaten unter 0,1 %, in vielen Fallen waren sie nicht messbar bzw. sind nur als
Néaherungswert zu beurteilen. Oft wurde selbst bei den héchsten Konzentrationen
der Kreuzreaktanden (30g/L) keine vollstdndige Inhibition beobachtet. Fiir die
Kurvenanpassung standen in diesen Féllen daher nur eine begrenzte Auswahl an
Datenpunkten zur Verfiigung und die Bestimmung des Testmittelpunkts ist damit
starker fehlerbehaftet.

Da sich die angegebenen Konzentrationen stets auf die ganze Frucht beziehen,
wurde die Einwaage bei entfettetem Material um den Fettgehalt reduziert. Es
zeigte sich, dass sowohl bei rohen als auch bei gerdsteten Erdniissen ein Ent-
fettungsschritt vor der Extraktion keinen signifikanten Einfluss auf den Testmit-
telpunkt hat. Die Behandlung mit Aceton beeinflusste also nicht wesentlich die
Epitoperkennung durch die Antikérper. Dagegen wurde ein signifikanter Einfluss
des Rostgrades auf die Testmittelpunkte beobachtet. Proteine aus ungerosteten
Erdniissen wurden von den Antikérpern stéarker gebunden als Proteine aus geros-
teten Erdniissen. Die Ursache fiir diese Beobachtung ist eine thermisch induzierte
Anderung der Tertidrstruktur der Proteine, was zu einer verringerten Affinitét
des Antikorpers zum entsprechenden Epitop fithrt bzw. moglicherweise vollstéan-
dige Verhinderung der Antigen-Antikorper-Bindung zur Folge hat. Die Affinitét
bei Verwendung von gerdsteten Erdniissen ist bei den meisten Antikérpern um
den Faktor =~ 2-3, beim monoklonalen Antikérper Y76 sogar um einen Faktor > 5
geringer. Wie bei Experimenten mit gereinigten Erdnuss-Allergenen festgestellt
wurde, handelt es sich bei Y76 um den einzigen in Tab. 3.7 aufgefithrten mono-
klonalen Antikorper, der das Allergen Ara h2 bindet. Es ist bekannt, dass Ara h2
eines der wenig hitzestabilen Erdnussproteine ist. Fiir die Analytik ist jedoch Hit-
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Abb. 3.17: Monoklonale Erdnuss-Antikérper, Signalinhibition im Immunoassay
mit immobilisiertem Antigen bei Zugabe von Extrakt einer Kreuz-
reaktandenmischung zur Antikoérperlosung (n=2; Konzentration der
Kreuzreaktandenmischung 0-10 %).

zestabilitat des Targets erwiinscht, um auch bei stark prozessierten Lebensmitteln
eine hohe Wiederfindung zu erreichen. Dem Lebensmittelallergiker ist in der Regel
nicht bekannt, welches Protein die Allergie jeweils auslost.

Ein effektives Screening von Antikérpern kénnte erreicht werden, wenn die Mes-
sungen von Affinitdten und Kreuzreaktivitdten in einem Assay kombiniert wiir-
den. Es ist denkbar, die Antikérper in Puffer mit hohen Konzentrationen potentiell
kreuzreaktiver Proteine zu verdiinnen und dadurch stark kreuzreagierende Anti-
korper zu inhibieren. Zur Durchfithrung entsprechender Untersuchungen schienen
Immunoassays mit immobilisiertem Antigen geeignet. Dazu wurden zunéchst mit
10mg/L Erdnuss bzw. unbeschichtete Mikrotiterplatten (Blank) mit 1,5% BSA
in PBS geblockt. Ein Kreuzreaktandenextrakt wurde hergestellt aus folgenden 19
Niissen bzw. Saaten: Soja, griine Erbse, rote Bohne, Mandel, Walnuss, Tellerlinse,
Macadamia gerostet, Pinienkern, Kokosnuss, Pekannuss gerdstet, braune Kicher-
erbse, weifse Bohne, Kiirbiskern, Mottenbohne, Cashew, Sesam, Pistazie gerostet,
Sonnenblumenkern und Paranuss. Die Niisse und Saaten wurden in &quivalenten
Massenverhéltnissen gemischt, mit der Labormiihle fein vermahlen und Extrak-
te mit den Konzentrationen von 1%, 3% und 10 % hergestellt (0,1-1 g Mischung
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in 10 mL Fischgelatine-Extraktionspuffer). Je 150 pL. der Kreuzreaktandenextrak-
te und 50 uL. Antikorperlosung (Zelliiberstédnde 1:250 bzw. gereinigte Antikorper
1:2.000 in PBS verdiinnt) wurden in die vorbereiteten Kavitdten der Mikrotiter-
platte pipettiert und die Platte nach einer Stunde gewaschen. Die Detektion des
gebundenen IgG erfolgte mittels sequentieller Zugabe von Peroxidase-markiertem
anti-Spezies-Antikorper und Substratlosung nach jeweils einem Waschschritt. Die
gemessenen Absorptionen sind in Abb. 3.17 zusammengefasst. Selbst bei héchs-
ter Konzentration des Kreuzreaktandenextrakts wurden nur geringe Inhibitionen
beobachtet. Eine Diskriminierung anhand der Kreuzreaktivitdten wihrend des
Antikorper-Screenings war daher nicht moglich. Offenbar waren die Antikorper
durch die Lieferanten RIKILT bzw. CSL bereits derart vorselektiert, dass unter
den gewéhlten Bedingungen keine signifikante Inhibition erreicht werden konnte.
Zu beachten ist allerdings, dass die Konzentrationen der einzelnen Kreuzreaktan-
den entsprechend der Anzahl der Komponenten relativ niedrig war.

3.4.2 Gelchromatographische Fraktionierungen

Zur weiteren Charakterisierung der Antikorper wurde untersucht, welche Antigene
jeweils erkannt werden. Hierfiir wurden Erdnussextrakte nativ einer gelchromato-
graphischen Fraktionierung unterzogen. Bei der stationaren Phase handelte es sich
um Superdex 200 (prep grade) mit einem Fraktionierbereich von 10-600 kDa. Die
Chromatographie wurde unter Verwendung einer FPLC-Anlage (,,Fast Protein Li-
quid Chromatography*) mit UV-Detektion und angeschlossenem Fraktionssamm-
ler durchgefiihrt. Als mobile Phase erwies sich PBS als geeignet. Ein typisches
Chromatogramm einer Fraktionierung von Erdnussextrakt unter optimierten Be-
dingungen ist in Abb. 3.18 dargestellt. Neben der UV-Detektion (280nm) des
Eluenten wurden die Fraktionen BCA-Tests unterzogen.

Vom Eluenten wurden jeweils Fraktionen von 100 pL in Mikrotiterplatten ge-
sammelt. Nach einstiindiger Inkubation der Mikrotiterplatte zur Immobilisierung
der Proteine wurden Immunoassays mit immobilisiertem Antigen durchgefiihrt.
Die Experimente erfolgten unter Verwendung der monoklonalen Antikérper Y68
bis Y72, Y76 bis Y79, 44-8G7, 51-2A12, 51-12D2 und des polyklonalen Antikor-
pers R694 aus Kaninchen. Es wurden zwei bei 4,3 und 6,5 mL eluierte Fraktionen
identifiziert. Bei jedem der hier untersuchten Antikorper wurde festgestellt, dass
Proteine einer der beiden Fraktionen gebunden werden.

Die beiden Fraktionen wurden daraufhin in grofseren Mengen dargestellt, um
alle vorhandenen monoklonalen Erdnuss-Antikérper in Immunoassays mit immo-
bilisiertem Antigen untersuchen zu koénnen. Zur Erzielung von moglichst hohen
Reinheiten der Proteine mussten die Fraktionen knapp geschnitten werden. Bei
Untersuchung der Antikorper 44-1C12, 49-2D11, 51-5D3 und 51-9H10 wurde fest-
gestellt, dass jeweils keine Bindung bei beiden Fraktionen erfolgt. Da die Anti-
korper 44-1C12 und 49-2D11 das Erdnussallergen Ara hl erkennen (siche Kap.
3.4.3), ist offensichtlich in keiner der beiden Fraktionen eine signifikante Menge
Ara hl enthalten. Aufgrund der im Vergleich zu Ara h2 héheren Molekularmasse
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Abb. 3.18: Gelchromatographische Fraktionierung von Erdnussextrakt. Jeweils
Fraktionen von 100 nL. wurden gesammelt und der Proteingehalt der

Fraktionen mittels BCA-Test gemessen (Detekton Gelchromatogramm:
280 nm, BCA-Test: 550 nm).

wird eine relativ frithe Elution des Allergens Ara hl erwartet. Zur weiteren Ab-
klarung des Verbleibs von Ara hl miissten entsprechend kleine Fraktionen, die
in einem Bereich <6 mL eluiert werden, genauer untersucht werden. Denkbar ist
auch, dass Ara hl zwar in einer der beiden Fraktionen enthalten ist, aber unter
den gewédhlten Bedingungen nur schlecht auf der Mikrotiterplatte immobilisiert
wird und daher im Immunoassay nur ein schwaches Signal erhalten wird. Da der
isoelektrische Punkt von Ara hl bei 4,6 liegt, wire vermutlich durch eine Verrin-
gerung des pH-Wertes eine effizientere Immobilisierung zu erreichen.

Bei Untersuchung der Antikorper Y76 bis Y79, welche mittels Immunisierung
mit gereinigtem Ara h2 generiert wurden, zeigte sich jeweils Bindung bei Proteinen
der Fraktion 6,5mL. Dagegen stellte sich heraus, dass der Antikérper 51-10GH
sogar Proteine beider Fraktionen erkennt.

Die restlichen monoklonalen Erdnuss-Antikorper wurden lediglich bei Immobi-
lisierung von Proteinen der Fraktion 4,3 mL detektiert. In Abb. 3.19 ist das be-
obachtete Bindungsverhalten exemplarisch fiir die Antikérper 51-2A12 und Y77
dargestellt. Die Messungen erfolgten mittels Immunoassays mit immobilisiertem
Antigen.
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Abb. 3.19: Gelchromatographische Trennung von Erdnussextrakt, Untersuchung
der gesammelten Fraktionen mittels Immunoassays mit immobilisier-
tem Antigen (monoklonale Antikérper; Detektion Gelchromatogramm:
280 nm, Immunoassay: 450 nm).

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass das Allergen Ara hl offenbar
in keiner der beiden Fraktionen vorhanden ist, Ara h2 dagegen Bestandteil der
Fraktion 6,5mL ist. Bei der zweiten Fraktion bei 4,3 mL wurde bei den meis-
ten Antikdrpern eine Bindung beobachtet. Um den Fraktionen Molekularmassen
zuordnen zu konnen, war eine Kalibrierung unter Verwendung von Standardpro-
teinen notwendig. Demnach sind bei der Fraktion 4,3 mL. Proteine mit einer Mo-
lekularmasse von 200-250 kDa zu erwarten. Moglicherweise handelt es sich dabei
um 11S-Globuline (Ara h3).

Bei gelchromatographischen Fraktionierungen eines Haselnussextrakts unter den
gleichen Bedingungen wurden Peaks von héhermolekularen Proteinen bei 3,3 und
4,3 mL, sowie Peaks von niedermolekularen Proteinen bei 7,5 mL beobachtet (Da-
ten nicht gezeigt). Die Fraktionen wurden allerdings nicht weiter immunanalytisch
untersucht.
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3.4.3 Gereinigte Allergene

Im weiteren Verlauf des Projekts standen die Erdnuss-Allergene Ara hl und Ara
h2 in gereinigter Form zur Verfiigung. In Immunoassays mit immobilisiertem An-
tigen wurde untersucht, welche Allergene jeweils von den monoklonalen Erdnuss-
Antikérpern gebunden werden. Als Referenz diente Erdnussproteinmischung in
Form von Erdnussextrakt. Die Konzentration des Erdnussextrakts bei der Be-
schichtung betrug 500 ng/L Erdnuss. Um die Mengen an immobilisierten Antige-
nen zu egalisieren, wurden bei den Allergenlésungen Konzentrationen von 20 pg/L
Ara hl bzw. 10 ng/L Ara h2 gewéhlt, entsprechend einem Gehalt von =4 % Ara
hl und ~2% Ara h2 in Erdnuss [137]. Die bei jedem Antikorper berechneten
mittleren Absorptionen sind in Abb. 3.20 dargestellt.

I Erdnuss-Extrakt

[ Ara h1
[——JArah2
44-10D10 B 51-3D12 =
44-10H8 = 51-3G7 [—
44-1B1] = 51-4E10 =
44-1C12 (- 51-5D3 [—
44-4G2 = 51-5G9 ==
44-7TA7 F= 51-6F6 P2
44-8B1 = 51-7C1 /=5
44-8G7 51-7G8 [
44-8H7 = 51-OF] H—
49-2D1] = 51-9G2 [—
49-4D4 = 51-9H10 B2
51-10C5 == Y68 =
51-10F5 = Y69 B2
51-10G5 = Y70 =
51-12D2 = Y71 =
51-12D7 = Y72 -
51-12E3 = Y76 ,
51-1B6 B= Y77
51-2A12 =¥ Y78
51-2H5 Y79 ,
LA | AR vt LR | AL vt
0,1 1 0,1 1
Absorption (450 nm) Absorption (450 nm)

Abb. 3.20: Erdnuss-Antikérper, mittlere Absorptionen im Immunoassay mit im-
mobilisiertem Antigen (Erdnussextrakt, Erdnussallergen Ara hl, Erd-
nussallergen Ara h2; n=2).

Die Klone Y76 bis Y79 wurden mittels Immunisierung mit chromatographisch
aufgereinigtem Ara h2 gewonnen, bei allen anderen Antikérpern wurde Erdnuss-
extrakt zur Immunisierung verwendet. Die Antikérper Y76 und Y79 erkennen
offensichtlich tatsdchlich das Erdnussallergen Ara h2, bei den Antikérpern Y77
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und Y78 wurde dagegen eine Bindung lediglich bei Erdnussextrakt beobachtet,
nicht dagegen bei den gereinigten Allergenen. Eine Bindung von Ara hl wurde
lediglich bei den Antikérpern 44-1C12 und 49-2D11 beobachtet und bei keinem
Antikorper aufler Y76 und Y79 wurde eine Bindung von Ara h2 festgestellt. Alle
untersuchten monoklonalen Erdnuss-Antikorper erkannten erwartungsgemaéaft Erd-
nussextrakt. Die Ergebnisse zeigen, dass die meisten Antikérper Antigene binden,
die nicht in gereinigter Form verfiighar waren. Vermutlich handelt es sich dabei
in den meisten Féllen um Arachin (Ara h3), dem quantitativ bedeutendsten Spei-
cherprotein in Erdnuss [171].

3.5 Screening von homologen Antikorperpaaren

Das Screening von homologen Antikérperpaaren (Antikorper der gleichen Tier-
spezies) zur Entwicklung von Sandwich-Immunoassays ist nur mit erheblichem
Aufwand méglich (Kap. 2.5.3, S. 40). Ein gewo6hnlicher markierter anti-Spezies-
Antikorper wiirde in dieser Konstellation sowohl an den Detektionsantikorper als
auch an den Fangerantikorper binden. Es wurden daher Methoden zur in-situ-
Markierung von monoklonalen Antikérpern studiert.

3.5.1 Markierung mittels Fab-Fragmenten

Antikorper konnen mittels markierten Fab-Fragmenten (z.B. Zenon™) einfach
und effektiv detektiert werden. Markierte Fab-Fragmente werden iiblicherweise
z.B. in immunhistochemischen Verfahren oder in der Flow-Cytometrie verwendet
[324]. Die Markierung erfolgt sukzessive, wie in Immunoassays oder cytochemi-
schen Verfahren, oder auch in-situ iiber einen Vorinkubationsschritt [325]. Die
mit Farbstoffen oder Enzymen markierten Fab-Fragmente (aus Ziege) sind er-
héltlich zur Detektion von Maus-Antikérpern der Klassen IgGq, [gGg, und IgGgy.
Als Blockingreagenz fiir die Inaktivierung von iiberschiissigen Fab-Fragmenten ist
den Testkits Mauseserum beigefiigt. Bei den hier vorgestellten Untersuchungen
wurden Fab-Fragmente zur Detektion von IgG; verwendet, welche mit alkalischer
Phosphatase markiert waren. Die Konzentration der markierten Fab-Fragmente
im Kit betragt 200 mg/L, laut Hersteller sind 1pg zu markierendes Méuse-IgG
mit 5l Fab-Konjugat = 1 pg Fab-Konjugat (molares Verhéltnis Fab: IgG ~3:1)
zu mischen.

Zum Screening von Kombinationen aus monoklonalen Antikérpern wurden Zell-
kulturiiberstéinde unter Verwendung von vorbeschichtetem anti-Maus-Antikérper
in nivellierten Mengen immobilisiert. Im Anschluss wurden Standards bzw. Blanks
zugegeben und zur Detektion Antikorper verwendet, die mit markierten Fab-
Fragmenten vorinkubiert waren. Es zeigte sich, dass zur Vermeidung eines ho-
hen Hintergrundes freie Bindungsstellen des anti-Maus-Antikorpers, welcher zur
Vorbeschichtung verwendet wurde, mittels Inkubation von unspezifischem Mau-
seserum geblockt werden miissen.
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Abb. 3.21: Monoklonaler Erdnuss-Antikorper, Inkubation von geblockten Kom-
plexen aus markierten Fab-Fragmenten und Antikérper auf mit Anti-
gen beschichteten Mikrotiterplatten (Immunoassay mit immobilisier-
tem Antigen; monoklonaler Antikérper 44-1B11, Zellkulturiiberstand
1:1.000 in PBS).

Zunéchst wurde die Kinetik fiir das Blocking der Fab-Antikorper-Komplexe und
fiir die Bindung der Komplexe an vorbeschichtete Mikrotiterplatten mittels Im-
munoassays mit immobilisiertem Antigen untersucht. Dazu wurden monoklonale
Antikérper mit Fab-Fragmenten zwei Stunden vorinkubiert und die Signalentwick-
lung in Abhéngigkeit von der Inkubationsdauer der Komplexe mit Mauseserum
(Blocking) beobachtet. Auferdem wurde die Inkubationsdauer der Komplexe auf
der Mikrotiterplatte variiert. Die Mikrotiterplatten waren jeweils mit Antigen vor-
beschichtet und geblockt (1,5% BSA in PBS).

Aus Abb. 3.21 ist ersichtlich, dass im untersuchten Zeitfenster kein Einfluss der
Inkubationsdauer beim Blocking festgestellt wurde. Es findet also keine signifikan-
te Dissoziation der Komplexe mit anschliefender Reaktion der Fab-Fragmente mit
unspezifischem und im Uberschuss vorliegendem Maus-IgG statt. Die Signalinten-
sitdten korrelierten im untersuchten Zeitfenster linear mit der Inkubationsdauer
der Komplexe in der Mikrotiterplatte. Die Bindung der Komplexe fand also kine-
tisch kontrolliert statt und eine Dissoziation der Komplexe tritt offenbar im unter-
suchten Zeitfenster nicht in signifikantem Ausmalfs auf. Als giinstig erwiesen sich
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ein Blocking von 10 min und eine Inkubationsdauer der Fab-Antikorper-Komplexe
von 90 min.

Da die verwendeten Fab-Fragmente nur an Antikorper der Klasse IgG; bin-
den, wurden die vorhandenen monoklonalen Antikorper zunéchst typisiert. Dazu
wurden Zellkulturiiberstéinde und gereinigte Antikorper mittels vorbeschichtetem
anti-Maus-Antikorper auf einer Mikrotiterplatte immobilisiert. Nach Inkubation
mit markierten Fab-Fragmenten und einem Waschschritt wurde die Farbreaktion
gestartet. Die Auswertung ergab, dass es sich bei allen monoklonalen Erdnuss-
Antikérpern um IgG; handelt, mit Ausnahme von 44-7A7, 51-10C5 und 51-10G5.
Diese drei Antikérper konnen daher mit den verwendeten Fab-Fragmenten nicht
als Detektionsantikorper verwendet werden. Samtliche monoklonalen Haselnuss-
Antikorper konnten dagegen der Klasse [gG; zugeordnet werden. Die in-situ-Mar-
kierung mit markierten Fab-Fragmenten wurde mit der in-situ-Markierung mit
ganzen markierten anti-Spezies-Antikorpern verglichen. Erwartungsgemafs zeigte
sich eine hohe Korrelation (siche Kap. 3.5.6, S. 95).

3.5.2 Biotinylierung von Antikorpern

Als weitere Methode wurde versucht, die monoklonalen Antikérper durch Zugabe
von Biotin-NHS-Ester zum Zellkulturiiberstand zu biotinylieren und damit eine
Markierung einzufithren. Zur Abschétzung der molaren Verhéltnisse wurden mitt-
lere Konzentrationen von 100 mg/L IgG (~ 0,67 pM) und 1 g/L Begleitproteine (als
BSA, ~15,2pM) in den Zellkulturiiberstdnden angenommen, die Konzentration
des Biotin-NHS-Esters war 10g/L (29,3 mM). Das Verhéltnis der Molekularge-
wichte von IgG und Biotin-NHS-Ester betragt M(IgG) : M(NHS-Biotin) ~ 440.

Zunéchst wurden monoklonale Antikérper mittels Vorbeschichtung von anti-
Maus-Antikérper immobilisiert und die Platte mit M&auseserum geblockt. An-
schlieffend wurden erst Standards inkubiert und schlieflich Zellkulturiiberstéande,
welche durch Zugabe von NHS-Biotin biotinyliert wurden. Uberschiissiges NHS-
Biotin wurde durch Zugabe von Tris abgefangen. Die Einfiihrung der Enzymmar-
kierung erfolgte durch einen Inkubationsschritt mit Konjugat aus Streptavidin
und alkalischer Phosphatase. Nach einem Waschschritt wurde Substratlésung zu-
gegeben und damit die Farbentwicklung gestartet.

Trotz Optimierung erwies sich die Methode als nicht geeignet fiir das Screening
von homologen Antikérperpaaren. Bei Benutzung von biotinylierten Zellkultur-
iberstdnden ergaben sich beim Blank (Standard 0 mg/L) trotz Verwendung von
Blockingreagenzien wie Mauseserum, Tris und Magermilch bei verschiedenen Kon-
zentrationen Absorptionen von stets deutlich iber 100 mAU. Die in den Zellkul-
turiiberstdnden vorhandenen Begleitproteine wurden vermutlich ebenso wie die
entsprechenden Immunglobuline biotinyliert. Offensichtlich binden diese unspe-
zifisch auf der Mikrotiterplatte und verursachen einen hohen Hintergrund. Bei
weiterer Verdiinnung des biotinylierten Detektionsantikorpers wurde eine gleich-
zeitige Verringerung der Signale von Standard und Blank beobachtet. Auch durch
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3.5 Screening von homologen Antikorperpaaren

Variation der Verhéltnisse von Antikorper zu Biotinylierungsreagenz konnten kei-
ne zufrieden stellenden Signal/Blank-Quotienten erzielt werden.

Unter den genannten Bedingungen war es nicht mdoglich, Zellkulturiiberstinde
ohne Aufreinigung so zu biotinylieren, dass bei Verwendung als Detektionsanti-
korper befriedigende Resultate erzielt werden konnten. Bei Verwendung von gerei-
nigten Antikorpern als Detektionsantikorper konnten hingegen gute Signal /Blank-
Quotienten erhalten werden. Es zeigte sich also, dass eine Biotinylierung von An-
tikorpern fiir das Screening von homologen Antikorperpaaren durch Zugabe von
NHS-Biotin nur bei Verwendung von gereinigten Antikorpern, nicht dagegen bei
Zellkulturiiberstanden geeignet ist.

3.5.3 Markierung mittels Protein G

Protein G ist ein streptococcales Zellwandprotein, welches aufgrund des Bindung
von IgG héaufig zur Aufreinigung von Antikérpern verwendet wird. Es wurde erst-
mals von BJORCK und KRONVALL im Jahre 1984 isoliert [326]. Protein G bindet
IgGq, IgGy und IgGs von Maus mit hoherer Affinitét als das staphylococcale Zell-
wandprotein Protein A [327; 328|.

Als Reagenz fiir die in-situ-Markierung von Antikorpern wurde ein Konjugat
aus Protein G und alkalischer Phosphatase verwendet. Zur Optimierung der Me-
thode wurden zunéchst sukzessive polyklonale Antikérper (R646 aus Kaninchen)
und Erdnuss-Standards (Blank, 0,1 und 10 mg/L Erdnuss, in Magermilch + 0,5 %
Tween 20) auf einer Mikrotiterplatte immobilisiert. Zellkulturiiberstinde wurden
mit Protein-G-Konjugat inkubiert und {iiberschiissiges Protein G durch Zugabe
von unspezifischem Méauseserum (1:500 in Inkubationspuffer) geblockt. Nach In-
kubation der Protein-G-Komplexe in der mit Féngerantikorper und Standards
beschichteten Platte und einem Waschschritt wurde die Farbreaktion durchge-
fiihrt. Bei Variation der Inkubationszeit (15-120 min) der Protein-G-Komplexe in
der Mikrotiterplatte zeigte sich ein linearer Zusammenhang mit der Absorption.
Dagegen war das Signal unabhéngig von der Inkubationsdauer der Protein-G-
Komplexe mit Méuseserum (5-60 min), das Blocking ist also offenbar in < 5 min
abgeschlossen. Unter den untersuchten Bedingungen wurde keine Korrelation der
Signalintensitit mit der Antigenkonzentration festgestellt, was auf unspezifische
Bindung des Konjugats auf der Mikrotiterplatte schliefsen l&asst.

Zur Abkldrung des Sachverhalts wurden die Immunoassays durch Eliminierung
der Féngerantikorper vereinfacht. Es wurden Immunoassays mit immobilisiertem
Antigen durchgefithrt (Beschichtung 1mg/L Erdnuss) und die Mikrotiterplatte
geblockt mit SeaBlock™ (10 % in PBS), BSA und Magermilch. Antikérper wur-
den in verschiedenen Konzentrationen (Verdiinnung 1:200-10.000) mit Protein
G inkubiert und geblockt mit Magermilch bzw. Pferdeserum (unverdiinnt bzw.
1:10 in PBS). Es wurden mit steigender Verdiinnung der Antikérper sinkende
Signalintensitdten beobachtet, sowohl auf der mit Antigen beschichteten als auch
auf der lediglich geblockten Mikrotiterplatte. Es handelt sich also um unspezi-
fische Bindungen. Bei stirkerer Verdiinnung der Antikorper waren allerdings die
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[ Protein G, Magermilch
[ Protein G, Pferdeserum
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Abb. 3.22: Monoklonale Erdnuss-Antikorper, Signal/Blank-Quotienten in Immu-
noassays mit immobilisiertem Antigen mit in-situ-markierten Antikor-
pern. Kategorien: Antikorper (1 und 3: hohe Affinitat (51-5G9, 51-
1B6), 2: geringe Affinitat (51-2H5), 0: kein Antikorper) bzw. Reagenz
zum Blocking der Mikrotiterplatte (SB: SeaBlock, BSA: bovines Se-
rumalbumin, SM: Magermilch). Sdulen innerhalb Kategorien: in-situ-
Markierungsreagenzien (mittels Protein G und Blocking mit Mager-
milch /Pferdeserum /PBS bzw. mittels anti-Spezies-Antikorper).

Signale selbst bei 15-stiindiger Farbentwicklung niedriger als 0,4 AU. Der maximal
ermittelte Signal/Blank-Quotient lag bei 1,9.

Die bei Verwendung verschiedener Inkubations- und Blockingmethoden erhal-
tenen Signal/Blank-Quotienten sind in Abb. 3.22 zusammengestellt. Zum Ver-
gleich sind Ergebnisse einbezogen, die bei in-situ-Inkubation mit markiertem anti-
Spezies-Antikorper erhalten wurden (siehe Kap. 3.5.4). Selbst bei Immunoassays
mit immobilisiertem Antigen konnte mittels Protein-G-Markierung unter den ge-
testeten Bedingungen in keinem Fall ein Signal /Blank-Quotient von > 2 erhalten
werden. Dagegen wurden bei Verwendung von markiertem anti-Spezies-Antikorper
in Immunoassays mit immobilisiertem Antigen unter allen Bedingungen deutlich
hohere Signalintensititen erhalten (bei Verwendung von affinen Antikérpern). Die
in-situ-Markierung mit Protein-G-Konjugat erwies sich somit als nicht geeignet,
was vermutlich auf die Bindungsmechanismen oder Affinitdten bzw. Dissoziati-
onsraten zuriickzufiihren ist.
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3.5 Screening von homologen Antikorperpaaren

3.5.4 Markierung mittels anti-Maus-Antikorpern

Als eine weitere Moglichkeit fiir die in-situ-Markierung von monoklonalen Antikor-
pern wurde die Verwendung von markierten anti-Spezies-Antikérpern untersucht.
Laut Herstellerangaben betrigt die Konzentration des verwendeten Konjugats aus
Peroxidase und anti-Maus-Antikorper ~ 1 g/L und das molare Verhéltnis von Per-
oxidase : Antikorper =~ 3: 1.

Fangerantikorper

44-10D10
44-10H8
44-1B11
44-1C12
44-4G2
44-7A7
44-8B1
44-8G7
44-8H7
49-2D11
49-4D4
51-10C5
51-10F5
51-10G5
51-12D2
51-12D7
51-12E3
51-1B6
51-2A12
51-2H5
51-3D12
51-3G7
51-4E10
51-5D3
51-5G9
51-6F6
51-7C1
51-7G8
51-9F1
51-9G2
51-9H10
Y68

Y69

Y70

Y71

1,2
15
1,7
2,0
3,0
4,0
5,0

7,0

Detektionsantikorper

9,0
11,0
13,0

15,0

Abb. 3.23: Kombinationen von monoklonalen Erdnuss-Antikérpern, Markierung
der Detektionsantikorper in-situ mit markiertem anti-Maus-Antikor-
per (Signal/Blank-Quotienten, Standard 1mg/L Erdnuss).

Das Konjugat wurde mit monoklonalem Antikérper gemischt und iiberschiis-
sige anti-Spezies-Antikérper durch Zugabe von unspezifischem Méuseserum ge-
blockt. Als optimal erwies sich eine finale Verdiinnung des markierten anti-Spezies-
Antikorpers von 1:10.000 (0,1 mg/L Konjugat), bei héheren Konzentrationen wa-
ren die Absorptionen des Blanks signifikant erhoht. Bei Verwendung des Konjugats
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Abb. 3.24: Kombinationen von monoklonalen Haselnuss-Antikorpern, Markie-
rung der Detektionsantikorper in-situ mit markiertem anti-Maus-
Antikorper (Signal/Blank-Quotienten, Standard 1 mg/L Haselnuss).

in niedrigeren Konzentrationen wurde eine Verringerung der Signalintensitéten
beobachtet. Des weiteren wurde eine finale Verdiinnung des unspezifischen Méau-
seserums von 1:500 gewéhlt, da bei stiarkeren Verdiinnungen ebenso ein Anstieg
der Absorptionen des Blanks beobachtet wurde. Hohe Absorptionen des Blanks
beruhten offenbar auf ungeniigendem Blocking von iiberschiissigen markierten
anti-Spezies-Antikorpern bzw. auf einem zu geringen Anteil von unspezifischem
Maus-IgG, was fiir das Abfangen von abdissoziierenden markierten anti-Spezies-
Antikérpern relevant ist. Maximale Signal/Blank-Quotienten wurden bei finalen
Konzentrationen der monoklonalen Antikorper von 100 pg/L IgG ermittelt. Fiir
das Screening der homologen Antikérperpaare wurde ein Standard von 1mg/L
Erdnuss bzw. Haselnuss gewéhlt, da in Vorversuchen festgestellt wurde, dass hier-
mit eine gute Diskriminierung erreicht wird.
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3.5 Screening von homologen Antikorperpaaren

Beim Screening der homologen Paare von Erdnuss-Antikérpern wurden die
in Abb. 3.23 zusammengefassten Signal/Blank-Quotienten erhalten. Sowohl die
Konzentrationen der Fanger- als auch der Detektionsantikorper wurden nivelliert.
Die besten Antikorperkombinationen (hochste Signal/Blank-Quotienten) enthiel-
ten die Klone 44-8H7, 51-10F5, 51-12E3 und Y68 bis Y72. Kombinationen mit
Beteiligung der Antikorper 44-1C12, 51-10C5, 51-1B6, 51-4E10, 51-7C1 oder 51-
9F1 waren dagegen unter den getesteten Bedingungen stets negativ bzw. lieferten
stark unterdurchschnittliche Ergebnisse.

Die beim Screening aller moglichen Kombinationen der vorhandenen monoklo-
nalen Haselnuss-Antikorpern erhaltenen Signal/Blank-Quotienten sind in Abb.
3.24 dargestellt. Auch hier wurde die Nivellierung der Féangerantikorper mittels
Vorbeschichtung eines anti-Spezies-Antikorpers erreicht. Die Konzentrationen der
Detektionsantikorper wurden durch Verdiinnung anhand der gemessenen IgG-
Konzentrationen nivelliert. Antikorper 48-9F1, welcher bereits in vorangegangenen
Messungen die hochste Affinitdt unter den monoklonalen Haselnuss-Antikérpern
aufwies, war Bestandteil der Antikérperkombinationen mit hohen Signal/Blank-
Quotienten. Weitere Kombinationen mit hohen Signal/Blank-Quotienten wur-
den bei Verwendung der Antikorper 50-3A11, 50-5H9 und 50-6B12 erhalten. Die
Antigen-Erkennung der Haselnuss-Antikorper ist nicht bekannt. Eine haufige Ur-
sache fiir negative Antikérperkombinationen ist vermutlich mangelnde Affinitét.
Auch die Bindung verschiedener Antigene bzw. die Erkennung eines identischen
oder rdumlich nahen Epitops und damit sterische Hinderung sind potentielle Ur-
sachen fiir negative Kombinationen.

3.5.5 Kovalent markierte Antikorper

Die kovalente Konjugation der in gereinigter Form vorliegenden Antikorper er-
folgte iiber reduktive Aminierung [236; 329|. Bei dieser Methode werden zunéchst
innerhalb der Polysaccharid-Ketten der Meerrettich-Peroxidase vicinale Diolgrup-
pen mittels Periodat oxidativ gespalten. Die Kopplung der aktivierten Peroxidase
erfolgt iiber die entstandenen reaktiven Aldehydgruppen an eine Aminogruppe
des IgG unter intermedidrer Bildung einer Schiff’schen Base. Die Doppelbindung
wird mit Cyanoborhydrid reduziert und mit Tris als Blockingreagenz werden ver-
bleibende reaktive Aldehydgruppen deaktiviert.

Es zeigte sich, dass die Ausbeute der Konjugation nur bei hohen Antikoérper-
und Peroxidasekonzentrationen von mindestens 1g/L befriedigend ist. Das den
Antikérpern zur Stabilisierung zugesetzte Glycerin wurde mit Hilfe von PD-10-
Gelsdulen zunéchst abgetrennt. Anschlieffend erfolgte eine Aufkonzentrierung der
Antikorper-Losungen mittels Zentrifugenfiltern. Die Peroxidase wurde in entspre-
chend hoher Konzentration aktiviert und die Fraktion mit aktivierter Peroxidase
knapp geschnitten.

Die Qualitdt aller Konjugate wurde in Immunoassays mit immobilisiertem An-
tigen untersucht. Die Mikrotiterplatten wurden dabei mit Extrakt entsprechend
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0 (Blank), 0,5 bzw. 10 mg/L Erdnuss beschichtet. Nach dem Blocking der Plat-
te wurde die Detektion der immobilisierten Erdnussproteine mit drei Varianten
studiert. Zum einen wurde mit Konjugat detektiert, zum zweiten sukzessive mit
monoklonalem Antikoérper und markiertem anti-Spezies-Antikérper und zum drit-
ten sukzessive mit Konjugat und markiertem anti-Spezies-Antikérper. Die Ver-
wendung aller Immunreagenzien (Antikorper, Konjugate, anti-Spezies-Antikoérper)
erfolgte in verschiedenen Verdiinnungen.

Fangerantikorper

44-8G7
51-12D2
51-2A12 1.2
5 Y68 2,0
e
S Y69 3,0
1= Y70
S 5,0
S Y71
£ . 10,0
I Y72
(0] i
=) Y76 20,0
Y77 40,0
Y78
Y79

Abb. 3.25: Erdnuss-Antikorper, Signal /Blank-Quotienten beim Screening von ho-
mologen, monoklonalen Antikérperkombinationen; Detektion mittels
Antikorper-Peroxidase-Konjugaten (Erdnuss-Standard 1 mg/L, n=2).

Die Konjugation wurde als erfolgreich bewertet, wenn bei sukzessiver Inkubati-
on von monoklonalem Antikérper und anti-Spezies-Antikérper bzw. von Konjugat
und anti-Spezies-Antikorper keine signifikant hoheren Signal/Blank-Quotienten
erhalten wurden als bei Inkubation lediglich mit Konjugat. Um die optimalen
Verdiinnungen der Konjugate zu evaluieren, wurden in Immunoassays mit immo-
bilisiertem Antigen die Konjugat-Verdiinnungen ermittelt, mit denen die maxima-
len Signal /Blank-Quotienten erhalten werden. Die Antigenkonzentrationen bei der
Beschichtung der Mikrotiterplatte betrugen 0 (Blank) bzw. 10 mg/L Erdnuss. Es
ergaben sich optimale Verdiinnungen der Konjugate von 1:300 fiir die Antikérper
51-12D2, Y71, Y72, Y76, Y77 und Y79, 1:1.000 fiir die Antikérper Y69, Y70 und
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Y78, 1:3.000 fiir den Antikorper 44-8G7 und 1:10.000 fiir die Antikorper 51-2A12
und Y68.

Fiir das Screening der homologen Antikorperkombinationen wurden schlieft-
lich Sandwich-Immunoassays durchgefiihrt, wobei die synthetisierten Konjugate
als Detektionsantikorper verwendet wurden. Zunéchst wurden hierfiir sukzessive
anti-Maus-Antikorper (Vorbeschichtung) und Erdnuss-Antikoérper immobilisiert.
Danach wurden in die Kavitdten Standard (1mg/L Erdnuss in Fischgelatine-
Extraktionspuffer) bzw. Fischgelatine-Extraktionspuffer (Blank) pipettiert und
2h inkubiert. Nach Waschen der Mikrotiterplatten wurden zur Absattigung der
vorbeschichteten anti-Maus-Antikérper je 200 pL. Mauseserum (1:100 in PBS) in
jede Kavitdt pipettiert. Nach einstiindiger Inkubation erfolgte die Zugabe von
jeweils 50 pL. Konjugat (entsprechend 0,5 mg/L Antikorper in PBS) und eine wei-
tere einstiindige Inkubation. Die nach Messung der gebundenen Peroxidase (Sub-
stratzugabe) berechneten Signal /Blank-Quotienten aller untersuchten Antikorper-
kombinationen sind in Abb. 3.25 zusammengefasst. Der hochste Signal/Blank-
Quotient wurde mit der symmetrischen Antikorperkombination Y68/Y68 erhal-
ten. Allgemein enthielten die Kombinationen mit den héchsten Signal/Blank-
Quotienten die Antikérper 51-12D2, 51-2A12 oder Y68 bis Y71 als Fangeranti-
korper und 44-8G7, 51-2A12, Y68 bis Y70 oder Y77 als Detektionsantikorper.

3.5.6 Vergleich der Markierungsmethoden

Die bei Verwendung von markierten Fab-Fragmenten (Kap. 3.5.1) und markierten
anti-Maus-Antikorpern (Kap. 3.5.4) erhaltenen relativen Signal/Blank-Quotienten
sind in Abb. 3.26 gegeneinander aufgetragen. Es wurden dabei jeweils Ergebnis-
se vom Kombinationen aus monoklonalen Erdnuss-Antikorpern berticksichtigt. Es
wurde eine hohe Korrelation von R=0,88 (n=36) gefunden, was aufgrund der
identischen Bindungsmechanismen auch zu erwarten war. Die Eignung der beiden
Methoden fiir die in-situ-Markierung zum Screening von homologen Antikdrper-
paaren ist damit dhnlich.

In Abb. 3.27 sind Signal/Blank-Quotienten bei Verwendung von kovalent mar-
kierten Detektionsantikorpern (siehe Kap. 3.5.5) und bei Verwendung von markier-
ten anti-Maus-Antikorpern (siehe Kap. 3.5.4) gegeneinander aufgetragen. Auch
hier handelt es sich um Ergebnisse, die beim Screening von Kombinationen aus mo-
noklonalen Erdnuss-Antikérpern erhalten wurden. In diesem Fall wurde ein Kor-
relationskoeffizient von R=0,72 (n=132) ermittelt. Der Korrelationsplot weist
allerdings eine Aufspaltung der Datenpunkte in zwei Gruppen auf. Offenbar un-
terscheidet sich die Markierungsausbeute zwischen den beiden Methoden. Ver-
mutlich ist dies darauf zuriickzufiihren, dass es sich um Antikoérper verschiedener
Immunglobulin-Subklassen handelt (Kappa- bzw. Lambda-Ketten).

Ein interessanter Zusammenhang lasst sich beim Vergleich der Signal/Blank-
Quotienten der homologen Antikérperpaare mit den Affinitéten feststellen (Abb.
3.28). Zur Ermittlung der Signal/Blank-Quotienten beim Screening der homo-
logen Antikorperpaare wurden die Detektionsantikorper in-situ mit anti-Maus-
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Markierung mittels anti-Maus-Antikorper

Abb. 3.26: Monoklonale Erdnuss-Antikorper, Korrelation zwischen Markierung
des Detektionsantikorpers mittels markierten anti-Maus-Antikérpern
und mittels markierten Fab-Fragmenten von anti-Maus-Antikérpern
(jeweils relative Signal/Blank-Quotienten, n = 36).

Antikorpern markiert (siehe Kap. 3.5.4). Die Bestimmung der relativen Affinitéten
erfolgte mittels indirekt-kompetitiver Immunoassays (siehe Kap. 3.3.3). Auffallig
an den Plots sind die maximalen Signal/Blank-Quotienten von =~ 16, die Indizi-
en einer Limitierung sind. Vermutlich trat beim Immunoassay Substratlimitierung
bei der Farbentwicklung auf. Erwartungsgemaéf sind bei Kombinationen, bei denen
hohe Signal /Blank-Quotienten ermittelt wurden, Antikérper mit hohen Affinita-
ten beteiligt. Dagegen ergeben zwei beliebige Antikérper mit hoher Affinitéat nicht
notwendigerweise eine Kombination, mit der hohe Signal /Blank-Quotienten erzielt
werden. Der gefundene Zusammenhang unterstreicht zum einen die grofe Bedeu-
tung von Affinitdtsbestimmungen zur Entwicklung von Sandwich-Immunoassays.
Zum anderen ist aber auch die Durchfiihrung eines effektiven Screenings von Anti-
korperpaaren wesentlich. Zweckméfigerweise wird dieses Screening beginnend mit
den affinsten Antikoérpern durchgefiihrt.

Fiir die Entwicklung von Sandwich-Immunoassays aus monoklonalen Antikor-
pern wird die in Abb. 3.29 dargestellte Vorgehensweise vorgeschlagen. Das Ziel
ist, geeignete Antikorperpaare moglichst schnell zu identifizieren, da wahrend der
frithen Screeningschritte nur ein kurzes Zeitfenster zur Verfiigung steht. Empfeh-
lenswert ist vor allem eine friithzeitige Festlegung auf einen Analyten, um mog-
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Markierung mittels anti-Maus-Antikdrper

Abb. 3.27: Monoklonale Erdnuss-Antikérper, Korrelation zwischen Markierung
des Detektionsantikorpers mittels markierten anti-Maus-Antikorpern
und kovalent markierten Antikérpern (n=132, jeweils Signal/Blank-
Quotienten).

lichst Mischimmunisierungen (z. B. mit Erdnussextrakt) zu vermeiden. Diese sind
als unattraktiv zu beurteilen, da die Immunantwort nicht kontrollierbar und nicht
vorhersehbar ist. Vielmehr ist es moglich, dass hauptséchlich z. B. Antikorper ge-
gen eine Minorkomponente gebildet werden, was sich als nachteilig fiir die Sensiti-
vitat der zu entwickelnden Immunoassays erweist. Idealerweise wird vielmehr mit
einem gereinigten Protein immunisiert, wobei auf die Stabilitdt und den Anteil
dieses Proteins in der Mischung geachtet wird. Als alternative Immunisierungs-
methoden sind Peptid-Immunisierungen oder DNA-Immunisierungen denkbar.

Bei der Selektion eines Proteins oder sogar eines Epitops vereinfacht sich die
weitere Vorgehensweise wesentlich, da das Screening der Zellkulturiiberstdnde ent-
sprechend ausgerichtet werden kann. Zur Abschéatzung der Antikérperaffinitaten
werden zweckmafigerweise Formate mit immobilisierten Antikérpern gewéhlt, wo-
durch eine Nivellierung der Menge an immobilisiertem Antikérper ohne vorheri-
ge IgG-Bestimmung ermdglicht wird. Ein Screening von Antikérperkombinationen
mit angemessenem Aufwand wird darauthin nur mit Kombinationen durchgefiihrt,
welche die affinsten Antikorper enthalten, nicht dagegen mit allen moglichen Kom-
binationen (n?).
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Abb. 3.28: Monoklonale Erdnuss-Antikorper, beim Screening homologer Paare er-
mittelte Signal/Blank-Quotienten, aufgetragen gegen die relative Af-
finitat des Fangerantikorpers (a) bzw. des Detektionsantikorpers (b)
(in-situ-Markierung des Detektionsantikorpers mittels markierten anti-
Maus-Antikorpern).
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Abb. 3.29: Fliefsschema fiir die Entwicklung von Sandwich-Immunoassays, beste-
hend aus homologen Antikérperkombinationen.
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Bei zwei vorgegebenen Antikorpern wird im Sandwich-Immunoassay die ho-
here Sensitivitit erreicht, wenn der affinere der beiden Antikorper als Fanger-
antikorper und der Antikorper mit der geringeren Affinitdt als Detektionsanti-
korper eingesetzt wird. Nach dem hier vorgeschlagenen Schema ist die Immo-
bilisierung des affinsten Antikérpers zum Screening der Antikérperkombinatio-
nen jedoch nachteilig. In diesem Fall miissten die IgG-Konzentrationen aller zu
untersuchenden Zellkulturiiberstande bestimmt werden, um die Konzentrationen
des Detektionsantikorpers nivellieren zu konnen. Giinstiger ist vielmehr die Im-
mobilisierung der Zellkulturiiberstdnde, die bei Verwendung eines vorbeschich-
teten anti-Spezies-Antikorpers zugleich die Nivellierung der Antikérpermengen
beinhaltet. Nach Zugabe von Standard kann direkt die Inkubation von in-situ-
markiertem, hochaffinem Detektionsantikorper erfolgen. Die Abhéngigkeit von den
IgG-Konzentrationen wird beim Screening der Antikérperkombinationen also mi-
nimiert. Damit lasst sich die Entwicklung der Immunoassays auf Affinitdten der
Antikorper und sterische Gegebenheiten fokussieren.

Bei der Untersuchung der Antikérperkombinationen ist aus praktischen Griin-
den das Mitfiithren von Positiv- und Negativstandards zur Kontrolle empfehlens-
wert, zudem konnen mit Hilfe von Uberlappungen Verschiebungen zwischen ver-
schiedenen Mikrotiterplatten korrigiert werden. Empfehlenswert beim Screening
ist dariiberhinaus, die Konzentration des Standards entsprechend der gewiinschten
Empfindlichkeit des finalen Tests (d. h. niedrig) zu wéhlen.

Die Uberlegungen kénnen durch ein hypothetisches Beispiel illustriert werden.
Angenommen wird, dass 1.000 Zellklone vorhanden sind, von denen 100 das An-
tigen erkennen. Unter diesen Antikdrpern seien 10 Kombinationen, mit denen
ein sensitiver Sandwich-Immunoassay entwickelt werden kann. Beim konventio-
nellen Screening waren dafiir mindestens 4.000 Experimente notwendig, um die
Affinitdten und IgG-Konzentrationen aller Klone zu ermitteln. Zur Untersuchung
aller moglichen Kombinationen der positiven Klone miissten des weiteren 10.000—
20.000 Experimente durchgefithrt werden. Bei Verwendung mikrotiterplattenba-
sierter Methoden (96 Kavitdten) wéren hierfiir insgesamt ~ 150-250 Mikrotiter-
platten notwendig. Mit der in Abb. 3.29 dargestellten Vorgehensweise wéaren bei
der hypothetischen Konstellation 2.000 Experimente zur Abschétzung der Affini-
taten erforderlich. Nur diejenigen Antikorperkombinationen wiirden im folgenden
weiter untersucht, welche die 1-3 affinsten Antikorper enthalten, resultierend in
100-600 Experimenten. Fiir das gesamte Screening wéren also nur etwa =z 22-27
Mikrotiterplatten erforderlich, entsprechend 9-18 % des Bedarfs bei der konven-
tionellen Vorgehensweise. Neben der deutlichen Arbeitsersparnis wéren alle Ar-
beitsschritte somit innerhalb des kurzen Zeitfensters durchfiihrbar, welches fiir
das Screening der Zellklone verfiigbar ist.
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3.6 Screening von heterologen Antikorperpaaren

Fiir das Screening von heterologen Antikérperpaaren wurde zunéichst der Fanger-
antikorper mittels vorbeschichtetem anti-Spezies-Antikorper immobilisiert. Suk-
zessive erfolgte die Inkubation von Standards, Detektionsantikorper und mar-
kiertem anti-Spezies-Antikérper. Die Farbentwicklung wurde durch Zugabe von
Substratlosung gestartet.

3.6.1 Immobilisierung von polyklonalen Antikorpern

In diesem Kapitel werden die Ergebnisse des Screenings von heterologen Anti-
koérperkombinationen bei Verwendung von polyklonalen Fangerantikorpern vorge-
stellt. Immobilisiert wurden hierfiir polyklonale Antikérper aus Huhn oder Kanin-
chen, die Detektion erfolgte mit monoklonalen Antikorpern (Maus).

Monoklonaler Detektionsantikérper
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Abb. 3.30: Erdnuss-Antikérper, ermittelte Signal/Blank-Quotienten beim Scree-
ning von Kombinationen aus polyklonalen Fangerantikérpern und mo-
noklonalen Detektionsantikérpern (Standard 1000 pg/L Erdnuss; n = 2;
Fangerantikorper: R646 von Kaninchen, #02 bis #17 von Huhn).

Fir das Screening der Erdnuss-Antikérper wurden Standardkonzentrationen
von 10 und 1.000 pg/L Erdnuss gewédhlt. Fiir die Auswertung erwies sich die Be-
rechnung von Signal/Blank-Quotienten aller untersuchten Kombinationen als ge-
eignet. Bei Variation der Antikérper-Verdiinnungen bei der Beschichtung stellten
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Abb. 3.31: Haselnuss-Antikorper, Signal/Blank-Quotienten beim Screening von
Kombinationen aus polyklonalen Féngerantikérpern und monoklonalen
Detektionsantikorpern (Standard 10 mg/L Haselnuss; n = 2; Fangeran-
tikorper: R648 bis R651 von Kaninchen, #04 bis #41 von Huhn).

sich fiir den verwendeten polyklonalen Antikérper aus Kaninchen (R646) eine opti-
male Verdiinnung von 1 : 2.000 und fiir die polyklonalen Antikérper aus Huhn (#02
bis #17) optimale Verdiinnungen von 1:1.000 heraus. Bei niedrigeren Konzentra-
tionen wurde ein Abfall in der Signalintensitdt beobachtet, bei hoheren Konzen-
trationen wurden lediglich iiberschiissige Antikorper beim Waschschritt entfernt.

Die Ergebnisse beim Screening der Erdnuss-Antikérper sind in Abb. 3.30 zusam-
mengefasst. Bei Verwendung von Antikérper aus Kaninchen (R646) wurden héhere
Signal /Blank-Quotienten erhalten als bei Antikérper aus Huhn. Unter den Huhn-
Antikérpern wurden mit Antikérper #02 die hochsten Signal/Blank-Quotienten
ermittelt. Bei Betrachtung der monoklonalen Detektionsantikorper waren die Klo-
ne 51-12D2, 51-12D7, 51-2H5, 51-5G9 und Y68 bis Y70 Bestandteil der besten An-
tikdrperkombinationen. Die Verwendung der polyklonalen Antikérper R694 und
R695 (Kaninchen) lieferte dhnliche Muster wie die mit Antikorper R646 erhal-
tenen (Daten nicht gezeigt). Unter optimierten Bedingungen und dreistiindiger
Inkubation der Standards konnten mit Sandwich-Immunoassays bei Verwendung
der empfindlichsten Antikorperkombinationen Nachweisgrenzen zwischen 1,7 und
20,3 pg/L Erdnuss erreicht werden (Blank + 3s, n =6, ohne Lebensmittelmatrix).
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Mit den Haselnuss-Antikorpern erfolgte das Screening in analoger Weise. Als
Standards wurden 0,1 und 10mg/L Haselnuss verwendet und fiir die Auswer-
tung wurden die Signal/Blank-Quotienten fiir alle Kombinationen ermittelt. Aus
Abb. 3.31 sind die hoheren Signal/Blank-Quotienten bei Verwendung von Anti-
koérpern aus Kaninchen verglichen mit Huhn ersichtlich. Unter den Antikérpern
von Huhn ergaben sich bei Verwendung der Antikorper #04, #14 und #15 die
hochsten Signal /Blank-Quotienten. Auferdem zeigte sich, dass die monoklonalen
Antikorper 48-9F1, 50-1G2, 50-6B12, 50-8B11 und Y61 bis Y63 Bestandteil der
sensitivsten Antikérperkombinationen waren. Beim Vergleich der verschiedenen
Antikorper aus Kaninchen wurden keine signifikanten Unterschiede beobachtet.
Ahnliche Muster wie mit den Antikérpern R648 bis R651 wurden mit den Anti-
kérpern R696 bis R699 erhalten (Daten nicht gezeigt). Die mit Féngerantikorpern
aus Kaninchen und monoklonalen Detektionsantikorpern unter optimierten Be-
dingungen erreichten minimalen Nachweisgrenzen lagen bei 1,5-24 ng/L Haselnuss
(Inkubation Standards 3 h, Blank + 3s, n =6, ohne Lebensmittelmatrix).

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass bei Kombinationen mit Kaninchen-
Antikérpern in nahezu allen Féllen hohere Sensitivitdten erreicht wurden als bei
Kombinationen mit Huhn-Antikérpern. Innerhalb der Kaninchen-Antikérper wa-
ren allerdings nur geringfiigige Unterschiede in der Sensitivitéat feststellbar.

3.6.2 Immobilisierung von monoklonalen Antikérpern

In einem weiteren Screeningschritt wurden monoklonale Antikorper als Fangeran-
tikdrper und polyklonale Antikérper von Huhn und Kaninchen als Detektionsan-
tikorper untersucht.

Bei Verwendung der Standards 10 und 1.000 mg/L Erdnuss wurden bei viermi-
niitiger Farbentwicklung bei vielen Antikérperkombinationen Absorptionen von
iiber 2 AU gemessen. Bei allen Kombinationen mit den monoklonalen Antikor-
pern 44-1C12, 44-7A7, 51-10C5, 51-10G5, 51-4E10 und 51-7C1 und mit den po-
lyklonalen Antikérpern #11 und #17 wurden signifikant niedrigere Absorptionen
ermittelt. Die genannten Antikérper wurden daher von den néchsten Screening-
Schritten ausgeschlossen.

Um eine bessere Diskriminierung zu erreichen, wurden in den weiteren Scree-
ningschritten geringere Antigenkonzentrationen von 10 und 100pg/L Erdnuss
eingesetzt. Die mit dem Standard 10pg/L Erdnuss ermittelten Signal/Blank-
Quotienten sind in Abb. 3.32 dargestellt. Die hochsten Signal/Blank-Quotienten
wurden erneut bei Kombinationen mit polyklonalen Antikérpern aus Kaninchen
erhalten. Unter den monoklonalen Antikérpern wurden die hochsten Signal /Blank-
Quotienten bei Verwendung der Antikorper 51-12D2,; 51-12D7, 51-7G8 und Y68
bis Y72 erhalten. Die Muster der erhaltenen Signal/Blank-Quotienten bei Verwen-
dung der Antikérper R694 und R695 (polyklonal aus Kaninchen) entsprachen den
mit R646 erhaltenen. Mit den Antikérpern aus Schaf konnten dagegen keine po-
sitiven Antikérperpaare in Kombination mit monoklonalen Antikérpern gefunden
werden.
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Abb. 3.32: Erdnuss-Antikorper, ermittelte Signal /Blank-Quotienten beim Scree-
ning von Kombinationen aus monoklonalen Fangerantikorpern und po-

lyklonalen Detektionsantikérpern (Standard 10pg/L Erdnuss, n=2;
Detektionsantikorper: R646 von Kaninchen, #02 bis #16 von Huhn).

In Abb. 3.33 sind mit verschiedenen Antikérperkombinationen aufgenommene
Kalibrierkurven zusammengefasst. Allgemein waren bei Betrachtung der Kombi-
nationen mit den hochsten Signal/Blank-Quotienten nur geringfiigige Unterschie-
de zu beobachten, wenn zwei affine Antikorper einer Spezies verglichen wurden.
Die Kurvenverldufe bei Verwendung von polyklonalen Antikorpern verschiedener
Spezies unterscheiden sich dagegen wesentlich im unteren Kurvenbereich. Da die
Signalintensitaten der Blanks bei Verwendung von Antikérpern aus Huhn im Ver-
gleich zu Antikérpern aus Kaninchen hoher waren, liegt auch die entsprechende
Nachweisgrenze hoher. Ein selektives Absenken der Absorptionen der Blanks durch
starkere Verdiinnung der Antikorper aus Huhn bzw. der markierten anti-Huhn-
Antikoérper war nicht moglich, da parallel die Absorptionen im oberen Kurvenbe-
reich sanken. Die weitere Optimierung der Nachweisgrenze bei Verwendung von
Antikérpern aus Huhn war daher ausgeschlossen.

Mit den Haselnuss-Antikérpern wurde ein analoges, ebenso mehrstufiges Scree-
ning durchgefiihrt. Unter den monoklonalen Antikérpern, welche auf der Mikroti-
terplatte immobilisiert waren, blieben aufgrund geringer Signal /Blank-Quotienten
die Klone 45-4G2, 45-6G4, 50-2D9, 50-3A11, 50-6B3 und 50-6G7 (Standardkon-
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Abb. 3.33: Erdnuss, Kalibrierkurven von Sandwich-Immunoassays bei Verwen-
dung monoklonaler (Y69 bis Y71, 51-12D7) Fangerantikorper und po-
lyklonaler (#02 von Huhn, R646 von Kaninchen) Detektionsantikorper
(Inkubation Standards 3h; n=3).

zentration 10mg/L Haselnuss) in den weiteren Schritten unberticksichtigt. Unter
den polyklonalen wurden die Antikérper #05, #13 und #41 ebenfalls wegen ge-
ringer Empfindlichkeit von weiteren Messungen ausgeschlossen. Wie oben bei den
Erdnuss-Antikorpern beobachtet, waren auch hier die Kombinationen mit Anti-
korpern der Spezies Kaninchen (R648 bis R651) deutlich empfindlicher als mit
Antikorpern der Spezies Huhn. Die Antikérper von Kaninchen konnten jedoch
untereinander mit den verwendeten Standardkonzentrationen nicht signifikant dis-
kriminiert werden.

In weiteren Screeningschritten wurden geringere Standardkonzentrationen von
10 und 100 png/L Haselnuss verwendet. Die ermittelten Signal/Blank-Quotienten
bei Verwendung des Standards 10 pg/L Haselnuss sind in Abb. 3.34 dargestellt.
Die héchsten Signal/Blank-Quotienten wurden erneut bei Verwendung von Anti-
korpern aus Kaninchen erhalten. Unter den polyklonalen Antikérpern wurden die
hochsten Signal/Blank-Quotienten mit #04 bzw. #15 (von Huhn) und R648 bzw.
R649 (von Kaninchen) erhalten. Bei den monoklonalen Fangerantikdrpern, mit
denen die hochsten Signal/Blank-Quotienten ermittelt wurden, handelte es sich
um die Klone 48-10F3, 48-9F1, 50-6B12 und 50-6E1. Die den gleichen Individu-
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Monoklonaler Fangerantikdrper

Polyklonaler Detektionsantikorper

Abb. 3.34: Haselnuss-Antikorper, Signal/Blank-Quotienten beim Screening von
Kombinationen aus monoklonalen Fangerantikorpern und polyklonalen
Detektionsantikorpern (Haselnuss-Standard 10 pg/L, n=2; Detekti-
onsantikorper: R648 bis R651 von Kaninchen, #04 bis #18 von Huhn).

en entnommenen Seren R696 bis R699 lieferten dhnliche Ergebnisse wie die Seren
R648 bis R651. Dagegen konnten mit den Haselnuss-Antiseren aus Schaf in Kombi-
nation mit monoklonalen Antikorpern keine sensitiven Antikorperkombinationen
gefunden werden.

In Abb. 3.35 sind mit verschiedenen Kombinationen von Haselnuss-Antikoérpern
in Sandwich-Immunoassays erhaltene Kalibrierkurven zusammengestellt. Hier un-
terscheiden sich die mit den besten Antikorperkombinationen erhaltenen Kurven-
verlaufe ebenfalls stark bei Betrachtung von Detektionsantikorpern verschiedener
Spezies. Die Signalintensitéten der Blanks waren bei Verwendung von Antikérpern
aus Kaninchen verglichen mit Antikérpern aus Huhn um den Faktor ~5 gerin-
ger und die Steigungen der Kurven im unteren Konzentrationsbereich signifikant
grofser. Damit zeigte sich auch bei den Haselnuss-Antikérpern, dass die Kombi-
nationen mit den verfiigharen Antikérpern aus Kaninchen sensitiver sind als die
Kombinationen mit Antikérpern aus Huhn.
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Abb. 3.35: Haselnuss, Kalibrierkurven von Sandwich-Immunoassays bei Verwen-
dung monoklonaler (48-9F1, 50-6B12) Fangerantikorper und polyklo-
naler (#15 von Huhn; R649, R650 von Kaninchen) Detektionsantikor-
per (Inkubation Standards 3h, n=3).

3.6.3 Zusammenfassung heterologe Antikorperpaare

Die beim Screening der heterologen Kombinationen aus Erdnuss-Antikorpern er-
haltenen Ergebnisse sind in Box-Whisker-Plots (Abb. 3.36) zusammengefasst. Aus
den Plots ist ersichtlich, dass bei Verwendung von immobilisierten monoklonalen
Antikérpern bei den eingesetzten Standards (10 pg/L bzw. 100 pg/L) die meisten
erhaltenen Signal/Blank-Verhéltnisse tiber dem Wert zwei liegen (Median > 2).
Beim hoher konzentrierten Standard 100 pg/L wird sogar bei iiber 75 % der Anti-
kérperkombinationen ein Signal/Blank-Quotient von drei iiberschritten. Im Falle
von polyklonalen Féngerantikorpern liegen trotz Verwendung eines hoher kon-
zentrierten Standards von 1.000 pg/L die meisten Signal /Blank-Quotienten unter
dem Wert von zwei. Die Kombinationen aus monoklonalem Féngerantikorper und
polyklonalem Detektionsantikérper waren also generell sensitiver als die Kombi-
nationen in umgekehrter Anordnung. Dies kann mit der selektiven Erkennung von
in der Regel einem Epitop durch den monoklonalen Antikérper erklart werden,
was eine selektive Immobilisierung und Anreicherung eines Proteins der Anti-
genmischung zur Folge hat. Bei Verwendung von polyklonalen Féangerantikérpern
werden dagegen in der Regel verschiedene Proteine immobilisiert. Bei Immunisie-
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Abb. 3.36: Box-Whisker-Plots der beim Screening von heterologen Kombinationen
von Erdnuss-Antikorpern erhaltenen Signal/Blank-Quotienten unter
Verwendung verschiedener Standardkonzentrationen (n = 180); a) und
b) monoklonale Féngerantikorper, polyklonale Detektionsantikorper;
c) und d) polyklonale Fangerantikérper, monoklonale Detektionsanti-
korper; e) zum Vergleich: monoklonale Fangerantikorper, monoklonale
Detektionsantikorper.

rungen mit Proteinmischungen werden meist Antiseren generiert, welche multiple
Antigene erkennen. Der monoklonale Detektionsantikorper bindet dagegen in der
Regel nur eines dieser Proteine, was somit zu verminderter Sensitivitat fithrt.

Unter den gewahlten Bedingungen zeigte sich, dass bei den Inkubationsschritten
keine Gleichgewichtseinstellung stattfindet. Daher ist durch Variation der Inkuba-
tionszeiten eine weitere Optimierung moglich, in Hinblick auf hohere Sensitivitat
oder kiirzere Testdauer.

Beim Vergleich der Sensitivitét von homologen (monoklonale Antikorper) mit
heterologen Antikérperkombinationen waren signifikante Unterschiede erkennbar.
In Abb. 3.37 sind Kalibrierungen zusammengefasst, die mit Kombinationen beste-
hend aus zwei monoklonalen Antikérpern (Y68/Y68, Y71/51-12D2), polyklonalem
Fénger- und monoklonalem Detektionsantikorper (R694/Y68) bzw. monoklona-
lem Fénger- und polyklonalem Detektionsantikorper (Y70/R694) aufgenommen
wurden. Als monoklonale Detektionsantikorper wurden jeweils die entsprechenden
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Abb. 3.37: Kalibrierungen (Erdnuss), aufgenommen in Sandwich-Immunoassays
unter Verwendung verschiedener Antikérperkombinationen (Y68/Y68
und Y71/51-12D2: monoklonaler Fanger- und Detektionsantikérper;
R694/Y68: polyklonaler (Kaninchen) Fénger- und monoklonaler De-
tektionsantikorper; Y70/R694: monoklonaler Fanger- und polyklonaler
(Kaninchen) Detektionsantikorper; Verdiinnung Detektionsantikorper:
Y68-Konjugat 1:3.000, 51-12D2-Konjugat 1:300, R694 1:10.000).

Peroxidase-Konjugate verwendet. Die Kombinationen von monoklonalem Fénger-
antikorper und polyklonalem Detektionsantikérper erwiesen sich als am empfind-
lichsten, iiberraschenderweise insbesondere empfindlicher als Kombinationen von
zwei monoklonalen Antikérpern.

Um den Sachverhalt der niedrigen Empfindlichkeiten von Kombinationen aus
zwei monoklonalen Antikorpern abzukldren, wurden Immunoassays mit immobili-
siertem Antigen unter Verwendung von verschiedenen Konzentrationen von mono-
klonalen und polyklonalen Antikérpern durchgefiihrt. In Abb. 3.38 sind exempla-
risch die mit dem monoklonalen Antikérper Y68 und dem polyklonalen Antikor-
per R694 (Kaninchen) erhaltenen Ergebnisse zusammengefasst. Die Antikorper
wurden jeweils 1:1.000, 1:10.000 bzw. 1:100.000 verdiinnt und zur Detektion
wurden markierte anti-Spezies-Antikorper verwendet. Besonders im unteren Kon-
zentrationsbereich ist deutlich erkennbar, dass die dem polyklonalen Antikérper
entsprechende Kurve signifikant steiler ist als die dem monoklonalen Antikérper
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Abb. 3.38: Erdnuss, Immunoassays mit immobilisiertem Antigen; Vergleich von
monoklonalen (Y68) und polyklonalen (R694 von Kaninchen) Antikor-
pern verschiedener Konzentrationen (n= 2, Detektion mit markierten
anti-Spezies-Antikorpern).

entsprechende. Die Empfindlichkeit des Immunoassays mit immobilisiertem An-
tigen ist damit hoher bei Verwendung von polyklonalen Antikérpern als bei Ver-
wendung von monoklonalen Antikérpern. Offensichtlich ist dieser Befund auch auf
Sandwich-Immunoassays tibertragbar. Die niedrige Empfindlichkeit im Sandwich-
Immunoassay bei Verwendung von zwei monoklonalen Antikorpern liegt offenbar
nicht an schlechter Kompatibilitdt der beiden Antikorper, sondern rithrt vermut-
lich von der Verwendung eines monoklonalen Detektionsantikérpers.

Eine Ursache fiir die Diskriminierung im Immunoassay mit immobilisiertem An-
tigen ist die Tatsache, dass eine Mischung von Proteinen auf der Mikrotiterplatte
immobilisiert wird, von monoklonalen Antikérpern jedoch nur ein Protein bzw.
Epitop erkannt wird. Dagegen binden Antikorper des polyklonalen Serums meh-
rere verschiedene Proteine, was zu erhéhter Empfindlichkeit fithrt. Moglicherweise
konnen durch verschiedene Antikorper im Serum sogar mehrere Epitope je Protein
detektiert werden, was einen deutlichen Sensitivitdtsgewinn gegeniiber monoklo-
nalen Antikorpern verursachen wiirde. Einschrdnkend muss jedoch festgehalten
werden, dass beim Immunoassay mit immobilisiertem Antigen im Gegensatz zu
Sandwich-Immunoassays mit monoklonalem Féngerantikdrper eine gemischte Im-
mobilisierung stattfindet.
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3.7 Enzyme-Channeling-Assays

Enzyme-Channeling ist in biochemischen Stoffwechselprozessen in Form von Reak-
tionsketten anzutreffen. Das Produkt einer Enzym-Substrat-Reaktion wird dabei
als Substrat in einer weiteren enzymatischen Reaktion umgesetzt [330; 331].

Es wurde versucht, homogene Sandwich-Immunoassays zu entwickeln, bei dem
zwei enzymmarkierte Antikorper verwendet werden, wobei das Produkt des einen
Enzyms als Substrat fiir die zweite Enzymreaktion fungiert. Als Modellenzyme
sollten Glucoseoxidase und Peroxidase verwendet werden. In der Reaktionskette
wird zunéchst bei der Oxidation von Glucose zum Gluconolacton Wasserstoffper-
oxid generiert. Unter Peroxidase-Katalyse wird vorhandenes TMB mittels Was-
serstoffperoxid zu einem photometrisch detektierbaren Produkt oxidiert. Bei zu
grofem Abstand der beiden Enzyme bzw. Antikorper zueinander wird das gebil-
dete Wasserstoffperoxid von in der Losung befindlicher Katalase inaktiviert (siehe
Abb. 2.9, S. 46).

Das Studium der Enzyme-Channeling-Reaktion erfolgte zunichst unter Ver-
wendung mikrotiterplattenbasierte Formate. Mikrotiterplatten wurden mit anti-
Maus-Antikérper und Glucoseoxidase (0,1-100 mg/L) und anschliefslend mit mono-
klonalem Féangerantikorper (51-12D7) beschichtet und mit 1,5%iger BSA-Losung
geblockt. Nach einem Waschschritt wurden zunéchst Losungen von Peroxidase-
markiertem Detektionsantikérper (R646, Kaninchen), Katalase (0,05-25mg/L)
sowie TMB in Substratpuffer in die Kavitéten pipettiert. Standards (1 mg/L Erd-
nuss) sowie Glucose (0,01-10g/L) in PBS wurden zugegeben. Nach 30-mintitiger
Inkubation und Zugabe von Stopp-Losung wurde die Platte im Photometer bei
450 nm vermessen.

Es zeigte sich, dass die Signalentwicklung von allen untersuchten Parametern
(Konzentrationen von Glucoseoxidase, Katalase, Detektionsantikorper und Glu-
cose) abhéngig ist. Eine Erhohung der Signalintensitét wurde bei Erhohung der
Glucoseoxidase-, Antikorper- oder Glucosekonzentration festgestellt. Andererseits
verringerte sich die Signalintensitéit bei Erh6hung der Katalasekonzentration. Alle
ermittelten Signal/Blank-Quotienten lagen unter dem Wert zwei und die Maxima
waren nur schwach ausgepriagt und lokal. Der hochste Signal /Blank-Quotient von
1,96 wurde beispielsweise bei folgenden Konzentrationen bzw. Verdiinnungen er-
halten: Glucoseoxidase 1 mg/L, Katalase 0,05 mg/L, Detektionsantikorper (R646
von Kaninchen) 1:10.000 und Glucose 0,01 g/L. Die erhaltenen Signale lagen dabei
allerdings unter 0,1 AU. Bei Verdnderung eines der genannten Parameters wurde
eine Verringerung des Signal/Blank-Quotienten beobachtet. Eine Erhchung der
Sensitivitat durch Variation des pH-Wertes bei der Enzymreaktion konnte in die-
sem Assayformat ebenso nicht erreicht werden. Eine weitere Optimierung der Me-
thode, bei der selbst mit dem relativ hoch konzentrierten Erdnuss-Standard von
1 mg/L keine Signal/Blank-Quotienten von tiber zwei erzielt werden konnten, ist
daher vermutlich nur mit einem anderen Assayformat moglich.

Enzyme-Channeling-Immunoassays wurden auch als homogenes Format un-
tersucht. Exemplarische Kalibrierungen der in Mikrotiterplatten durchgefiihrten
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Abb. 3.39: Homogener Enzyme-Channeling-Immunoassay, durchgefiihrt in Mikro-
titerplatten, bei Variation der Katalasekonzentration (n=2).

Assays sind in Abb. 3.39 dargestellt. Je 500 pL. der optimierten Reagenzienmi-
schung enthielten 5mg BSA, 10 pL. TMB-Stammlosung, 0,125-0,625 pL. Katalase-
16sung, 0,5 pL, POD-Konjugat des monoklonalen Antikorpers Y70 (0,2 g/L), 20 pL
biotinylierter Antikorper R695 (polyklonal von Kaninchen, 0,25g/L) und 1L
Konjugat aus Avidin und Glucoseoxidase in PBS. In die Kavitdten der Mikroti-
terplatte wurden jeweils 50 pL. dieser Reagenzienmischung mit je 20 nL. Erdnuss-
Standard zwei Stunden inkubiert. Jeweils 20 pL. 2%ige Glucoselosung wurden zu-
gegeben und die Farbentwicklung nach 10 min durch Zugabe von 50 pL Stopp-
Losung gestoppt. Trotz Optimierung der Parameter und auch bei Verwendung
verschiedener Antikérperkombinationen konnten keine homogenen Immunoassays
mit zufriedenstellender Sensitivitéit erhalten werden.

Es wurde in weiteren Experimenten die Signalentwicklung bei sequentiellem
Aufbau des Sandwich-Antikorperkomplexes untersucht. Dazu wurden zunéchst
anti-Maus-Antikérper und Glucoseoxidase (0,1 g/L) und nach einem Waschschritt
monoklonaler Fangerantikorper (Zellkulturiiberstand 51-12D7 1:4.000) auf einer
Mikrotiterplatte immobilisiert. Nach einem weiteren Waschschritt erfolgte ein In-
kubationsschritt mit Standard (1 mg/L Erdnuss in Magermilch + 0,5 % Tween 20)
bzw. Blank. Nach einem erneutem Waschschritt wurde die Platte sukzessive mit
polyklonalem Detektionsantikorper (R646 von Kaninchen) und Peroxidase-mar-
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kiertem anti-Kaninchen-Antikorper inkubiert. Die Farbreaktion wurde durch Pi-
pettieren einer Mischung aus Katalase, TMB und Glucose in PBS gestartet und
nach 50 Minuten durch Zupipettieren von Stopp-Losung beendet. Die maximal er-
mittelten Signal/Blank-Quotienten betrugen bei diesem Format 3,8 und wurden
bei einer Glucosekonzentration von 10 g/L und ohne Zugabe von Katalase erreicht.
Die Sensitivitatssteigerung bei sequentiellen Aufbau des Sandwich-Komplexes be-
ruht offenbar auf Festphasenanreicherungsschritten.

In Anbetracht der selbst im heterogenen Enzyme-Channeling-Assay niedrigen
Signal /Blank-Quotienten von < 4 muss offensichtlich die Konzeption des Assays
modifiziert werden. Um zu untersuchen, ob die Menge an fiir die Oxidation von
Glucose vorhandenem Sauerstoff der limitierende Faktor ist, wurden homogene
Assays auf Teststdbchen durchgefithrt (Ergebnisse nicht gezeigt). Jedoch wur-
den auch hier trotz Vergroferung der Kontaktoberflaiche mit Luft keine zufrieden
stellenden Ergebnisse erhalten. Vermutlich ist der Abstand der beiden Enzyme
zueinander zu grof, selbst wenn ein Sandwich-Komplex vorliegt. Da aufgrund der
rdumlichen Diffusion die Wasserstoffperoxidkonzentration in dritter Potenz vom
Abstand zur Glucoseoxidase abnimmt, ist wahrscheinlich durch Verringerung des
Abstandes eine Steigerung der Empfindlichkeit zu erreichen. Denkbar ist hier bei-
spielsweise die Verwendung von markierten Fab-Fragmenten anstelle von markier-
ten, ganzen Antikorpern.

3.8 Auswahl des Extraktionspuffers

3.8.1 Matrixeffekte komplexer Lebensmittel

Die stiarksten Matrixeffekte wurden beim Lebensmittel Schokolade aufgrund der
enthaltenen Polyphenole erwartet. Polyphenole, auch pflanzliche Tannine genannt,
binden {iber molekulare Wechselwirkungen zunichst reversibel an Proteine. Bei
hohen Polyphenolkonzentrationen kénnen die Komplexe durch Quervernetzungen
prézipitieren [332; 333]. Durch die enthaltenen Tannine werden in Schokoladen
eventuell vorkommende Erdnuss- bzw. Haselnussproteine gegeniiber immunanaly-
tischer Detektion maskiert.

In Vorversuchen wurden kommerziell erhéltliche Schokoladen mit Sandwich-
Immunoassays untersucht. Dabei wurden in allen Schokoladen Spuren von Erdnuss
oder Haselnuss gefunden. Da fiir die Entwicklung von Immunoassays zuverléssi-
ge Blankmatrices benotigt werden, mussten entsprechende Modellschokoladen im
Labor hergestellt werden. Die Zutaten zur Herstellung der Schokoladen wurden
zuvor mittels Sandwich-Immunoassays auf Spuren von Erdnuss oder Haselnuss
iiberpriift.

Neben Zucker wird fiir die Herstellung von Schokolade vor allem Kakaomasse
und Kakaobutter verwendet. Bei der Kakaomasse handelt es sich um vermah-
lenen Kakaokernbruch, welcher aus fermentierten Kakaobohnen nach Reinigung,
Rosten und Brechen gewonnen wird. Zur Gewinnung der Kakaobutter wird alka-
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lisch aufgeschlossener Kakaokernbruch zerkleinert und danach bei etwa 90-100°C
abgepresst [334; 335|. Fiir die Herstellung von Schokolade werden die Zutaten
homogenisiert und zur Zerkleinerung der Kakaopartikel auf < 30-40 pm gewalzt,
danach erfolgt eine etwa 24-stiindige Reifung bei 45-50°C. Zur Herstellung feiner
Schokoladen schliefst sich ein Conchierungsprozess an. Hierbei werden durch War-
mebehandlung und mechanische Verfahren fliichtige Inhaltsstoffe (vorwiegend Al-
kohole, Aldehyde) teilweise entfernt und das Fett um alle Partikel gleichméfig ver-
teilt [334]. Der Fettgehalt betrégt in schwach ent6ltem Kakaopulver durchschnitt-
lich 24,5 %, in Bitterschokolade 30,0 % und in Milchschokolade 31,5 % [119]. Zart-
bitterschokolade besteht aus etwa 45 % Kakaomasse, 5 % Kakaobutter und 50 %
Zucker, Bitterschokolade aus etwa 60 % Kakaomasse und 40 % Zucker. Milchscho-
kolade enthalt etwa 30 % Kakaomasse, 35 % Zucker, 15 % Kakaobutter und 20 %
Magermilchpulver [119].

Als Standard fiir die Dotierung von Lebensmitteln wurden Erdnussbutter des
NIST (SRM 2387) und gerostete Haselnuss von Masterfoods verwendet. SRM 2387
ist eine cremige Erdnussbutter und besteht aus >90% Erdniissen, daneben Zu-
cker, Pflanzenolen und Kochsalz und hat einen Proteingehalt von 22,2 % [336].
Fiir die Dotierung erwies sich eine Verdiinnung von Erdnuss bzw. Haselnuss in
Carboxymethylcelluloselésung (CMC) mit Zusatz von BSA und NaNj als geeig-
net, weil diese Mischung bei Raumtemperatur >5 Wochen stabil ist [296]. Da
die Erdnussbutter zu einem grofsen Teil aus Fett besteht, wurde versucht, eine
Dotierlosung durch Verdiinnung in Pflanzendl herzustellen. Dazu wurde das nied-
rig viskose Firberdistell ausgewihlt und 100 mg Erdnussbutter mit 10 mL Ol
versetzt. Es zeigte sich allerdings, dass die Losung nicht homogen und dadurch
préazise Dotierung nicht moglich war. Vermutlich waren die enthaltenen Erdnuss-
partikel zu grofs. Als optimal fiir die Herstellung der CMC-Dotierlésung erwies sich
schliefllich ein Saccharoseverschnitt. Erdnussbutter bzw. ganze Haselniisse wurden
dafiir zur Minimierung der Partikelgrofie mit der neunfachen Menge Saccharose
unter Verwendung der Labormiihle homogenisiert.

Zur Untersuchung der Matrixeffekte wurden kommerziell erhéltliche Vanille-
Eiscreme und Zartbitterschokolade mit 1mg/kg Erdnuss dotiert und die dotier-
ten Proben bzw. Blanks jeweils mit Ridascreen-, Magermilch- oder Fischgelatine-
Extraktionspuffer extrahiert (5g Probe in 50 mL Extraktionspuffer). Die Extrak-
te wurden in Sandwich-Immunoassays unter Verwendung verschiedener Antikor-
perkombinationen vermessen und Quotienten aus den erhaltenen Absorptionen
von dotierter und undotierter Probe berechnet (Signal/Blank-Quotienten). Zu-
néchst erfolgte die Untersuchung von Kombinationen aus monoklonalen Fan-
gerantikorpern und polyklonalen Detektionsantikorpern. Die bei den Zartbitter-
schokoladen beobachteten hohen Blankabsorptionen und niedrigen Signal/Blank-
Quotienten konnten auf Kontamination der Schokolade mit Erdnuss zuriickgefiihrt
werden. Bei der Messung der dotierten Vanille-Eiscreme wurden gute Empfind-
lichkeiten mit Signal/Blank-Quotienten von teils > 12 beobachtet (Abb. 3.40).
Die Signal/Blank-Quotienten sind jedoch erwartungsgeméf in hohem Mafe von
der gewahlten Antikorperkombination, aber auch vom verwendeten Extraktions-
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Abb. 3.40: Erdnuss in Eiscreme, Signal/Blank-Quotienten bei Messung von mit
Erdnuss dotierter Eiscreme bei Verwendung verschiedener Extraktions-
puffer und Antikérperkombinationen (RB, Ridascreen-Extraktionspuf-
fer; MM, Magermilch-Extraktionspuffer; FG, Fischgelatine-Extrakti-
onspuffer; Dotierung 1 mg/kg Erdnuss; Detektionsantikorper R694 und
R695 von Kaninchen, #02 bis #16 von Huhn).

puffer abhéngig. In nahezu allen Fallen war die Wiederfindung bei Extraktion
mit Ridascreen-Extraktionspuffer am hochsten. Die Proteine bzw. Additive im
Magermilch- bzw. Fischgelatine-Extraktionspuffer konnten offensichtlich die Ma-
trixeffekte nicht komplett unterdriicken.

Die selbst hergestellten Zartbitterschokoladen wurden ebenfalls mit 1mg/kg
Erdnuss dotiert und mit Ridascreen-, Fischgelatine- und Magermilch-Extraktions-
puffer extrahiert. Da laut Herstellerangaben bei Extraktion von dunklen Scho-
koladen Zugabe von Milchpulver zum Ridascreen-Extraktionspuffer notwendig
ist, wurden diesem 10% Magermilchpulver zugesetzt. Bei Vergleich der erhal-
tenen Signal/Blank-Quotienten wurden erneut die besten Wiederfindungen bei
Verwendung des Ridascreen-Extraktionspuffers beobachtet (Abb. 3.41). Die Wie-
derfindungen, insbesondere bei Extraktion mit Magermilch- bzw. Fischgelatine-
Extraktionspuffer in Zartbitterschokolade waren signifikant niedriger als in Eis-
creme. Dieser Befund steht in Einklang mit Ergebnissen aus der Literatur, die
héufig schlechte Wiederfindungen in Schokoladen, besonders in Schokoladen mit
hohem Kakaoanteil, dokumentieren [8].
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Abb. 3.41: Erdnuss in Zartbitterschokolade, ermittelte Signal/Blank-Quotienten
bei Messung von mit Erdnuss dotierter Zartbitterschokolade bei Ver-
wendung verschiedener Extraktionspuffer und Antikérperkombinatio-
nen (RB, Ridascreen-Extraktionspuffer; MM, Magermilch-Extrakti-
onspuffer; FG, Fischgelatine-Extraktionspuffer; Dotierung 1mg/kg
Erdnuss; Detektionsantikérper R694 und R695 von Kaninchen, #02
bis #16 von Huhn).

Die Abhéngigkeit der Wiederfindung vom verwendeten Extraktionspuffer wurde
auch bei Kombinationen von polyklonalen Fangerantikorpern und monoklonalen
Detektionsantikorpern untersucht. Die dabei erhaltenen Muster dhneln im we-
sentlichen den in Abb. 3.40 und 3.41 dargestellten. Die Signal/Blank-Quotienten
bzw. die Empfindlichkeiten sind indes deutlich geringer, wie bereits in Kap. 3.6.3
diskutiert. Bei Verwendung von Ridascreen-Extraktionspuffer lagen die maxima-
len Signal/Blank-Quotienten bei ~5, bei den Magermilch- und Fischgelatine-
Extrakten wurden maximale Signal/Blank-Quotienten von & 2,5 ermittelt.

Wiederfindungen wurden auch bei mit Haselnuss dotierten Lebensmitteln stu-
diert. Bei Verwendung von monoklonalen Fangerantikorpern und polyklonalen
Detektionsantikorpern wurden bei der Analyse von dotierter Vanille-Eiscreme
(1 mg/kg Haselnuss) die in Abb. 3.42 gezeigten Signal /Blank-Quotienten ermittelt.
Wie bei den mit Erdnuss dotierten Proben wurden auch hier héhere Signal /Blank-
Quotienten bei Verwendung von Kaninchen-Antikérpern als bei Verwendung von
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Polyklonaler Detektionsantikdrper / Extraktionspuffer
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Abb. 3.42: Haselnuss in Eiscreme, Signal/Blank-Quotienten bei Messung von mit
Haselnuss dotierter Eiscreme bei Verwendung verschiedener Extrak-
tionspuffer und Antikoérperkombinationen (RB, Ridascreen-Extrak-
tionspuffer; MM, Magermilch-Extraktionspuffer; FG, Fischgelatine-
Extraktionspuffer; Dotierung 1 mg/kg Haselnuss; Detektionsantikorper
R696 bis R699 von Kaninchen, #04 bis #18 von Huhn).

Monoklonaler Fangerantikérper

Huhn-Antikoérpern beobachtet. Die Kombinationen mit den hochsten Sensitivi-
tdten enthielten die monoklonalen Antikérper 48-9F1 und 50-6B12. Sowohl bei
dotierter Eiscreme als auch bei dotierter Zartbitterschokolade (Abb. 3.43) wur-
den bei Extraktion mit Ridascreen-Extraktionspuffer die hochsten Signal/Blank-
Quotienten ermittelt.

Auch bei Verwendung von polyklonalen Féngerantikérpern und monoklonalen
Detektionsantikorpern wurden die hochsten Wiederfindungen von Haselnuss bei
Extraktion der dotierten Probe mit Ridascreen-Extraktionspuffer erhalten (Er-
gebnisse nicht gezeigt). Es zeigte sich auch hier, dass die Auswahl der Antikor-
perkombination und die Festlegung von Fanger- und Detektionsantikérper keinen
signifikanten Einfluss auf die vom Extraktionspuffer verursachte Diskriminierung
haben.

Zusammengefasst lasst sich also festhalten, dass bei der Extraktion von Erdnuss-
bzw. Haselnussprotein aus komplexen Matrices, wie Eiscreme oder Schokoladen,
der Extraktionspuffer einen wesentlichen Einfluss auf die Wiederfindung hat. Da-
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Polyklonaler Detektionsantikérper / Extraktionspuffer
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Abb. 3.43: Haselnuss in Zartbitterschokolade, Abhéngigkeit der Signal/Blank-
Quotienten bei mit Haselnuss dotierter Zartbitterschokolade von Ex-
traktionspuffer und Antikérperkombination im Sandwich-Immunoas-
say (RB, Ridascreen-Extraktionspuffer; MM, Magermilch-Extraktions-
puffer; FG, Fischgelatine-Extraktionspuffer; Dotierung 1 mg/kg Hasel-
nuss; Detektionsantikorper R696 bis R699 von Kaninchen, #04 bis #18
von Huhn).

gegen wurde festgestellt, dass die gewédhlte Antikorperkombination und dessen
Orientierung (Festlegung des Fanger- bzw. Detektionsantikorpers) die Wiederfin-
dung nicht signifikant beeinflusst.

Um matrixunabhéngige Extraktionsausbeuten von Fischgelatine-, Magermilch-
und Ridascreen-Extraktionspuffer zu ermitteln, wurden rohe und gerostete Erd-
niisse bzw. Haselniisse mit den Puffern extrahiert und die Kreuzreaktivitdt der
Extrakte mittels indirekt-kompetitiven Immunoassays unter Verwendung verschie-
dener Antikorper bestimmt. Die Kreuzreaktivititen der Erdnussextrakte sind in
Abb. 3.44, die der Haselnussextrakte in Abb. 3.45 dargestellt. Die Kreuzreaktivité-
ten sind dabei jeweils bezogen auf den Extrakt von roher Erdnuss bzw. Haselnuss
mit Fischgelatine-Extraktionspuffer (100 %).

Bei den Testmittelpunkten wurde zwischen den mit Fischgelatine- und Mager-
milch-Extraktionspuffer hergestellten Extrakten keine signifikanten Unterschiede
festgestellt. Uberraschenderweise lagen die Testmittelpunkte bei Verwendung von
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Abb. 3.44: Erdnuss, Kreuzreaktivitdten von mit verschiedenen Extraktionspuf-
fern erhaltenen Extrakten von roher/gerosteter Erdnuss, bezogen
auf Fischgelatine-Extrakt von roher Erdnuss (100%), gemessen in
indirekt-kompetitiven Immunoassays (FG: Fischgelatine-Extraktions-
puffer; MM: Magermilch-Extraktionspuffer; RB: Ridascreen-Extrakti-
onspuffer; Antikorper R646 von Kaninchen, Y71 und 51-12D2 mono-
klonal von Maus, #02 von Huhn).

Ridascreen-Extraktionspuffer stets hoher, im Falle von Erdnuss um einen Faktor
von ~ 10, im Falle von Haselnuss um einen Faktor von = 2. Offensichtlich ist die
Extraktionsausbeute entsprechender Proteine bei Verwendung von Ridascreen-
Extraktionspuffer niedriger, oder der Puffer enthélt Additive, durch welche z. B.
Epitop-Paratop-Wechselwirkungen beeinflusst werden bzw. welche moglicherweise
proteolytische Eigenschaften haben. In weiteren Versuchen wurden Extraktions-
puffer mit enzymatischen Zusétzen untersucht. Es zeigte sich, dass durch Zugabe
von jeweils 2,5¢/L Amylase und Pullulanase zu Tris-Extraktionspuffer die Ex-
traktionsausbeute von gerdsteter Erdnuss auf etwa das Doppelte erhoht werden
kann.

Die Wiederfindung von Erdnuss- bzw. Haselnussprotein in schokoladehaltigen
Lebensmitteln wird durch in Kakao vorkommende Polyphenole beeintrachtigt.
Mittels proteinhaltigen Zusétzen wie Magermilchpulver bei der Extraktion von
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Abb. 3.45: Haselnuss, Kreuzreaktivitdten von mit verschiedenen Extraktionspuf-
fern erhaltenen Extrakten von roher/gerdsteter Haselnuss, bezogen
auf Fischgelatine-Extrakt von roher Haselnuss (100 %), gemessen in
indirekt-kompetitiven Immunoassays (FG: Fischgelatine-Extraktions-
puffer; MM: Magermilch-Extraktionspuffer; RB: Ridascreen-Extrakti-
onspuffer; Antikorper R649 von Kaninchen, 48-9F1 und Y61 monoklo-
nal von Maus, #14 von Huhn).

kakaohaltigen Proben kénnen die Analyten von den Polyphenolen demaskiert wer-
den. Da bei zu grofsen Mengen an zugegebenem Protein im Extraktionspuffer
aufgrund von Blocking-Effekten die Wiederfindungen verringert werden koénnen,
musste eine Optimierung der Menge an zuzugebendem Magermilchpulver erfol-
gen. Dazu wurden Milch- und Zartbitterschokoladen mit 10 mg/kg Erdnuss bzw.
Haselnuss dotiert und nach Zugabe von verschiedenen Mengen Magermilchpulver
mit Ridascreen-Extraktionspuffer extrahiert. Die ermittelten relativen Wiederfin-
dungen sind in 3.46 zusammengestellt. Eine Zugabe von 1g Magermilchpulver zu
1 g Schokolade vor der Extraktion mit 20 mL Ridascreen-Extraktionspuffer erwies
sich als optimal. Besonders bei Zartbitterschokoladen zeigte sich, dass ohne ausrei-
chende Zugabe von Magermilchpulver die Wiederfindung signifikant reduziert ist.
Bei Milchschokoladen, welche bereits Milchpulver enthalten, war die Verringerung
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Abb. 3.46: Relative Wiederfindungen bei Zugabe von Magermilchpulver zu 1g
Zartbitter- bzw. Milchschokolade (Dotierung 10 mg/kg Erdnuss oder
Haselnuss, Extraktion mit 20 mL Ridascreen-Extraktionspuffer).

der Wiederfindungen bei geringen Mengen an zugegebenem Magermilchpulver er-
wartungsgemaélfs schwécher ausgepragt.

3.8.2 Kreuzreaktivititen
3.8.2.1 Erdnuss-Immunoassay

In Tab. 3.8 sind Kreuzreaktivitidten einiger Antikérperkombinationen in Sandwich-
Immunoassays exemplarisch zusammengefasst. Im Unterschied zu den Kreuzreak-
tivitdten bei indirekt-kompetitiven Immunoassays wird hier nicht der Quotient
aus den Testmittelpunkten (vgl. Gl. 2.5, S. 36) betrachtet. Vielmehr wird das
vom Kreuzreaktanden generierte Signal registriert und auf eine fiktive Erdnuss-
konzentration zuriickgerechnet. Beispielsweise sei das Extraktionsverhéltnis 1g
Probe in 10mL (100 g/L) und ein Kreuzreaktandenextrakt (100 g/L) generiert ein
Signal entsprechend 1 mg/L Erdnuss. Es ergidbe sich dann eine Kreuzreaktivitét
von (1mg/L) /(100g/L) =1075=10 ppm.

Die Standards und Kreuzreaktanden wurden in Fischgelatine-Extraktionspuffer
verdiinnt bzw. extrahiert. Die Inkubationsdauer der Proben betrug eine Stun-
de. Bei allen untersuchten Kombinationen von Erdnuss-Antikérpern wurden die
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3 Ergebnisse und Diskussion

Tab. 3.8: Erdnuss, Kreuzreaktivititen [ppm = 107*%]| verschiedener Kombinatio-
nen von Erdnuss-Antikorpern in Sandwich-Immunoassays (Y68 bis Y76:
monoklonale Antikoérper (Maus); R694 und R695: polyklonale Antikor-
per (Kaninchen); #02: polyklonaler Antikérper (Huhn)).

Féanger- Detektions- Soja  Macadamia Paranuss Mandel
antikdrper antikorper

Y68 R694 0,5 46 29 2,5
Y70 R694 0,5 14 19 4.4
Y71 #02 < 0,1 8,4 6,9 2,0
Y76 R695 8,1 19 8,0 2,8
R694 Y68 0,1 5,4 3,5 0,4
R694 Y70 0,1 4,5 3,0 0,4
#02 Y71 0,1 3,9 2,7 0,3
R695 Y76 0,1 9,3 2,3 1,1

hochsten Kreuzreaktivitaten bei Macadamia und Paranuss beobachtet. Die Kreuz-
reaktivitdten lagen bei Macadamia zwischen 3,9-46 ppm, bei Paranuss zwischen
2,3-29ppm (=10"*%). Allgemein wurden bei Verwendung von monoklonalen
Féangerantikorpern hohere Kreuzreaktivitdten mit Detektionsantikorpern von Ka-
ninchen als mit Detektionsantikorpern von Huhn festgestellt. Allerdings waren die
Nachweisgrenzen bei Assays mit Antikorpern von Huhn hoher als mit Antikérpern
von Kaninchen. Auch wurden niedrigere Kreuzreaktivitéten, jedoch geringere Sen-
sitivitdten bei Kombinationen aus polyklonalen Fangerantikorpern und monoklo-
nalen Detektionsantikorpern beobachtet als bei Kombinationen aus monoklonalen
Féangerantikorpern und polyklonalen Detektionsantikdrpern.

Da die gemessenen Kreuzreaktivitdten sich durch Austausch eines Antikorpers
nicht signifikant dnderten, handelt es sich hier offensichtlich um keine echte Kreuz-
reaktivitdt, sondern um unspezifische Bindung, die eventuell durch Optimierung
der Assaybedingungen eliminierbar ist. Im Sandwich-Immunoassay wird ein Sum-
menparameter aus echten Kreuzreaktivitdten und unspezifischen Bindungen ge-
messen. Im folgenden werden unter dem Begriff | Kreuzreaktivitat® vereinfachend
beide Effekte bezeichnet. Um hohe Selektivitdten zu erreichen, miissen sowohl
echte Kreuzreaktivitdten als auch die unspezifische Bindung minimiert werden.
Oftmals sind bei Sandwich-Immunoassays zu hohe Antikorperkonzentrationen Ur-
sache fiir unspezifische Bindung (hohe Hintergrundabsorptionen). Deshalb wurden
Kreuzreaktivitdten in Abhéngigkeit von Antikorperkonzentrationen gemessen. Die
Ergebnisse bei Untersuchung von Verdiinnungsreihen von Detektionsantikorpern
sind in Tab. 3.9 zusammengefasst. Es zeigte sich, dass die Kreuzreaktivitdten nur
bei wenigen Kreuzreaktanden wie Soja durch Verringerung der Konzentration des
Detektionsantikorpers zu reduzieren waren. Bei Macadamia, Paranuss und Man-
del dagegen wurde kein Einfluss der Konzentration des Detektionsantikorpers auf
die Kreuzreaktivitdt beobachtet.
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Tab. 3.9: Erdnuss, Einfluss der Konzentration der Detektionsantikorper auf die
Kreuzreaktivititen [ppm=10"%%]| in Sandwich-Immunoassays (mono-
klonale Fangerantikorper; polyklonaler Antikorper R694 aus Kaninchen,
#02 aus Huhn).

Fanger- Detektionsantikorper Soja Macadamia Paranuss Mandel
antikdrper Serum  Verdiinnung

Y68 R694 1:10.000 0,3 2,8 0,5 0,3
1:100.000 0,2 2,5 0,5 0,4
1:1.000.000 0,1 24 0,5 0,4
1:10.000.000 < 0,1 2,7 0,6 0,5
Y69 #02 1:1.000 < 0,1 7,2 0,6 3,8
1:3.000 < 0,1 5,9 0,5 3,1
1:10.000 < 0,1 D,7 0,6 2,7
1:30.000 < 0,1 D,7 0,6 24
Y70 R694 1:1.000 0,4 2,6 0,5 2,9
1:10.000 0,1 5,1 0,5 2,8
1:100.000 < 0,1 5,0 0,6 2,5
1:1.000.000 < 0,1 5,8 0,7 2,3

Es wurde des weiteren versucht, die Kreuzreaktivitdaten durch Verdiinnung der
polyklonalen Detektionsantikorper in Kreuzreaktand enthaltende Puffer zu ver-
ringern. Klone, die Kreuzreaktivitit aufweisen, werden dadurch inaktiviert und
die entsprechende Kreuzreaktivitdt wird vermindert. Bei Verdiinnung des Anti-
korpers R694 (polyklonal aus Kaninchen) in z. B. Macadamiaextrakt (100g/L)
war in der Tat keine Kreuzreaktivitdt gegeniiber Macadamia mehr messbar. Al-
lerdings war gleichzeitig die Empfindlichkeit des Sandwich-Immunoassays signifi-
kant verringert. Die Blankabsorptionen stiegen von ~ 30 mAU auf &~ 200 mAU und
die maximalen Absorptionen sanken von ~1 AU auf ~ 0,35 AU. Bei Verdiinnung
des Detektionsantikorpers in geringer konzentriertem Macadamiaextrakt (10g/L)
wurde zwar wieder eine hohere Empfindlichkeit des Sandwich-Immunoassays be-
obachtet. Die entsprechenden Kreuzreaktivitaten stiegen dagegen nahezu auf den
ohne Zugabe von Kreuzreaktanden gemessenen Wert.

Es wurden Kreuzreaktivitdten von weiteren 24 heterologen Kombinationen von
Erdnuss-Antikérpern gegeniiber Soja, Macadamia, Paranuss, Mandel, Walnuss,
Kokosnuss, Pistazie und Kichererbse gemessen. Die weitgehende Unabhéngigkeit
der Kreuzreaktivitdten von der verwendeten Antikorperkombination wurde dabei
bestéatigt. Auch durch Verdiinnung der Kreuzreaktandenextrakte oder durch Ein-
fiihrung eines zusétzlichen Blockingschrittes nach Immobilisierung der Antikorper
konnten die Kreuzreaktivitaten (Soja, Walnuss, Paranuss, Mandel) hier nicht ver-
ringert werden.

Eine mogliche Signalgenerierung durch in Pflanzenmaterialien enthaltene Per-
oxidase kam ebenfalls als Ursache unspezifischer Kreuzreaktivitdten in Betracht.
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Abb. 3.47: Erdnuss-Antikorper, Signal /Blank-Quotienten von Macadamiaextrakt,
Mandelextrakt bzw. Standard (2 mg/kg Erdnuss) und Extraktionspuf-
fer (Blank) in verschiedenen Assayformaten (Inkubation in angegebe-
ner Reihenfolge; F: monoklonaler Fangerantikorper, P: Probe, D: poly-
klonaler Detektionsantikérper von Kaninchen, K: Peroxidase-Konjugat
von anti-Kaninchen-Antikorper).

Extrakte von 16 Kreuzreaktanden in Fischgelatine-Extraktionspuffer wurden da-
her in Kavitdaten einer Mikrotiterplatte pipettiert und die Platte zur Beschich-
tung von Proteinen inkubiert. Nach Waschen der Platte, Substratzugabe und 30-
miniitiger Farbentwicklung wurden maximale Absorptionen von ~70mAU bei
Kiirbiskernextrakt erhalten, bei allen anderen Extrakten lagen die Absorptionen
zwischen 7-20mAU und waren damit wesentlich niedriger als die in Sandwich-
Immunoassays erhaltenen Signalintensitdten der Kreuzreaktanden. Die in den
Niissen und Saaten enthaltene Peroxidase ist also nicht fiir hohe Absorptionen
in Sandwich-Immunoassays verantwortlich.

Durch Eliminierung einzelner Schritte im Sandwich-Immunoassay wurden die
Kreuzreaktivitdten weiter untersucht. Dadurch ergaben sich verschiedene Assay-
formate. Exemplarisch wurden die Antikérperkombinationen Y70/R695 und 51-
2A12/R694 mit Extrakten von Mandel, Macadamia, Standard (2 mg/kg Erdnuss)
bzw. Extraktionspuffer als Blank untersucht. Als Féngerantikorper fungierte al-
so jeweils ein monoklonaler Antikorper und die Detektion erfolgte mit einem
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polyklonalen Antikérper aus Kaninchen. Mit derartigen Kombinationen wurden
in den Screeningexperimenten die hochsten Sensitivitdten erhalten. Zur Auswer-
tung erwies sich der Quotient aus den Absorptionen von Standard (2 mg/kg Erd-
nuss) bzw. Kreuzreaktand und Blank (Fischgelatine-Extraktionspuffer) als geeig-
net (Abb. 3.47). Bei Inkubation von lediglich Probe (P) bzw. Fangerantikorper
und Probe (F/P) waren die Signal/Blank-Quotienten der Kreuzreaktanden nicht
signifikant hoher als die des Standards. Dieser Befund stiitzt die Vermutung,
dass die Kreuzreaktivititen offenbar nicht von pflanzeneigenen Peroxidasen ver-
ursacht werden. Auch bei darauf folgender Inkubation von Erdnuss-Antikérper
(P/D, F/P/D) waren die Signal/Blank-Quotienten der Kreuzreaktanden nicht
signifikant hoher als die des Standards. Bei den mit Peroxidase-Konjugat von
anti-Kaninchen-Antikérper inkubierten Kavitéten (P/K, F/P/K) waren hingegen
hohere Signal/Blank-Quotienten bei den Kreuzreaktanden Mandel und Macada-
mia zu beobachten. Der Signal/Blank-Quotient wurde zusétzlich bei Inkubation
von polyklonalem Detektionsantikérper (P/D/K, F/P/D/K) weiter erhoht (Fak-
tor =~ 10). Die Befunde unterstreichen die Vermutung, dass sich die gemessenen
Kreuzreaktivitdten aus echten Kreuzreaktivitdten und aus unspezifischer Bindung
zusammensetzen.

Die Abhéngigkeit der Kreuzreaktivitdten der Sandwich-Immunoassays vom Ex-
traktionspuffer wurde ebenfalls untersucht. Erdnuss, Macadamia und Mandel wur-
den mit Ridascreen-, Magermilch- oder Fischgelatine-Extraktionspuffer extrahiert
und die Kreuzreaktivitdten von Macadamia und Mandel unter Verwendung ver-
schiedener Antikorperkombinationen gemessen (Tab. 3.10). Es zeigten sich si-
gnifikante Unterschiede, die geringsten Kreuzreaktivititen wurden bei den mit
Ridascreen-Extraktionspuffer hergestellten Extrakten beobachtet und lagen in al-
len untersuchten Fillen bei < 0,5 ppm =5-107°%.

Eine Implementierung zusétzlicher Blockingschritte (mit 1% bzw. 10 % Mager-
milchpulver) in PBS im Sandwich-Immunoassay bei verschiedenen Verdiinnungen
der Detektionsantikorper bzw. der markierten anti-Kaninchen-Antikérper in Ma-
germilch erwies sich als nicht als geeignet zur Verringerung der Kreuzreaktivitaten.
Eine Erhohung des pH-Wertes des Fischgelatine-Extraktionspuffers auf pHS8.5,
entsprechend dem pH-Wert von Ridascreen-Extraktionspuffer, fiihrte ebenso nicht
zu verringerten Kreuzreaktivitdten. Die bei Verwendung von Ridascreen-Extrak-
tionspuffer beobachteten niedrigen Kreuzreaktivitdten beruhen offensichtlich auf
Art bzw. Konzentration der enthaltenen Puffersubstanzen oder auf nicht bekann-
ten Zusatzen.

Bei Substitution der Detektion von sequentieller Inkubation mit Erdnuss-An-
tikdrper und markiertem anti-Kaninchen-Antikérper durch Inkubation mit Per-
oxidase-markiertem Erdnuss-Antikorper verringerten sich die Kreuzreaktivitaten
ebenso nicht signifikant. Auch erwies sich die Eliminierung der Vorbeschichtung
mit anti-Maus-Antikorper, entsprechend einer direkten Beschichtung der mono-
klonalen Erdnuss-Antikorper auf den Mikrotiterplatten, als ungeeignet zur Ver-
ringerung der Kreuzreaktivitiaten.

Bei Extraktion der Kreuzreaktanden mit kommerziell erhéltlichem ,Low-Cross-
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Tab. 3.10: Erdnuss, Abhingigkeit der Kreuzreaktivititen [ppm=10"%%| vom
Extraktionspuffer im Sandwich-Immunoassay (FG: Fischgelatine-Ex-
traktionspuffer, MM: Magermilch-Extraktionspuffer, RB: Ridascreen-
Extraktionspuffer; jeweils monoklonaler Fangerantikorper und polyklo-
naler Detektionsantikorper von Kaninchen).

Antikorper- Extraktions- Mandel Macadamia
kombination puffer
Y70/R695 FG 0,3 13,5
MM 4,8 10,2
RB 0,2 0,3
51-12D2/R694 FG 0,3 12,6
MM 3,0 6,7
RB 0,2 0,3

Buffer* wurden sogar erhohte Kreuzreaktivitdten gemessen. Die Entfettung von
Macadamia mit Aceton vor der Extraktion fithrte gleichsam nicht zu einer Verrin-
gerung der Kreuzreaktivitdt. Eine mogliche Bindung der Peroxidase von auf der
Mikrotiterplatte gebundenen pflanzlichen Lectinen scheint ebenso nicht die Ursa-
che fiir die beobachteten Kreuzreaktivitdten zu sein. Durch Zugabe von Zuckern
wie Saccharose (5% zur Losung des Detektionsantikorpers) wurde jedenfalls keine
Verringerung der Kreuzreaktivitdten beobachtet.

Enzymatische Zusétze von je 2,5 g/L Pullulanase, Amylase, Cellulase oder Pec-
tinase zum Fischgelatine-Extraktionspuffer erwiesen sich nicht als geeignet zur
Verringerung der Kreuzreaktivitdten von Macadamia. Allerdings wurde eine Ver-
ringerung der Kreuzreaktivitidt von Macadamia von 11 auf 0,8 ppm mit der An-
tikdrperkombination Y71/R694 und von 15 auf 1,2 ppm mit der Antikérperkom-
bination Y70/R695 beobachtet, wenn der Extraktionspuffer 2,5g/L Lipase ent-
hielt (jeweils monoklonaler Féngerantikorper, polyklonaler Detektionsantikérper
aus Kaninchen). Moglicherweise werden unspezifische Bindungen teilweise durch
lipidhaltige Aggregate verursacht, welche durch Zusatz von Lipase abgebaut wer-
den und daher in geringerer Menge auf der Mikrotiterplatte adsorbiert werden.
Offensichtlich ist also mittels enzymatischer Zuséatze Potential zur Optimierung
der Extraktionspuffer gegeben. Denkbar ist sogar eine Verringerung der Kreuzre-
aktivitdten durch proteolytische Additive, unter Beriicksichtigung der Stabilitét
der Targetepitope.

3.8.2.2 Haselnuss-Immunoassay

Einige mit verschiedenen Kombinationen von Haselnuss-Antikérpern in Sandwich-
Immunoassays gemessene Kreuzreaktivitdten sind in Tab. 3.11 exemplarisch zu-
sammengestellt (jeweils monoklonaler Fangerantikorper und polyklonaler Detek-
tionsantikorper). Die Extraktion der Saaten bzw. Niisse erfolgte dabei mit Fisch-
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Tab. 3.11: Haselnuss, Abhiingigkeit der Kreuzreaktivititen [ppm=10~*%]| von
der Konzentration der Detektionsantikdrper (gemessen im Sandwich-
Immunoassay mit verschiedenen Kombinationen von Haselnuss-Anti-
koérpern; monoklonale Fangerantikorper; polyklonale Detektionsanti-

korper R697 und R699 aus Kaninchen, #14 aus Huhn).

Fanger- Detektionsantikérper ~Walnuss Maca- Para- Pekan- Cashew Erdnuss

antikérper Serum  Verdiinnung damia  nuss nuss

48-9F1 R697 1:10° 2,5 0,6 0,3 0,7 1,0 3,0
1:10* 1,7 0,6 0,1 0,4 0,5 3,3
1:10° 1,6 0,6 0,2 0,5 0,6 3,4
1:10° 3,5 1,3 2,1 2,0 2,5 3,6

50-6B12 R697 1:10° 14 0,6 0,1 0,6 0,7 4,1
1:10* 1,9 0,8 0,1 0,7 0,5 4,5
1:10° 1,7 0,9 0,3 0,9 0,7 4,7
1:106 3,0 0,8 1,9 1,6 2,7 4,8

48-9F1 R699 1:10° 8.8 0,4 1,1 1,7 1,1 3,1
1:10* 3,0 0,5 0,4 0,6 0,4 3,5
1:10° 3,1 0,5 0,4 0,6 0,4 3,6
1:108 3.8 0,5 1,1 1,0 1,3 3.4

50-6B12 #14 1:10° 3,7 0,5 0,1 1,5 1,5 3,5
1:10* 2,8 0,5 0,1 0,9 0,7 3,6
1:10° 2,3 0,4 0,1 0,2 0,4 3,8

gelatine-Extraktionspuffer.

Wie bereits bei den Erdnuss-Assays beobachtet, erwiesen sich auch hier die
Kreuzreaktivitdten als nahezu unabhéngig von den verwendeten Antikérpern und
von den Konzentrationen des jeweiligen Detektionsantikorpers. Die durchschnittli-
chen Kreuzreaktivitdten waren bei Erdnuss mit 3,7 ppm und Walnuss mit 3,0 ppm
am groften, bei den anderen untersuchten Extrakten betrugen die Kreuzreaktivi-
taten meist < 2 ppm.

Auch bei Verwendung von Haselnuss-Antikérpern konnten die Kreuzreaktivita-
ten der Sandwich-Immunoassays mittels Abreicherung des polyklonalen Serums
nicht verringert werden. Dazu wurden die zur Detektion verwendeten Antikor-
per R697 von Kaninchen und #14 von Huhn in Extrakt des Kreuzreaktanden
(Erdnuss, Walnuss, Cashew) verdiinnt. Es stellte sich in Ubereinstimmung zu den
Befunden bei den Erdnuss-Antikérpern heraus, dass bei Verwendung von Kreuz-
reaktandenextrakten in hohen Konzentrationen (100g/L) die Nachweisgrenze des
Immunoassays signifikant steigt. Der Detektionsantikorper wird in diesem Falle
also nicht nur in Bezug auf den Kreuzreaktanden, sondern auch auf den Analyten
inhibiert. Andererseits stieg bei Verwendung verdiinnter Kreuzreaktandenextrak-
te (10g/L) zwar die Sensitivitét, aber auch die Kreuzreaktivitat an. Offensichtlich
handelt es sich also bei den mittels Abreicherung entfernten Antikérpern um die
im Serum dominanten Klone.
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3.9 Optimierung der Immunoassays

3.9.1 Mikrotiterplattenbasierte Immunoassays

Da fiir die Akzeptanz von Immunoassays eine moglichst kurze Testdauer erfor-
derlich ist, wurden die Inkubationszeiten der Sandwich-Immunoassays verringert.
Die Inkubation der Proben bzw. der Detektionsantikérper wurden zunachst jeweils
von einer Stunde auf 30 Minuten verkiirzt. Die Empfindlichkeit verminderte sich
erwartungsgeméf. Beispielsweise lag bei Verwendung der Antikdrperkombination
Y70/R694 (monoklonaler Fangerantikorper und polyklonaler Detektionsantikor-
per aus Kaninchen) der Wendepunkt der Kalibrierkurve bei jeweils einstiindiger
Inkubation typischerweise bei ~2501g/L Erdnuss, bei 30-miniitiger Inkubation
lag er bei ~ 950 ng/L Erdnuss. Die Nachweisgrenze vervierfachte sich also in etwa
durch Halbierung der Inkubationszeiten von zwei Assay-Schritten. Eine signifi-
kante Anderung von Kreuzreaktivititen durch Verkiirzung der Inkubationszeiten
wurde erwartungsgeméf nicht beobachtet. Die Kreuzreaktivitdten erwiesen sich
auch unter diesen Bedingungen als unabhéngig von den verwendeten Konzentra-
tionen von Fanger- und Detektionsantikorpern.

Bei Verwendung von Haselnuss-Antikérpern wurden ebenfalls verringerte Emp-
findlichkeiten, aber gleich bleibende Kreuzreaktivitdten der Sandwich-Immunoas-
says beobachtet, wenn die Inkubationsdauer von Probe und Detektionsantikérper
auf jeweils 30 min halbiert wurde.

Eine weitere Verringerung der Inkubationszeit von Probe und Detektionsanti-
korper auf jeweils 10 min und die zeitliche Verkiirzung der Farbentwicklung von
30 min auf 10 min hatte eine weitere deutliche Abnahme der Empfindlichkeit zur
Folge. In Abb. 3.48 sind zwei mit der Antikérperkombination Y70/R695 erhaltene
Kalibrierungen bei Variation der Inkubationszeiten verglichen. Die Antikorper-
kombination Y70/R695 erwies sich als optimal fiir die Detektion von Erdnuss, im
Falle Haselnuss wurden mit der Antikorperkombination 50-6B12/R698 die bes-
ten Ergebnisse erhalten. Dabei handelt es sich jeweils um Kombinationen aus
monoklonalem Fangerantikorper (Maus) und polyklonalem Detektionsantikorper
(Kaninchen).

Um die Sensitivitdt der Sandwich-Immunoassays bei jeweils 10-minititiger In-
kubationsdauer zu erhéhen, mussten die Konzentrationen der Antikérper erhéht
werden. Im Erdnuss-Immunoassay erwies sich schliefslich eine Verdiinnung des mo-
noklonalen Féngerantikdrpers Y70 von 1:200 in PBS, entsprechend einer IgG-
Konzentration von 2,8 mg/L, als optimal. Die optimale Verdiinnung des mono-
klonalen Antikorpers 50-6B12 im Haselnuss-Immunoassay betrug 1:500 in PBS,
entsprechend einer IgG-Konzentration von 2,6 mg/L. Zudem wurde die Mikroti-
terplatte mit 3% Magermilchpulver in PBS nach Beschichtung mit Féngeranti-
koérper zur Minimierung von unspezifischen Bindungen geblockt. Die optimalen
Verdiinnungen der Peroxidase-markierten Detektionsantikérper R695 (Erdnuss)
bzw. R698 (Haselnuss) betrugen in beiden Assays 1:1.000 in einer 1%igen Losung
von Magermilchpulver in PBS, entsprechend einer Konzentration von 0,63 mg/L
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Abb. 3.48: Erdnuss, Kalibrierungen des Sandwich-Immunoassays bei Variation der
Inkubationszeiten (monoklonaler Fangerantikorper Y70, polyklonaler
Detektionsantikorper R695 aus Kaninchen).

IgG im Falle von Antikérper R695 und 0,83 mg/L IgG im Falle von Antikorper
R698 [329].

3.9.2 Lateral-Flow-Schnelltests

Die verwendeten Lateral-Flow-Schnelltests (,,Lateral Flow Device) wurden vom
CSL (York, UK) hergestellt. Das CSL lieferte vier Chargen von Erdnuss-Schnell-
tests (A, B, C, G) und drei Chargen von Haselnuss-Schnelltests (D, E, F). Zum
Vergleich der Leistungsfiahigkeit der Lateral-Flow-Schnelltests wurden Lebensmit-
tel mit Erdnuss bzw. Haselnuss dotiert, mit Ridascreen-Extraktionspuffer extra-
hiert (1g Probe in 20 mL Extraktionspuffer) und die Extrakte gemessen. Bei der
Lebensmittelmatrix Schokolade wurde vor der Extraktion Magermilchpulver (1 g)
zugegeben.

Wie in Abb. 3.49 gezeigt, stellten sich die Ergebnisse bei allen nicht dotier-
ten Proben als korrekt negativ heraus. Bei mit 10 mg/kg Haselnuss oder Erdnuss
dotierten Butterkeksen bzw. Cerealien war in den meisten Féllen das Ergebnis
richtig positiv oder es entwickelte sich zumindest ein schwaches Signal. Bei den
dotierten Schokoladen und bei der Eiscreme wurden dagegen oft falsch negative
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Abb. 3.49: Vergleich der Empfindlichkeit verschiedener Chargen von Lateral-Flow-
Schnelltests in einigen Lebensmittelmatrices. BC: Butterkeks, CE: Ce-
realien, MC: Milchschokolade, DC: Zartbitterschokolade, IC: Vanille-
Eiscreme, YO: Joghurt.

Ergebnisse erhalten. Unter den Erdnuss-Schnelltests erwies sich Charge B und
unter den Haselnuss-Schnelltests Charge D als am empfindlichsten. Lateral-Flow-
Schnelltests der genannten Chargen wurden daher fiir die Ringversuche und die
Messung der Realproben verwendet.

3.10 Validierung der Immunoassays

Fiir die Validierung von Immunoassays ist es notwendig, standardisierte Referenz-
materialien zu verwenden und die Ergebnisse griindlich zu dokumentieren. Als die
wichtigsten zu untersuchenden Parameter gelten Richtigkeit, Prézision, Empfind-
lichkeit, Selektivitidt, Robustheit und Limitierungen der Immunoassays [294]. Die
Validierung wurde mit den Antikérperkombinationen Y70/R695 (Erdnuss) und
50-6B12/R698 (Haselnuss) unter optimierten Bedingungen durchgefiihrt. Diese
Kombinationen aus monoklonalen Féngerantikorpern (Maus) und polyklonalen
Detektionsantikorpern (Kaninchen) wiesen die hochsten Sensitivitéiten und nied-
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rigsten Kreuzreaktivitdten auf. Wie in Kap. 3.9.1 erlautert, betrugen die Inku-
bationszeiten von Probe, markiertem Detektionsantikorper und Substratlosung
jeweils 10 min. Die Extraktionen der Proben (1g; Zugabe von 1g Magermilchpul-
ver bei schokoladehaltigen Proben) erfolgten unter Verwendung von Ridascreen-
Extraktionspuffer (20 mL) geméf Extraktionsprotokoll.

3.10.1 Prazision

Die Bestimmung der Varianzen der Sandwich-Immunoassays erfolgte durch Mes-
sung von jeweils sieben Replikaten von Standards und mit Erdnuss bzw. Haselnuss
dotierten Proben (Tab. 3.12). Zur Ermittlung der Intra-Assay-Varianz wurden
Standardabweichungen und Variationskoeffizienten der auf einer Mikrotiterplatte
gemessenen Absorptionen berticksichtigt. Im Falle der Inter- Assay-Varianz wurden
Standardabweichungen und Variationskoeffizienten basierend auf gemessenen Ab-
sorptionen von drei Mikrotiterplatten ermittelt. Bei den Erdnuss-Immunoassays
lagen die Variationskoeffizienten aller Standards (aufser dem Blank) und aller do-
tierten Proben unterhalb von 15 %.

Bei den Haselnuss-Immunoassays stellten sich noch geringere Variationskoeffi-
zienten heraus. Die Intra-Assay-Varianzen lagen in allen Féllen aufser dem Blank-
Standard im Bereich bis 10 %, die Inter-Assay-Varianzen unter 11 %. Die hoheren
Schwankungen der Blanks resultieren aus den entsprechend niedrigen Absorptio-
nen.

3.10.2 Wiederfindungen

Verschiedene Lebensmittelmatrices wurden mit Erdnuss bzw. Haselnuss dotiert,
extrahiert und zur Bestimmung der Wiederfindung eine Zweifachbestimmung mit-
tels entsprechender Sandwich-Immunoassays durchgefiihrt. Zur Berechnung der
Wiederfindungen wurden jeweils die Quotienten aus gemessenem Erdnuss- bzw.
Haselnuss-Gehalt und dem durch die Dotierung erwarteten Gehalt berechnet. Die
Wiederfindungen sind in Tab. 3.13 zusammengefasst. Im Erdnuss-Immunoassay
lagen die Wiederfindungen bei Butterkeks zwischen 92-107 %, bei Friihstiicksce-
realien zwischen 105-117 % und bei Vanilleeis zwischen 94-110 %. Bei Milchscho-
kolade betrugen die Wiederfindungen zwischen 113-123 % und bei Zartbitterscho-
kolade zwischen 87-100 %. Die ermittelten Variationskoeffizienten lagen dabei in
fast allen Fallen bei < 10 %.

Im Falle Haselnuss wurden in Butterkeks 92-127 % wiedergefunden, in Cerea-
lien 95-106 %, in Vanille-Eiscreme 93-111 %, in Milchschokolade 95-115% und
in Zartbitterschokolade 86-96 %. Die Variationskoeffizienten betrugen hierbei in
allen Fallen <7 %.
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Tab. 3.12: Intra- und Inter-Assay-Varianzen der Sandwich-Immunoassays (Erd-
nuss und Haselnuss; Intra-Assay: n = 7, Inter-Assay: n = 21; *Entspricht
Dotierung von Lebensmittel bei Extraktion von 1g Probe mit 20 mL
Extraktionspuffer, geméaf Extraktionsprotokoll).

Probe Konz. Erdnuss-Immunoassay Haselnuss-Immunoassay
Erdnuss/ Intra-Assay Inter-Assay Intra-Assay Inter-Assay
Haselnuss CV [%] CV [%] CV %] CV [%]
Standard Opg/L 8,7 21,7 10,8 14.6
18,2 5,4
16,8 14,1
Standard 100 pg/L 13,8 10,7 7,7 5,7
5,5 4,8
3,6 4.4
Standard 300 pg/L 2,9 12,8 6,7 7,3
14,6 3,8
4.4 1,9
Standard 1.000 pg/L 6,6 7,0 7,2 10,5
7,6 3,4
3,6 1,3
Standard 3.000 pg/L 2,6 4,3 5,2 10,4
5,1 4.4
2,9 10,0
Zartbitter- 250 ng/L 8,6 12,4 6,3 4.9
schokolade (5 mg/kg)* 10,2 5,9
8,0 2,1
Zartbitter- 500 pg/L 6,4 11,5 4,7 5,1
schokolade (10 mg/kg)* 4,5 3,3
9,5 4,1
Vanille- 250 ng/L 3,0 7,2 5,3 7,2
Eiscreme (5mg/kg)* 3,6 3,4
78 1,2
Vanille- 500 pg/L 5,3 7.5 4,5 10,3
Eiscreme  (10mg/kg)* 2,3 2,6
45 1,4
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Tab. 3.13: Wiederfindungen (WF) von Erdnuss und Haselnuss in dotierten Le-
bensmittelmatrices (n=2).

Matrix Dotierung Erdnuss Haselnuss
mg/kg]  WF [%] CV [%] WF [%] CV [%]
Butterkeks 1 107 13,9 127 3,2
1 106 11,1 118 1,7
5 98 3,1 95 4,6
5 99 0,6 102 3,7
10 92 1,0 92 1,4
10 93 1,1 100 6,4
Friihstiicks- 1 105 4.5 100 5,4
cerealien 1 105 1,8 106 4,2
5 114 2,0 95 2,1
5 117 1,0 101 1,1
10 112 1,6 95 0,7
10 112 2,0 99 2,0
Vanille- 1 110 8,7 108 2,3
Eiscreme 1 108 8,9 111 3,2
5 94 2,3 93 3,0
5 98 1,5 99 1,4
10 97 1,6 95 0,9
10 96 0,8 94 1,8
Milch- 1 113 3,0 <NWG
schokolade 1 118 2,3 <NWG
5 123 2,7 109 2,6
5 121 0,8 115 1,8
10 114 2,0 95 2,6
10 115 2.1 96 1,7
Zartbitter- 1 92 2,5 86 6,2
schokolade 1 100 1,8 94 3,8
5 89 1,1 94 3,4
5 92 1,0 96 2,6
10 87 1,4 91 2,5
10 89 1,2 94 2,8
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3.10.3 Kreuzreaktivitaten

Die in den Sandwich-Immunoassays zur Bestimmung von Erdnuss gemessenen
Kreuzreaktivitaten sind in Tab. 3.14 zusammengestellt.

Tab. 3.14: Erdnuss, Kreuzreaktivititen (CR) [ppm=10"*%]| einiger Niisse und
Saaten im Sandwich-Immunoassay.

Probe CR Probe CR
Bohne, rot < 0,5 Mandel 1,5
Bohne, weils 1,2 Mottenbohne < 0,5
Cashew < 0,5 Paranuss 0,8
Erbse, griin 0,8 Pekannuss 0,8
Haselnuss 9,5 Pinienkern 7,8
Kichererbse 0,8 Pistazie 1,8
Kokosnuss 1,1 Sesam 0,5
Kiirbiskern 1,5 Soja 2,5
Linse 1,6 Sonnenblumenkern 1,3
Macadamia 7,1 Walnuss < 0,5

Die Extrakte wurden gemaft Extraktionsvorschrift hergestellt und zur Messung
der Kreuzreaktivitdten wurden jeweils Zweifachbestimmungen durchgefiihrt. Bei
ermittelten Kreuzreaktivititen von >2-107*% (2ppm) wurden Messungen mit
einem 1 :500 verdiinnten Extrakt, entsprechend einer Konzentration von 100 mg/L
(ppm), wiederholt. Bei allen Extrakten aufer Macadamia, Pinienkern, Soja und
Haselnuss wurde eine Kreuzreaktivitidt von <2-107*% (2ppm) gemessen. Die
Kreuzreaktivitidten der auf 100 mg/L verdiinnten Extrakte betrugen 0,7 ppm bei
Macadamia und < 0,5 ppm bei Pinienkern, Soja und Haselnuss.

Tab. 3.15: Haselnuss, Kreuzreaktivititen (CR) [ppm = 107* %] einiger Niisse und
Saaten im Sandwich-Immunoassay.

Probe CR Probe CR
Bohne, rot < 0,5 Mandel 1,2
Bohne, weifs < 0,5 Mottenbohne < 0,5
Cashew 1,2 Paranuss < 0,5
Erbse, griin < 0,5 Pekannuss < 0,5
Erdnuss < 0,5 Pinienkern < 0,5
Kichererbse < 0,5 Pistazie < 0,5
Kokosnuss < 0,5 Sesam < 0,5
Kiirbiskern < 0,5 Soja 0,7
Linse < 0,5 Sonnenblumenkern < 0,5
Macadamia 1,1 Walnuss 12
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Die Kreuzreaktivitdten des Sandwich-Immunoassays zur Bestimmung von Ha-
selnuss sind in Tab. 3.15 aufgefiihrt. Verglichen mit dem Erdnuss-Immunoassay er-
wies sich der Haselnuss-Immunoassay als weniger kreuzreaktiv. In den meisten Fal-
len lag die Kreuzreaktivitit unter der Nachweisgrenze (< 0,5-107%% = 0,5 ppm).
Nur bei Cashew, Macadamia, Mandel, Soja und Walnuss wurden Kreuzreakti-
vitidten (>0,5-107*% =0,5ppm) ermittelt. Dabei betrug lediglich bei Walnuss
die Kreuzreaktivitit >2-107* % = 2 ppm. Mit verdiinntem Extrakt von 100 mg/L
Walnuss wurde eine Kreuzreaktivitit von 0,7-107* % = 0,7 ppm gemessen.

3.10.4 Nachweisgrenzen

Die Bestimmung der Nachweisgrenzen erfolgte durch Addition der dreifachen Stan-
dardabweichung zum Mittelwert der Blankabsorption und durch Extrapolation der
entsprechenden Analytkonzentration.

Von jeder Lebensmittelmatrix wurden zehn Negativproben extrahiert und von
jedem Extrakt eine Vierfachbestimmung durchgefiihrt. Die ermittelten Nachweis-
grenzen von Erdnuss betrugen in Keks 0,24 mg/kg, in Milchschokolade 0,77 mg/kg,
in Zartbitterschokolade 0,23 mg/kg, in Friihstiickscerealien 0,42 mg/kg und in Va-
nille-Eiscreme 0,37 mg/kg. Die matrixfreie Nachweisgrenze lag bei 6,9 ng/L Erd-
nuss, bei einer inerten Matrix entspricht dies 0,14 mg/kg (140 ppb) Erdnuss.
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Abb. 3.50: Erdnuss, charakteristische Kalibrierkurve des Sandwich-Immunoassays
(Mittelwerte und Standardabweichungen, n = 8).
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Abb. 3.51: Haselnuss, charakteristische Kalibrierkurve des Sandwich-Immuno-
assays (Mittelwerte und Standardabweichungen, n = 8).

Die gemessenen Nachweisgrenzen von Haselnuss waren 0,64 mg/kg in Cerealien,
0,22mg/kg in Eiscreme, 0,36 mg/kg in Butterkeks, 1,19 mg/kg in Milchschokola-
de und 0,78 mg/kg in Zartbitterschokolade. Die matrixfreie Nachweisgrenze betrug
6,0 ng/L Haselnuss, entsprechend 0,12 mg/kg (120 ppb) Haselnuss in inerter Ma-
trix.

Charakteristische Kalibrierkurven des Erdnuss- bzw. Haselnuss-Immunoassays
sind in Abb. 3.50 bzw. Abb. 3.51 dargestellt. Jeweils gezeigt sind die Mittelwerte
und die Standardabweichungen einer Achtfachbestimmung. Die Kurven erwiesen
sich als an verschiedenen Tagen gut reproduzierbar.

3.10.5 Ringversuche

Mit von R-Biopharm hergestellten Sandwich-Immunoassay-Testkits und den bei
CSL hergestellten Lateral-Flow-Schnelltests wurden Ringversuche innerhalb des
Projektkonsortiums durchgefiihrt. Bei den gewahlten Lebensmittelmatrices han-
delte es sich um Milchschokolade, Zartbitterschokolade, Butterkeks, Eiscreme,
Salami, Salatdressing, Instantsuppe, Cornflakes und Joghurt. Die Dotierung mit
Erdnuss bzw. Haselnuss erfolgte mit der CMC-Methode (siehe Kap. 5.3.1, S. 156).
Sowohl die Herstellung der Schokoladen als auch die Dotierung aller Proben wur-
de vom IFA Tulln {ibernommen. Die Durchfiihrung der Sandwich-Immunoassays
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erfolgte nach den Anleitungen, die den Testkits beilagen [337; 338].

In Tab. 3.16 sind die am Institut fiir Wasserchemie erzielten Ergebnisse respek-
tive nachtraglich erhaltener Informationen zu den Matrices und Dotierungen zu-
sammengefasst. Die Ergebnisse aller am Konsortium beteiligen Institute wurden
ausgewertet und von FURTLER-LEITZENBERGER et al. zusammengefasst [339).
Die Wiederfindungen von Erdnuss am Institut fiir Wasserchemie lagen zwischen
59-174 %, bei Salatdressing wurden nur 37 % wiedergefunden. Offensichtlich ist
der niedrige pH-Wert in Salatdressing die Ursache fiir die geringe Stabilitédt der
Erdnussproteine. Die Wiederfindungen in den Schokoladen mit 160-174 % sind zu
hoch und vermutlich auf einen zu hoch konzentrierten Dotierstandard zuriickzu-
fithren. Dafiir spricht, dass die Wiederfindungen in allen Schokoladenproben gut
iibereinstimmten. Auflerdem wurden auch von den anderen Instituten vergleichba-
re Werte gemeldet. Bei den Matrices Butterkeks, Eiscreme, Salami, Instantsuppe,
Cornflakes und Joghurt lagen die Wiederfindungen zwischen 59-88 %. Die relativ
niedrigen Wiederfindungen sind teils auf Matrixeffekte zuriickzufithren. Zum gro-
Keren Teil sind aber fiir die niedrigen Wiederfindungen vermutlich Instabilitaten
der CMC-Stammlésungen verantwortlich, von denen das IFA Tulln berichtete.
Falsch positive Ergebnisse im Erdnuss-Immunoassay wurden bei mit Haselnuss
dotierter Zartbitterschokolade erhalten. Offenbar handelt es sich dabei um Konta-
minationen der hierbei verwendeten Lebensmittelmatrix oder des Dotierstandards.

Die Ubereinstimmung zwischen den Ergebnissen der Sandwich-Immunoassays
und der Lateral-Flow-Schnelltests ist bei einer unterstellten Nachweisgrenze der
Lateral-Flow-Schnelltests von 5 mg/kg Erdnuss als gut zu beurteilen.

Bei der Auswertung der mit Haselnuss dotierten Proben wurden in den meis-
ten Matrices Wiederfindungen von 46-153 % erhalten. Das falsch negative Er-
gebnis bei dotiertem Salatdressing ist wie im Falle Erdnuss auf den niedrigen
pH-Wert der Matrix und die daraus resultierende geringe Stabilitdt der Hasel-
nussproteine zuriickzufithren. Bei den Schokoladen wurden héhere Wiederfindun-
gen bzw. falsch positive Ergebnisse erhalten. Als Ursache hierfiir stellte sich bei
den Schokoladen eine Kontamination mit Haselnuss heraus. Eine gute Uberein-
stimmung zwischen den Resultaten der Sandwich-Immunoassays und der Lateral-
Flow-Schnelltests wurde beobachtet, bei einer mutmaflichen Nachweisgrenze der
Lateral-Flow-Schnelltests zwischen 6-9 mg/kg Haselnuss.

Die Prazision des Ringversuchs ist als hoch zu beurteilen. Die Variationsko-
effizienten der Ergebnisse von acht beteiligten Instituten betrugen bei den mit
Erdnuss dotierten Proben bei Milchschokolade (10 bzw. 40mg/kg) 6,9 % bzw.
8,9 %, bei Zartbitterschokolade (10 bzw. 40 mg/kg) 30,1 % bzw. 12,9 %, bei Eis-
creme (20 mg/kg) 8,6 %, bei Salami (8 mg/kg) 16,2 %, bei Instantsuppe (15 mg/kg)
51,7%, bei Cornflakes (35mg/kg) 36,5 % und bei Joghurt (6 mg/kg) 23,9 %. Bei
den mit Haselnuss dotierten Proben wurden relative Standardabweichungen von
28,6 % bzw. 12,3 % bei Zartbitterschokolade (2,5 bzw. 10mg/kg), von 23,7 % bei
Eiscreme (20 mg/kg), von 24,2 % bei Salami (8 mg/kg), von 27,7 % bei Instantsup-
pe (15 mg/kg), von 49,7 % bei Cornflakes (35 mg/kg) und von 58,3 % bei Joghurt
(6 mg/kg) ermittelt.
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3.11 Messung von Realproben

Verschiedene Lebensmittelproben, wie Schokoladen, Kekse, Friihstiickscerealien
und Miisli aus dem lokalen Handel, wurden auf die Anwesenheit von Erdnuss bzw.
Haselnuss hin untersucht. Dafiir wurden > 5g jeder Probe in der zuvor griindlich
gereinigten Labormiihle homogenisiert und jeweils 1 g entsprechend dem Extrakti-
onsprotokoll extrahiert. Um die Zuverlassigkeit zu kontrollieren, wurden von jedem
Lebensmittel jeweils zwei Proben extrahiert und Doppelbestimmungen jedes Ex-
trakts in Sandwich-Immunoassays durchgefiihrt. Die Auswertung erfolgte durch
Mittelwertbildung der Doppelbestimmungen und Berechnung der Analytkonzen-
trationen mittels Kalibrierkurven. Bei Abweichungen der beiden Mittelwerte zu-
einander von CV > 15% wurden die Extraktionen und Messungen wiederholt.

Die Ergebnisse der Untersuchung von Realproben sind in Tab. 3.17 zusammen-
gefasst. In 4 der 32 Lebensmittelproben wurde Erdnuss nachgewiesen, wobei es
sich in drei Féllen offensichtlich um Kontamination handelt und in einem Fall
Erdnuss eine Zutat ist. Interessanterweise konnte in keiner Schokolade, die laut
Deklaration potentiell Erdnuss enthélt, Erdnuss gefunden werden. Dagegen wurde
in beiden nicht deklarierten Schokoladen Erdnuss nachgewiesen.

Haselnuss wurde dagegen in den meisten untersuchten Lebensmitteln gefunden.
In allen Produkten, bei denen Haselnuss als Zutat angegeben war, konnte Hasel-
nuss nachgewiesen werden. Bei den Produkten, die laut Kennzeichnung Spuren
von Haselnuss enthalten konnen, wurde in den meisten Féllen Haselnuss gefun-
den; lediglich bei zwei Produkten (mit Milchschokolade umbhiillte Keks-Sticks und
Milchcremewaffel) lagen die Werte unterhalb der Nachweisgrenze. Bedenklicher-
weise wurden auch in Lebensmittelproben, bei denen keine Deklaration beziig-
lich Haselnuss vorhanden ist, teils hohe Haselnusskonzentrationen gefunden. Bei
der Milchschokolade IIT ergab die Messung einen Haselnussgehalt von 5.8 g/kg
(0,58 %).

Innerhalb des Projekts erfolgten weitere Messungen von Erdnuss und Haselnuss
in kommerziell verfiigharen Lebensmitteln. Dazu wurden europaweit von Verbrau-
cherschutzorganisationen stichprobenartig Produkte im Einzelhandel gekauft und
an die im Projekt beteiligten Institute verschickt. Am Institut fiir Wasserchemie
wurden Proben aus Griechenland und Slowenien untersucht. Bei allen Proben er-
folgten die Messungen jeweils sowohl mit den Sandwich-Immunoassay-Testkits als
auch mit den Lateral-Flow-Schnelltests. Die Lateral-Flow-Schnelltests wurden so-
wohl visuell beurteilt als auch mit einem tragbaren Reflektometer ausgelesen. Das
IFA Tulln stellte positive und negative Referenzproben bereit. Dabei handelte es
sich um Butterkeks-Extrakt als Blank und um Extrakt von mit 6 ppm Erdnuss
bzw. 10 ppm Haselnuss dotierter Vanille-Eiscreme. Sowohl Positiv- als auch Ne-
gativproben wurden auf jeder Mikrotiterplatte zur Kontrolle mitgefiihrt. Um die
Funktion der Lateral-Flow-Schnelltests zu verifizieren, erfolgte jeweils nach etwa
20 Tests eine Kontrollmessung mit Positiv- und Negativproben. Bei allen Analy-
sen wurden Doppelbestimmungen durchgefiihrt. Die Auswertung der Sandwich-
Immunoassays erfolgte durch Berechnung der Mittelwerte, wobei im Falle von
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3 Ergebnisse und Diskussion

Tab. 3.17: Messung des Erdnuss- und Haselnussgehalts einiger Lebensmittelpro-
ben aus dem lokalen Handel (*Deklaration: +, Erdnuss in Zutatenliste;

+, Produkt kann laut Kennzeichnung Erdnuss enthalten; —, keine De-
klaration).
Erdnuss Haselnuss
Probe Dekl.*  gefunden CV Dekl.*  gefunden CV
[mg/kg|  [%] [mg/kg] %]
Milchschokolade I + <NWG + 1,5 6,8
Milchschokolade 1T + <NWG + 1.100 6,3
Milchschokolade 11T — 1,1 1,9 — 5.800 1,7
Milchschokolade IV + <NWG + 7.100 0,8
Zartbitterschokolade 1 + <NWG + 50 8,5
Zartbitterschokolade IT + <NWG + 1.200 7,5
Zartbitterschokolade ITI — 5,9 0,6 — 630 3,0
Butterkeks — <NWG — <NWG
Cerealien, Getreideringe + <NWG — <NWG
Kokos-Mandel-Praline — <NWG — <NWG
Fruchtmiisli + <NWG 0,8 8,6
Schokoladenriegel, Karamell + <NWG - <NWG
Schokoladenriegel, Milchcreme + <NWG — <NWG
Keks, Milchcremefiillung — 0,8 6,3 — 87 2,2
Zitronencreme-Walffel — <NWG — <NWG
Milchcremewaffel, Haselnuss — <NWG + 59.000 2,2
Keks, Schokoladenfiillung — <NWG + 550 0,6
Milch-Haselnuss-Praline — <NWG + 150.000 1,2
Keks, Schokoladenstiicke + <NWG + 50 2,1
Toffee — <NWG — <NWG
Keksstange, Schokoladeniiberzug + <NWG + <NWG
Schokoladen-Nougatcreme — <NWG + 66.000 3,7
Schokolade, Milchcremefiillung — <NWG - <NWG
Marzipan, Schokoladeniiberzug <NWG - 59 1,5
Nougatrolle — <NWG + 210.000 1,4
Milchcremewaffel + <NWG + <NWG
Schokoladenriegel, Cerealien — <NWG - <NWG
Schokoladenriegel, Nougat — <NWG + 29.000 0,8
Keks, Schokoladeniiberzug + <NWG + 1,7 1,3
Schokoladenriegel, Erdnuss + 68.000 1.4 — <NWG
Waffel, Schokolade & Haselnuss + <NWG + 53.000 1,6
Schokoladenriegel, Joghurt & Beere + <NWG + 1,0 58
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hohen Abweichungen (CV >15%) die Analyse nebst Extraktion wiederholt wur-
de. Bei Diskrepanz der beiden Ergebnisse der Lateral-Flow-Schnelltests schien eine
Wiederholung von beiden Bestimmungen als angebracht.

In Tab. 3.18 sind die bei der Untersuchung der Lebensmittelproben erhalte-
nen Ergebnisse zusammengefasst. In der Regel stimmten die Einzelwerte quali-
tativ (Lateral-Flow-Schnelltests) bzw. quantitativ (CV< 15 % bei den Sandwich-
Immunoassays) tiberein. Erwartungsgeméf erwies sich die reflektometrische Aus-
wertung bei den Lateral-Flow-Schnelltests als empfindlicher als die visuelle. Es
wurde gefunden, dass ab einer reflektometrisch gemessenen relativen Signalin-
tensitat der Test-Linie von etwa 10 % zur Signalintensitat der Kontroll-Linie der
Test visuell als positiv gewertet wurde. Problematisch in Hinsicht auf die visuel-
le Auswertung war die in vielen Fillen vorhandene Farbung der Probenextrakte.
Wie bereits bei den in Deutschland erworbenen Lebensmittelproben beobachtet,
wurde Haselnuss in deutlich mehr Proben als Erdnuss gefunden. Erdnuss wurde
iibereinstimmend mittels Sandwich-Immunoassay und Lateral-Flow-Schnelltest in
fiinf Proben aus Griechenland (14 % der Proben) nachgewiesen. Dabei handelte
es sich um eine Kekssorte mit Kokosraspeln und jeweils zwei Milch- bzw. Zart-
bitterschokoladen. In allen Féllen war keine Deklaration bzw. Hinweis auf poten-
tiellen Gehalt von Erdnuss vorhanden. Bei den Proben aus Slowenien wurden in
zwei Fillen (5% der Proben) {ibereinstimmend mit Lateral-Flow-Schnelltest und
Sandwich-Immunoassay Spuren von Erdnuss nachgewiesen, ohne dass eine De-
klaration vorhanden war. Es handelte sich dabei um eine Schokoladewaffel mit
Kakaofiillung und eine Milchschokolade mit Zimtgeschmack. Bei einer Milchscho-
kolade, die laut Kennzeichnung Erdnuss enthalten konnte, wurden 890 mg/kg Erd-
nuss nachgewiesen. In keiner der untersuchten Probe aus Slowenien war Erdnuss
als Zutat angegeben.

Haselnuss wurde in vielen Proben gefunden. Bei den Proben aus Griechen-
land wurde in zwolf Fallen (34 % der Proben) Haselnuss iibereinstimmend mit
Sandwich-Immunoassays und Lateral-Flow-Schnelltests nachgewiesen, ohne dass
ein entsprechender Hinweis vorhanden war. Dabei handelte es sich um Kekse und
verschiedene Milch- und Zartbitterschokoladen. Der hochste undeklarierte Hasel-
nussgehalt wurde in einer Milchschokolade mit 6.200 mg/kg (= 0,62 % Haselnuss)
ermittelt. Bei keiner aus Griechenland erhaltenen Probe war ein Hinweis auf poten-
tiellen Gehalt von Haselnuss vorhanden, bei zwei Proben (Milchschokoladen) war
Haselnuss als Zutat angegeben, was sich bei den Messungen bestétigte. Bei 20 der
Proben aus Slowenien (47 % der Proben) wurde Haselnuss gefunden, ohne dass ei-
ne entsprechende Deklaration vorhanden war. Darunter befanden sich Lebkuchen,
in denen 31.000mg/kg (=3,1%) Haselnuss gemessen wurden. In sieben Proben
aus Slowenien, welche laut Deklaration potentiell Haselnuss enthalten, wurde Ha-
selnuss nachgewiesen. Zwei Lebensmittel enthielten laut Zutatenverzeichnis Ha-
selnuss, was durch die Messungen bestéatigt werden konnte.
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4 Zusammenfassung und
Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wird die Entwicklung von Immunoassays zum Nachweis
von Erdnuss- und Haselnussproteinen vorgestellt. Lebensmittelallergiker sind auf
zuverléssige Informationen iiber allergene Bestandteile in Lebensmitteln angewie-
sen. Bereits nach Inkorporation von geringen Mengen allergener Proteine im Sub-
milligrammbereich kénnen bei Allergikern Reaktionen ausgelost werden. In den
meisten Féllen sind allergische Symptome zwar unangenehm, aber zunachst wenig
bedenklich. Bei hoch sensibilisierten Allergikern oder bei Inkorporation von grofsen
Mengen von Allergenen konnen allerdings mitunter anaphylaktische Schockzustéan-
de ausgelost werden, welche zu Atemnot bzw. Kreislaufkollaps fithren und bei nicht
unmittelbar durchgefiithrter Medikation letal verlaufen konnen. Es wird davon aus-
gegangen, dass Lebensmittelallergien alleine in den Vereinigten Staaten jahrlich
etwa 30.000 Falle von anaphylaktischem Schock und etwa 125 Todesfélle verursa-
chen. Zu den potenten Lebensmittelallergenen gehoren Proteine aus Erdnuss und
Baumniissen, insbesondere aus Haselnuss. Aufgrund des weitverbreiteten Einsat-
zes in industriellen und Gastronomieprodukten kénnen Erdniisse und Haselniisse
in vielen Lebensmitteln enthalten sein, ohne dass dies in allen Féllen ersichtlich
ist. Allergiker miissen zum Schutz vor ,versteckten Allergenen“ also entsprechend
informiert sein, insbesondere bei industriell hergestellten Lebensmitteln und bei
Speisen in Restaurants und in Kantinen. Neben PCR-basierten Techniken sind
immunanalytische Verfahren die Methoden der Wahl zum Speziesnachweis und
damit zur Detektion von versteckten Allergenen in Endprodukten oder wahrend
der Produktion.

Fiir die Entwicklung von Immunoassays stand eine Vielzahl von Antikérpern
verschiedener Tierspezies zur Verfiigung. Innerhalb der in Betracht kommenden
Immunoassays erwiesen sich Sandwich-Immunoassays als die empfindlichste und
selektivste Option. Zur Selektion der Antikorper wurden diese zunéchst einzeln
und im weiteren Verlauf paarweise untersucht. Um maximale Empfindlichkeit der
finalen Tests zu erhalten, lag der Schwerpunkt dabei auf der Ermittlung der An-
tikorperaffinitdten. Der entscheidende Schritt bei der Entwicklung von Sandwich-
Immunoassays ist die Identifizierung von Antikérpern, die hochaffin sind und paar-
weise das gleiche Antigen erkennen. Zudem miissen die beiden erkannten Epitope
ausreichende Distanz zueinander aufweisen, um sterische Hinderung auszuschlie-
fen. Da zu den Antikérpern keine Informationen beziiglich der Epitopbindung
verfiighar waren, wurden Screeningexperimente durchgefiihrt.

Die Messung des gebundenen Detektionsantikorpers ist im Falle von homologen
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4 Zusammenfassung und Ausblick

Antikérperpaaren (gleiche Tierspezies) nicht trivial. Im Gegensatz zu heterologen
Antikoérperpaaren kann nicht mit markiertem anti-Spezies-Antikorper detektiert
werden, d.h. vor Durchfithrung des Screenings muss eine Markierung eingefiihrt
werden. Da monoklonale Antikérper in der Regel zunéchst als Zellkulturiiber-
stand verfiigbar sind, ist zusétzlich ein aufwéndiger Reinigungsschritt notwendig.
Daher wurden Methoden zur in-situ-Markierung von monoklonalen Antikérpern
entwickelt. Als Reagenz erwiesen sich markierte anti-Maus-Antikérper in ganzer
Form oder als Fab-Fragmente als geeignet. Es stellte sich heraus, dass sensiti-
ve Antikorperkombinationen aus hochaffinen Antikorpern bestehen. Andererseits
ergaben zwei willkiirlich gewéhlte hochaffine Antikérper erwartungsgeméfs nicht
notwendigerweise eine Antikorperkombination mit hoher Sensitivitat.

Aus den Ergebnissen liefsen sich Konzepte fiir die Entwicklung von Sandwich-
Immunoassays aus monoklonalen Antikérpern ableiten. Entscheidend ist, relevante
Antikorperpaare moglichst schnell zu identifizieren, da wahrend der frithen Scree-
ningschritte nur ein kurzes Zeitfenster zur Verfiigung steht. Empfehlenswert ist
vor allem eine frithzeitige Festlegung auf einen Analyten, um méglichst Mischim-
munisierungen (z. B. mit Erdnussextrakt) zu vermeiden bzw. das Screening auf
ein Target auszurichten und somit die weitere Vorgehensweise zu vereinfachen.

Das Screening von Antikorperpaaren mit angemessenem Aufwand soll nur mit
Kombinationen durchgefiithrt werden, welche die affinsten Antikorper enthalten,
und nicht mit allen méglichen Kombinationen (n?). Beim Screening ist das Mit-
fiihren von Positiv- und Negativkontrollen zur Kontrolle empfehlenswert, zudem
koénnen mit Hilfe von Uberlappungen Variationen zwischen verschiedenen Plat-
ten korrigiert werden. Empfehlenswert beim Screening ist dariiberhinaus, eine
Standardkonzentration entsprechend der gewiinschten Empfindlichkeit des fina-
len Tests zu wéhlen.

Sowohl zum Nachweis von Erdnuss- als auch von Haselnussprotein erwiesen sich
schlieflich Kombinationen von monoklonalen Fangerantikérpern (Maus) und po-
lyklonalen Detektionsantikorpern (Kaninchen) als besonders giinstig, besonders in
Hinblick auf die Sensitivitat. Selbst bei Verkiirzung der Assaydauer auf 3-10 min
konnte in den meisten Lebensmittelmatrices Erdnuss bzw. Haselnuss mit hoher
Sensitivitdt nachgewiesen werden. Fiir ganze Erdnuss lagen die Nachweisgrenzen
zwischen 0,2-0,8 mg/kg in Cerealien, Eiscreme, Keksen und Schokoladen. In den
gleichen Lebensmittelmatrices konnten 0,2-1,2 mg/kg ganze Haselnuss detektiert
werden. Sowohl die Prézision als auch die Richtigkeit der Sandwich-Immunoassays
erwiesen sich als hoch.

Bei der Untersuchung verschiedener Extraktionspuffer wurden in geringem Maf
Kreuzreaktivitdten festgestellt, die teils unspezifischer Art waren. Durch Zusétze
wie Fischgelatine oder Verwendung des kommerziellen Ridascreen-Extraktionspuf-
fers konnte eine signifikante Verringerung der Kreuzreaktivitdten beobachtet wer-
den. In den meisten Fillen war das durch Kreuzreaktivitat generierte Signal ge-
ringer als die des Standards 100 pg/L Erdnuss bzw. Haselnuss (entspricht Extrakt
von Lebensmittel mit 2 mg/kg Erdnuss bzw. Haselnuss). Es sollte auch bertick-
sichtigt werden, dass die Anwendung der Immunoassays in der Regel auf zusam-
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mengesetzte Lebensmittel beschriankt sein wird, was das Ausmafs der Kreuzreak-
tivitdten relativiert. Der Nachweis von z. B. 1 mg/kg Erdnuss in Soja ist aufgrund
der Kreuzreaktivitat nicht méglich, aber abgesehen von Wareneingangskontrollen
wohl auch wenig praxisrelevant. Allerdings sollte ein Spurennachweis des Analy-
ten in Kreuzreaktand mittels Matrixkalibrierungen dennoch méglich sein, wohl
aber mit etwas hoheren Nachweisgrenzen. Bei vielen Kreuzreaktanden waren die
generierten Signale allerdings unterhalb der Nachweisgrenze, was insgesamt eine
hohe Selektivitdt der Sandwich-Immunoassays dokumentiert. Mit Hilfe von en-
zymatischen Zusétzen ist vermutlich eine weitere Optimierung der entwickelten
Extraktionspuffer moglich.

Die Sensitivitdten der Enzyme-Channeling-Assays, besonders im homogenen
Format, waren gering und damit nicht fiir die Spurenanalytik geeignet. Vermutlich
ist der Abstand der beiden verwendeten Enzyme zueinander zu grofs. Weitere Ex-
perimente unter Verwendung von markierten Fab-Fragmenten anstelle der ganzen
Antikorper waren hierzu empfehlenswert.

Zahlreiche kommerzielle Produkte, hauptsachlich Schokoladen, Cerealien und
Kekse, wurden mit den entwickelten Sandwich-Immunoassays untersucht. Insbe-
sondere im Falle Haselnuss wurden viele, teils stark kontaminierte Produkte gefun-
den, obwohl keine entsprechende Deklaration oder ein Warnhinweis auf der Verpa-
ckung vorhanden war. Mit den im Zuge der EU-Richtlinie 2003/89/EG verénder-
ten Kennzeichnungsbestimmungen soll die Zusammensetzung von Lebensmitteln
transparenter gemacht werden. Um Kontaminationen von industriell hergestellten
Lebensmitteln ausschlieften zu konnen, werden konsequent durchgefiihrte Waren-
eingangskontrollen und geeignete Mafnahmen zur Vermeidung von Kreuzkonta-
minationen, wie z. B. durch getrennte Raumlichkeiten, erforderlich sein.

Mit immunchemischen und molekularbiologischen Methoden stehen zwei sich
erganzende Methoden zum Speziesnachweis zur Verfiigung, mit denen eine gegen-
seitige Absicherung moglich ist. Weitere Fortschritte bei der Detektion von All-
ergenen werden Bemiihungen zum Multianalytnachweis bringen. Hier bietet sich
die Entwicklung von immunchemischen, auf Microarrays basierenden Methoden
an, um alle relevanten Allergene in einem Schritt nachweisen zu kénnen. Schliefs-
lich werden Arbeiten, die auf die Entwicklung von standardisierten Referenzma-
terialien abzielen, die Vergleichbarkeit von Methoden fiir den Allergennachweis
erleichtern und damit die Zuverlassigkeit erhohen.
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5.1 Verwendete Gerate

FPLC Chromatographiesystem (Amersham Biosciences Europe GmbH,
Freiburg), bestehend aus:

FPLC-Fraktionssammler Frac-950

FPLC-Pumpe AKTA P-920

FPLC-Monitor UPC-900

FPLC-Ventil INV-907

FPLC-Software Unicorn 4.0

Achtkanalphotometer fiir Mikrotiterplatten (340 ATTC, SLT, Crailsheim)

Achtkanalpipette Transferpette 20-200 pL. (Brand, Wertheim)

Achtkanalpipette Transferpette 30-300 nL. (Brand, Wertheim)

Achtkanalwaschgerét (Typ Columbus) fiir Mikrotiterplatten (SLT, Crailsheim)

Gelchromatographie-Séulen PD-10, Sephadex G 25 (Amersham Biosciences, Frei-
burg)

Glassédule Omni9, 7mL Fiillvolumen (Omnifit Ltd., Cambridge, UK)

Labormiihle IKA A10 (IKA Werke, Staufen)

Leerteststabchen Merckoquant (1.11860, Merck, Darmstadt)

Mikrotiterplatten, 96 Kavitéaten, Flachboden, hohe Bindungskapazitat (655061,
Greiner, Frickenhausen)

Origin 7.0 Software (Microcal Software Inc., Northhampton, USA)

Parafilm M, 4-250 ft. (American National Can, Chicago, IL, USA)

Polypropylen-Rohrchen, 50 mL (62.548.004, Sarstedt, Niirnbrecht)

Reaktionsgefafse, 1,7mL (7080.1, Roth, Karlsruhe)

Reflektometer tragbar, Chromatoreader Type 3 (Otsuka Electronics Co., Osaka,
Japan)

Reinstwasseranlage Milli-Q plus 185 (Millipore, Schwalbach)

Séulenmaterial Superdex 200 prep grade (Amersham Biosciences AB, Uppsala,
Schweden)

Schiittler fiir Mikrotiterplatten (Easyshaker EAS 2/4, SLT, Crailsheim)

Spritzenfilter 0,45 pm (512.2111, Merck, Darmstadt)

Ultraschallbad Sonorex Super RK106 (Bandelin, Berlin)

Waage Mettler AT261 Delta Range (Mettler-Toledo GmbH, Giessen)

Zentrifuge Biofuge 17RS (Heraeus, Hanau)

Zentrifuge Biofuge 28RS (Heraeus, Hanau)
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Zentrifuge Universal 30F (Hettich, Tuttlingen)
Zentrifugenfilter Microsep 3K Omega (Pall Life Sciences, Ann Arbor, MI, USA)

5.2 Chemikalien und Reagenzien

5.2.1 Chemikalien

Aceton, Chromasolv (34850, Riedel-de Haén, Seelze)

Albumin aus Hiithnerei (Grade II, A5253, Sigma, Steinheim)

Albumin aus Rinderserum (Fraktion V, A3059, Sigma, Steinheim)

Alkoholdehydrogenase aus Hefe (A8656, Sigma, Steinheim)

Amylase aus Aspergillus oryzae (10065, Fluka, Buchs, Schweiz)

Avidin-Glucoseoxidase-Konjugat (A-2200, Vector Laboratories, Burlingame, CA,
USA)

Biotin-NHS-Ester (203112, Calbiochem, La Jolla, CA, USA)

Carboanhydrase aus Rinder-Erythrocyten (C7025, Sigma, Steinheim)

Casein (C3400, Sigma, Steinheim)

Cellulase aus Aspergillus niger (22178, Fluka, Buchs, Schweiz)

Cytochrom ¢ aus Pferde-Herz (C7150, Sigma, Steinheim)

Dextranblau 2000 (Amersham Biosciences AB, Uppsala, Schweden)

Dikaliumhydrogenphosphat (1.05104, Merck, Darmstadt)

N,N-Dimethylformamid (DMF, 1.03053, Merck, Darmstadt)

Dimethylsulfoxid (1.16743, Merck, Darmstadt)

Erdnuss gerostet (Knabsi, Rewe Handelsgruppe, Kéln)

Erdnuss-Standard, Erdnussbutter mit > 90 % Erdnussanteil, SRM 2387 (National
Institute of Standards and Technology, NIST, Gaithersburg, MD, USA)

Erdnussallergene Arahl und Arah2 (Dr. Philip Wilson, Central Manchester and
Manchester Children’s University Hospitals, Manchester, UK)

Fischhaut-Gelatine (G7041, Sigma, Steinheim)

Glucose (G8270, Sigma, Steinheim)

Glucoseoxidase (G7141, Sigma, Steinheim)

Glycerin (032450, Alfa Aesar, Karlsruhe)

Haselnusskerne (Runde Rémer, Vitalia Reformhaus GmbH, Sauerlach)

Haselnusskerne gerdstet (Dr. Rudolf Fila, Masterfoods, Breitenbrunn, Osterreich)

Kakaobutter (Spinnrad, Certus Handels GmbH, Norderstedt)

Kakaopulver, entolt (Bensdorp, Barry Callebaut, Norderstedt)

Kaliumdihydrogencitrat (60214, Fluka, Buchs, Schweiz)

Kaliumdihydrogenphosphat (1.12034, Merck, Darmstadt)

Kaliumsorbat (S1751, Sigma, Steinheim)

Katalase aus Aspergillus niger (219261, Calbiochem, La Jolla, CA, USA)

Lipase aus Schweinepankreas (L3126, Sigma, Steinheim)

LowCross-Buffer (Institut fiir Chemo- und Biosensorik GmbH, ICB, Miinster)
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Magermilchpulver (70166, Fluka, Buchs, Schweiz)

Meerrettich-Peroxidase (EIA grade, 814393, Roche, Basel, Schweiz)

Myoglobin aus Pferde-Herz (M1882, Sigma, Steinheim)

Natriumazid (52002, Sigma, Steinheim)

Natriumcarboxymethylcellulose (mittlere Viskositat, 21902, Fluka, Buchs,
Schweiz)

Natriumchlorid (1.06404, Merck, Darmstadt)

Natriumcyanoborhydrid (71435, Fluka, Buchs, Schweiz)

Natriumhydrogencarbonat (1.06329, Merck, Darmstadt)

Natriumhydroxid (1.06498, Merck, Darmstadt)

Natriumperiodat (1.06597, Merck, Darmstadt)

Protein-G-alkalische-Phosphatase-Konjugat (539305, Calbiochem, La Jolla, CA,
USA)

Pullulanase von Bacillus acidopullulyticus (P2986, Sigma, Steinheim )

Ridascreen Allergen Extraktionspuffer (R-Biopharm AG, Darmstadt)

Saccharose (Raffinade, Stidzucker, Mannheim)

Salzsdure, rauchend, 37%ig (84422, Fluka, Neu-Ulm)

Schwefelsaure (1.00731, Merck, Darmstadt)

SeaBlock Blockingreagenz (37527, Pierce, Rockford, IL, USA)

Sojalecithin (Spinnrad, Certus Handels GmbH, Norderstedt)

Testkit zur Proteinquantifizierung, Uptima MicroBC (UP75860C, Interchim,
Montlugon Cedex, Frankreich)

3,3’,5,5-Tetramethylbenzidin (TMB, 1.08622, Merck, Darmstadt)

Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris, 154563, Aldrich, Steinheim)

Trypsinogen aus Rinder-Pankreas (T1143, Sigma, Steinheim)

Tween 20 (8.17072, Merck, Darmstadt)

Wasserstoffperoxid, reinst 30%ig (1.08597, Merck, Darmstadt)

5.2.2 Verfiigbare Antikorper

Die Generierung der Antikorper innerhalb des Projekts ,AllergenTest* erfolgte
durch CSL (York, UK), RIKILT-Institute of Food Safety (Wageningen, Nieder-
lande) und IFA Tulln (Osterreich). Die vorhandenen Erdnuss-Antikorper sind in
Tab. 5.1 zusammengestellt, die Haselnuss-Antikérper in Tab. 5.2.

Tab. 5.1: Vorhandene Erdnuss-Antikérper (Maus: monoklonal; Kaninchen, Huhn,
Schaf: polyklonal; *Antikérper Protein-G-gereinigt).

Antikorper  Spezies Lieferant Antikorper Spezies Lieferant
#01 Huhn IFA Tulln 51-12E3 Maus  RIKILT
#02 Huhn IFA Tulln 51-1B6 Maus  RIKILT
#03 Huhn IFA Tulln 51-2A12* Maus  RIKILT
#11 Huhn IFA Tulln 51-2H5 Maus RIKILT
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Fortsetzung Tab. 5.1

Antikérper  Spezies Lieferant Antikorper Spezies Lieferant
#12 Huhn IFA Tulln 51-3D12 Maus RIKILT
#16 Huhn IFA Tulln 51-3G7 Maus RIKILT
#17 Huhn IFA Tulln 51-4E10 Maus RIKILT
R646 Kaninchen CSL 51-5D3 Maus RIKILT
R694 Kaninchen CSL 51-5G9 Maus RIKILT
R695 Kaninchen CSL 51-6F6 Maus RIKILT
44-10D10 Maus RIKILT 51-7C1 Maus RIKILT
44-10H8 Maus RIKILT 51-7G8 Maus RIKILT
44-1B11 Maus RIKILT 51-9F'1 Maus RIKILT
44-1C12 Maus RIKILT 51-9G2 Maus RIKILT
44-4G2 Maus RIKILT 51-9H10 Maus RIKILT
44-TAT Maus RIKILT Y68* Maus CSL
44-8B1 Maus RIKILT Y69* Maus CSL
44-8GT7* Maus RIKILT Y70* Maus CSL
44-8H7 Maus RIKILT Y71* Maus CSL
49-2D11 Maus RIKILT YT72%* Maus CSL
49-4D4 Maus RIKILT YT76* Maus CSL
51-10C5 Maus RIKILT Y77* Maus CSL
51-10F5 Maus RIKILT Y78* Maus CSL
51-10G5 Maus RIKILT Y79* Maus CSL
51-12D2* Maus RIKILT PN MF Schaf  RIKILT
51-12D7 Maus RIKILT PN RB Schaf  RIKILT

Tab. 5.2: Vorhandene Haselnuss-Antikorper (Maus: monoklonal; Huhn, Kanin-
chen, Schaf: polyklonal; *Antikorper Protein-G-gereinigt).

Antikérper  Spezies Lieferant Antikorper Spezies Lieferant
#04 Huhn IFA Tulln 48-8G1 Maus  RIKILT
#05 Huhn IFA Tulln 48-9F1 Maus  RIKILT
#13 Huhn IFA Tulln 50-1G10 Maus  RIKILT
#14 Huhn IFA Tulln 50-1G2* Maus  RIKILT
#15 Huhn IFA Tulln 50-2D9 Maus  RIKILT
#18 Huhn IFA Tulln 50-3A11 Maus  RIKILT
#41 Huhn IFA Tulln 50-4F2%* Maus  RIKILT
R648 Kaninchen CSL 50-5H9* Maus  RIKILT
R649 Kaninchen CSL 50-6B12* Maus  RIKILT
R650 Kaninchen CSL 50-6B3 Maus  RIKILT
R651 Kaninchen CSL 50-6E1* Maus  RIKILT
R696 Kaninchen CSL 50-6G7 Maus  RIKILT
R697 Kaninchen CSL 50-7B8 Maus  RIKILT
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Fortsetzung Tab. 5.2

Antikorper Spezies Lieferant Antikérper Spezies Lieferant
R698 Kaninchen CSL 50-8A3* Maus  RIKILT
R699 Kaninchen CSL 50-8B11 Maus  RIKILT
45-2E11 Maus RIKILT Y61* Maus CSL
45-4G2 Maus RIKILT Y62* Maus CSL
45-6G4 Maus RIKILT Y63* Maus CSL
45-7B3 Maus RIKILT HN RB Schaf  RIKILT
48-10F3* Maus RIKILT HN MF Schaf  RIKILT
48-3B1* Maus RIKILT

5.2.3 Immunchemische Reagenzien

Anti-Erdnuss-Serum (Kaninchen, AbKem Iberia, Vigo, Spanien)
Anti-Huhn-IgG (Kaninchen), Peroxidase-markiert (A9046, Sigma, Steinheim)

Anti-Huhn-IgG (Kaninchen), Peroxidase-markiert (303-035-003, Jackson Immu-
noResearch, West Grove, PA, USA)

Anti-Huhn-IgG (Schaf), Peroxidase-markiert (401520, Calbiochem, La Jolla, CA,
USA)

Anti-Kaninchen-IgG (Ziege), Peroxidase-markiert (PI-1000, Vector Laboratories,
Burlingame, CA, USA)

Anti-Maus-1gG-Fc (Ziege), unmarkiert (ICN 670291, MP Biomedicals, Irvine, CA,
USA)

Anti-Maus-IgG-H+L (Pferd), Peroxidase-markiert (PI-2000, Vector Laboratories,
Burlingame, CA, USA)

Anti-Maus-IgG;, alkalische-Phosphatase-markierte Fab-Fragmente (Zenon Labe-
ling Kit, Z-25050, Molecular Probes, Eugene, OR, USA)

Anti-Schaf-IgG (Esel), Peroxidase-markiert (A3415, Sigma, Steinheim)

Anti-Schaf-IgG (Kaninchen), Peroxidase-markiert (402100, Calbiochem, La Jolla,
CA, USA)

IgG aus Maus, als Standard (15381, Sigma, Steinheim)

Maéuseserum unspezifisch (566442, Calbiochem, La Jolla, CA, USA)

Maéuseserum unspezifisch (C37730, Promocell, Heidelberg)

5.2.4 Puffer

Carbonatpuffer (pH9,6)
NayCOg, 1,59 ¢

NaHCOs3, 2,93 g

NaN3, 0,2g

Reinstwasser, ad 1000 mL
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Fischgelatine-Extraktionspuffer
Tris, 1,21 g

NaCl, 5,84 ¢

Tween 20 10%ig, 10 mL
Fischhaut-Gelatine, 5 g
Reinstwasser, 70 mL

2M HCI, pH 8,2 einstellen
Reinstwasser, ad 100 mL

Inkubationspuffer
BSA, 500 mg

Tween 20 10%ig, 5mL
PBS, ad 100 mL

Magermilch-Extraktionspuffer
Tris, 1,21 g

NaCl, 5,84 ¢

Tween 20 10%ig, 10 mL
Magermilchpulver, 10 g
Reinstwasser, 80 mL

2M HCI, pH 8,2 einstellen
Reinstwasser, ad 100 mL

Phosphat-Kochsalz-Puffer (PBS, pH 7,6)
KHyPOy, 1,36 g

KQHPO4, 12,2g

NaCl, 85¢g

Reinstwasser, ad 1000 mL

Ridascreen-Extraktionspuffer
Ridascreen-Extraktionspufferkonzentrat, 50 mL
Reinstwasser, ad 1000 mL

Substratpuffer (alkalische Phosphatase, 1 M, pH 9,8)
Tris, 12,11 g

Reinstwasser, 80 mL

1M MgCly, 50 uL

2M HCI, pH9.8

Reinstwasser, ad 100 mL
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Substratpuffer (Peroxidase, pH 3,8)
KH,-Citrat, 46,04 g

Kaliumsorbat, 0,1 g

Reinstwasser, ad 1000 mL

Waschpufferkonzentrat
KHQPO4, 8,17g

Ky;HPOy, 73,16 g

NaCl, 52,6 g

Tween 20, 30 mL
Reinstwasser, ad 1000 mL

Waschpuffer
Waschpufferkonzentrat, 42 mL
Reinstwasser, ad 2500 mL

5.2.5 Spezialreagenzien

4-Nitrophenylphosphat-Lésung (0,67 M)
4-Nitrophenylphosphat, Natriumsalz - 6 H,O, 250 mg
Reinstwasser, 1,0 mL

Substratlésung (alkalische Phosphatase)
Substratpuffer (alkalische Phosphatase), 25 mL
4-Nitrophenylphosphat-Losung, 430 pLL

Substratlésung (Peroxidase)
Substratpuffer (Peroxidase), 25 mL
TMB-Stammlésung, 300 puL

H,0, 1%ig, 100 pL

Stopp-Losung
Schwefelsiaure 98%ig, 50 mL
Reinstwasser, ad 1000 mL

TMB-Stammlosung
3,3,5,5’-Tetramethylbenzidin (TMB), 50 mg
DMSO, 4 mL
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5.3 Standardprozeduren

5.3.1 Herstellung von Standards und Probenextrakten

Homogenat aus Erdnuss/Haselnuss und Saccharose

Eine Mischung von 2 g Erdnuss-Standard (90 % Erdnuss) oder 2 g Haselnuss und
18 g Saccharose wird in der Labormiihle homogenisiert. Die 1 : 10-Homogenate sind
bei - 18°C mehrere Monate stabil.

CMC-Standardlosung

12 g Carboxymethylcellulose werden in 600 mL Reinstwasser gelost. Als Stabili-
satoren werden 6g Natriumazid und 1,5g Rinderserumalbumin zugegeben. Zu
70 mL. Carboxymethylcellulose-Losung werden 778 mg Erdnuss-Homogenat bzw.
700 mg Haselnuss-Homogenat gegeben und griindlich durchgeschiittelt. Die Stan-
dardlésungen (1g/L Erdnuss bzw. Haselnuss) sind bei Raumtemperatur mehrere
Wochen stabil.

Dotierung der Lebensmittel

In ein Polypropylen-Réhrchen wird 1g einer Lebensmittelmatrix eingewogen, die
zuvor auf Kontaminationsfreiheit iiberpriift wurde. CMC-Standardlosung wird
1:10 mit PBS verdiinnt und eine der Dotierung entsprechenden Menge zupipet-
tiert. Schokoladen und Eiscreme werden vor der Dotierung bei 40-50°C geschmol-
zen.

Extraktion der Proben

Um Verschleppungen zu vermeiden, wird vor jedem Mahlvorgang der Mahlbe-
hélter der Labormiihle in seine Einzelteile zerlegt und diese unter Verwendung
von Spiilmittel, heifem Wasser und Reagenzglasbiisten sorgféltig gereinigt. In der
Labormiihle werden >5g Probe homogenisiert und 1,00 g in ein Polypropylen-
Rohrchen eingewogen. Bei schokoladehaltigen Proben wird 1g Magermilchpulver
zugegeben. 20 mL Extraktionspuffer werden zupipettiert und die 20-miniitige Ex-
traktion bei 60°C durch mehrfaches starkes Schiitteln unterstiitzt. Die Extrak-
te werden in Reaktionsgefafse (1,7mL) iiberfithrt und in der Biofuge 28RS bei
17.000 rpm und 20°C 30 min zentrifugiert. Die Entfernung von verbliebenen Par-
tikeln erfolgt mittels Spritzenfiltern mit einer Porenweite von 0,45 pm.

Herstellung der Standards

Von dem Erdnuss- bzw. Haselnuss-Saccharose-Homogenat werden 2,000 g in ein
Polypropylen-Rohrchen eingewogen und in identischer Weise wie die Proben ex-
trahiert. Dabei werden Standards mit den Konzentrationen 9g/L ganze Erdnuss
bzw. 10 g/L ganze Haselnuss erhalten. Die Standards werden aliquotiert und bei
-18°C gelagert. Zur Herstellung von Verdiinnungsreihen wird frisch aufgetauter
Standard mit Extraktionspuffer verdiinnt.
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5.3.2 Immunoassay mit immobilisiertem Antigen

Beschichtung: In die Kavitéten einer Mikrotiterplatte werden jeweils 240 pL Car-
bonatpuffer (Blank) bzw. Erdnuss/Haselnuss-Standards in Carbonatpuffer pipet-
tiert. Die Platte wird mit Parafilm verschlossen, iiber Nacht auf dem Schiittler in-
kubiert und mit dem Waschgerét dreimal mit je 400 pnL. Waschpuffer im Overflow-
Modus gewaschen.

Blocking: Zur Minimierung von unspezifischen Bindungen werden die Kavitaten
mit je 250 uL einer 1,5%igen Losung von BSA in PBS eine Stunde lang auf dem
Schiittler geblockt und im Anschluss gewaschen.

Inkubation von Antikorper: In die Kavitaten werden jeweils 200 pL. einer Ver-
diinnung des Antikoérpers in Inkubationspuffer pipettiert und eine Stunde lang
unter Parafilm auf dem Schiittler inkubiert. Danach wird die Platte erneut gewa-
schen.

Anti-Spezies- Antikorper: Peroxidase-markierter anti-Spezies-Antikorper (anti-
Kaninchen aus Ziege bzw. anti-Maus aus Pferd) wird 1:10.000 mit Inkubations-
puffer verdiinnt und je 150 ulL in die Kavitdaten pipettiert. Die Platte wird erneut
mit Parafilm verschlossen und fiir eine Stunde auf dem Schiittler inkubiert. An-
schliefend wird die Platte gewaschen.

Farbreaktion: Die Kavitaten der Mikrotiterplatte werden mit je 200 pL einer
frisch zubereiteten Substratlosung (Peroxidase) gefiillt und sofort mit Alumini-
umfolie zum Schutz vor Lichteinwirkung abgedeckt. In regelméfigen Absténden
wird die Farbentwicklung beobachtet.

Abstoppen: Die Farbentwicklung wird mittels Zugabe von 100 pL. Schwefelsdure
spatestens nach 30 min abgestoppt, wobei die Farbe von blau nach gelb umschlagt.
Die Absorption sollte in der nachfolgenden Messung nicht wesentlich hoher als eins
sein.

Messung und Auswertung: Die Absorptionsmessung erfolgt mit einem Acht-
kanalphotometer bei einer Wellenldnge von 450 nm. Die Werte werden in einer
ASCII-Datei gespeichert, die Auswertung erfolgt mit Hilfe der Software Origin
7.0. Es wird jeweils der gegen Ausreisser robuste Median berechnet und eine sig-
moidale Kurve gefittet.

5.3.3 Immunoassay mit immobilisiertem Antikorper

Vorbeschichtung: In die Kavitdten einer Mikrotiterplatte werden 200 pL von
1:3.000 mit Carbonatpuffer verdiinntem anti-Maus-1gG-Fc (Ziege) pipettiert. Die
Platte wird mit Parafilm verschlossen und bei Raumtemperatur iiber Nacht in-
kubiert. Die Platte wird dreimal mit je 400 pL. Waschpuffer im Overflow-Modus
gewaschen.

Beschichtung: Zellkulturiiberstdnde werden 1:100, gereinigte monoklonale An-
tikorper 1:1.000 in Inkubationspuffer verdiinnt. Jeweils 200 nL. Antikoérperlosung
werden in die entsprechende Kavitat pipettiert. Die Platte wird erneut mit Para-
film verschlossen, fiir drei Stunden inkubiert und danach gewaschen.
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Inkubation: Die biotinylierten Erdnuss- bzw. Haselnuss-Extrakte werden in Ma-
germilch + 0,5 % Tween 20 verdiinnt. Von diesen Standards werden je 150 pL in die
entsprechende Kavitit pipettiert und die Platte mit Parafilm verschlossen. Nach
einstiindiger Inkubation wird die Platte gewaschen.

Zugabe Konjugat: Das Konjugat aus Streptavidin und alkalischer Phosphatase
wird 1:21.000 in Inkubationspuffer verdiinnt und davon je 200 pL in die Kavitéaten
pipettiert. Nach einstiindiger Inkubation wird die Platte gewaschen.
Farbreaktion: 200 pL. Substratlosung (alkalische Phosphatase) werden in jede
Kavitdt pipettiert und die Absorption bei 405 bzw. 450 nm nach einer Stunde
bzw. nach Inkubation iiber Nacht gemessen.

5.3.4 Indirekt-kompetitiver Immunoassay

Beschichtung: In die Kavitaten einer Mikrotiterplatte werden 240 nL. in Carbo-
natpuffer verdiinnter Erdnuss- bzw. Haselnuss-Standard pipettiert. Die Mikroti-
terplatte wird mit Parafilm verschlossen, zur Beschichtung iiber Nacht auf den
Schiittler gestellt und danach gewaschen.

Blocking: Zum Blocken der Mikrotiterplatte werden die Kavitdaten mit je 250 pL
einer 1,5%igen Losung von BSA in PBS befiillt, die Platte mit Parafilm verschlos-
sen und eine Stunde auf dem Schiittler inkubiert. Danach wird die Platte erneut
gewaschen.

Kompetition: In die Kavitdten werden zunéchst jeweils 100 pL. Inkubationspuf-
fer (blank) bzw. Erdnuss- bzw. Haselnuss-Standards in Inkubationspuffer pipet-
tiert. Unmittelbar danach werden je 100 nL einer in Inkubationspuffer verdiinnten
Antikorperlosung zupipettiert und die Platte mit Parafilm verschlossen. Nach ein-
stiindiger Inkubation auf dem Schiittler wird die Platte gewaschen.

Die Detektion der gebundenen Antikorper erfolgt wie in Kap. 5.3.2 beschrieben.

5.3.5 Messung von Erdnuss- bzw. Haselnussprotein

Beschichtung: In die Kavitiaten einer Mikrotiterplatte werden jeweils 100 pL ei-
ner Losung von Féangerantikorper pipettiert. Zur Bestimmung von Erdnuss wird
dazu monoklonaler Antikérper Y70 1:200 (2,8mg/L IgG) in PBS und zur Be-
stimmung von Haselnuss wird monoklonaler Antikérper 50-6B12 1:500 (2,6 mg/L
IgG) in PBS verwendet. Die Mikrotiterplatte wird mit Parafilm verschlossen und
nach einstiindiger Inkubation (Schiittler) gewaschen.

Blocking: Jeweils 200 pL einer Losung von 3 % Magermilchpulver in PBS werden
in die Kavitaten transferiert. Nach einstiindiger Inkubation wird die Mikrotiter-
platte erneut gewaschen.

Inkubation Probe: Jeweils 100 p. Probe bzw. Standard werden innerhalb ei-
ner Minute in die Kavitaten pipettiert und die Platte exakt fiir 10 min auf dem
Schiittler inkubiert und unmittelbar danach gewaschen. Um alle Proben innerhalb
von einer Minute pipettieren zu kénnen, werden nur jeweils drei Streifen (Spalten)
der Mikrotiterplatte fiir den Test verwendet. Fiir hohen Probendurchsatz werden
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5.3 Standardprozeduren

alternativ je 150 uL. Probe geméf gewiinschter Konstellation in eine nichtadsor-
bierende Platte (Glas) pipettiert und mittels Achtkanalpipette (100 pL, jeweils
frische Pipettenspitzen) innerhalb einer Minute in die vorbeschichtete Mikrotiter-
platte transferiert.

Detektionsantikorper: Detektionsantikorper wird 1:1.000 in 1% Magermilch
enthaltenden PBS verdiinnt. Zur Bestimmung von Erdnuss wird hierfiir Peroxi-
dase-Konjugat des polyklonalen Antikorpers R695 (nach Verdiinnung 0,63 mg/L
IgG) verwendet, zur Bestimmung von Haselnuss Peroxidase-Konjugat des polyklo-
nalen Antikoérpers R698 (nach Verdiinnung 0,83 mg/L IgG). Jeweils 100 pL. Detek-
tionsantikorper werden in jede Kavitat pipettiert und nach exakt zehnminiitiger
Inkubation auf dem Schiittler wird die Platte gewaschen.

Farbreaktion: Die Detektion der gebundenen Peroxidase erfolgt mittels Zugabe
von jeweils 100 ulL frisch hergestellter Substratlésung. Nach exakt zehn Minuten
werden die Farbentwicklung gestoppt und die Absorptionen bestimmt (siehe Kap.
5.3.2).

In der frithen Optimierungsphase der Sandwich-Immunoassays wurden die Be-
schichtungen der Mikrotiterplatten iiber Nacht durchgefiihrt. Die restlichen In-
kubationszeiten betrugen in der Regel jeweils eine Stunde, die Farbentwicklung
15-30 min.

5.3.6 Messung von Maus-IgG

Beschichtung: Zur Beschichtung der Mikrotiterplatten werden jeweils 300 pL
anti-Maus-Antikorper (Ziege, 1:3.000 in Carbonatpuffer) in die Kavitidten einer
Mikrotiterplatte pipettiert. Nach Inkubation iiber Nacht auf dem Schiittler wird
die Platte gewaschen.

Standards: Jeweils 200 pL. der IgG-Standards (0,1, 0,3, 1, 3, ..., 1.000 pg/L in
PBS) bzw. Zellkulturiiberstand oder Antikérperlésung (1:300-1:100.000 in PBS)
werden in den Kavitaten pipettiert und iiber Nacht inkubiert.

Blocking: Nach Waschen der Platte werden 300 uL einer durch Erhitzen herge-
stellten 1%igen Caseinlosung in PBS in jede Kavitét pipettiert. Nach einstiindiger
Inkubation wird die Platte gewaschen.

Detektionsantikorper: Peroxidase-Konjugat von anti-Maus-Antikérper (Pferd)
wird 1:50.000 in PBS verdiinnt. Je 200 nL. werden in die Kavitédten pipettiert und
die Platte nach dreistiindiger Inkubation erneut gewaschen. Die Detektion der
Menge an gebundenem Detektionsantikorper erfolgt wie in Kap. 5.3.2 beschrieben.

5.3.7 Screening von heterologen Antikorperpaaren

Vorbeschichtung: Die Kavitdten einer Mikrotiterplatte werden mit je 200 pL
einer Losung des anti-Spezies-Antikorpers (entsprechend des gewtinschten Féanger-
antikorpers) in Carbonatpuffer beschichtet. Die Mikrotiterplatte wird mit Parafilm
verschlossen, {iber Nacht auf dem Schiittler inkubiert und gewaschen.
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Beschichtung: 200 pl. des in Inkubationspuffer verdiinnten Fangerantikérpers
(1:1.000; gereinigte monoklonale Antikérper 1:2.000) werden in die Kavitéten
pipettiert. Nach dreistiindiger Inkubation wird die Platte erneut gewaschen.
Standards: 150 pL. Erdnuss- oder Haselnuss-Standard, verdiinnt in Magermilch
mit 0,5 % Tween 20, werden in die Kavitaten pipettiert, fiir eine Stunde inkubiert
und die Platte danach gewaschen.

Detektionsantikorper: 200 pl. Detektionsantikérper, verdiinnt in Inkubations-
puffer (1:1.000, Kaninchen-Antikoérper 1:5.000), werden in die Kavitdten pipet-
tiert. Nach einstiindiger Inkubation wird die Mikrotiterplatte gewaschen.
Markierter anti-Spezies-Antikorper: In Inkubationspuffer wird eine Verdiin-
nung von Peroxidase-markiertem anti-Spezies-Antikorper hergestellt (anti-Huhn:
1:5.000; anti-Kaninchen: 1:6.000; anti-Schaf: 1:3,000; anti-Maus: 1:6,000) und
jeweils 200 nL in die entsprechenden Kavitaten pipettert. Nach einstiindiger Inku-
bation wird die Mikrotiterplatte gewaschen. Die Farbreaktion erfolgt wie in Kap.
5.3.2 beschrieben.

5.3.8 Proteinmessung mittels BCA-Assay

Als Proteinstandards werden Verdiinnungreihen von Rinderserumalbumin oder
Ovalbumin (0,5-100 mg/L) hergestellt. Die Reagenzien A, B und C des MicroBC-
Assay-Testkits werden im Verhéltnis 25:25:1 (v/v/v) gemischt [323]. Jeweils
150 pb Probe bzw. Standard werden in die Kavitdten einer Mikrotiterplatte pi-
pettiert und 150 pL. der Reagenzienmischung zugegeben. Die Mikrotiterplatte wird
bei 37°C 60 min inkubiert und nach Abkiihlung auf Raumtemperatur werden die
Absorptionen bei 550 nm gemessen.

5.3.9 Konjugation von Antikérpern mit Peroxidase

Aktivierung der Meerrettich-Peroxidase: Etwa 1,5 mg Peroxidase aus Meer-
rettich werden in 100 nLL PBS gelost. In einem Braunglasflaschchen werden 18,8 mg
Natriumperiodat in 1 mL Reinstwasser gelost (88 mM). Die Oxidation wird durch
Zugabe von 10 nL Periodat-Losung zu je 100 pL. Peroxidase-Losung gestartet. Nach
20-miniitiger Reaktion im Dunklen, wobei die Farbe von braun nach griin um-
schlagt, wird die oxidierte Peroxidase von den niedermolekularen Reagenzien mit-
tels einer mit PBS equilibrierten PD-10 Sdule abgetrennt. Die farbige Bande (oxi-
dierte Peroxidase) wird dabei visuell moglichst knapp geschnitten.

Praparation des IgG: Niedermolekulare Bestandteile der Antikorperlosung wer-
den mit Hilfe einer PD-10-Séule nach Herstellerangaben abgetrennt. Je Ansatz
werden 0,1-0,5mg [gG eingesetzt, PBS dient als Chromatographiepuffer. Mittels
Zentrifugenfiltern (Cutoff 3kDa) wird anschliefend auf ~1g/L IgG aufkonzen-
triert.

Konjugation: Aktivierte Peroxidase wird zur IgG-Losung gegeben, sodass ein
daquivalentes Massenverhaltnis von Peroxidase und IgG erreicht wird, entspre-
chend einem molaren Uberschuss der Peroxidase von 3,75:1. Zur weiteren Auf-
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konzentrierung wahrend der Reaktion wird der Ansatz im Zentrifugenfilter jeweils
eine Stunde lang zunéchst bei 1000 rpm, dann bei 2000 rpm zentrifugiert. Eine
5 M Natriumcyanoborhydrid-Loésung wird durch Zugabe von 75 mg Natriumcyano-
borhydrid zu 240 pL einer 1 M Natronlauge hergestellt. Zu je 1 mL Peroxidase /IgG-
Ansatz werden 10 pL. Natriumcyanoborhydrid-Losung gegeben und der Ansatz an-
schliefend 30 min bei 1000 rpm zentrifugiert. Tris-Losung (1 M) wird durch Auf-
losen von 121 mg Tris in 1 mL Reinstwasser hergestellt und 50 pLL Tris-Losung zu
je 1 mL Peroxidase/IgG-Ansatz gegeben. Der Ansatz wird erneut 30 min lang bei
1000 rpm zentrifugiert und schlieflich werden die niedermolekularen Bestandtei-
le mittels PD-10-Séule unter Verwendung von PBS als Chromatographiepuffer
abgetrennt.

Lagerung: Zur Aufbewahrung werden 10 mg BSA und 1 mL Glycerin je mL Kon-
jugat zugegeben. Die homogenisierte Losung wird aliquotiert und bei - 18°C gela-
gert.

5.3.10 In-situ-Markierung von Antikorpern
5.3.10.1 Markierung mittels Fab-Fragmenten

Zellkulturiiberstande bzw. gereinigte Antikorper werden mit PBS auf eine Konzen-
tration von 400 pg/L IgG verdiinnt. Zu je 4 mL Antikorperlosung werden 5 pl Fab-
Reagenz (Zenon A) pipettiert, wodurch eine finale Konzentration von 250 pg/L
markierter Fab-Fragmente erhalten wird. Uberschiissige Fab-Fragmente werden
nach 30min durch Zugabe von 2mL MA&useserum (1:250 in PBS) jemL Anti-
korper-Fab-Mischung geblockt. Nach weiteren 10 min werden jeweils 150 pl. der
Mischung in eine Mikrotiterplatte iiberfiihrt, welche mit Antigen oder mit Fange-
rantikorper und Antigen vorbeschichtet wurde und 50 pL. Méauseserum (1:500 in
PBS) enthélt. Die Menge an gebundener alkalischer Phosphatase wird detektiert
wie unter Kap. 5.3.3 beschrieben.

5.3.10.2 Markierung mittels Protein G

Zu einer verdiinnten Losung von Konjugat aus Protein G und alkalischer Phos-
phatase (1:200-10.000 in PBS) wird Zellkulturtiberstand bzw. Losung von ge-
reinigtem monoklonalen Antikorper pipettiert. Jeweils 150 pl. der vorinkubierten
Mischung und einer Blocking-Losung (Magermilch, Pferdeserum oder Méausese-
rum) werden in eine Mikrotiterplatte aus Glas pipettiert. Nach einer bestimm-
ten Inkubationsdauer werden 200 pL. der Mischung in eine mit Antigen bzw. mit
Fangerantikdrper und Antigen vorbeschichtete Mikrotiterplatte iiberfiihrt. Nach
einstiindiger Inkubation wird die Mikrotiterplatte gewaschen und die Menge an
gebundener alkalischer Phosphatase detektiert wie unter Kap. 5.3.3 beschrieben.

161
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5.3.10.3 Markierung mittels anti-Maus-Antikorper

Konjugat aus POD und anti-Maus-Antikorper (Pferd) wird 1:5.000 in PBS ver-
diinnt. Zellkulturiiberstand bzw. Losung von gereinigtem monoklonalen Antikor-
per wird zugegeben, sodass eine Konzentration von 200 pg/L IgG erhalten wird.
Nach 30-miniitiger Inkubation wird zu jeweils 2mL Antikorper-Mischung 1 mL
Méuseserum (1:170 in PBS) gegeben. Jeweils 150 nL. dieser Mischung werden nach
15-miniitiger Inkubation in eine Mikrotiterplatte transferiert, welche mit Antigen
bzw. mit Antikorper und Antigen vorbeschichtet und gewaschen ist und mit je-
weils 50 pL Mauseserum (1 : 500 in PBS) beschickt ist. Die Platte wird mit Parafilm
verschlossen und fiir eine Stunde auf dem Schiittler inkubiert. Die Detektion der
gebundenen Peroxidase erfolgt wie unter Kap. 5.3.2 beschrieben.

5.3.11 Biotinylierung von Antikorpern

Eine Loésung von 10g/L NHS-Biotin in DMF wird hergestellt und zu Zellkultur-
iiberstand bzw. zu Losung von gereingtem Antikorper (Verdiinnungen bis 1 :50.000
in 0,1 mM NaHCO3, pH 8,4) pipettiert (10-400 pg NHS-Biotin pro mg IgG). Nach
vierstiindiger Reaktion werden je 200 pLL der Losung in verschiedenen Verdiinnun-
gen in die Kavitédten einer vorbereiteten Mikrotiterplatte iiberfiihrt. Die Mikro-
titerplatte wurde zuvor sukzessive mit anti-Maus-Antikorper und Féangerantikor-
per vorbeschichtet, mit Mauseserum (1:1.000 in Inkubationspuffer, 1 h) geblockt
und schlieflich mit 150 pL. Standards (1 mg/L Erdnuss in Magermilch -+ 0,5 %
Tween 20) eine Stunde lang inkubiert und gewaschen. Nach einstiindiger Inku-
bation der biotinylierten Antikérper wird die Platte gewaschen und 200 pL. Kon-
jugat aus Streptavidin und alkalischer Phosphatase (1:21.000 in Inkubationspuf-
fer) zugegeben. Nach einer weiteren einstiindigen Inkubation wird die Menge an
gebundener alkalischer Phosphatase detektiert wie in Kap. 5.3.3 beschrieben.

5.3.12 Biotinylierung von Proteinextrakten

Mit Hilfe einer PD-10-Gelchromatographiesdule wird Erdnuss- bzw. Haselnuss-
Extrakt (2,5 mL) unter Verwendung von 0,1 M NaHCOj3 als Eluent umgepuffert.
Das Eluat enthélt = 0,6 g/L Protein bzw. ~ 0,19 mM Lysin. Eine Losung von 10 mg
NHS-Biotin in 1 mL DMSO wird hergestellt und 10-320 uL. (0,3-9,4 pmol) dieser
Losung werden zu 10 mL Eluat pipettiert. Nach einstiindiger Reaktion bei Raum-
temperatur werden die Proteine von niedermolekularen Komponenten mittels PD-
10-Séule und Verwendung von PBS als Chromatographiepuffer abgetrennt.

5.3.13 Herstellung von Schokoladen

Zartbitterschokolade mit einem Kakaoanteil von 50 % und Milchschokolade mit ei-
nem Kakaoanteil von 30 % werden simuliert. Statt Kakaomasse wird Kakaopulver
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verwendet und eine Berechnung der Zutaten basierend auf einem Kakaobutterge-
halt von 55 % in Kakaomasse und von 20 % in ent6ltem Kakaopulver durchgefiihrt.
Zartbitterschokolade mit einem Kakaoanteil von 50 % besteht aus 50 % Kakaomas-
se, 45 % Zucker, 4,5 % Kakaobutter und 0,5 % Lecithin. Als Rezeptur (40 g) ergibt
sich damit 11,25 g Kakaopulver, 18 g Zucker, 10,55 g Kakaobutter und 0,2 g Leci-
thin. Milchschokolade mit einem Kakaoanteil von 30 % besteht in der Regel aus
30 % Kakaomasse, 35 % Zucker, 14,5 % Kakaobutter, 20 % Magermilchpulver und
0,5 % Lecithin. Die Milchschokolade wird damit aus 6,75 g Kakaopulver, 14 g Zu-
cker, 11,05 g Kakaobutter, 8 g Magermilchpulver und 0,2 g Lecithin hergestellt. Zur
Erreichung einer geeigneten Konsistenz erwies es sich als giinstig, zunéchst den
Zucker in der Labormiihle zu vermahlen und sukzessive Kakaopulver, Lecithin,
Magermilchpulver (fiir Milchschokolade) und zuletzt Kakaobutter zuzugeben. Die
homogene Mischung wird unter mehrmaligem Riihren 24 Stunden lang bei ~ 50°C
im Trockenschrank belassen. Die Lagerung der Schokoladen erfolgt an einem kiih-
len und dunklen Ort. Um Kontaminationen weitgehend auszuschlielen, werden
alle verwendeten Zutaten zuvor mittels Sandwich-Immunoassays kontrolliert.

5.3.14 Lateral-Flow-Schnelltests

80 pL Standard bzw. Lebensmittelextrakt (sieche Kap. 5.3.1) werden in das Pro-
benaufgabefenster des Lateral-Flow-Schnelltests getropft. Nach 10 Minuten wird
die Signalentwicklung visuell beobachtet und anschlieffend mittels Densitometer
gemessen. Wenn bei der Kontrolllinie (C) keine Signalentwicklung beobachtet wer-
den kann, ist der Test fehlerhaft und wird wiederholt. Der Test ist positiv bei
Signalentwicklung an der Testlinie (T), ansonsten negativ.

5.4 Gelchromatographie

Eine Glassiule (Lange 22 cm, Innendurchmesser 0,66 cm, Volumen ~ 6,9 mL) wird
mit Superdex 200 prep grade nach Herstellerangaben gepackt [340]. Der Acetontest
dient zur Uberpriifung der Qualitdt der Sdulenpackung. Dazu wird eine Losung
von 10g/L Aceton in Wasser injiziert und die Anzahl der theoretischen Boden
aus den ermittelten Werten von Elutionsvolumen und Halbwertsbreite des Peaks
berechnet [340].

Die Gelchromatographie wird durchgefiihrt am FPLC-System, bestehend aus
Pumpen, Probenaufgabeventil, Gelchromatographiesdule, UV-Zelle und Fraktio-
niereinheit. Die Absorptionen werden bei 280 nm gemessen und die Datenaufzeich-
nung erfolgt mit der Software Unicorn 4.0.

Als Laufmittel wird entgaster PBS bei einer Flussrate von 0,2 mL/min verwen-
det. Das Volumen der Probenaufgabenschleife betragt 100 pL. und 300 nL. Probe
werden injiziert (Overflow-Injektion). Es werden jeweils 100-pL-Fraktionen in Mi-
krotiterplatten gesammelt, um diese mittels Immunoassays oder BCA-Test weiter
untersuchen zu kénnen.
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6 Abkurzungen

ABTS
ADI
ARIS
AU
BCA
BSA
cDNA
CMC
(0AY
DBPCFC
DMF
DMSO
DNA
DTT
EAST
EIA
ELISA
FG
FPLC
GOD
HACCP
IC5
IEF

Ig
LFD
LMKV
MHC
MM
MTP
MW
NHS
NWG
oNPG
OVA
PAGE
PBS

2,2’-Azino-di-|3-ethylbenzthiazolinsulfonat (6)]
akzeptable tégliche Aufnahmemenge (Acceptable Daily Intake)
Apoenzym-Reaktivierungsimmunoassay-System
willkiirliche Einheiten (Arbitraty Units)
Bicinchoninsaure

Rinderserumalbumin

komplementére Desoxyribonukleinsiure (Complementary DNA)
Carboxymethylcellulose

Variationskoeffizient

Double-Blind Placebo-Controlled Food Challenge
Dimethylformamid

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsédure

Dithiothreitol

Enzymallergosorbent-Test

Enzymimmunoassay

Enzyme-linked Immunosorbent Assay
Fischgelatine-Extraktionspuffer

Fast Protein Liquid Chromatography
Glucoseoxidase

Hazard Analysis and Critical Control Points
Testmittelpunkt der sigmoidalen Kalibrierkurve
isoelektrische Fokussierung

Immunglobulin

Lateral-Flow-Schnelltest (Lateral Flow Device)
Lebensmittel-Kennzeichnungsverordnung
Haupthistokompatibilitadtskomplex
Magermilch-Extraktionspuffer

Mikrotiterplatte

Molekulargewicht

N-Hydroxysuccinimid

Nachweisgrenze
o-Nitrophenyl-(3-D-galactopyranosid
Ovalbumin

Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Phosphat-Kochsalz-Puffer
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PBST Phosphat-Kochsalz-Puffer mit Zusatz von Tween 20
PCR Polymerase-Kettenreaktion

pNPP p-Nitrophenylphosphat

POD Peroxidase

PRIST Papier-Radioimmunosorbent-Test
RAST Radioallergosorbent-Test

RB Ridascreen-Extraktionspuffer
RIA Radioimmunoassay

RIE Rocket-Immunelektrophorese
RISA Radioimmunosorbent-Assay
RIST Radioimmunosorbent-Test
RNA Ribonukleinséaure

RT Zimmertemperatur

SDS Natriumdodecylsulfat

TBS Tris-Kochsalz-Puffer

TMB 3,37,5,5’-Tetramethylbenzidin
uv Ultraviolett

WF Wiederfindung
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